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提� 要� 用 w 二甲胺基偶氮苯 wχ磺酰肼作衍生化试剂将还原单糖衍生化后在内径 t x°° 的半微柱上进行

� � � ��� 分离∀ 同时以 w{{ s±° 的 � µn 激光作激发光源o在检测波数 t tvy¦° p t下测定衍生物的共振拉曼散

射强度∀ 方法具有很高的选择性和灵敏度o葡萄糖的检测下限为 ts±ªo可用于食品和生物样品中单糖的分析∀
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分类号� � yx{ � x

�� 前言

糖本身在通常的紫外区无吸收o在 uss±° 以下

的远紫外区又受流动相的背景吸收以及样品中杂质

的干扰o因此多采用折射率k� �l法检测∀但是o� �检

测灵敏度低且不能用于梯度淋洗∀ 通过衍生化使糖

类变成具有紫外吸收的物质�t 或荧光物质�u∗ w 是提

高糖类 � ��� 检测灵敏度的主要手段o但有的衍生

化操作繁琐o有的方法选择性仍不很高∀

w 二甲胺基偶氮苯 wχ磺酰k�� ��� �l肼是近

几年开发出来的羰基化合物拉曼衍生化试剂o与还

原性单糖分子中的羰基反应生成其腙类衍生物�x ∀

该衍生物在波长 wys±° 处具有最大吸收∀ 本文用

w{{ s±° 的氩离子k� µ
n l激光作激发光源o测定了

此衍生物的共振拉曼散射强度∀ 该方法具有很高的

灵敏度和选择性∀

�� 实验部分

u t� 仪器与试剂

所用 � ��� 拉曼检测装置由日本分光的 � � �

� � � � � � 型高压泵和日本电子的 �� � wss� 激光

拉曼分光光度仪构成∀在条件实验中采用 � ¸̄·¬vvs

二极管阵列紫外 可见光检测器∀

半乳糖k�¤̄ l�葡萄糖k� ¯̧ l�甘露糖k� ¤±l�阿

拉伯糖k� µ¤l�木糖k� ¼ l̄�核糖k� ¬¥l等 y种还原糖

及果糖的标准溶液均配制成甲醇溶液∀ 所用衍生化

试剂 w 二甲胺基偶氮苯 wχ磺酰k�� ��� �l肼由

�� ��� �� ¯与肼为原料合成o并经过提纯o使用时

配制成乙腈溶液∀

� � � 实验方法

取糖混合标准溶液 k各种糖均含 tss°ª �l

t °�o加 uª ��� ��� �肼的乙腈溶液 t°�∀ 加入

u° ²̄ �三氯乙酸的甲醇溶液 xsΛ�作催化剂o在带

旋转装置的 ysε 水浴上反应 |s°¬±∀然后加入 uxh

乙醛酸水溶液 tsΛ�o在相同条件下继续反应 x°¬±∀

冷却后再加 t° ²̄ �碳酸钠水溶液 s x°�∀ 因衍生

化反应在密闭反应容器中进行o且各种试剂均为准

确加入o故反应完毕后不必重新定容∀用 s wxΛ° 滤

膜过滤后o量取 tΛ�加入 � ��� 仪中o在检测波数

为t tvy¦°
p t下检测共振拉曼散射强度∀

进行果汁样品分析时先将果汁样品用 s wxΛ°

的滤膜过滤o取滤液 s x°�o加 ux°�甲醇o减压蒸

干∀ 残渣用 t°�或一定体积的甲醇溶解后o按上述

方法进行衍生化�� ��� 分离以及共振拉曼检测∀

� � � 分析条件

用于糖分离的色谱柱为 �± µ̈·¶¬̄ � �� ukuxs°°

≅ tqx°° ¬q§qlo柱温为室温o流动相为乙腈 水kvt

Β y|o ς ς lo流速 tssΛ� °¬±o进样量 tΛ�∀

拉曼检测采用 vΛ�的半微量荧光流动池o氩离

子激光激发波长 w{{ s±° o功率 xss° � o检测波数

为t tvy¦°
p t∀

�� 结果与讨论

v t� 分离条件的优化

参考文献�x o由衍生化反应的实验条件确定本

实验方法的最佳条件∀加热有利于反应的进行o但它

却受试剂的挥发性及衍生化物的稳定性的限制∀ 各

单糖的衍生化反应所需时间不同o最短的只需

vs°¬±o最长的需 |s°¬±∀

在本实验条件下o还原糖的 �� ��� �衍生物在
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ux°¬±内流出色谱柱o但过剩的衍生化试剂在色谱

柱上的吸附很强oys°¬±左右才流出色谱柱o此时的

色谱图如图 t ¤所示∀为了缩短分离时间o在衍生化

反应完成后加入稍微过量的乙醛酸与过剩的衍生化

试剂反应∀乙醛酸在该柱上的保留值很小o过量的乙

醛酸在糖类之前流出色谱柱o不会干扰糖的分离o但

乙醛酸与衍生化试剂生成的乙醛酸 �� ��� �衍生

物与己糖k半乳糖�葡萄糖和甘露糖l的 �� ��� �衍

生物不能分离∀当加入碳酸钠使乙醛酸 �� ��� �衍

生物变成羧酸盐后o此羧酸盐很快流出色谱柱o不再

干扰己糖的分离∀除去过剩的衍生化试剂o可使分析

时间缩短一半o此时的色谱图如图 t ¥所示∀

图 �� 还原糖衍生物的紫外光检测色谱图

Φιγq� � ΧηροP ατογραP σ οφ τηε δεριϖατιϖεσ οφ ρεδυχινγ συγαρσ βψ Υς δετεχτιον

¤q过剩衍生化试剂除去前o ¥q用乙醛酸除去过剩衍生化试剂后∀

¤q »̈¦̈¶¶§̈ µ¬¹¤·¬½¤·¬²± µ̈¤ª̈ ±·«¤¹¨±²·¥̈ ±̈ µ̈° ²¹ §̈o ¥q »̈¦̈¶¶§̈ µ¬¹¤·¬

½¤·¬²± µ̈¤ª̈ ±·«¤¹¨¥̈ ±̈ µ̈°²¹ §̈¥¼ ¤§§¬±ª ª̄¼²»¼ ¬̄¦¤¦¬§q

t �¤̄o uq�¯̧ o vq� ¤±o wq � µ¤o xq� ¼ ō yq� ¬¥o zq�� o {qª̄¼²»¼ ¬̄¦¤¦¬§q

�q� � 激光共振拉曼检测

� � 只有那些具有与单色激光产生共振的吸收带的

分子才能产生共振拉曼散射o因此选择性很高∀ 另

外o共振效应使拉曼散射强度明显增大o从而使检测

灵敏度得到改善∀还原糖 �� ��� �肼衍生物的共振

拉曼散射光来自于 �� ��� �的分子结构∀当以氩离

子kw{{ s±° l激光进行激发时o其共振拉曼光谱上

t tvy¦°
p t的拉曼散射不仅强度大o而且在此波数前

后各约 uss¦°
p t的范围内没有来自流动相的背景干

扰o本实验将检测波数设定为 t tvy¦°
p t∀ 用共振拉

曼检测得到的单糖混合物的色谱图见图 u∀y种还原

糖混合物衍生化后o再进行半微柱 � ��� 分离和激

光共振拉曼检测o用色谱峰高作工作曲线∀ 在 ux∗

uss°ª �范围内工作曲线呈良好的直线性∀各还原

糖的工作曲线斜率k相对灵敏度l明显不同}s xtw

k�¤̄ lo sqtzwk�¯̧ lo squz|k� ¤±lo sqwuuk� µ¤lo

s w{wk� ¼ l̄o sqtutk� ¬¥l∀ 因为共振拉曼散射的产

生与糖的分子结构无关o因此工作曲线的斜率不同

只受峰的展宽和衍生化效率的影响∀ 如果单单考虑

峰的展宽的影响o从柱中流出越晚的糖o其斜率应该

越小o但实际上并非如此∀ 同样o虽然峰面积不受峰

展宽的影响o但 y种糖的峰面积测定值也存在明显

的差异∀ 另外o属酮糖的果糖不同于其它 y种还原

糖o几乎不被衍生化∀ 以上结果表明o造成各还原糖

灵敏度不同的主要原因是它们的反应效率不同∀

�q� � 果汁中糖的定量

拉曼检测法应用于纯果汁k苹果汁�橙汁和葡萄

汁l中糖的分析o所分析的 v种果汁中只含有葡萄

糖∀ 苹果汁和橙汁的色谱图示于图 v∀

图 �� 还原糖衍生物的激光共振拉曼检测色谱图

Φιγq�� ΧηροP ατογραP οφ τηε δεριϖατιϖεσ οφ ρεδυχινγ

συγαρσ βψ λασερ ρεσονανχε Ρ αP αν δετεχτιον

tq�¤̄o uq�¯̧ o vq� ¤±o wq � µ¤o xq� ¼ ō yq� ¬¥

为了比较o我们同时采用 � �法进行了上述 v种

果汁的定量分析∀ 果汁样品过滤后直接注入糖分析

柱k岛津o�«¬° ³¤¦��� u tslo以乙腈 水k{sΒ usl

作流动相k流速 t°� °¬±l进行分离o用 � �法检测∀
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两种方法的分析结果见表 to所得结果基本一致∀

图 � � 苹果汁kαl和桔子汁kβl中还原糖的

激光共振拉曼检测色谱图

Φιγq�� ΧηροP ατογραP σ οφ ρεδυχινγ συγαρ

ιν αSSλε ϕυιχε kαl ανδ ορανγε ϕυιχε kβl

βψ λασερ ρεσονανχε Ρ αP αν δετεχτιον

� � � �检测灵敏度低o因此 � ��� 分离 � �检测只

适用于糖含量高的样品∀拉曼检测灵敏度比 � �检测

高两个数量级o本方法中葡萄糖的拉曼检测下限为

ts±ªkx x³° ²̄ l∀ 高选择性是拉曼检测法的一个重

要特征o本法所分析的果汁样品中含有大量的有机

酸o尽管有机酸也能与衍生化试剂反应o但不干扰糖

的分离与检测∀

表 �� 果汁中葡萄糖的分析结果kγ Λl

Ταβλε �� Αναλψτιχαλρεσυλτσ οφ γλυχοσε ιν ϕυιχεσ kγ Λl

果汁

�̧ ¬¦̈

拉曼检测

� ¤°¤± §̈ ·̈¦·¬²±

折射率检测

� � §̈ ·̈¦·¬²±

苹果汁k� ³³̄¨­̧¬¦̈l uxqu" t v u{ z" s |

橙汁k� µ¤±ª̈ ­̧ ¬¦̈l uwqu" tqu utqt" sqz

葡萄汁k�µ¤³̈ ­̧ ¬¦̈l |sqt" uq{ |tqu" uqz
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