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摘 要
:
确 立 了用 甲蔡酚 一双 乙酞 法定量检测 发酵液中 L 一精氛酸

的 最佳条件
:

40 留L N a 0 H 溶 液
、

80 留L 甲 蔡酚 正 丙 醇溶

液
、

住5 11江丫L 双 乙 酞正 丙 醇溶液各 lfn l 作 为显 色液
,

再加

入 1卜L 适 当稀释的 发酵液
,

30 ℃水浴加热 巧mi
n 后测 其

O D
S、 值

。

对显 色反应的稳定性及检测 方 法 的 重现性也进

行 了研 究
。
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L 一精氨酸是合成蛋白质和肌酸的重要原料
,

是

人和动物体 内的半必需氨基酸
,

在医药和食品工业

上具有广泛用途
[l] 。

L一精氨酸一 L一谷氨酸盐还作为忌

钠患者的调味品
,

以 L 一精氨酸为原料制 备的阳离子

表面活性剂具有抗菌性强
,

毒性低等特点
,

是食品
、

化妆 品等的优 良防腐剂
。

此外
,

L 一精氨酸还作为 饲

料
、

食品等的添加剂
。

目前
,

L一精氨酸的生产很多是

通过发酵进行的
,

因而对发酵液中 L 一精氨酸的测定

有着相 当重要的 意义
。

建立一种简单
、

快速而又有

效的检测方法
,

对筛选 出产酸高
、

具有优 良性状的 菌

种也是必要的
。

本文针对类似的 文献阵 4] 报道
,

就发

酵液 中 L 一精氨酸定量检测 的 甲蔡酚一双乙酞法进行

了研究
。

1 材料与方法
1

.

1 显色液阎

40 9 / L N ao H 溶液
,

8摊/ L 甲 蔡酚正丙醇溶液和

O. s m L / L 双乙酞正丙醇溶液
。

1
.

2 显色步骤

在试管中依次加人 N a 0 H 溶液
、

甲蔡酚正丙醇

溶液和双乙酞正丙醇溶液各 l m L
,

再加人 1 协L 试样
。

震荡摇匀
,

水浴加热一定时间后测反应液的 O D 值
。

2 实验结果

精氨酸 中的侧链肌基在碱性介质中与 甲蔡酚和

双乙酞的混合液能够反应生成紫红色的物质
[司(如图

l )
,

且此物质的 O D 值在一定范围 内与 L 一精氨酸浓

度呈线性关系「刀。

根据此原理
,

本文采用分光光度计

检测不同浓度精氨酸反应时产物的 O D 值
,

绘制 L 一

精氨酸浓度与 O D 值之间的标准曲线
,

从而得到待测

液中精氨酸的含量
。

在实验中发现
,

用此方法测定 L 一

精氨酸含量
,

受显色剂浓度
、

水浴 时间
、

水浴温度等

条件的影响较大
。
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图 I L一精氨酸与甲蔡酚的反应

2 1 测定波长的确定

用 TU 一19 0 0 型分光光度计对精氨酸与显色液的

紫红色反应液进行光谱扫描
,

如图 2 所示
,

在 5 4 O n m

处的 吸光值最大
。

因此
,

以 5 4 0 n m 作为反应液的测定

波长
。
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值达到最大值
,

之后再增加浓度
,

O D 值的变化不大
。

在浓度很低时
,

依然存在数据不稳定
、

相差太大的现

象
。

最后确定双乙酞浓度为 O. s m 1
)
/ L

。

2. 2. 4 水浴温度对显色的影响 在碱性条件下
,

精

氨酸与显色液在室温下震荡摇匀后就能显 出颜色
,

但显色反应时间较长
,

颜色也不稳定
。

水浴加热可 以

较快得到稳定的 O D 值
,

结果如 图 6 所示
,

温度在
3 5 ℃后就开始迅速下降

。

但考虑到夏天室 内温度较高

的缘故
,

水浴温度以 3 0℃为准
。

2. 2 显色条件的确定

据文献【8] 报道
,

显色条件为 1 4 0剔L N a O H 溶液
、

40 9 / L 甲 蔡酚正丙 醇溶液
、

0. 2 m 仃L 双 乙酞正丙醇溶

液
,

4 0℃水浴加热 IO m in
,

室温冷却 sm in
,

L 一精氨酸标

准溶液浓度为 30 剔L
,

但在此条件下的显色效果并不

佳
。

本试验针对
一

此显色条件作了进一步的研究
。

2. 2
.

1 N a O H 溶液浓度的 确定 N a 0 H 溶液浓度对
‘

显色的影响如 图 3 所示
,

O D 值在浓度 4 飞/ L 时达最

大
。

当 N a O H 溶液浓度超过 lO 飞/ L 时
,

反应液开始

出现分层现象
,

颜色上层浅下层深
,

这更加影响 了测

定的结果
。

因此
,

N a O H 溶液浓度最后确定为 4 0 9 / L
。

0 1

15 20 2 5 3 0 35 4 0 4 5

水浴温度 (℃ )

图 6 水浴温度对显色的影响

2. 2. 5 显色时间对显色的影响 显色随时间 的变化

如图 7 所示
,

在 1O 一Z O m in 期间 O D 值稳定且最高
。

这

是因为随着时间的延长
,

反应渐趋完全
、

彻底
。

但时

间太长
,

O D 值也会呈现下降的趋势
。

因此
,

确定显色

时间为 1 5 m in
。

5 10 15 2 0 2 5 3 0 3 5

显色 时间 (m in )

图 7 显色时间对显色的影响

⋯
0

OC或U00 420no

恻ao
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图 3 N a 0 H 浓度与 O D 值的关系

2. 2. 2 甲 蔡酚正丙醇溶液浓度 的确定 甲 茶酚浓度

对
‘

显色的影响如图 4 所示
,

当浓度增加到 8O 剔L 时
,

O D 值达到最大
,

止匕后再增加 甲蔡酚的浓度
,

O D 值也

没有太大变化
。

在浓度较小时
,

测得 的数据相差很

大
,

说明反应液不稳定
,

反应不完全
。

最后确定 甲 茶

酚浓度为 8 9 / L
。

2. 3 显色反应稳定性的研究

对显色反应稳定性的研究如 图 8 所示
,

用分光

光度计对反应液进行时间扫描
,

在 3 0 m in 以 内
,

处在

室温下的反应液 的 O D 值随时间 的变化非常小
,

说

明此反应液是很稳定的
,

同时也说明显色后的反应

液受温度 的影 响不大
,

没有必要在水浴显色后进行

冷却
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图 4 甲茶酚浓度与 OD 值的关系

2 2
.

3 双乙酞正丙醇溶液浓度的确定 双乙酞浓度

对显色的影响如图 5 所示
,

当增加到 O. s m L / L 时
,

O D

1
.
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图 5 双乙酞浓度与 O D 值的关系

2 4 L一精氨酸标准曲线的测定

将 上述实验确定 的最佳显色条 件作为 实验条

件
,

测定 L 一精氨酸的标准 曲线如图 9
,

得到其直线 回

归方程为 y = 0 2 6 8 1 x 一0
.

0 0 0 6
,

R Z

为 0
.

9 9 9 7
。

由此可见
,

乏丽舜瘾万丽 I 甜
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在上述确定的 显色条件下测得 的 O D 值
一

与精氨酸的

含量呈较明显的线性关系
。

1气曰n

住
划ao

0 10 2 0 3 0

L一精氨酸含量 (盯L )

图 g L一精氨酸的标准曲线

2. 5 方法的重现性研究

上述方法的重现性对于准确测定 L 一精氨酸来说

是十分重要的
。

本实验进行 了五次平行测定
,

根据每

次测定的标准曲线的斜率 k 计算出标准偏差 S
,

如表

1 所示
,

标准偏差 S 为 0. 0 0 3 8
,

说明这种检测方法的

重现性较好
,

能用于 L 一精氨酸的定量测定
。

表 1 标准曲线斜率的标准偏差

L一精氨酸 测定次数

含量(g/ L) 一 2 3 4 5

0 0 0 0 0 0

5 0
.

1 3 6 0
.

1 2 3 0
.

1 4 4 0
.

1 53 0
.

1 1 8

1 0 0
.

2 6 1 0
.

2 4 8 0 2 7 3 0
.

2 6 8 0 2 7 1

1 5 0
.

399 0
.

3 94 0
.

4 2 3 0
.

4 38 0
.

3 6 7

2 0 0
.

54 2 0
.

5 3 9 0
.

5 45 0
.

5 3 5 0 53 1

2 5 0 67 4 0 6 64 0
.

6 7 1 0
.

6 87 0 655

30 0
.

7 99 0
.

7 7 4 0 7 64 0
.

80 1 0
.

7 8 1

斜率 k 0 2 68 1 0
.

2 63 9 0
.

2 5 84 02 6 7 0
.

2 626

k 0
.

2 64

标准偏差 5 0. 0 03 8
-扁扁- ‘一‘- ‘- 一舀一舀石

奋
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6 发酵液中 L一精氨酸的测定

2. 6
.

1 测定步骤 将发酵液离心沉淀菌体和 CaC 0 3

等固形物
,

并稀释至浓度为 5 一3 0 9 / L
,

在确定的 显色

条件下测其 0 D 5、 值
。

2 6. 2 精氨酸含量的计算 由测得的 O D 、 值
,

根据

曲线方程和稀释倍数 即得 发酵液 中 L 一精氨酸 的 含

量
。

同时取两份发酵液样品
,

用氨基酸 自动分析仪进

行定量分析
,

由上述所确立的测定条件下得出 的两

个结果比 由氨基酸 自动分析仪得出 的结果相应 的低

1
.

7 9 / L 和 L lg / L
。

这说明在此测定条件下定量测定
L 一精氨酸较准确可靠

。

3 结论

在 L一精氨酸的定量检测实验中
,

确立 了最佳检

测 条 件 为 4 0 9 / L N a 0 H 溶 液
、

8 0 9 / L 甲 蔡 酚 溶 液
、

0
.

s m L / L 双 乙酞溶液各 lm L 作为显色液
,

加人离心

并适当稀释的发酵液 1 卜L
,

3 0 ℃水浴加热 巧m in 后测

O D 、 值
。

此方法非常灵敏
,

检测迅速
,

重现性和准确

性都较好
,

并且测定条件较简单
,

受外界影响很小
,

作为实验室中精氨酸的定量检测很合适
。
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反应 3 0 m in
,

油酸乙醋转化率可过 4 5 %
;

反应 lh
,

油

酸乙醋转化率可达 9 3 %
;

此后延长反应时间
,

油 酸乙

醋转化率只稍有增加
,

反应 s h
,

转化率可达 9 5%
。

3. 4 在最适反应条件下进行转醋化反应
,

当蔗糖八

乙酸醋与油酸乙醋的物质的量之 比为 1 : l 时
,

主要生

成产物是蔗糖八乙酸醋 中有一个乙酚基被油酸酞基

取代 ; 原料配 比为 l :2 时
,

主要产物是蔗糖八乙酸醋

中有两个乙 酞基被油 酸酞基取代
;

原料配 比为 1: 3

时
,

主要产物是蔗糖八乙酸醋 中有三个乙酚基被油

酸酞基取代
,

另有部分产物是二取代产物 ; 原料配 比

为 1 :4 时
,

主要产物是蔗糖 / 又乙酸酷中有三个乙酞基

被油酸酞基取代
,

另有少量二取代产物
。
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