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高效毛细管电泳!间接紫外吸收检测法测定食品中的氨基酸
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摘要：研究了鸟氨酸、脯氨酸和谷氨酰胺的高效毛细管电泳 ’间接紫外吸收检 测 的 特 征。以 4 (("# ) * 对 氨 基 苯 磺

酸钠 ’$" (("# ) * +,!-.#（/, $$C 4）为运行缓冲液，在分离电压 $! 0! 下，于 $$ (12 实现了上述 . 种氨基酸的基线

分离，迁移时间和峰高的相对标准偏差分别小于 "C +!3 和 !C "3 ，检测限分别为 -C +6，6C +$，+C 6- (4 ) *。应用该法

测定食品中的氨基酸及各氨基酸在样品中的加标回收率，. 种氨基酸的加标回收率为 5-C 63 5 $"#3 。
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& & 氨基酸是化学、生物、医药、农业、食品等领域的

重要物质，是组成多肽、蛋白质的基本单元及代谢中

的重要物 质［$］。常 用 的 氨 基 酸 分 析 方 法 有 纸 色 谱

法、凝 胶 电 泳 法、免 疫 分 析 法、高 效 液 相 色 谱 法

（,-*7）等［$，!］，这些方法多只用于单一氨基酸的分

离。利用高效毛细管电泳（,-78）可实现多种氨基

酸的同时检测，但由于大部分氨基酸没有紫外吸收，

需进行衍生 化 处 理［.］，而 间 接 检 测 可 克 服 此 缺 点，

因此较为常用［#，4］。本文应用 ,-78’间接紫外吸收

检测，于 $$ (12 内 同 时 分 离 检 测 了 鸟 氨 酸（.B2）、

脯氨酸（-B"）和谷氨酰胺（>#2），并应用该方法测定

了食品中的氨基酸。

!" 实验部分

! ? !" 仪器与试剂

& & $!!5 型高效毛细管电泳仪及 K!’!4# 紫外检测

器（ 北京新 技 术 应 用 研 究 所）。未 涂 层 熔 融 石 英 毛

细管（ 内径 +4 !(，总长 46C ! A(，有效长度 #. A(，

河北 永 年 光 导 纤 维 厂 ）。 ;’R 记 录 仪（ 四 川 仪

表厂）。

& & 对氨基 苯 磺 酸 钠（ 湘 中 地 质 实 验 研 究 所，分 析

纯），鸟氨酸标准品（O14(<，生化试剂），脯氨酸标准

品（ 上海政 翔 化 学 试 剂 研 究 所，生 化 试 剂），谷 氨 酰

胺标准品（ 上 海 伯 奥 生 物 科 技 公 司，生 化 试 剂）。$
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#$% & ’ 氢氧化 钠 溶 液（ 分 析 纯）。所 有 实 验 用 水 均

为石英亚沸蒸馏水。海天生抽（ 佛山市海天调味食

品有限公司），青岛啤酒（ 青岛啤酒股份有限公司），

氨基酸口服液（ 东莞市燕东保健品实业公司）。

! ! "# 试样处理

! ! 以 石 英 亚 沸 蒸 馏 水 配 制 含 ()*，+)$ 和 ,%* 标

准品各 !## #- & ’的混合标准溶液。

! ! 将适量市售海天生抽、青岛啤酒和氨基酸口服

液分别以石英亚沸蒸馏水稀释（ 稀释体积比分别为

!$ !##，!$ % 和 !$ !#），稀释液经过滤后用于测定。

! ! $# "#$% 条件

! ! 采 用 阳 极 端 手 动 高 差 方 式 进 样，进 样 高 度 !#
.#，进样时间 !# /。分离电压 !% 01，紫外检测波长

%&’ *#。运行缓冲液：& ##$% & ’ 对氨基苯磺酸钠"
!# ##$% & ’ 23%+(’ ，43 !! 5 &（ 用 ! #$% & ’ 氢 氧 化

钠溶液调节）；试样进入毛细管之前，均用 #( )# !#
微孔滤膜过 滤。 新 毛 细 管 需 进 行 冲 洗［*］。 每 次 进

样前用石英亚沸蒸馏水、! #$% & ’氢氧化钠、石英亚

沸蒸馏水和缓冲溶液各冲洗 % + ) #6*，并更换缓冲

液瓶中缓冲溶液，以保证两缓冲液瓶中缓冲组分一

致，保证分析精度。

图 !# 对氨基苯磺酸钠浓度对峰高的影响
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"# 结果与讨论

" ! !# 分离条件的选择

" ! ! ! !# 对氨基苯磺酸钠浓度对峰高的影响

! ! 随着对氨基苯磺酸钠浓度的升高，各氨基酸的

检测峰也升高，且保留时间较小；但当对氨基苯磺酸

钠浓度继续增大时，各峰逐渐降低，且由于分离电流

增大，保留 时 间 随 之 延 长，各 峰 形 逐 渐 增 宽［,］。 由

图 ! 可见，选择 & ##$% & ’ 对 氨 基 苯 磺 酸 钠 时 各 氨

基酸的检测峰较高。

" ! ! ! "# 酸度对迁移时间的影响

! ! 采用高碱性缓冲体系，) 种氨基酸完全电 离 成

为阴离子，有效地抑制了管壁的吸附［&］。由图 % 可

见，选择缓冲体系 43 值为 !!( & 时各氨基酸能达到

基线分离，且分析时间较短。

图 "# 9" 值对迁移时间的影响

&’(! "# %))*+, -) 9" <083* -) ,;* 63))*/
-. 4’(/0,’-. ,’4*

78**6*- 98::;)：& ##$% & ’ /$<68# !"=#6*$9;*>;*; /8%:$*"
6. =.6<"!# ##$% & ’ 23% +(’ 5

! 5 ()*；% 5 +)$；) 5 ,%*5

" ! ! ! $# 磷酸盐浓度对迁移时间的影响

! ! 随着磷酸盐浓度的升高，缓冲体系的离子强度

逐渐增加，电渗流减小，各峰迁移时间及分离度随着

增大。但磷酸盐浓度过高，缓冲体系的离子强度过

大，将产生大量的焦耳热，使区带增宽，峰高下降，检

测灵敏度降低；磷酸盐浓度过高还会使分离电流增

大，基线不稳定，从而对工作电极电位影响增大，不

利于检测；而且缓冲液浓度增大，淌度变小，分析时

间也 随 之 增 长［-］。选 择 磷 酸 盐 浓 度 为 !# ##$% & ’
时各峰能完全达到基线分离，分析时间较短，且各峰

较高。

图 $# $ 种氨基酸混合标准溶液的分离谱图
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" ! "# 定量分析特征及其样品测定

! ! 在优化的分离体系（& ##$% & ’对氨基苯磺酸钠

"!# ##$% & ’ 23%+(’ ，43 !!( &）下，()*，+)$ 和 ,%*
混合标准溶液的分离谱图见图 )。定量分析特征参

数及样品分析结果列于表 ! 和表 %。

·&,·
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表 !" 定量分析特征参数

!"#$% !" &’"(")*%(+,*+) -"(".%*%(, /0 )/((%$"*+/1 )2(3%,

!"#$% &’#( )*+,*--#%$ *./&0#%$ !
1#$*&, ,&$+* 2

（"+ 2 1）

3*0*’0#%$ 4#"#0 2
（"+ 2 1）（" # $ 5 "）

)63 2 7（% 5 #）

&) ’
8,$ ’ 5 $% &#’ ( $% $’’ #( $% ))) "*% " + #$$ ,% -’ $% -*# *% ,’
9,% ’ 5 !% $& ( $% *"’( $% ))) *#% , + #$$ ’% -* $% #)) *% )’
:4$ ’ 5 "% -! ( $% *#"( $% )), -% ’* + #$$ -% ’, $% ,&- *% ,!

; &) ："#+,&0#%$ 0#"*；’：<*&= >*#+>0；(：’%$’*$0,&0#%$ %? &"#$% &’#(-，"+ 2 1@

表 #" 样品分析及其加标回收率测定结果

!"#$% #" 41"$5*+)"$ (%,2$*, /0 ,".-$%, "16 *’% (%)/3%(+%,

6&"<4* !"#$% &’#( A%$’*$0,&0#%$ 2（"+ 2 1） !((*( 2（"+ 2 1） B%/$( 2（"+ 2 1） )*’%C*,D（)63）2（% 5 #）7
8,$ E E E E

F&#0#&$ -%DG*&$ -&/’* 9,% ## @ , *$$ *#) @ , *$&（! @ #,）

:4$ ’# @ - *$$ *’# @ " )) @ ,（" @ -#）

8,$ E E E E
H-#$+0&% G**, 9,% *’, @ $ *$$ !’! @ ’ ), @ ’（* @ *’）

:4$ E E E E

8,$ *’ @ - *$$ **’ @ - )) @ #（* @ ##）

!"#$% &’#(- 0%$#’ 9,% #$ @ , *$$ *#" @ , *$"（" @ !"）

:4$ *$ @ " *$$ *$) @ ! )’ @ )（! @ "*）
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《 第七届全国石油化工色谱学术报告会》征文通知

; ; 由中国石油学会石油炼制分会举办的《 第七届全国石油化工色谱学术报告会》将于 !$$& 年 ) 月 !&
!- 日在北京举行。凡反映近年来在石油化工领域的各类色谱分析方法研究、应用经验交流及实验室信息管

理系统（1WX6）开发与应用方面的论文均可应征。本次会议将邀请国内色谱界以及从事 1WX6 开发与应用

的专家做大会报告，并就石油化工领域的色谱技术应用及 1WX6 发展进行研讨。

; ; 征文要求如下：内容简明扼要，写成含图表和参考文献不超过 " 页（!& 纸）的详细摘要，参考文献格式

参见《 色谱》!$$& 年第 * 期《 征稿简则》；必须附有单位介绍信及未公开发表过的证明。

; ; 本次会议论文由会议筹备组直接组织审查，请将稿件（ 打印稿一式两份）和单位证明直接寄至会议筹备

组 北京市 )*& 信箱石油化工科学研究院一室杨海鹰处，邮编：*$$$’"，并在稿件上注明“ 第七届石油化工

色谱会征文”字样。同时将论文通过 MT"&#4 发送至杨永坛信箱：D&$+D0Y ,#<<T-#$%<*’@ ’%"。征文截止日

期为 !$$& 年 # 月底。

中国石油学会石油炼制分会

!$$" 年 ** 月 !$ 日
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