
　第 28卷　第 4期 华 侨 大 学 学 报 ( 自 然 科 学 版 ) Vol. 28　No. 4　

　2007年 10月 Journal of Huaqiao University (Natural Science) Oct . 2007　

　文章编号 : 　100025013 (2007) 0420403203

麦糟水解液中单糖及脂肪酸的 HPLC分析

余晓芬 , 刘英丽 , 程珊影 , 李夏兰 , 方柏山
(华侨大学 工业生物技术福建省高等学校重点实验室 , 福建 泉州 362021)

摘要 : 　建立高效液相色谱 ( HPLC)测定麦糟水解液中的单糖及脂肪酸的分析方法 ,检测条件 :色谱柱为

Aminex HPX287 H柱 ,柱温为 50 ℃,流动相为 5 mmol·L - 1的硫酸 ,流速为 0. 4 mL ·min - 1 ,检测器为示差折

光检测器.在此条件下 ,水解液中的单糖及脂肪酸的峰面积与浓度线性关系良好 ,相关系数 R2 在 0. 999 91～

0. 999 98之间 ,回收率为 97. 3 %～101. 5 %.通过对样品的分析表明 ,麦糟水解液中不含有葡萄糖、甲酸及乙

酰丙酸 ,木糖和阿拉伯糖的质量浓度比较高 ,乙酸的质量浓度比较低 ,单糖及脂肪酸的混合液得到很好的分

离 ,分离过程在 23 min内完成.
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微生物发酵工艺生产木糖醇已经取得了许多重要的研究进展 ,以半纤维素水解液发酵生产木糖醇

是目前研究的热点[1 ] .麦糟是啤酒厂的主要副产品 ,其水解液中除含葡萄糖、木糖、阿拉伯糖外 ,还含有

有毒物质 ,如甲酸、乙酸、乙酰丙酸等 ,这些物质能抑制微生物的代谢 ,影响木糖醇的产量和质量[ 2Ο3 ] .因

此 ,准确分析这些物质对微生物发酵生产木糖醇工艺的研究是非常重要的.目前 ,国内外用高效液相色

谱法 ( H PL C)测定糖类化合物已有许多报道[4Ο10 ] ,但同时分析单糖及脂肪酸的报道仅在 Solang等[ 3 ]的

研究中略有叙述.本文报道用 HPL C同时分析葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙酸和乙酰丙酸的方法.

1　材料和方法

1 . 1　仪器

Agilent 1100型高效液相色谱仪 (美国 Agilent 公司) ,Aminex H PXΟ87 H柱 (美国 BioΟRad公司) ,

0. 22μm的水性过滤膜 (德国 Membrana 公司) ,D KUΟ30 型电热恒温油槽 (上海精宏实验设备有限公

司) ,D KZΟ2型电热恒温振荡水槽 (上海精宏实验设备有限公司) .

1 . 2　试剂

硫酸 (分析纯 ,上海试剂总厂) ,葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙酸、乙酰丙酸标准品 (上海国药集团

化学试剂有限公司) .

1 . 3　色谱条件

Aminex H PXΟ87 H型柱 ,柱温为 30～50 ℃,流动相为 3～5 mmol ·L - 1的硫酸并经超声波脱气 15

min ,流速为 0. 3～0. 6 mL ·min - 1 , 检测器为示差折光检测器.

1 . 4　标准曲线的绘制

准确称取葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙酸和乙酰丙酸各 0. 25 g ,置于 10 mL 的容量瓶中 ,用超

纯水溶解并定容配成 25 g·L - 1的标准储备液.实验时用超纯水稀释至质量浓度分别为 20 ,15 ,10 ,5 ,1 ,

0. 5 ,0. 1 g·L - 1的溶液备用 ,所有样品上样前用 0. 22μm水性滤膜过滤 ,手动进样 20μL .
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1 . 5　样品制备

按固液比 ( w ∶V , 固体质量 (g)和液体体积 (L)的比)为 1∶8的比例 ,将水和麦槽混合 ,于 100 ℃下

煮沸 1 h ,冷却后 ,水洗并用 4层纱布过滤 ,直到 p H为 7. 0.于 80 ℃干燥至水的质量分数小于 10 %.将

干燥后的麦糟与质量分数为 1 %的硫酸以 1∶8 ( w/ V )的比例混合 ,在 100 ℃下水解 3h. 取酸水解液 2

mL ,冷冻并离心 (12 000 r·min - 1 ) 20 min ,再用 0. 22μm水性滤膜离心过滤 3次 ,备用.

2　结果与讨论

2 . 1　色谱条件的选择

改变流动相的酸浓度、柱温及流速 ,选择最佳色谱条件 ,实验结果表明 ,酸浓度的变化对分离度的影

图 1　单糖及脂肪酸的标准曲线

Fig. 1　Standard curves of monosaccharides and fatty acid

响不是太大.随着流动相流速增加 ,保

留时间减小 ,但流速大于 0. 5 mL ·

min - 1时 ,色谱柱压力偏高 ,有损色谱柱

的使用寿命.柱温的改变对分离度的影

响较大 ,随着柱温的升高 ,分离效果越

好.因此 ,选择 5 mmol ·L - 1的 H2 SO4

作为流动相 ,流速为 0. 4 mL ·min - 1 ,

柱温为 50 ℃进行实验 ,所测得单糖及

脂肪酸的标准色谱图 ,如图 1 所示.图

中 , nRIU为 9～10个折光系数单位1
2 . 2　单糖及脂肪酸的线性范围

按最佳色谱条件进行标准样品的测定 ,其线性范围为0～25 g·L - 1 ,而线性回归方程、相关系数
表 1　线性回归方程及检出限

Tab. 1　Linear regression equation and detection limit s

样品 线性回归方程 R2 Cmin / g·L - 1

葡萄糖

木糖

阿拉伯糖

甲酸

乙酸

乙酰丙酸

A = 3. 855×105 C + 1 . 495×104

A = 3. 959×105 C - 2 . 101×104

A = 4. 061×105 C + 7 . 012×103

A = 1. 992×106 C + 6 . 566×103

A = 2. 094×105 C + 1 . 988×104

A = 2. 857×105 C + 7 . 012×103

0 . 999 98

0 . 999 83

0 . 999 95

0 . 999 92

0 . 999 91

0 . 999 95

0. 0263

0. 0270

0. 0256

0. 0645

0. 0635

0. 0642

( R2 )及检出限 Cmin ,如表 1所示.表

中 , A 为峰面积 , C为样品质量浓

度.在线性范围内 ,峰面积与其浓度

线性关系良好 ,以两倍噪音计算出

最小检出限.

2 . 3　准确度及精密度实验

将混合的 10 g ·L - 1标准样品

按照选定条件进行分析 ,以峰面积

外标法定量 ,重复测定 3次 ,其平均

值 Ct 的结果如表 2所示.由此可知 ,回收率 (η)在 97. 3 %～101. 5 % ,相对标准偏差 ( RSD )小于 2. 16 %.

2 . 4　麦糟水解液样品的分析

　　麦糟水解液的待测成分单糖及脂肪酸的测定结果 ,如表3所示 (加入量为5 . 0 g·L - 1 ) .从表3可

表 2　麦糟水解液标准样品的测定

Tab. 2　Recovery and relatively standard deviation

样品 Ct / g·L - 1 η/ ( %) RSD / ( %)

葡萄糖 10. 05 100. 47 1. 20

木糖 9. 85 98. 53 2. 14

阿拉伯糖 9. 99 99. 89 1. 12

甲酸 9. 96 99. 57 1. 31

乙酸 9. 98 99. 80 1. 08

乙酰丙酸 9. 90 99. 00 2. 16

表 3　麦糟水解液实际样品的测定

Tab. 3　Recoveries and analytical result s of practical samples

样品 C/ g·L - 1 Ct / g·L - 1 η/ ( %)

葡萄糖 0　 4. 98 99. 6

木糖 10. 08 14. 99 99. 4

阿拉伯糖 11. 01 15. 88 99. 2

甲酸 0　 5. 01 100. 2

乙酸 0. 74 5. 69 99. 1

乙酰丙酸 0　 4. 96 99. 2

知 ,回收率在 99. 2 %～100. 2 %之间 ,所得水解液的色谱图如图 2所示.从图 2可知 ,麦糟水解液中不含

有葡萄糖、甲酸及乙酰丙酸 ,木糖和阿拉伯糖的质量浓度比较高 ,乙酸的质量浓度比较低.从分析可知 ,

麦槽水解液的成分有利于木糖醇的发酵.此外 ,在保留时间 9. 479 min出现的是溶解样品的硫酸峰 ,在
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图 2　麦糟水解液的色谱图

Fig. 2　Chromatogram of the liquors of

acid hydrolysis on brewery′s spent grain

保留时间 10. 470 ,11. 623 ,12. 049 min处有一些杂质峰 ,可

能是酚类、糠醛及羟甲基糠醛等.

3　结束语

示差折光检测器用于检测无紫外吸收的单糖及脂肪酸

类化合物 ,样品无需衍生处理 ,过滤后 ,便可以直接进样检

测.本文采用 Aminex HPXΟ87 H 柱 ,单糖及脂肪酸的混合

液得到了很好的分离 ,只需 23 min即可完成色谱的分离过

程 ,具有分离效果好 ,分析速度快 ,操作简便的优点.本方法

适合用于单糖及脂肪酸的分离.
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Analysis of Monosaccharides and Fatty Acid in the Liquors of Acid

Hydrolysis on Bre wery′s Spent Grain by HPLC

YU XiaoΟfen , L IU YingΟli , C H EN G ShanΟying ,

L I XiaΟlan , FAN G BaiΟshan

(Laboratory of Indust rial Biotechnology of Fujian Province University , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　A method for analysis of monosaccharides and fatty acid in the liquors of acid hydrolysis on Brewery′s spent

grain by high performance liquid chromatography ( HPLC) is described. The operating conditions were Aminex HPXΟ87 H

column at 50 ℃and differential ref ractive index detector , the mobile phase was 5 mmol ·L - 1 H2 SO4 and the flowΟrate

was 0. 4 mL ·min - 1 . The monosaccharides and fatty acid in the liquors was measured in the anterior conditions. The cor2
relation coefficient was 0. 999 91～0. 999 98 and the corresponding average recoveries were 97. 3 %～101. 5 %. Glucose ,

formic acid and levulinic acid were not detected in the liquors of acid hydrolysis and the concentration of xylose and arabi2
nose was high , while the acetic acid was low. The mixture of monosaccharides and fatty acid was efficiently separated and

the whole process of separation was finished within 23 minutes.

Keywords :　brewery′s spent grain ; HPLC ; monosaccharide ; fatty acid ; differential ref ractive index detector
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