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气相色谱法测定羟丙基魔芋葡甘露聚糖的 

摩尔取代度 

邬雅喃 1, 陈相玉 1, 王滕斌 1, 郭友利 2, 许文廷 1, 吕兴霜 1, 王鹏博 1, 张永勤 1* 

(1. 青岛科技大学化工学院, 青岛  266042; 2. 烟台天鹭食品有限公司, 烟台  264000) 

摘  要: 目的  建立气相色谱法(gas chromatography, GC)测定羟丙基魔芋葡甘露聚糖(hydroxypropyl konjac 

glucomannan, HP-KGM)的摩尔取代度(molar substitution degree, MS)的方法。方法  首先制备不同 MS 的

HP-KGM 样品, 通过傅里叶变换红外光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)和 1H 核磁共振(1H 

nuclear magnetic resonance, 1H NMR)对其进行结构表征, 然后利用 GC 测定氢碘酸与 HP-KGM 在高温密封

环境下反应所产生的 2-碘丙烷, 以推算其羟丙基的 MS, 并将所得结果与 1H NMR 法得到的 MS 进行比较。

结果   FTIR 和 1H NMR 的结果表明, 羟丙基化过程中 HP-KGM 的原料—KGM 所固有的乙酰基已全部脱落, 

因此对 HP-KGM 的 MS 测定无干扰, 由此所测得的 MS 与 1H NMR 法的结果呈线性关系, 单点法和标准曲线

法校正系数分别为 1.159 (R2=0.9965)和 1.164 (R2=0.9965), 无显著性差异(P=0.862>0.05)。结论   本研究所测

定的 HP-KGM 的羟丙氧基含量在 7.6%~40.8% (MS 0.16~1.33)之间, 低于美国药典规定的测定羟丙基纤维素中

羟丙氧基含量的范围 53.4%~80.5% (MS 2.2~7.8), 由此拓宽了 GC 测定 HP-KGM 中羟丙基 MS 的范围, 这对于

食品行业的低取代 HP-KGM 的质量控制具有重要意义。 
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Determination of the molar substitution of hydroxypropyl konjac 
glucomannan by gas chromatography 

WU Ya-Nan1, CHEN Xiang-Yu1, WANG Teng-Bin1, GUO You-Li2, XU Wen-Ting1,  
LV Xing-Shuang1, WANG Peng-Bo1, ZHANG Yong-Qin1* 

(1. College of Chemical Engineering, Qingdao University of Science and Technology, Qingdao 266042, China;  
2. Yantai Tianlu Food Co., Ltd., Yantai 264000, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of molar substitution (MS) of hydroxypropyl 

konjac glucomannan (HP-KGM) by gas chromatography (GC). Methods  HP-KGM samples with different MS 

were firstly prepared, structurally characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and 1H nuclear 

magnetic resonance (1H NMR), and then GC method was used to determine the 2-iodopropane produced by the 

reaction between hydroiodic acid and HP-KGM at high-temperature in sealed condition. The MS of its 

hydroxypropyl group was calculated, and the obtained results were compared with the MS obtained by 1H NMR 
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method. Results  The results of FTIR and 1H NMR indicated that the inherent acetyl group of KGM, the raw 

material of HP-KGM, had been completely removed during the hydroxypropylation process, thus there was no 

interference with the MS determination of HP-KGM. The MS results thus obtained showed a linear relationship 

with those of the 1H NMR method, with correction coefficients of 1.159 (R2=0.9965) and 1.164 (R2=0.9965) for 

the single point method and standard curve method, respectively, with no significant difference (P=0.862>0.05). 

Conclusion  The hydroxypropoxy content of HP-KGM obtained here ranges from 7.6% to 40.8% (MS 

0.16–1.33), which is lower than that ranges from 53.4% to 80.5% (MS 2.2–7.8) specified in the United States 

Pharmacopoeia for the hydroxypropoxy content in hydroxypropyl cellulose, which broadens the scope of GC method 

for determining MS in HP-KGM, which is of great significance for the quality control of low substitution HP-KGM 

applied in the food industry. 

KEY WORDS: hydroxypropyl konjac glucomannan; gas chromatography; hydroxypropyl; molar substitution 
 
 

0  引  言 

魔芋葡甘露聚糖(konjac glucomannan, KGM)是一种

非离子型水溶性多糖, 分子量在 200~2000 kDa 不等[1], 其

主链由 β-D-葡萄糖和 β-D-甘露糖经 β-1,4-糖苷键连接而成, 

其分支链接 C3、C6 位
[2], 分支频率约为 8%[3]。在 KGM 中

存在乙酰基, 以酯键形式链接在甘露糖残基的 C2、C3 位
[4]。

由于来源于不同品种, KGM 中甘露糖残基与葡萄糖残基的

摩尔比稍有差别, 其比例约为 1.5~1.7:1.0[5], 且末端葡萄

糖残基与末端甘露糖残基的摩尔比约为 2[6]。KGM 具有强

吸水性[7]、高黏度[8]、凝胶性[9]、生物降解性[10]和生物相

容性[11], 已广泛应用于食品[12]、医药[13]、精细化工[14]等领

域。例如, 将 KGM 加入到特殊膳食中, 用于控制脂肪肝[15]

和糖尿病[16]。KGM 如此强的物化特性与其分子中的乙酰

基密切相关, 但由于乙酰基极易脱落, 使 KGM 的应用稳

定性大幅度降低[17], 而将 KGM 羟丙基化, 以羟丙基代替

乙酰基, 是解决上述问题的方法之一。 

羟丙基化是多糖改性的一种常用方法, 所得多糖衍

生物为非离子衍生物, 现已应用于壳聚糖、淀粉、纤维素的

改性并应用于食品、医药行业[18–20]。取代度是 KGM 羟丙基

化衍生物质量控制的关键因素, 而且取代度的确定对羟丙

基魔芋葡甘露聚糖 (hydroxypropyl konjac glucomannan, 

HP-KGM)进一步的开发、应用具有重要的意义。其他羟丙

基化多糖已有羟丙基取代度检测方法, 如 1H 核磁共振(1H 

nuclear magnetic resonance, 1H NMR)[21]、傅里叶变换红外

光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)[22–27]、分

光光度法[28]测定羟丙基壳聚糖取代度, 分光光度法测定羟

丙基淀粉取代度[29], MORGAN 串联法测定羟丙基半乳甘

露聚糖取代度[30]。但未见有关 KGM 羟丙基化的报道, 更

未见其羟丙基取代度测定方法的研究。气相色谱法(gas 

chromatography, GC)操作简便, 仅需预处理样品即可自动

进样, 可大批量测定, 适用于常规的质量控制。 

本研究拟基于 GC 建立测定 HP-KGM 的羟丙基取代

度的检测方法, 利用氢碘酸与 HP-KGM在高温密封环境下

发生反应, 测定其所产生的 2-碘丙烷, 由此推算其摩尔取

代度(molar substitution degree, MS), 考虑到反应是否完全而

影响测定的准确性, 本研究以公认的准确测定方法—1H 

NMR 法作为对照, 以提供测定的校正系数, 以期为食品

行业的低取代 HP-KGM 的质量控制提供新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

魔芋葡甘露聚糖(纯度≥95%, 武汉市清江魔芋制品

有限公司); 环氧丙烷、KBr(分析纯, 上海阿拉丁试剂有限

公司); NaOH、无水乙醇、丙酮、盐酸(分析纯, 国药集团

化学试剂有限公司); 2-碘丙烷(纯度 99%)、甲基环己烷(纯

度≥ 99.8%) 、邻二甲苯 ( 纯度≥ 96%) 、氢碘酸 ( 纯度

55.0%~58.0%)、己二酸(纯度≥99.5%)(上海麦克林生化科技

有限公司); DCl (质量百分数 35%)、含 3-(三甲基硅基)丙酸

-2,2,3,3-d4 酸钠盐[3-(trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid 

sodium salt, TMSP]的 D2O(纯度 99.9%, 西格玛奥德里奇贸

易有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

DB-1 毛细管柱(30 m×0.53 mm, 1.0 μm)[安捷伦科技

(中国)有限公司]; GC-2010 Plus[配氢火焰离子化检测器

(flame ionization detector, FID)检测器 , 日本岛津公司 ]; 

CP3800 气相色谱仪(美国瓦里安公司); AL204 电子天平[精

度  0.0001 g, 梅特勒 - 托利多仪器 ( 上海 ) 有限公司 ]; 

DHG-9070A 型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有

限公司); IS10 傅里叶变换红外光谱仪[赛默飞世尔科技

(中国)有限公司]; JNM-ECZ600R/S1 核磁共振波谱仪(日

本电子株式会社); Topolino 快速混匀器(德国艾卡 IKA 公

司); TFDS0.25 食品真空冷冻干燥机(烟台中孚冷链设备
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有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  HP-KGM 的制备及表征 

(1) HP-KGM 的制备 

称取 10 g KGM 置于三颈烧瓶中, 将 20 mL 20%的

NaOH 溶液与 150 mL 70%的乙醇溶液混合均匀, 向三颈

烧瓶中加入 NaOH 与乙醇混合溶液, 迅速搅拌使 KGM 均

匀分散, 然后置于常温碱化 30 min。碱化结束后, 将三颈

烧瓶转移至水浴锅中, 边缓慢滴加环氧丙烷边搅拌使得

环氧丙烷与 KGM 充分接触, 环氧丙烷的体积为 70 mL, 

抽滤以终止反应。将产物先浸入乙醇中, 超声、搅拌、抽

滤, 以去除杂质, 将滤饼溶于水中, 用盐酸调节 pH 至中

性 , 透析 , 减压浓缩 , 冻干 , 得到 HP-KGM, 真空封口 , 

于 4℃贮藏。因反应温度(35~40℃)和反应时间(1.0~6.5 h)

不同 , 得到 10 个不同 MS 的样品 (HP-KGM-1~10)。

HP-KGM-1 反应温度和反应时间分别为 35℃, 1.0 h; 

HP-KGM-2~HP-KGM-9 反应温度为 40℃, 反应时间分别

为 1.0、2.0、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、6.5 h, HP-KGM-10

条件同 HP-KGM-9 (虽然 HP-KGM-9 与 HP-KGM-10 反应

条件相同 , 但由于人为操作误差 , 使其取代度在误差范

围内稍有差异)。 

(2) FTIR 结构表征 

将 KGM、HP-KGM 样品于 80℃干燥 4 h, 105℃干燥

2 h 以除去样品中的水分, 冷却后, 与 KBr 混合, 在研钵中

碾碎至极细粉末, 压片, 用红外光谱仪测定。其检测条件为

步进 4 cm–1, 扫描次数 64 次, 扫描范围为 4000~400 cm–1。 

(3) 1H NMR 结构表征 
1H NMR 样品按照张永勤等[31]的方法, 称取 10.0 mg 

KGM 和制备的 HP-KGM 按照 1.3.1(2)的方法进行干燥, 将干

燥后的样品与 1 mL 1.78 mol/L DCl/D2O 混合, 密封, 静置, 直

至其溶解。然后移至核磁管中, 置于核磁设备中获得 1H NMR

谱图。其条件为: 分辨率 600.20211 MHz, 环境温度 25℃, 化

学位移基于 TMSP (δ=0 ppm), 采集时间(acquisition time, 

AQ)为 5.52 μs, 弛豫时间(D1)为 5.0 s, 共扫描了 32 次。 

1.3.2  气相色谱法溶液的配制 

根据美国药典测定羟丙基纤维素中羟丙氧基含量的

测定方法[32]并稍作修改。其中反应产生的 2-碘丙烷量同时

使用单点法和 2-碘丙烷标准曲线进行测定。 

(1)内标溶液的配制 

将 1 mL 甲基环己烷加入到含有 50 mL 邻二甲苯的试

剂瓶中, 充分混匀, 置于 4℃冰箱中保存备用。 

(2)标准溶液的配制及标准曲线的绘制 

准确称取 60.0 mg己二酸于反应瓶中, 加入 2 mL内标

溶液(1), 再加入 1 mL 氢碘酸, 密封瓶口, 准确称重。用注

射器向反应瓶中注入 0、10、15、20、25、30 μL 的 2-碘丙

烷, 再准确称重。充分混匀, 待分相后, 取出上相作为标准

溶液。以 2-碘丙烷物质的量(mmol)为横坐标, 2-碘丙烷与甲

基环己烷的峰面积比为纵坐标, 绘制 2-碘丙烷标准对应关

系曲线 y=1.3318x (r2=0.9991), 由此所得回归方程用于计

算 HP-KGM 的 MS。 

(3)样品溶液的制备 

按照 1.3.1(2)的方法干燥样品。精密称取干燥的

HP-KGM 样品 30.0 mg 于反应瓶中, 按照 1.3.2(2)的方法向

反应瓶中加入己二酸、内标溶液和氢碘酸, 密封瓶口, 称

重, 于 115℃加热 70 min, 自然冷却至室温, 再次称重, 以

检验反应瓶是否发生泄露, 若前后重量相差 10 mg 及以上

则认为该反应瓶泄露, 不再进一步检测。待分相后, 取出

上相作为样品溶液。 

1.3.3  气相色谱条件 

柱温 : 程序升温 , 初始温度 40℃, 保持 3 min, 以

10℃/min 的速率升温至 100℃, 再以 50℃/min 的速率升温

至 250℃, 维持 3 min; 进样口温度: 180℃, 检测器温度: 

180℃; 载气: 氮气, 线速度 52 cm/s, 分流比为 50:1, 自动

进样 1 μL。 

1.3.4  HP-KGM 取代度计算 

美国药典收录的 GC 测定羟丙含量的方法是利用羟丙

基与氢碘酸于高温密封环境下发生反应, 转化成为 2-碘丙

烷, 生成的 2-碘丙烷被吸收到邻二甲苯中, 以甲基环己烷

作为内标溶液, 以内标分析法计算生成的 2-碘丙烷含量, 

进而计算羟丙基的含量, 即可求得羟丙基取代度。美国药

典中使用单点法即以 25 μL 2-碘丙烷与甲基环己烷的面积

比作为参照, 从而得到样品溶液中 2-碘丙烷量, 进而计算

得到 HP-KGM 的 MS。但利用标准曲线计算产物量时, 包

含范围广, 计算结果更加准确, 因此本研究引入标准曲线

法计算 HP-KGM 的 MS。标准曲线法是依据 2-碘丙烷的标

准曲线求得 2-碘丙烷的量进而计算得到 HP-KGM 的 MS。

单点法计算 HP-KGM 取代度如公式(1)所示, 标准曲线法

计算 HP-KGM 取代度如公式(2)所示:  

MS= i 1

i 1 1 1

162.14 '

1000 ' 58.08 '

A A n

A A m A A n

  
      

   (1) 

MS= i

1 i

162.14

1000 58.08

A

mkA A


  

              (2) 

其中, MS 表示 HP-KGM 的摩尔取代度; A1'、Ai'、n 分别表

示标准溶液中的甲基环己烷的峰面积、2-碘丙烷的峰面积、

2-碘丙烷的量, mmol; A1、Ai 分别表示样品溶液中甲基环己

烷的峰面积、2-碘丙烷的峰面积; 58.08 表示羟丙基的摩尔

质量, g/mol; m 表示 HP-KGM 的干重质量, g; 162.14 表示脱

水葡萄糖和甘露糖单元的摩尔质量, g/mol; k 表示 2-碘丙烷

标准曲线的斜率, mmol–1。 

1.3.5  方法学考察 

为了验证 GC 测定 HP-KGM 的 MS 的准确性, 本研究
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采用向 HP-KGM 样品中加入标准物质 2-碘丙烷标准溶液的

方法验证其回收率。向 HP-KGM 中分别添加 0.098、0.148、

0.198 mmol 的 2-碘丙烷, 每个加量做 3 个平行, 按照 1.3.2

方法操作, 然后按照 1.3.3 测定 2-碘丙烷, 考察方法的回收

率和精密度。同时以信噪比的 3 倍和 10 倍确定 2-碘丙烷检

出限和定量限, 进而计算出 MS 的检出限和定量限。 

1.3.6  1H NMR 法测定 HP-KGM 的取代度 

按照 1.3.1(3)的方法获得各 HP-KGM的 1H NMR谱图, 

然后根据公式(3)计算其 MS:  

MS= 9

2 8 9

2I

I I 
                  (3) 

式中, I2-8、I9 分别为 H2~H8 及 H9 的积分面积。 

1.4  数据处理 

采用 OMNIC、MestReNova、LabSolutions、Microsoft 

Excel 2016 和 SPSS 26.0 软件对所获得的数据进行分析处

理、作图及显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  FTIR 结构表征 

由图 1 可知, 与 KGM 谱图相比, HP-KGM 的谱图中

并无乙酰基 C=O 伸缩振动(1734 cm–1)[33], 说明它已在羟丙

基化过程中被脱去, 取而代之的是羟丙基的特征吸收峰, 

如羟丙基的甲基的 C-H 不对称伸缩振动 2970 cm–1、不对

称弯曲振动 1458 cm–1 和对称弯曲振动 1376 cm–1, 羟丙基

化使醚键 C-O-C伸缩振动 1155 cm–1大幅度增大, C6位伯羟

基的 C-O 伸缩振动 1027 cm–1 被逐步削弱, 取而代之的是

仲羟基的 C-O 伸缩振动 1058 cm–1 被逐步增强[34], 说明羟

丙基已成功引入 KGM 分子中。 
 

 

 
 

图 1  KGM 和 HP-KGM 的红外谱图 

Fig.1  Infrared spectra of KGM and HP-KGM 

 

2.2  1H NMR 结构表征 

KGM 和 HP-KGM 的 1H NMR 谱图如图 2 所示。KGM

中 4.78 ppm 归属为甘露糖异头碳质子峰 H1-M, 4.53 ppm 归

属为葡萄糖异头碳质子峰 H1-G, 4.13~3.73 ppm 为 KGM 中

C2~C6 质子峰 H2-6
[35], 而 HP-KGM 中 4.28~3.24 ppm 为

HP-KGM 中 C2~C8 质子峰 H2–8。由于所用溶剂为 DCl/D2O, 

导致 KGM 中部分酯键断裂, 从而出现两个乙酰基相关信

号, 即 2.18 ppm 为乙酰基的甲基质子峰 HA
[36], 2.08 ppm 为

乙酸的甲基质子峰 H'A
[37]。在 HP-KGM 中无乙酰基相关质

子峰, 说明它已在羟丙基化过程中被脱去, 增加了羟丙基

的甲基质子峰 1.16 ppm[38], 因此使用 GC 测定 HP-KGM 

MS 时无乙酰基的干扰。 

 

 
 

图 2  KGM 和 HP-KGM 的 1H NMR 谱图 

Fig.2  1H NMR spectra of KGM and HP-KGM 
 

2.3  气相色谱的谱图解析 

在标准溶液和样品溶液气相色谱图(图 3)中均可观察

到 2-碘丙烷、甲基环己烷、邻二甲苯的峰, 其保留时间分

别为 2.536、3.651 和 7.210 min。此外, 还可观测到氢碘酸

和己二酸的峰, 其保留时间分别为 1.420 min和 11.209 min, 

但二者都是水溶性物质, 仅有少量存在于上层有机相中, 

所以观测到的峰较小。 

 

 
 

 
 

图 3  标准溶液(A)和 HP-KGM 样品溶液(B)气相色谱图 

Fig.3  GC spectra of the standard solution (A) and sample solution 
of HP-KGM (B) 
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2.4  单点法及标准曲线法计算HP-KGM的MS及其

与 1H NMR 法的比较 

将 GC 单点法及标准曲线法所得结果如图 4 所示。

与 1H NMR 法得到的 MS 进行对比, 首先, GC 的测定结果

均低于 1H NMR 法, 实际反应过程中, 为使该反应彻底进

行, 以最高 MS 的 HP-KGM为例, 加入的氢碘酸与羟丙基

的摩尔比为 64, 氢碘酸是超量的, 但反应仍不能彻底进

行, 即 GC 测定的 MS 偏低, 因此需要对其进行校正; 其

次, 单点法、标准曲线法与 1H NMR 法的测定结果均存在

线性关系, 因此, 可以 1H NMR 法作为标准方法对 GC 进

行校正; 单点法、标准曲线法与 1H NMR 法联立方程所得

校正系数分别为 1.159、1.164, 无显著性差异(P=0.862> 

0.05), 因此单点法和标准曲线法都可用于 HP-KGM 的

MS 的测定。 

 

 
 

 

 
注: A: 单点法; B: 标准曲线法。 

图 4  GC 与 1H NMR 法测得 MS 的比较 

Fig.4  Comparison of MS measured by GC and 1H NMR method 

 

2.5  方法学考察 

本研究考察了 GC 单点法和标准曲线法的检出限、定量

限、回收率和精密度。结果表明, 在 0.098、0.148 和 0.198 mmol 

3 个加标水平下, 单点法平均回收率为 97.9%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)为 0.8%, 同时以信噪比的 3

倍和 10 倍确定 2-碘丙烷的检出限和定量限分别为 0.04 mmol

和 0.14 mmol, 对应 MS 的检出限和定量限分别为 0.26 和

1.08; 标准曲线法平均回收率为 104.0%, RSD 为 0.8%, 2-

碘丙烷的检出限和定量限分别为 0.04 mmol 和 0.14 mmol, 

对应的 MS 的检出限和定量限分别为 0.26 和 1.08。结果表

明, 本研究建立的两种方法回收率高、精密度好, 可用于

HP-KGM 的 MS 的测定。 

3  讨论与结论 

本研究首先制备了 HP-KGM, 并通过 FTIR 和 1H 

NMR 对其进行表征, 然后通过 GC 的单点法和标准曲线法

测定了 HP-KGM 的 MS, 并将所得结果与 1H NMR 法得到

的 MS 进行对比, 构建了计算公式。结果发现, KGM 羟丙

基化过程中不仅有羟丙基的引入还伴随着乙酰基的去除, 

因此 GC 测定 HP-KGM 的 MS 时没有乙酰基的干扰; 其次, 

以最高 MS 的 HP-KGM 为例, 加入的氢碘酸与羟丙基的摩

尔比为 64, 远高于美国药典中的比例, 但是 GC 法测定的

取代度结果仍低于 1H NMR 法, 说明样品制备过程中反应

不完全, 因此需引入 1H NMR 法对其进行校正; 本研究提

供单点法和标准曲线法两种 GC 法测定 HP-KGM 的 MS, 

所得校正系数分别为 1.159 、 1.164, 无显著性差异

(P=0.862>0.05), 都可用于 HP-KGM的 MS的测定, 与美国

药典中羟丙基纤维素中羟丙氧基含量的测定时存在校正系

数的情况类似, 而中国药典中并未指定校正系数[39]。方法

学考察结果表明, 单点法和标准曲线法 2-碘丙烷的平均回

收率分别为 97.9%、104.0%, RSD 都为 0.8%, 检出限都为

0.04 mmol, 定量限都为 0.14 mmol; 对应地, MS 的检出限

都为 0.26, 定量限都为 1.08。表明两种方法均可用于

HP-KGM 的 MS 的测定。 

虽然 1H NMR 法测定 HP-KGM 的 MS 结果准确, 但其

对样品制备要求高, 成本高, 不适用于常规质量保证。而

本研究建立的 GC 法操作简便, 仅需预处理样品即可自动

进样, 可大批量测定, 使该法可直接应用于 HP-KGM 生产

中的常规质量控制。在美国药典中, 特别说明了羟丙基纤维

素的羟丙基含量的测定范围为 53.4%~80.5% (MS 2.2~7.8), 

事实上, 本研究所测数据均小于此范围(7.6%~40.8%, 即

MS 0.16~1.33), 但也可适用于 HP-KGM 样品中 MS 测定, 

由此拓宽了 GC 法的测定范围, 这对于食品行业的低取代

HP-KGM 的质量控制具有重要意义。 
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