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离子色谱-脉冲安培法同时测定蔗糖酶和
果聚糖酶活力的方法建立
刘忠莹1,2，王小平1,2，陆　阳1,2，何叶馨1,2，王　鑫1,2，黄韬睿3, *

（1.四川省食品检验研究院，四川成都 610097；
2.国家市场监管重点实验室（白酒监管技术），四川成都 610097；

3.四川旅游学院，四川成都 610100）

摘　要：本文旨在建立一种采用离子色谱仪同时测定蔗糖酶、果聚糖酶活力的方法。以蔗糖为底物，先加入蔗糖酶

酶解并以硼氢化钠还原酶解产物葡萄糖和果糖得到甘露醇和山梨醇，再将蔗糖酶高温失活后加入果聚糖酶，得到

含甘露醇、山梨醇、葡萄糖和果糖四种化合物的混合溶液。以水-氢氧化钠溶液-乙酸钠溶液为流动相进行梯度洗

脱，在流速为 1.0 mL/min、柱温为 30 ℃ 条件下经 CarboPaCTM PA1 250 mm×2 mm 分离以测定四种化合物的含量。

最后以甘露醇和山梨醇总量计算蔗糖酶活力，以葡萄糖和果糖的总量计算果聚糖酶的活力。结果表明：甘露醇、

山梨醇、葡萄糖和果糖四种化合物在 20 min 内完成测定，且线性相关系数均达到 0.9995 以上，分离度均在 1.0 以

上；果聚糖酶活力的测定可以采用蔗糖为底物；加入 1.2 mL 10 mg/mL 的硼氢化钠溶液并 60 ℃ 水浴 30 min 后，

葡萄糖和果糖能够分别完全转化为甘露醇和山梨醇；本方法测定的蔗糖酶活力、果聚糖酶活力与 3,5-二硝基水杨

酸比色法（DNS 法）测定的蔗糖酶活力、果聚糖酶活力结果无显著性差异（P>0.05）；且测定的蔗糖酶活力、果

聚糖酶活力含量结果的 RSD 分别为 2.0% 和 1.7%，精密度好，且本方法不涉及传统方法所用的有毒有害试剂。因

此，所建方法可以同时用于测定蔗糖酶和果聚糖酶的活力，同时也为其它酶活力测定提供了一种新的思路。
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Establishment of Ion Chromatography-Pulse Amperometric Method
for Simultaneous Determination of Sucrase and Inulinase Activity
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3.Sichuan Tourism University, Chengdu 610100, China）

Abstract：This  study  aimed  to  establish  a  new  method  for  simultaneous  determination  of  sucrase  and  inulinase  activity
using ion chromatography. Sucrose was used as the substrate and enzymatic hydrolysised by sucrase. Sodium borohydride
solution was applied for  converting glucose and fructose to mannitol  and sorbitol.  Afterwards,  sucrase was inactivated at
high temperature, and inulinase was added to get the mixed solution containing mannitol, sorbitol, glucose and fructose. To
determine  the  concentration  of  four  compounds  in  the  mixed  solution,  chromatographic  separation  was  carried  out  using
CarboPaCTM PA1 250 mm×2 mm column with water, sodium hydroxide and sodium acetate as gradient eluents (the flow
rate of 1.0 mL/min and the column temperature of 30 ℃). Finally, sucrase activity was calculated based on the total amount
of mannitol and sorbitol, and inulinase activity was calculated according to the total amount of glucose and fructose. The  
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results showed that mannitol,  sorbitol,  glucose and fructose could be determined within 20 min. All the linear correlation
coefficients  were  all  above  0.9995,  and  resolutions  were  above  1.0.  Thus,  sucrose  could  be  used  as  substrate  for  the
determination  of  inulinase  activity.  Glucose  and  fructose  could  be  completely  converted  into  mannitol  and  sorbitol  after
adding 1.2 mL of 10 mg/mL sodium borohydride solution in a water bath at 60 °C for 30 min. The activities of sucrase and
inulinase determined by this method did not show significantly differences compared to 3,5-dinitrosalicylic acid colorimetry
determination  method  (DNS  method)  (P>0.05).  The  relative  standard  deviation  of  sucrase  activity  and  inulinase  activity
determined were 2.0% and 1.7% respectively.  The method did not  involve toxic  and harmful  reagents  used in  traditional
methods.  Therefore,  this  method  could  be  used  to  determine  the  activities  of  sucrase  and  inulinase  simultaneously,  and
would provide a new idea for the determination of other enzyme activities.

Key words：sucrase；inulinase；ion chromatography-pulsed amperometric detector；enzyme activity

 

蔗糖酶（Sucrase，EC 3.2.1.26）又称转化酶，可以

从果糖末端切开蔗糖的果糖糖苷键，使蔗糖水解生成

葡萄糖和果糖[1−2]。果聚糖酶（Inulinase，EC 3.2.1.80）

又称菊粉酶，能够水解 β-2，1-D-果聚糖果糖苷键的

一类水解酶，能使菊粉水解生成葡萄糖和果糖[3−5]。

蔗糖酶与果聚糖酶的应用与生活密切相关，蔗糖酶广

泛应用于食品和发酵工业[6]，果聚糖酶广泛用于生产

高果糖浆[7−8]、生产酒精[9]、甚至可生产生物柴油的原

料[10]、医药产氢、制备乳酸。菊粉酶还可直接发酵菊

粉制备各种产品，如可制备丙酮丁醇，用于诊断肾脏

疾病，控制血糖升高[11] 等。此外，在两种酶应用过程

中发现存在同时使用的情况，如果聚糖含量测定[11]、

应用菊粉生产酒精等领域，如能同时测定这两种酶活

力将大大节约分析时间。

酶活力的测定方法对确定酶活力的水平、酶特

异性及归类有着重要意义。目前关于蔗糖酶活力测

定国内外采用的方法集中于 3,5-二硝基水杨酸比色

法（DNS 法），如韩芸娇等[12] 采用 DNS 法测定出面

包酵母冻干粉中蔗糖酶活力；李勤[13] 采用 DNS 法测

定出海藻酸钠包埋法固定啤酒酵母泥前后蔗糖酶活

力；Liu 等[14] 调查 15 个不同样地蔗糖酶随季节变化

的酶活性，也是用了 DNS 法。果聚糖酶活力测定方

法主要是包括 DNS 法[15−16]、费林试剂热滴定法、塞

氏比色法、Somogi-Nelson 法[17−18] 等，以上测定蔗糖

酶活力、果聚糖酶活力方法虽然对仪器设备要求低，

检测成本低，实用性好，但这些方法都会涉及有毒有

害试剂的使用，比如 DNS 法 [19−20]、Somogi-Nelson

法中会用到高毒性的苯酚，滴定法中会用到易制毒试

剂硫酸，塞氏比色法中会用到 3 类致癌物的间苯二

酚等不利于实验人员身体健康和环境保护的试剂，而

目前检测方法单一，还没有出现创新新颖环境友好的

酶活力测定方法。

本文采用蔗糖为底物，加入蔗糖酶后用硼氢化

钠将其水解产物葡萄糖和果糖还原成甘露醇和山梨

醇，并将蔗糖酶高温失活后加入果聚糖酶，再次得到

水解产物葡萄糖和果糖；最后采用离子色谱-脉冲安

培法测定甘露醇和山梨醇的总量来计算蔗糖酶的活

力，测定葡萄糖和果糖的总量来计算果聚糖酶的活

力，建立一种全新的环境友好的能同时测定蔗糖酶、

果聚糖酶活力的方法,为酶活力的测定提供了新的

思路。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蔗糖、山梨醇　BePure 公司；菊粉　阿达玛斯

试剂有限公司；蔗糖酶、果聚糖酶、葡萄糖、果糖　

德国 Sigma 公司；甘露醇　美国 A Chemtek Inc 公
司；50% 氢氧化钠溶液（色谱纯）　赛默飞科技（中

国）有限公司；乙酸钠氢氧化钠（色谱纯）　美国

ThermoFisher 公司；马来酸、硼氢化钠、冰乙酸　均

为分析纯。

Dionex™ ICS-5000+离子色谱仪（配有电化学检

测器）、Evolution201 紫外 -分光光度计、色谱柱

CarboPaCTMPA20  250  mm×2  mm 和 CarboPaCT-
MPA1  250  mm×2  mm　美国 ThermoFisher 公司；

SW22 恒温水浴锅　丹麦 FOSS 公司；MS3 漩涡振

荡仪　德国 IKA 公司。 

1.2　实验方法

本文部分色谱条件，蔗糖酶溶液、果聚糖酶溶液

配制，加入硼氢化钠步骤可参考 GB 5009.255-2016[11]。 

1.2.1   单糖检测色谱条件及标曲绘制　 

1.2.1.1   色谱条件　色谱柱：CarboPaCTMPA1 250 mm×
2 mm，淋洗液：A：水；B：氢氧化钠溶液（100 mmol/L）；
C：氢氧化钠（150 mmol/L）乙酸钠（500 mmol/L）混合

溶液，梯度洗脱条件见表 1，进样量：20 μL，柱温：

30 ℃，检测波形参见表 2。标准溶液配制：用 4 个容

量瓶分别准确称取 10 mg 山梨醇、10 mg 甘露醇、

10 mg 葡萄糖和 10 mg 果糖，用水稀释定容至刻度，

得 1000 μg/mL 山梨醇、甘露醇、葡萄糖和果糖标准

溶液。 

 

表 1    梯度洗脱条件

Table 1    Program of gradient elution

时间（min） 流速（mL/min）
淋洗液（%）

曲线
A B C

0~18 1 60 40 0 线性

18.1~23 1 0 0 100 线性

23.1~28 1 0 100 0 线性

28.1~33 1 60 40 0 线性
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1.2.1.2   标曲绘制　分别精密移取山梨醇、甘露醇、

葡萄糖和果糖标准溶液各 1 mL 至同一 20 mL 量瓶

中，以水稀释至刻度，摇匀，制成山梨醇、甘露醇、葡

萄糖和果糖浓度均为 20 μg/mL 的混合储备液。分

别精密移取该储备液 0.04、0.1、0.2、0.4、0.5、1 mL
至 10 mL 量瓶中，以水稀释至刻度，摇匀，制成系列

混合标准使用液，即山梨醇、甘露醇、葡萄糖和果糖

浓度均为 0.2、0.5、1.0、2.0、2.5、5.0 μg/mL。将标

准系列工作液分别注入离子色谱仪中，得到各浓度标

准工作液色谱图，测定相应的峰面积，以标准工作液

的浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。 

1.2.2   水解底物筛选　 

1.2.2.1   蔗糖与菊粉的纯度考察　蔗糖溶液：准确移

取 1.0 mol/L 蔗糖溶液（pH6.5 的马来酸钠缓冲液为

溶剂）0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，以去离子水稀释

至刻度，摇匀，试液稀释 50 倍后待测。菊粉溶液：准

确移取 1.0 mol/L 菊粉溶液（pH6.5 的马来酸钠缓冲

液为溶剂）0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，以去离子水

稀释至刻度，摇匀，试液稀释 50 倍后待测。 

1.2.2.2   果聚糖酶酶解蔗糖考察　准确移取 1.0 mol/L
蔗糖溶液 0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，准确加入果

聚糖酶（用 pH4.5 的乙酸钠缓冲液稀释至 1~10 U/mL，
下同）0.1 mL，（55±1）℃ 恒温水浴保温 30 min，立即

沸水浴中加热 3 min，以终止酶促反应。用水稀释至

刻度，混匀。试液稀释 50 倍后待测。 

1.2.3   糖醇转化条件考察　在含有 0.5 mg 葡萄糖

和 0.5 mg 果糖的混合溶液中加入一定量的 10 mg/mL
硼氢化钠溶液（100、200、300、400、500 μL），旋涡振

荡混匀，置于一定温度下（20、30、40、60 ℃）的恒温

水浴摇床中，150  r/min 振摇一定时间（5、10、30、
60 min）后，取出，冷却至室温，加入 3 mL 200 mmol/L
乙酸溶液，静置 10 min 后摇匀，待测。当考察还原剂

使用量时，固定还原温度为 40 ℃，还原时间为 30 min；
当考察还原时间时，固定还原剂使用量为 300 μL、还

原温度为 40 ℃；当考察还原温度时，固定还原剂使

用量为 300 μL，还原为 30 min。 

1.2.4   离子色谱法测定蔗糖酶和果聚糖酶活力　 

1.2.4.1   酶解溶液制备　蔗糖酶的酶解：准确移取

1.0 mol/L 蔗糖溶液 0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，

准确加入蔗糖酶（用 pH6.5 的马来酸钠缓冲液稀释

至约 4.5 U/mL，下同）0.1 mL，在（37±1）℃ 恒温水浴

中保温 30 min 后，立即沸水浴中加热 3 min，以终止

酶促反应。

葡萄糖和果糖的转化：取出冷却至室温后的蔗

糖酶酶解溶液加入 1.2 mL 硼氢化钠溶液（10 mg/mL，
下同），旋涡振荡混匀，置于（60±1）℃ 恒温水浴摇床

中，150 r/min 振摇 30 min 后，取出，冷却至室温，加

入 3 mL 200 mmol/L 乙酸溶液，静置 10 min 后加

1 mol/L 入氢氧化钠溶液 0.25 mL，摇匀。

果聚糖酶的酶解：继续在上述溶液中准确加入

果聚糖酶 0.1 mL，（55±1）℃ 恒温水浴保温 30 min，
立即沸水浴中加热 3 min，以终止酶促反应。用水稀

释至刻度，混匀。试液稀释 50 倍后待测。 

1.2.4.2   试样溶液的测定　将试样溶液注入离子色

谱仪中，得到试样溶液的峰面积，根据标准曲线得到

待测液中山梨醇、甘露醇、葡萄糖和果糖的浓度

（μg/mL），通过酶活力计算公式得蔗糖酶和果聚糖酶

活力。蔗糖酶活力表示为：在 37 ℃、pH6.5 条件下，

以蔗糖为底物每分钟水解产生 1 μmol 还原糖相应的

醇（山梨醇和甘露醇）所需的酶量（活性）定义为 1 个

酶活力单位。果聚糖酶活力表示为：在 55 ℃、

pH4.5 条件下，以蔗糖为底物每分钟水解产生 1 μmol
还原糖（葡萄糖和果糖）所需的酶量（活性）定义为

1 个酶活力单位。

蔗糖酶活力计算：根据步骤所得山梨醇浓度、甘

露醇浓度，用下述公式计算，得到蔗糖酶活力，蔗糖酶

活力计算公式：

X1 =
C1 ×V

M1 ×Vx1 × t1

+
C2 ×V

M2 ×Vx1 × t1

式中：X1，蔗糖酶活力，U/mL；C1，试样中山梨醇

的浓度，μg/mL；C2，试样中甘露醇的浓度，μg/mL；V，

试样的最终定容体积，mL；M1，山梨醇的摩尔质量，

182 g/mol；M2，甘露醇的摩尔质量，182 g/mol；Vx1，

制备试样时蔗糖酶溶液取用体积，mL；t1，制备试样

时蔗糖酶酶解蔗糖的时间，min。
果聚糖酶活力计算：根据所得葡萄糖浓度、果糖

浓度，用下述公式计算，得到果聚糖酶活力，果聚糖酶

活力计算公式：

X2 =
C3 ×V

M3 ×Vx2 × t2

+
C4 ×V

M4 ×Vx2 × t2

式中：X2，果聚糖酶活力，U/mL；C3，试样中葡萄

糖的浓度，μg/mL；C4，试样中果糖的浓度，μg/mL；V，

试样的最终定容体积，mL；M3，葡萄糖的摩尔质量，

180 g/mol；M4，果糖的摩尔质量，180 g/mol；Vx2，制

备试样时果聚糖酶溶液取用体积，mL；t2，制备试样

时果聚糖酶酶解蔗糖的时间，min。 

1.2.5   DNS 法测定蔗糖酶和果聚糖酶活力　为了验

证本试验测定蔗糖酶和果聚糖酶活力的可靠性，将本

方法测定的结果与 DNS 法测定的结果进行比较，

DNS 方法参考 GB 5009.255-2016 中蔗糖酶和果聚

糖酶活力的测定方法。过程如下：

标准曲线绘制：在葡萄糖系列浓度的比色管中

 

表 2    检测波形

Table 2    Detection waves

时间s 电位（V） 积分 时间（s） 电位（V） 积分

0.00 +0.10 − 0.42 −2.00 −

0.20 +0.10 开始 0.43 +0.60 −

0.40 +0.10 结束 0.44 −0.10 −
0.41 −2.00 − 0.50 −0.10 −
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分别加入 0.5 mL 3,5-二硝基水杨酸溶液，混匀后于

沸水浴中加热 10 min。取出后立即放入盛有冷水的

烧杯中冷却至室温，用水定容至 10 mL，混匀，以未加

入葡萄糖的比色管为空白，用分光光度计测定波长

540 nm 处的吸光值。以吸光值为纵坐标，葡萄糖质

量浓度为横坐标，绘制标准曲线。 

1.2.5.1   蔗糖酶活性测定　准确移取 1.0 mol/L 蔗糖

溶液 0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，准确加入蔗糖

酶 0.1 mL，在（37±1）℃ 恒温水浴保温 30 min 后，沸

水浴中加热 3 min，以终止酶促反应，取出，冷却至室

温后，再向该溶液中加入 0.5 mL 3,5-二硝基水杨酸

溶液后同 1.2.5 标准曲线绘制操作，混匀后稀释 5 倍

测定，由标准曲线计算待测酶测定液中和试剂空白测

定液中葡萄糖的质量浓度。在相同的条件下，以沸水

浴钝化酶液作为试剂空白。根据 1.2.4.2 蔗糖酶活力

计算公式计算蔗糖酶活力。 

1.2.5.2   果聚糖酶活性测定　准确移取 1.0 mol/L 蔗

糖溶液 0.8 mL 于 10 mL 刻度试管中，准确加入果聚

糖酶 0.1 mL，在（55±1）℃ 恒温水浴保温 30 min 后，

沸水浴中加热 3 min，以终止酶促反应，取出后立即

放入盛有冷水的烧杯中冷却至室温，加入 0.5 mL，
3,5-二硝基水杨酸溶液后同 1.2.5 标准曲线绘制操

作，混匀后稀释 5 倍测定。由标准曲线计算待测酶

测定液中和试剂空白测定液中葡萄糖的质量浓度。

在相同的条件下，以沸水浴钝化酶液作为试剂空白。

根据 1.2.4.2 果聚糖酶活力计算公式计算果聚糖酶活力。 

1.3　数据处理

本文采用 Chromeleon Client Program（6.80）色
谱工作站进行数据采集，结果重复性平行测定 5 次，

采用 Microsoft Office Excel 2007 进行结果计算，计

算后的结果利用 SPSS 23.0 统计软件对本试验方法

与 DNS 方法测定的酶活力结果进行方差分析，置信

区间百分比为 95%，色谱图为直接截取色谱工作处

理的的图谱。 

2　结果与分析 

2.1　色谱条件确定及标准曲线绘制

目前关于应用离子色谱测定糖醇的文献报道很

多，de Souza 等[21] 建立了一种同时检测葡萄酒样品

中的糖、有机酸和糖醇的方法，彭丽诗等[22] 建立了一

种离子色谱-脉冲安培法同时测定食品中 9 种糖和糖

醇的方法，张水锋等[23] 也建立了一种离子色谱-脉冲

安培法分析婴幼儿配方乳粉中的糖和糖醇的方法。

本试验色谱条件为 CarboPaCTMPA1 250 mm×2 mm，

40% 100 mmol/L 氢氧化钠。在该色谱条件下，山梨

醇、甘露醇、葡萄糖和果糖能够很好地分离，且色谱

峰型也好，4 种化合物的线性相关性良好，能够满足

分析要求，具体结果见表 3 和图 1。 

2.2　水解底物的筛选

通常，蔗糖酶活力测定采用的底物为蔗糖，果聚

糖酶活力测定采用的底物为菊粉，但菊粉很容易水解

且高纯度的菊粉很难获得[24−25]。图 2 为一定量的蔗

糖和菊粉分别进样得到的色谱图，可见蔗糖色谱峰中

不含葡萄糖和果糖，而菊粉中含有一定量的葡萄糖和

蔗糖，即采用此菊粉为底物测得的果聚糖酶活力将偏

高。林晨[18]、常晓川[26]、王东方[27] 等多篇文献都报

道过果聚糖酶可酶解蔗糖。图 3 是采用蔗糖为底

物，经果聚糖酶水解后的图谱，可见图谱中出现了蔗

糖和果糖的峰，即证明了果聚糖酶能够水解蔗糖为葡

萄糖和果糖，即采用蔗糖底物也能够测定出果聚糖酶

的活力。因此本试验可采用同一底物蔗糖以同时测

定蔗糖酶和果聚糖酶的活力。
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图 2    菊粉和蔗糖色谱峰
Fig.2    Chromatograms of inulin and sucrose

  

2.3　糖醇转化

通过上述水解底物筛选的讨论可发现，蔗糖酶

和果聚糖酶的活力均可通过测定酶解蔗糖后的产物

（葡萄糖和果糖）进行测定，若能在一次进样后同时将

 

表 3    山梨醇、甘露醇、葡萄糖和果糖四种化合物的
线性及范围

Table 3    Linearity and range of annitol, sorbitol,
glucose and fructose

化合物名称 标准曲线 相关系数 线性范围（μg/mL）

山梨醇 Y=9.031X+0.7566 0.9996 0~4.5
甘露醇 Y=7.050X+0.4133 0.9999 0~4.5
葡萄糖 Y=9.137X−0.1150 0.9998 0~5.5
果糖 Y=4.866X−0.2568 0.9995 0~5.5
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图 1    四种化合物色谱分离图

Fig.1    Chromatograms of mannitol, sorbitol, glucose and
fructose
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蔗糖酶和果聚糖酶的活力进行测定，将能大大节约时

间。而两种酶的酶解产物均是葡萄糖和果糖，如何分

别表达两种酶的活性是试验的关键。在进一步试验

过程发现葡萄糖和果糖是还原性糖，能够在适宜条件

下被还原成相应的醇。Tathod 等[28] 建立了一种利用

双金属为催化剂将农业废弃物（C5 糖、C6 糖、半纤

维素、菊粉和农业废弃物）转化为糖醇的方法。章青

等[29] 公开了一种通过采用硼氢化盐为还原剂, 将葡

萄糖还原制备得到山梨醇的方法；窦光朋等[30] 公开

了一种利用钼酸盐为催化剂，使果糖和葡萄糖在加氢

作用下向甘露醇和山梨醇的转化，实现低聚果糖废液

生产出甘露醇和山梨醇的方法。可见，蔗糖酶酶解并

将蔗糖酶钝化后的产物葡萄糖和果糖可以被还原剂

还原为甘露醇和山梨醇，在此条件下再进行果聚糖酶

酶解蔗糖反应得到其产物葡萄糖和果糖，产物便不会

相互干扰。试验即可分别用甘露醇和山梨醇表达蔗

糖酶的活力，用葡萄糖和果糖表达果聚糖酶的活力。

这便是本实验的原理关键所在，见图 4。
本试验能否在一次进样后同时、准确测定出两

种酶活力，取决于蔗糖酶解的产物葡萄糖和果糖能否

完全转化为山梨醇和甘露醇，因此本试验对还原剂硼

氢化钠的用量、作用时间及作用温度进行了考察。

试验以 1 mg 还原糖（0.5 mg 葡萄糖、0.5 mg 果

糖）为本底，并以转化率（山梨醇和甘露醇的总量与葡

萄糖和果糖总量的百分比值，约接近 100%，转化越

彻底）为指标，同时以色谱图佐证，确定还原剂硼氢化

钠的用量、作用时间和作用温度。为考察还原剂硼

氢化钠的用量，控制作用时间为 30 min、温度为

40 ℃，从表 4 可看出，随着硼氢化钠用量的增加，转

化率升高，当硼氢化钠用量达到 400 μL 时已足以使

葡萄糖和果糖完全还原为山梨醇和甘露醇，即转化率

已经达到 100%，即 0.5 mg 葡萄糖和 0.5 mg 果糖已

经全部转化为葡萄糖和果糖；为考察还原剂硼氢化钠

的作用时间，控制用量为 300 μL、作用温度为 40 ℃。

从表 5 可以看出作用时间在 30 min 时转化率已达

到 97%，60 min 转化率为 98%，
  

表 4    还原剂用量对转化率的影响
Table 4    Effect of reductant dosage on conversion rate

还原剂用量（μL） 山梨醇与甘露醇总量（mg） 转化率（%）

100 0.896 91
200 0.967 98
300 0.975 99
400 0.985 100
500 0.981 100

  
表 5    还原时间对转化率的影响

Table 5    Effect of reduction time on conversion rate

还原时间（min） 山梨醇与甘露醇总量（mg） 转化率（%）

5 0.635 64
10 0.813 83
30 0.956 97
60 0.960 98

 

两者差异不大，因此选择还原时间为 30 min；为
考察温度对糖醇转化的影响，控制还原剂硼氢化钠用

量为 300 μL、作用时间为 30 min。从表 6 可以看

出，随着温度的升高，转化率也明显升高，在温度升

至 60 ℃ 时，转化率达到 94%，可以满足实验需求。
  

表 6    还原温度对转化率的影响
Table 6    Effect of reduction temperature on conversion rate

还原温度（℃） 山梨醇与甘露醇总量（mg） 转化率（%）

20 0.441 45
30 0.784 80
40 0.900 91
60 0.926 94

 

综上，还原剂硼氢化钠的用量、作用时间、作用

温度分别确定为 400 μL、30 min、60 ℃，在此条件

下，如图 5 所示，葡萄糖和果糖色谱峰已消失，完全转

化为山梨醇和甘露醇的色谱峰。在实际应用过程中，
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还原剂硼氢化钠的用量应与样品本底还原糖量成正

相关，经考察试验条件下 1.0 mol/L 蔗糖溶液 0.8 mL，

使用蔗糖酶后的水解产物约有还原糖 3 mg，因此将

还原剂硼氢化钠的用量确定 1.2 mL。该试验在还原

剂硼氢化钠用量为 1.2 mL、作用时间为 30 min，温

度为 60 ℃ 条件下，可将本试验中蔗糖酶酶解产物果

糖和葡萄糖完全转化为山梨醇和甘露醇，见图 6。
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Fig.6    Comparative chromatograms of complete conversion of
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under experimental conditions
  

2.4　方法对比

为验证本方法测定蔗糖酶和果聚糖酶活力的可

靠性，将本试验方法测定的结果与 3,5-二硝基水杨酸

比色法（DNS 法）测定结果进行比较。根据 DNS

法测定酶活力的原理，酶解后的产物为葡萄糖和果

糖，两者均为还原糖，因此均能与 3,5-二硝基水杨酸

发生反应生成棕红色氨基化合物，因此传统的 DNS
法测得的量实际上是还原糖的总量。因此为了便于

比较，本方法用水解产物的总量来度量蔗糖酶、果聚

糖酶活力的大小。本方法与 DNS 法测定的蔗糖酶

和果聚糖酶活力比较见表 7。利用 SPSS 软件对两

种方法的结果进行统计分析，分析结果见表 8。在

95% 置信区间百分比下，得到蔗糖酶两种方法测定

的统计结果。莱文方差等同性检验显示，P=0.121>
0.05，即方差齐性检验结果为两组方差齐性，因此两

组比较平均值等同性 t 检验结果下的 P=0.291>
0.05 两种方法测定结果无统计学差异。同理得到果

聚糖酶的统计结果见表 9。其莱文方差等同性检验

显示，P=0.058>0.05，即方差齐性检验结果为两组方

差齐性，因此两组比较平均值等同性 t 检验结果下

的 P=0.433>0.05，果聚糖酶的两种方法测定结果亦

无统计学差异。且本方法的 5 次测定的蔗糖酶活

力、果聚糖酶活力 RSD 分别为 2.0%、1.7%，说明本

方法精密度良好，综上所述说明离子色谱-脉冲安培

法同时测定蔗糖酶和果聚糖酶的活性是可行可靠的。
  

表 7    离子色谱法与 3,5-二硝基水杨酸比色法测定的
酶活力比较

Table 7    Comparison of enzyme activity determined between
ion chromatography-pulsed amperometric detector method and

DNS method

序号
蔗糖酶活力（U） 果聚糖酶活力（U）

本方法 比色法 本方法 比色法

1 4.66 4.45 6.06 5.98
2 4.79 4.74 6.03 6.20
3 4.63 4.46 6.19 5.65
4 4.79 4.78 6.23 5.74
5 4.58 4.56 5.99 6.35

RSD 2.0% 3.4% 1.7% 5.0%
  

3　结论
本试验在选择如硼氢化钠、乙酸等为环境友好

型试剂的前提下采用 CarboPaCTMPA1 250mm×2 m
的色谱柱，40%，100 mmol/L 氢氧化钠等度洗脱的色

谱条件对甘露醇、山梨醇、葡萄糖和果糖进行分析测

定，能满足四种化合物测定的要求；验证并证明了果

糖酶能够水解蔗糖为葡萄糖和果糖，果聚糖酶活力的

测定可以采用蔗糖为底物；硼氢化钠用量为 1.2 mL，
作用时间 30 min、作用温度 60 ℃，可以将本实验中

的蔗糖酶解产物葡萄糖和果糖完全转化为山梨醇和

甘露醇；最后将本方法与 DNS 法进行比较，两种方

法测定的蔗糖酶活力、果聚糖酶活力均无显著性差

异（P>0.05）；且本方法测定的蔗糖酶活力、果聚糖酶
 

表 8    两种方法蔗糖酶活性结果统计分析

Table 8    Statistical analysis of sucrase activity by two methods

　

莱文方差等同性检验 平均值等同性t检验

F 显著性 t 自由度
显著性
（双尾）

平均值差值
标准误差

差值

差值95% 置信区间

下限 上限

蔗糖酶
假定等方差 3.019 0.121 1.131 8 0.291 0.09200 0.08133 −0.09554 0.27954

不假定等方差 　 　 1.131 6.670 0.297 0.09200 0.08133 −0.10225 0.28625
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活力 RSD 分别为 2.0%、1.7%，精密度好，即本试验

建立的离子色谱-脉冲安培法同时测定蔗糖酶和果聚

糖酶的活力方法是可行的。据本试验原理，蔗糖酶和

果聚糖酶的加入顺序是可以交换，且可以只测定其中

一种酶的活力，即当某种酶酶解产物可以通过离子色

谱法进行检测时，其酶活力是能通过离子色谱法进行

测定的。
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表 9    两种方法果聚糖酶活性结果统计分析

Table 9    Statistical analysis of inulinase activity by two methods

　

莱文方差等同性检验 平均值等同性t检验

F 显著性 t 自由度
显著性
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平均值差值
标准误差

差值
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