
2000-05-11 收稿 O

 广西自然科学基金资助项目( No. 9811015)的部分工作 O

第 16 卷第 3 期 广 西 科 学 院 学 报 Vol. 16, No. 3
2000 年 8 月 Journal of Guangxi Academy of sciences August

==========================================================
2000

高效液相色谱法检测蔗渣半纤维素水解物中的单糖 

Determination of MonoSaccharide in
BagaSSe HemicelluloSe HydrolySate by High
Performance Liguid Chromatography

方 宏 曾健智 陈海珊 梁小燕 张厚瑞

Fang ~ong Zeng Jianzhi Chen ~aishan Liang Xiaoyan Zhang ~ourui

(广西植物研究所 桂林 541006)
(Guangxi Institute of Botany, Guilin, 541006)

摘要 用高效液相色谱法测定甘蔗渣半纤维素水解物中的单糖含量 O 以 ~ypersil N~2 柱为

色谱分析柱 , 用示差折光检测器检测 , 流动相是乙腈 = 水 ( 80= 20) O 在此色谱条件下 , 甘蔗

渣半纤维素水解物分离成: 木糖 ~ 阿拉伯糖 ~ 果糖和葡萄糖 O 各单糖呈良好的线性关系 O 加

样回收率的平均值为 97. 3%~ 98. 7% , 此方法简便 ~ 快速 ~ 准确 O
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AbStract A method for the determination of monosaccharides in hemicellulose
hydrolysate f rom sugar cane bagasse by ~PLC( high performance liguid chro-
matography ) Was developed. The operating conditions Were ~ypersil N~2
( 150mmX 4. 6mm i. d) column;mobile phase of V( acetonitrile) = V(Water )=
80= 20;f loW rate of 1. 0 ml/min;detected With dif f erential ref ractometer . Un-
der this condition, the results are satisf actory. The method is simple, guick
and accurate. The average recovery Was 97. 3% to 98. 7% .
Key WordS ~PLC ( high performance liguid chromatography) , bagasse, hemi-
cellulose hydrolysate, monosaccharide

蔗渣是制糖工业的副产物, 含半纤维素 25%~29% , 是少数几种半纤维素含量极高的植

物纤维材料之一 O 半纤维素的主要成分是木聚糖, 稀酸很容易将其水解为单糖 (主要成分是

木糖) O 因此, 微生物发酵蔗渣半纤维素水解物生产乙醇[1], 木糖醇[2, 3]等化工产品, 被认为

是合理利用这一廉价而又大量资源的经济而有效的途径 O 在我国制糖工业中, 年产蔗渣

约 1 095 万吨, 其中部分蔗渣通过制浆造纸等途径已经得到合理的利用外, 绝大部分的蔗渣仍

然被当着燃料烧掉[4]O 显然, 利用蔗渣半纤维素水解物生物转化生产乙醇 ~ 木糖醇及其它化工



原料的研究9 在我国更有着特别重要的意义 O 因此9 建立一套快速而灵敏的方法检测蔗渣半

纤维素水解物中各种单糖含量9 对于深入研究蔗渣水解及其生物转化问题是十分必要的 O
高效液相色谱法能有效地同时测定样品中的多个单糖 5 9但通常采用的糖分析专用柱9价

格昂贵9 分析成本甚高9 是国内许多生产部门和科研单位难以承受的 O 为此9 本文选用价格

低廉的   2 柱为分析柱9 检测蔗渣半纤维素水解物中的多种单糖的含量9 获得满意的结果 O

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

高效液相色谱仪:  a-
ters 510 泵 ~ 410 示差折光检

测器 ~ U6k 手动进样器 ~ 810
色谱工作站 O 梅特勒 AT-
200 型电子天平 O 乙腈 (色谱

纯9 0. 5 pm 滤膜过滤) 9 水

(重蒸水9 0. 45 pm 滤膜过

滤) 9 硫酸 (分析纯) 9 D-木
糖 ~ D-阿拉伯糖 ~ D-果糖均

为生化试剂9 葡萄糖为分析

纯试剂 O
1. 2 色谱条件

检测器:  aters 410 示

差折光检测器; 柱温: 35C ;
色 谱 柱: 大 连 依 利 特 公 司

 ypersil   2( 4. 6 mm i. c.
> 250 mm 5 pm9) ; 流动相:
V ( 乙腈 ) = V ( 水 ) = 80 =
20;

图 1 单糖分离结果

a: 标品色谱图 ; 1: 样品色谱图 O 1: 木糖 ; 2: 阿拉伯糖 ; 3: 果糖 ; 4: 葡

萄糖 O
表 1 水解物中 4 种糖的线性关系

组 分 回归方程

( n = 7)
1 线性范围

(mg ml-1)

木 糖 C = ( 0. 4272+ 3. 21) > 10-5A 1 = 0. 9997 0. 5*60

阿拉伯糖 C = ( 0. 8311+ 3. 72) > 10-5A 1 = 0. 9989 0. 7*60

果 糖 C = ( 0. 3584+ 1. 31) > 10-5A 1 = 0. 9996 0. 2*60

葡 萄 糖 C = ( 0. 5218+ 1. 76) > 10-5A 1 = 0. 9992 0. 3*60

流速: 1 ml min-19 进样量 10 plO
1. 3 标准溶液的配制

精确称取 D-木糖 ~ D-果糖 ~ D-阿拉伯糖 ~ 葡萄糖对照品各 3. 000 g9 置于 50 ml 容量瓶

中9 用 50%乙腈水溶液溶解并定容至刻度9 制成标准混合储备液 O

2 结果

2. 1 流动相的选择

分别以甲醇 = 水和乙腈 = 水为流动相9 检测蔗渣半纤维素水解物的单糖9 分离结果显示 ~
乙腈 = 水系统明显优于甲醇 = 水系统9 经实验比较9 当 V (乙腈) = V (水) = 80= 20 时9 各

单糖均获得良好的分离 (见图 1) O
2. 2 线性范围

准确移取上述标准储备液 9 用 50% 乙腈水溶液配制成浓度分别为 1. 5 mg ml-1~
3. 0 mg ml-1~ 9. 0 mg ml-1~ 18. 0 mg ml-1~ 30. 0 mg ml-1 ~ 45. 0 mg ml-1~ 60. 0
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mg- ml-1的标准系列工作液 按上述色谱条件 测其峰面积 以峰面积 Y ( MV- sD 为纵坐标 ~
质量浓度 C (mg- ml-1D 为横坐标作标准曲线 其回归方程和相关系数列入表 1o 从表 1 数据

可见: 木糖 ~ 阿拉伯糖 ~ 果糖 ~ 葡萄糖在此测定条件下呈现良好的线性关系 o
2. 3 精密度试验

在上述色谱条件下 取标准溶液重复进样 6 次 结果: 木糖 ~ 阿拉伯糖 ~ 果糖 ~ 葡萄糖

的相对标准偏差 ( RSDD 分别为 1. 6%  2. 0%  1. 1%  0. 4% o
2. 4 回收率考察

取已知含量的样品溶液 5 份  分别加入标准储备液 2. 5 ml 用 50%乙腈水溶液定容

至 10 ml 按上述方法测定各组分的平均回收率 见表 2o
表 2 各组分的回收率( n= 5D

组 分
加入量

(mg- ml-1D

测得量

(mg- ml-1D

回收率

( % D

平均回收

率( % D

RSD

(% D
木 糖 15. 0 14. 96 14. 36 14. 70 15. 04 15. 00 99. 7 95. 7 98. 0 100. 3 100. 0 98. 7 1. 9
阿拉伯糖 15. 0 14. 64 14. 13 14. 72 14. 67 14. 79 97. 6 94. 2 98. 1 97. 8 98. 6 97. 3 1. 8
果 糖 15. 0 14. 72 14. 51 14. 76 14. 59 14. 61 98. 1 96. 7 98. 4 97. 3 97. 4 97. 6 0. 7
葡 萄 糖 15. 0 14. 35 14. 58 14. 70 14. 67 14. 64 95. 7 97. 2 98. 0 97. 8 97. 6 97. 3 1. 0

2. 5 样品的处理及测定

称取干燥的蔗渣 (取自广西阳朔糖厂D 碎

末 25 g 置于 500 ml 的锥形瓶中 加入 1. 5%
硫酸溶液 250 ml 0. 1 MPa 加压水解 60 min 
过滤 70C真空浓缩 浓缩液加石灰液调 p~ 值

表 3 蔗渣水解半纤维素水解物中的单糖含量

样品 木糖

(% D
阿拉伯糖

(% D
果糖

(% D
葡萄糖

(% D

1 11. 3 2. 3 1. 1 2. 0
2 10. 9 2. 1 1. 1 1. 9

至中性 保温一定时间后离心除去 CaSO4 沉淀 o 浓缩 真空干燥 o 得 5. 3 go
准确称取上法得到的样品 200 mg 用 50%乙腈水溶液溶入 10 ml 容量瓶中 定容 摇匀 o

静置 10 min 经 0. 5 Mm 滤膜过滤后按色谱分析条件进样检测 结果见表 3o

3 讨论

甘蔗渣半纤维素水解物中的部分水溶性杂质 不溶于 50%乙腈水溶液 可经沉淀 ~ 过滤

除去 o 因此 我们选择 50%乙腈水溶液溶解样品 减少杂质对色谱柱的污染 延长色谱柱的

使用寿命 o 本法能同时检测多种单糖 方法简便 快速 准确 o
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