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一、任务来源于制定背景

1、任务来源

基于“十四五”国家重点研发计划“揭榜挂帅”项目“蛋

白饲料生物工程制造前沿技术及新产品创制”中酵母产品创

制及产业化应用的任务，北京农学院、北京中农弘科生物技

术有限公司、河北弘科荣达生物技术有限公司、安琪酵母股

份有限公司、安徽东方新新生物技术有限公司、北京大北农

科技集团股份有限公司、中国农业大学、铁骑力士食品有限

责任公司共同开展团体标准的编制工作，中关村量子生物农

业产业技术创新战略联盟组织行业内专家开展《酿酒酵母培

养物中甘露聚糖的测定 反相高效液相色谱法》团体标准的

审定工作。

2、标准制定背景

酿酒酵母培养物最早作为进口饲料添加剂进入中国，是

以酿酒酵母为菌种，经固体发酵后，浓缩、干燥获得的一种

发酵产品，现在已经被广泛应用于反刍、猪、鸡、水产、特

种动物及宠物等畜禽养殖领域，截至 2022年 12月，公开发

表酿酒酵母培养物相关研究 1117项。

酵母培养物在 2008年被引入《饲料添加剂品种目录》，

2013年 12月 19日，农业部第 2038号公告将酿酒酵母培养

物从《饲料添加剂品种目录》转到《饲料原料目录》，作为

单一饲料进行监管和使用，并将蛋白质、粗灰分、水分、甘
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露聚糖列为该产品的四种强制性指标。

甘露聚糖是酿酒酵母培养物的关键功能因子，能调节动

物体液免疫和细胞免疫，平衡肠道菌群，通过结合吸附外源

性病原菌、选择性吸附细菌毒素，有效提高动物的抗氧化能

力，增强抗病力。因此，甘露聚糖的含量被认为是评价酿酒

酵母培养物品质的一项重要指标。

企业传统检测酿酒酵母培养物中甘露聚糖的方法是苯

酚-硫酸法和蒽酮-硫酸法，但以上两种方法获得的是酿酒酵

母培养物中总还原糖含量，不能排除其他糖类对甘露聚糖含

量的干扰。同时，上述方法稳定性和专一性较差，测定结果

不能准确反应酿酒酵母培养物中甘露聚糖的实际含量。

通过检索分析 1117 项企业标准发现，目前已有 51%的

企业标准采用了高效液相色谱法，说明高效液相色谱法已成

为企业测定酿酒酵母培养物中甘露聚糖的主流方法，但由于

该方法检测精度与样品前处理密切相关，且仍有部分单糖成

分处理不当干扰检测结果，稳定性较差。

截止本标准申请之日，酿酒酵母培养物中甘露聚糖含量

的测定暂无国家标准和行业标准，因此迫切需要制定酿酒酵

母培养物中甘露聚糖的标准化检测方法，来规范和指导行业

健康发展。本次申请团体标准，源自专利检测技术，合理增

加样品预处理和水解技术，本标准以反相高效液相色谱法测

定酵母培养物中甘露聚糖含量，检测的精准性和稳定性高，
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最低检出限可达到 0.1mg/L。本标准作为酿酒酵母培养物的

基础性标准，将对规范酿酒酵母培养物产品品质起到重要的

引领作用，必将引领酿酒酵母培养物、带动生物饲料产业的

发展和进步，从而实现健康养殖。

二、主要工作过程

2022年 12月，由中关村量子生物农业产业技术创新战

略联盟联合北京农学院、北京中农弘科生物技术有限公司和

北京大北农科技集团股份有限公司等提出开展《酿酒酵母培

养物中甘露聚糖的测定 反相高效液相色谱法》团体标准的

编制工作。由北京农学院、北京中农弘科生物技术有限公司、

河北弘科荣达生物技术有限公司、安琪酵母股份有限公司、

安徽东方新新生物技术有限公司、北京大北农科技集团股份

有限公司、中国农业大学、铁骑力士食品有限责任公司共同

成立标准起草小组。联盟秘书处协同北京农学院、北京中农

弘科生物技术有限公司具体负责标准撰写，并负责承担资料

的收集、整理、起草和意见汇总工作。

标准起草小组主要从学术团体普遍公认的文献、标准等

进行收集。为确保团体标准结合实际生产，2023年 1月初，

联盟还特别邀请了生物饲料、动物营养等产业的专家进行沟

通交流，确定本标准的主要框架、主体内容等。

2023年 4月 26日，通过标准起草成员前期资料查阅工

作的积累以及为标准开展的生产调研活动，在充分了解酵母
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培养物产品中甘露聚糖的检测方法的研究现状和生产实践

情况的基础上，形成了团体标准的初稿，并组织相关领域专

家召开团体标准立项研讨会暨专家讨论会，对本标准提出宝

贵意见。会上，专家组肯定了团标的制定意义和内容，建议

进一步精准描述，形成具有明确指导性方法，在指导酵母培

养物生产企业、饲料企业、养殖企业上可使用本方法对酵母

培养物产品进行合理品控，尽快发布。

三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据

本标准按照 GB/T 1.1-2020 给出的规则制定，在编制过

程中参照了国家、行业、地方等相关标准，参考了酵母培养

物、甘露聚糖和检测方法等领域的相关文献，结合起草单位

北京中农弘科生物技术有限公司自有知识产权的国家发明

专利技术《一种酵母培养物中甘露聚糖的检测方法》（ZL 2017

1 0219300.2），并综合考虑我国酵母培养物的研发、生产和

应用企业的实际情况，遵循科学性、准确性和实用性的原则，

制定团体标准《酿酒酵母培养物中甘露聚糖的测定 反相高

效液相色谱法》的技术规范。

1、总体编制原则

甘露聚糖是酵母细胞壁重要活性成分，占细胞壁干重的

40%左右，是评价酿酒酵母培养物品质的重要指标。本标准

按照甘露聚糖检测方法原理、试验试剂材料、样品预处理、

测定步骤及测算公式等方面进行了规范描述。指导发酵饲料
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企业和养殖单位科学合理测定酿酒酵母培养物中甘露聚糖

含量，该标准与现行法律法规无冲突，并保证了对该标准最

新版本的引用。

1.1 科学性

在合适的条件下，甘露聚糖链的α-1,6-糖苷键连接的骨架

可以完全断开，生成甘露糖或其寡糖。因此，酵母甘露聚糖

普遍的检测方法是将甘露聚糖充分水解成单糖，测定单糖含

量，再经过换算得到甘露聚糖含量，目前，企业常规采用的

测定方法有苯酚-硫酸法、蒽酮-硫酸法和高效液相色谱法

（HPLC）等。

1.1.1 苯酚-硫酸法

苯酚-硫酸法的原理：糖在浓硫酸作用下水解成单糖，

脱水生成的糖醛衍生物（糠醛和羟甲基糠醛）能与苯酚缩合

成一种橙红色化合物，在 10~100 mg 范围内其颜色深浅与糖

含量呈正比，且在 485 nm波长下有最大吸收峰，故可用比

色法在此波长下测定。

苯酚-硫酸法方法简单，灵敏度高，无需大型仪器，实

验时基本不受蛋白质存在的影响，并且产生的颜色稳定 160

min以上，但是其准确性和重现性受实验条件、试验前处理

和参数（如显色反应）的影响较大 [1-2]，且测定的是总还原

糖的含量，专一性较差。

采用苯酚-硫酸法来特异性检测酵母甘露聚糖含量的研
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究报道较多，大多需要针对不同样品对进行优化处理，从而

有效地避免干扰。贾瑞波等[3]通过单因素和正交试验发现，

苯酚浓度 3%、硫酸用量 0.5 mL、显色时间 15 min、显色温

度 80℃为苯酚-硫酸法测定甘露聚糖肽中甘露聚糖含量的适

宜条件，平均回收率为 102.7%，相对标准偏差为 1.4%。张

玉香等 [4]通过苯酚-硫酸法测定了饲用酵母甘露聚糖（甘露

糖蛋白）的含量，首先通过乙醇沉淀和 Sephadex G-75层析

柱进行提纯，再分别吸取标准溶液和待测溶液于具塞试管中，

加入 1.0 mL 6%苯酚和 5.0 mL 浓硫酸，静置 10 min，摇匀

后室温放置 20 min，在 490 nm测定其吸光值，通过标准曲

线计算出酵母甘露聚糖成品中多糖含量为 88%，而经过进一

步薄层层析分析表明该多糖均为甘露聚糖。由此可知，苯酚

-硫酸法前期的提纯处理步骤非常关键，因此，在使用苯酚-

硫酸法测定饲用酵母甘露聚糖含量时，增加能够排除样品中

其他多糖或单糖干扰的前处理步骤，并优化苯酚浓度、酸处

理浓度、反应时间、温度等参数，这对改善苯酚-硫酸法的

重复性和稳定性非常关键。

1.1.2 蒽酮-硫酸法

蒽酮-硫酸法的原理：糖在浓硫酸作用下，可经脱水反

应生成糠醛和羟甲基糠醛，能与蒽酮反应生成蓝绿色糠醛衍

生物，在一定范围内，颜色的深浅与糖的含量呈正比，故可

用于糖的测定。
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蒽酮-硫酸法针对的检测目标是样品中所有的碳水化合

物，包括淀粉、纤维素、寡糖等，即蒽酮-硫酸法测定的是

总还原糖，不能区分不同糖类，若使用该法在测定饲用酵母

甘露聚糖时，则应注意切勿将未溶解残渣加入到反应液中，

否则会由于细胞壁中的葡聚糖、几丁质等与蒽酮发生反应而

高估样品中甘露聚糖的含量，与此同时，应建立适宜的前处

理步骤，尽量排除其他单糖或多糖的干扰[5-6]。

1.1.3反相高效液相色谱法（RP-HPLC）

RP-HPLC 测定饲用酵母甘露聚糖主要分为以下几个步

骤：①多糖水解。将酵母甘露聚糖在酸性条件下水解为单糖

——甘露糖。②单糖衍生化。水解后获得的甘露糖在碱性条

件下能与糖类常用的衍生试剂 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮

（PMP）或对氨基苯甲酸（p-AMBA）发生定量反应[7]，所

生成的衍生物稳定、紫外吸收强[8]，同时将甘露糖标准溶液

在相同条件下进行衍生化反应。③色谱分析和检测。衍生化

后的样品和标准品溶液经 HPLC进行分析检测。④结果计算。

根据得到的色谱数据计算样品中甘露糖的质量，再换算成甘

露聚糖的含量。

林钦恒等 [9] 通过柱前衍生化 HPLC测定了酵母细胞壁

中的甘露聚糖与β-葡聚糖的含量，结果发现以 0.02 mol/L 乙

酸铵-乙腈为流动相等度洗脱，反相 C18柱分离，250 nm波

长进行检测，甘露糖和葡萄糖在 10.0~1 000 mg/L范围内与
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对应峰面积呈良好的线性关系，相关系数大于 0.999，检出

限分别为 0.10 mg/L 和 0.08 mg/L。张相飞等[10]建立了柱前

衍生化 HPLC 测定饲用酵母培养物中甘露聚糖的方法，将

酵母培养物经均质处理使酵母细胞充分破壁后，在 72% 硫

酸作用下，酵母多糖充分水解得到单糖，单糖用 PMP衍生

化后，再以 0.1 mol/L pH 5.5乙酸铵缓冲液:乙腈（体积比为

70:30）为流动相洗脱，反相 C18柱分离，流速 1.0 mL/min，

用紫外检测器（波长 250 nm）检测，结果表明，甘露聚糖

含量在 1.0~100 mg/L范围内与对应峰面积呈线性关系，添

加回收率达到 96.3%~102.6%，相对标准偏差为 2.5%，最低

检出限为 0.11 mg/L。以上结果表明，RP-HPLC 法对饲用

酵母甘露聚糖的测定结果比较稳定可靠，且根据出峰时间

不同， 可同时测定饲用酵母源生物饲料产品中不同多糖

（如甘露聚糖和β -葡聚糖）的含量。

1.1.4其他检测方法

除了苯酚-硫酸法、蒽酮-硫酸法和 RP-HPLC法，也有其

他方法用来测定酵母甘露聚糖的含量。Chlup等[11]采用流式

细胞仪来测定酵母中的甘露聚糖含量，通过将 6种不同的啤

酒酵母在温控生物反应器中进行机械搅拌，通过流式细胞仪

基于粒径、相对粒度和荧光强度对甘露聚糖残基进行定量检

测，结果发现，随着酵母浆液的搅拌，甘露聚糖不断从酵母

细胞壁中释放出来，其上清液的甘露聚糖浓度和荧光强度不
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断增加。这表明流式细胞仪法可作为测定饲用酵母甘露聚糖

含量的一种快速和可行的方法。此外，由于甘露聚糖具有免

疫原性，因此还可通过免疫法来特异性定量检测酵母甘露聚

糖的含量。Ballous[12] 制备了 3 株酵母菌的免抗血清，均能

与 3株酵母分离出来的甘露聚糖发生抗体交叉反应，且这些

交叉反应的免疫化学物质基础是由甘露聚糖独特的侧链模

式决定的，利用抗原抗体反应专一性强的特点，可实现饲用

酵母甘露聚糖特异性定量测定。因此，如果针对性地开发甘

露聚糖免疫检测试剂盒，就能实现甘露聚糖的特异性快速检

测，目前国内外尚缺乏相应的检测产品。

综上所述，常规的苯酚-硫酸法和蒽酮-硫酸法测定的是

样品中总还原糖的含量，专一性差，在没有必要细致划分各

种碳水化合物的情况下，用苯酚-硫酸法或蒽酮-硫酸法可以

一次测出总量，但在测定酵母源生物产品中甘露聚糖含量时

不能准确排除葡聚糖、几丁质等其他糖类的干扰，测定结果

往往偏高，不能精确反映甘露聚糖的实际含量。所以，在测

定多糖混合物或含不同多糖的饲用酵母源生物产品中甘露

聚糖含量时，建议选择专一性强的反相高效液相色谱法。

1.2 准确性

酵母培养物生产企业主要采用比色法（苯酚-硫酸和蒽酮

-硫酸）、高效液相色谱法作为产品中甘露聚糖的检测方法。

但是比色法检测的是酿酒酵母培养物中总还原糖含量，并不
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完全是甘露聚糖的含量，检测结果比甘露聚糖含量偏高。

RP-HPLC 法是相关行业标准和团体标准中推荐使用的

方法，是将酵母培养物进行预处理后酸性水解，水解产物衍

生化后经反相高效液相色谱进行分析检测，根据色谱数据计

算出甘露聚糖含量（三种检测方法对比数据见表 1）。

表 1.甘露聚糖检测方法对比

主要方法 原 理 注意事项 结果准确性

苯酚-硫酸法

蒽酮-硫酸法

硼酸氯化钠法

水杨酸还原法

糖在浓硫酸作用下水解成单糖，

并迅速脱水生成糖醛衍生物（糠

醛和羟甲基糠醛），能与苯酚、

蒽酮等化合物缩合成有色化合

物，在特定范围内其颜色深浅与

糖的含量呈正比，在特定波长下

有自大吸收峰

需要根据不同样品

进行不同预处理，

避免杂质干扰

测定值偏高

回收率 94.58-97.55%
相对标准差 1.82%
最低检出限 0.1g/L

液相色谱法

（酵母细胞壁

行业标准）

根据葡萄糖和甘露糖在流动相、

液相色谱柱的固定项之间具有

不同的分配系数，将水解后的试

样注入液相色谱，用稀硫酸做流

动相，糖类分子流出后，经示差

检测器检测，用外标法定量

检测酿酒酵母细胞

壁等纯度较高的产

品中甘露聚糖效果

较为准确

灵敏度较低

回收率 90.3-15.6%
相对标准偏差 8.5%
最低检出限 1.0 mg/L

反相高效液相

色谱法

将酵母培养物进行预处理后再

进行酸性水解，水解产物调至中

性后进行衍生化反应，将衍生化

后的样品溶液和标准品溶液经

反相高效液相色谱进行分析检

测，根据得到的色谱数据计算出

甘露糖的质量，再换算成甘露聚

糖的含量

根据不同产品选择

酸碱预处理；PMP
衍生温度 70℃、

30min较好

回收率 96.3-102.6%
相对标准偏差 2.5%
最低检出限 0.11mg/L

截止 2023 年 4 月，企业标准信息公共服务平台上 136

个应用高效液相色谱法检测甘露聚糖的企业标准中，引自

《饲料原料 酵母细胞壁》（NY/ T 3477-2019）16个，引自

《饲料原料 酿酒酵母培养物》（T/CSWSL 003-2018）20个，
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选采用高效液相色谱和专利技术《一种酵母培养物中甘露聚

糖的检测方法》的 100个。经过不完全比较，选用高效液相

色谱法可以比较精准的检测出酵母培养物中甘露聚糖的含

量，精确度在十万到百万分之一（1.0-0.11mg/L）。

表 2.本标准中与酵母培养物团标中的甘露聚糖检测方法准确性比较

团标方法 本标准方法

预处理技术 - 均质预处理 超声预处理 酶解预处理

水解溶剂 硫酸 硫酸 硫酸 盐酸

含量 0.77% 0.80% 0.86% 0.85%

回收率 94.3～101.1% 96.3-102.6% 96.6-101.9% 95.6-102.1%

标准差 6.5% 2.5% 2.0% 3.0%

检出限 0.12mg/L 0.11mg/L 0.12mg/L 0.10mg/L

本标准中采用的反相高效液相色谱法，完善了预处理技

术，并且考虑到了甘露糖在甘露聚糖中残基分子量与水解后

得到的甘露糖分子对检测结果带来的影响，在检测过程中增

加了甘露糖衍生、检测步骤，在计算过程中补充了样品酸水

解过程中甘露糖被破坏造成结果偏低的补偿系数 F值，这样

检测结果更为精准。经过检测比较（表 2），本标准方法回

收率 95.6-102.6%，标准差 2.0-3.0%，比现有酵母培养物团体

标准中的 HPLC方法标准差更低，准确度更高。

综上，选用采用本标准中的反相高效液相色谱法，更

能精确检测出酵母培养物产品中甘露聚糖的含量，更有利

于产品品质监控。

1.3应用性

通过检索发现，在酵母培养物的 4项强制指标中，甘露
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聚糖是唯一没有相关国家、行业及地方检测标准的重要指标，

仅在酵母细胞壁行业标准（NY/ T 3477-2019）和酿酒酵母培

养物团体标准（T/CSWSL003-2018）中，使用高效液相色谱

法检测该指标。

截止 2023 年 4 月，企业标准信息公共服务平台上检索

到现行有效的酿酒酵母培养物企业标准 265项，其中 225项

企标（85%）把甘露聚糖作为监测指标之一。在这 225项企

业标准中，甘露聚糖的检测方法分别是比色法 79个（30%），

高效液相色谱法 136个（51%）、其他方法 10个（沉淀法、

试剂盒法，4%）。

所以，在相关行业、团体标准中涉及到酵母甘露聚糖的

检测方法，采用了高效液相色谱法；在相关企业标准中，51%

企业选择用高效液相色谱法。所以，选择和推广本标准中反

相高效液相色谱法作为检测酵母培养物中甘露聚糖的指导

方法，具有广泛的应用性。

1.4 结论

综上所述，本团标反相高效液相色谱检测方法比传统比

色法具有高速、高效、高灵敏度、适用范围广、专一性强、

样品量少、容易回收等特点；与其他 HPLC方法比较检测结

果更准确；且大部分酵母培养物生产企业、研究机构等具备

HPLC 检测条件。所以本团标方法具备科学性、准确性和应

用性。
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本标准与现行法律法规无冲突，并保证了对该标准最

新版本的引用。

2、主要技术内容的确定

（1）适用范围

按照 GB/T1.1-2020标准化工作导则第 1部分：标准化文

件的结构和起草规则中 8.5“范围这一要素用来界定文件的

标准化对象和所覆盖的各个方面”的有关规定，将标准的适

用范围确定为“酿酒酵母培养物中甘露聚糖的测定 反相高

效液相色谱法”。

（2）规范性引用文件

本标准制定时，引用了 GB/T 6682-2008《分析实验室用

水规格和试验方法》和 T/CSWSL 003-2018《饲料原料 酿酒

酵母培养物》）等 1项国家标准、1项团体标准。

（3）术语与定义

对团标涉及的关键术语“甘露聚糖”和“反相高效液相

色谱法”进行定义。

（4）测定方法

本标准规定了试剂、仪器、标准溶液和检测流程等选择

范围和测定要求。

根据不同实验室条件，推荐了超声波、酶解和均质三种

样品预处理方法，推荐了盐酸水解和硫酸水解两种水解方法，

并建议使用甘露糖和甘露聚糖标准品的检测比较获得样品
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酸水解过程中甘露糖被破坏造成结果偏低的补偿系数，使检

测结果更为精准。

四、采用的国际标准

无。

五、与现行法律法规和强制性标准的关系

本标准是针对《饲料原料目录》中酵母培养物产品的强

制性指标——甘露聚糖的指导性方法。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

七、贯彻标准的要求和措施建议

组织学习标准，加大对标准的宣传和贯彻力度，标准委

员会作为企业之间的桥梁，做好沟通，推进行业的进一步发

展。

八、废止现行有关标准的建议

无。

九、其他应予说明的事项

本标准方法虽然与现行团体标准《酿酒酵母培养物》

（T/CSWSL003-2018）中的方法类似，但是在具体方法指导

上，首先本标准推荐了根据实验室条件可选择的三种预处理

方式，且预处理可以更好的释放出产品中酵母甘露聚糖成分；

其次，本标椎提出通过甘露糖和甘露聚糖标准品检测获得补

偿系数，用以在计算结果时弥补因酸水解造成的甘露聚糖损
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失。所以本标准推荐的检测方法更适合相关机构、企业在对

酵母培养物科研、生产和应用上的甘露聚糖这一指标的检测。
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