
高效液相色谱一蒸发光散射检测法测定玉米浆中游离L一精氨酸
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摘 要 建立了高效液相色谱一蒸发光散射(HPLC—ELSD)测定玉米浆中游离L一精氨酸(L—Arg)的检测方法。

采用Alhima C18(250 minx4．6 mm i．d．，5且m)色谱柱，以5．0 mmol／L七氟丁酸的体积分数0．2％三氟乙酸溶

液和乙腈(体积比为93．75，6．25)为流动相，流速为0．8 mL／min，ELSD漂移管的温度为110℃，载气流速为

2．8 L／rain。在该色谱条件下，L一精氨酸浓度50．0～500．mg／L时。其浓度的自然对数与峰面积的自然对数线性

关系良好(R2=0．999 6)，回收率为97．70％～102．2％，精密度RSD<2．48％。
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玉米浆(corn steep liquor)是从玉米浸渍水中制

得的，简称CSL。玉米在浸渍中使用一定量、一定浓

度的亚硫酸溶液，使种皮成为半透性膜，一些可溶性

蛋白质、无机盐和糖进入到浸渍水中，因而玉米浆含

有丰富的营养物质。玉米稀浆经过浓缩制得玉米浆

可作添加剂，按一定比例添加到玉米皮中，弥补玉米

皮中蛋白质含量不足，还可用作抗生素、氨基酸和有

机酸发酵用培养基，也可用于新型玉米浆饮品等[1]。

L一鸟氨酸生产菌大多为精氨酸缺陷型[2]，故必需

在培养基中添加适量的L一精氨酸才能满足鸟氨酸生

产菌的生长，鸟氨酸发酵生产中，玉米浆作为主要有

机氮源来源，是非常重要的原材料，因其含有丰富游

离氨基酸，故不需在培养基中额外添加精氨酸，但因

原料来源及处理方法不同而造成每批原材料中游离

精氨酸含量不稳定，从而对鸟氨酸发酵产酸、糖酸转

化率等造成重大影响。因此，准确地测定玉米浆中游

离L一精氨酸含量以确定培养基中玉米浆的添加量至

关重要。

已报道的L～精氨酸的检测方法主要有坂口试剂

法‘3～川、电化学法Ⅲ、化学发光法‘钆m]、氨基酸分析仪

测定法和高效液相色谱法[11~”]。但高效液相色谱法

测定氨基酸大多采用柱前衍生化法或HPLC—ELSD

的梯度洗脱检测，不仅分析时间长而且操作繁琐。未

见HPLC—ELSD的等度洗脱分析检测L一精氨酸的报

道，研究中采用HPLC—ELSD及反相柱Alltima C18

(250 mm×4．6 mm i．d．，5“m)定量分析玉米浆中

游离L一精氨酸，与其他的方法相比，该测定方法具有
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快速简便，样品不需衍生化可直接进样，不用梯度洗

脱，不受前体氨基酸及其他肽类物质干扰，在较短的

时间内达到分离目的等优点，适合于从复杂体系中快

速检测游离L一精氨酸的含量。

1一材料与方法

1．1仪器

Alltech高效液相色谱仪，包括426型HPLC

泵，ELSD 2000检测器，Alltech色谱工作站(美国奥

泰科技有限公司)；离心机(上海安亭科学仪器厂)；

BSl24S电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公

司)。

1．2试剂

乙腈(色谱纯，Caledon Laboratories公司)，三氟

乙酸(AR，国药集团化学试剂有限公司)，七氟丁酸

(AR，Fluka公司)，三氯乙酸(AR，国药集团化学试

剂有限公司)娃哈哈饮用纯净水(杭州娃哈哈集团有

限公司)，L一精氨酸(BR，国药集团化学试剂有限公

司)，不同产地玉米浆l 8(江苏)，28(山东)，38(山

东，与2。不同批次)

1．3色谱条件

色谱柱：Alltima C18(250 mm×4．6 mm i．d．，

5且m)；流动相：5．0 mmol／L七氟丁酸的体积分数

0．2％三氟乙酸溶液和乙腈(体积比为93．75：

6．25)；流速：0．8 mL／min；检测器：ELSD 2000；漂移

管温度：1IO'C；气体流量：2．8 L／rain；进样量：20

上上L。

1．4标准溶液的配制

精密称取L一精氨酸标准品100 mg，用超纯水溶

解，定容至i00 mL，得质量浓度为1．000 g／L的L一精

  



氨酸标准品储备液。分别取0．5、1．0、2．0、3．0、4．0、

5．0 mL标准品储备液，用超纯水稀释至10 mL，得浓

度为50．0、100、200、300、400、500 mg／L的标准溶

液。

1．5样品处理

精密称取玉米浆约2．0 g，置于50 mL容量瓶

中，用超纯水定容配制得质量浓度为40 mg／mL样品

溶液，准确量取5 mL样品溶液，加入等体积的质量

分数30％三氯乙酸溶液，静止60 rain后离心(10 000

r／min)15 rain，取上清液，经0．45 pm微孔滤膜滤过，

取续滤液待测。

2 结果与讨论

2．1流动相配比的选择

分别以体积比为90：10、93．75：6．25、95：5的

5．0 mmol／L七氟丁酸的0．2％三氟乙酸一乙腈溶液

为流动相进行试验。结果表明，采用90：10时，保留

时间虽短，但L一精氨酸色谱峰不能与杂质峰完全分

离，而以体积比95：5时，分析时间延长，色谱峰拖

尾，分离效果不好。以93．75：6．25时，L一精氨酸色

谱峰与杂质峰完全分离，色谱峰保留时间短，色谱峰

对称性好，峰形尖锐。

2．2检测器参数的选择

蒸发光散射检测器的漂移管温度和气体流量是

影响检测结果的重要参数。漂移管温度低于某一温

度时，因流动相得不到充分的挥发，基线水平较高，而

温度过高时，可能会带来更大的噪音，随着气体流量

增大，响应值也随之减小。因此，分别考察了漂移管

温度为105、110和115℃，气体流量为2．5、2．8和

3．0 L／min。结果表明，在漂移管温度110℃、气体流

量2．8 L／rain时，基线平稳，噪音较小，有适宜的响应

值。因此，实验选择此参数进行测定。

2．3线性范围和检出限

在1-3节规定的色谱条件下，对一系列不同浓度

的L一精氨酸标准溶液进样，以L一精氨酸浓度(mg／L)

的自然对数X为横坐标，相应峰面积的自然对数Y

为纵坐标进行线性回归，得标准曲线方程为Y=

1．162 4X+7．705 5，相关系数R2=0．9996，线性范

围为50．O～500 mg／L。当信噪比(S／N)为3时，测

得L一精氨酸的检出限为10．8 mg／L。

2．4精密度

取上述线性范围内的3个浓度(100、200、500

rag／L)的L一精氨酸标准溶液，连续进样(20肛L)6次，

以峰面积和保留时间作为考察体系精密度的指标，结

果如表1，所示。峰面积的相对标准偏差(RSD)为

1．21％～2．48％，保留时间的RSD为0．96％～

2．32％，表明该方法精密度良好。

表1 L-精氨酸的精密度测定结果

2．5稳定性

按1．3项下测定条件对同一样品溶液分别在0、

4、8、12、16、20、24 h时进样(20肛L)，L一精氨酸峰面

积的RSD为1．85％，表明该方法在24 h内稳定性良

好。

2．6加样回收率

精密称取一定量已知含量的玉米浆，配制成2％

样品溶液，将样品溶液分成3组，每组3份，分别加入

100、200、300 mg／L3种浓度的标准L一精氨酸标品溶

液，按1．5项下样品处理方法处理后，在1．3项色谱

条件下进样(20肛L)测定，结果如表2所示。样品的

平均回收率为97．70％～102．2 oA，相对标准偏差为

0．938％～1．33％，表明该方法准确可靠。

襄2 L-精氨酸的回收率测定结果

mg·L一1 mg·L一1 mg·L一1 ／％ 收率／％ ／％

97．70

102．2

100．3

0．938

1．03

1．33

2．7样品测定

按1．5样品处理方法和1．3试验条件分别测定

了3种不同产地的玉米浆中游离L一精氨酸，其标准

溶液和样品溶液的色谱图如图1所示。通过比较保

留时间和标准加入法对样品中L一精氨酸色谱峰进行

确定，结果如表3所示。氨基酸分析仪测定结果进行

比较，由结果可看出，该法测定值与氨基酸分析仪测

定结果接近，2种分析方法相对偏差<6．25％，可用

于玉米浆中游离L一精氨酸的分析检测；不同产地及

同一产地不同批次玉米浆中游离卜精氨酸含量有所

差别。 ．
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图1 L一精氨酸标准品(a)和样品(b)的色谱图

表3 HPLC-ELSD和氨基酸分析仪样品测定结果(n----3)

注：氨基酸分析仪测定结果由江苏省理化测试中心提供(所用仪

器为A200 amino Nova氨基酸分析仪)

3 结论

采用HPLC-ELSD法测定玉米浆中游离L一精氨

基酸，样品无需衍生化可直接进样分析，不需要繁琐

的前处理，避免了衍生化法测定氨基酸的衍生化步

骤，减小了测定误差，操作更简便、结果准确可靠。该

分析方法可用于玉米浆中游离L一精氨基酸检测，为

L一鸟氨酸发酵培养基中玉米浆添加量提供依据，亦为

其它有机氮源及发酵液中游离L一精氨酸分析提供了
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Determination of L—arginine in Corn Steep Liquor by High Performance

Liquid Chromatography—evaporative Light。scattering Detector

Wan Honggui，Zong Suyan，Cai Heng，Zhu Mingxing，Yuan Jianfeng

(College of Life Science and Pharmacy，Nanjing University of Technology，Nanjing 210009，China)

ABSTRACT High performance liquid chromatography(HPLC)coupled with evaporative light scattering de—

tector(ELSD-2000)was used for the determination of L—arginine in corn steep liquor without derivatization．

An Alltima C18(250 mm×4．6 mm i．d．，5”m)was used with the mobile phase of 0．2％trifluoroacetic acid

water solution containing 5．0 mmol／L heptafluorobutyric acid and acetonitrile(the ratio of volume was 93．75

to 6．25)．The flow rate was at 0．8 mL／min．The drift tube temperature of ELSD was set at 110℃，and the

nitrogen flow rate was 2．8 L／rain．The calibration curves were showed good linearity(R2=O．999 6)within

the concentration range of 50。0"--500 g／L for L—arginine．The average recoveries were ranged from 97．70％

to 102．2％and the standard deviation was less than 2．48％．The method was evaluated as rapid，accurate

and simple．The validated method was successfully applied to quantify L—arginine in corn steep liquor and

provided a new analysis of overall assessment of L—arginine in other organic nitrogen material or fermented

broth．

Key words HPLC，ELSD，corn steep liquor，L—arginine
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静 我国j嘲类食蓟产些发展哟三炭方向
；卷，。

冷却内的生产和消费比例将提高、逐渐代替热鲜肉是我国肉类食品产业发展的第一大趋势。发达国家冷却肉市场

占有率达90％以上。冷却内将代替热鲜肉，主要原因是(1)冷却肉的生产、贮藏、运输和销售均在冷链条件下进行。能科学控制

温度，可有效抑制微生物的生长、保障鲜肉食品的卫生质量。(2)采用冷却生产和销售模式，可有效保留肉食品中的营养和风味

成分。(3)冷却内实行工厂化生产，并采用科学的管理体系。在热鲜肉的产销过程中，要对动物活体(活猪、活牛等)进行运输，

但活体运输会带来动物疫病传播、环境污染、动物福利等方面的问题。而冷却肉采用的是宰后的畜禽胴体的冷链运输，可减少

疫病传播的风险和环境污染，并可提高动物福利。

我国冷却肉在大城市已占到生鲜猪肉市场份额的25％左右。由于人们对食品安全、营养和风味的关注度越来越高，所以，

冷却肉的市场潜力巨大、前景光明。

传统肉制品的生产方式将向现代化方向转变，这是我国肉类食品产业发展的第二大趋势。我国的传统肉制品包括腌腊和

酱卤类内制品等产品，如腌火腿、板鸭、风鹅、盐水鸭。传统肉制品的风味独特，国人十分爱吃这类食品，但目前，我国的很多传

统肉制品仍以作坊方式生产，存在不少问题：不能满足商品属性，不能规模化生产，卫生安全性低。为此，科技人员应在以下几

方面加大研发力度：(1)研究传统肉制品的风味形成机理。(2)研究影响传统肉制品品质的工艺，对传统工艺进行改造。例如，

将风鹅的自然风干工艺改为人工风干，可将风干时阃缩短50％～70％，从而缩短生产周期、提高生产效率。(3)研发新型生产

设备。将传统肉制品的生产方式从手工转变为机械化，将有利于标准化生产的开展、提高肉制品质量。

低温肉制品的生产和消费比例将提高，是我国肉类食品产业发展的第三大趋势。低温肉制品是指在温和的加热环境下生

产的肉制品，例如，采用巴氏消毒的温度(70～80"C)对肉进行加热处理。这种加热条件就比较温和。采用温和的条件对内加热，

对肉制品加工所用的原料肉中的营养和风味成分破坏较少，可有效保留肉类食品中的营养和风味物质。在发达国家，肉制品主

要是低温肉制品。目前，我国已经开始生产低温肉制品，但要保障低温肉制品的卫生质量，必须要严格控制原料肉(生肉)的微

生物数量。在正常条件下，刚屠宰的动物深层组织通常是无菌的。但在屠宰和加工过程中．内的表面会受到微生物的污染。动

物体的清洁状况和屠宰车问的卫生状况，与原料肉受微生物影响的程度密切相关，内的初始载菌量越小，以其为原科加工的肉

制品的卫生状况则越客易控制。在卫生状况良好的条件下屠宰出来的动物的内。其初始茵落总数可控制在100cfu／cm2。
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