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前 言

本文件依据GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/TC 387）提出。

本文件由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/TC 387）归口。

本文件起草单位：河北省食品检验研究院。

本文件主要起草人：XX
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多糖分子量及分子量分布的测定 高效凝胶渗透色谱-激光光散射法

1 范围

本标准规定了高效凝胶渗透色谱-激光光散射法测定果胶、海藻酸钠和葡聚糖等食品添加剂（分子

量范围为1×10³ Da-1×107 Da）中水溶性多糖的分子量及分子量分布的测定方法和试验条件。

本标准适用于果胶、海藻酸钠和葡聚糖等食品添加剂（分子量范围为1×10³ Da-1×107 Da）中水溶性多

糖分子量及分子量分布的测定。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法。

3 原理

样品配制成溶液后，采用分子尺寸排阻色谱（SCE）分离不同分子量多糖分子，依据分子大小顺序

依次进入多角度静态激光光散射（MALS），通过光散射信号确定分子量，并同步绘制分子量分布图，

实现多糖分子量及分子量分布的测定。

4 试剂耗材

4.1 试剂和材料

除非另有说明，所有试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。

4.1.1 去离子水。

4.1.2 氯化钠。

4.1.3 0.2 mol/L的氯化钠溶液：称取 11.69 g氯化钠（3.2.2），用水溶解并定容至 1L。
4.1.4 微孔滤膜：0.45 μm。

4.2 仪器和设备

4.2.1 电子天平（精确到 0.1mg）。

4.2.2 高效液相色谱仪。

4.2.3 激光光散射检测器：配备激光光散射数据采集及处理软件。

4.2.4 示差检测器。

4.2.5 控温振荡器

4.2.6 涡旋混合器。
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5 实验步骤

5.1 样品溶液制备

准确称取样品 50-250 mg（精确至 0.1mg），置于 50 mL离心管中，加流动相溶解，涡旋混匀 1 min，
用流动相稀释至刻度。将离心管放入 3～8℃控温振荡器中，以 100次/min的摇晃频率振荡 12h，确保

样品充分溶解。取出离心管，恢复至室温，溶液经 0.45 μm微孔滤膜过滤后，待测。可视样品溶解情况

调整溶液浓度。

5.2 液相色谱参考条件

液相色谱参考条件如下：

a) 色谱柱：与多糖分子量范围匹配的凝胶柱。（根据样品的特性选择使用单根色谱柱或多根色

谱柱联用，色谱柱的量程应与待测物分子量分布范围相匹配。色谱柱组合理论塔板数要求达

到每米至少 35 000，分离度应大于 1.7。理论塔板数和分离度的计算方法参见附录 A）
b) 流动相：0.2 mol/L的氯化钠；

c) 流速：0.4-1.0 mL/min；根据色谱柱选择合适的流速，不可超色谱柱的耐压值上限。

d) 柱温和示差检测器的温度：40℃；

e) 进样量：100-500μL，根据样品溶液在仪器的响应值适当调节进样量。

注：流动相为盐溶液体系，应及时更换流动相，避免微生物滋生。

5.3 测定折光指数增量（dn/dc）

称取一定量的样品配成溶液，用流动相溶液稀释后，配制成不同浓度的溶液，将溶液按浓度从稀到

高的顺序注入样品池中，进行测量和数据的收集，用软件处理相应的数据，得到样品的 dn/dc值。

注：若仪器不具备直接测定样品 dn/dc值的能力，可以利用软件程序估算 dn/dc值，或者采用文献

同体系的参考值。

5.4 样品测试

按照 5.2设定液相色谱条件对 5.1样品制备液进行测定，采集数据。处理软件可按设定的 dn/ dc和
已知折光仪校正常数数据处理法计算多糖的相对分子质量及分子量分布。

5.5 结果计算

通过仪器配套的数据处理软件进行数据分析，并依据以下公式（1）、（2）和（3）计算相关参数，

亦可直接从软件中读取样品的数均分子量（Mn）、重均分子量（Mw）及分子量分布指数（D）。

)/(/M iii MRIRIn  （1）

 iii RIMRIw /)(M
（2）

Mnw /MD  （3）

式中：

Mn—数均分子量；
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Mw—重均分子量；

D—分布系数；

RIi—供试品在保留时间i时的峰高；

Mi—供试品在保留时间i时的分子量。

数均分子量（Mn）、重均分子量（Mw）及分子量分布指数（D）三个结果均保留三位有效数字。

6 允许差

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
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附录A

(资料性附录)
理论塔板数和分离度的计算

A.1 理论塔板数 N的计算

理论塔板数是无量纲常数，与柱效和色谱系统中分散过程相关。测定理论塔板数时的测试条件应与

本标准相同。用一种相对分子量均一的纯物质，如甲醇、乙腈等，经高效凝胶渗透色谱测定，得到色谱

峰，按照式(A.1)计算每米理论塔板数 N：

N = 16( ��
�

)2 × 100
�

= 5.54( ��
�1 2

)2 × 100
�
···············（A.1）

式中:
VR ——从样品加入到出现峰顶位置的淋洗体积；

W ——峰低宽，表示由峰的两侧曲线拐点处作出切线与基线所截得的基线宽度；

W1/2 ——半高峰宽，表示通过色谱峰峰高的中间点做平行于峰底的直线，此直线与峰两侧相交点

之间的距离；

L ——分离柱(组合)的长度，单位为厘米(cm)。

A.2分离度 R的计算

分离度 R是无量纲常数，代表色谱柱和系列色谱柱的分离能力，与分散和带展宽效应相关。两个

窄分布标准物质的已知分子量应不同且因数不小于 10，进样浓度不大于 0.05%，进样量不大于 100 μL。
R可按式(A.2)计算:

R = 2(�2−�1)
�1+�2

···································（A.2）

式中:
V1、V2 ——对应于样品 1和样品 2的两个峰值的淋洗体积；

W1、W2——对应于样品 1和样品 2的两个峰的峰底宽。
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