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HPLC—ELSD法定量测定发酵液中的I厂异亮氨酸

万红贵1，朱庆平1，蔡 恒1，蔡立明2，宁健飞2，陆 彬1

1(南京工业大学制药与生命科学学院，江苏南京，210009)2(无锡晶海氨基酸有限公司，江苏无锡，z14199)

摘要采用高效液相色谱一蒸发光散射检测器(HPLC．ELsD)定量测定发酵液中L-异亮氨酸的含量。结果表

明，L-异亮氨酸浓度在o．960～2．880 g／L时，其峰面积(y)与相应的浓度(x)呈线性关系，线性方程为y—

o．661 5x—o．243 9，相关系数为o．999 7。L-异亮氨酸的平均回收率为99．08％～101．3％，相对标准偏差为

o．56％～1．32％。方法的精密度、准确度好，稳定性高，能简便、快速、准确地测定发酵液中L-异亮氨酸的含量。
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L一异亮氨酸(L—isoleucine)是人体8种必需氨基

酸之一，具有促进体内蛋白质、酶和肽类激素合成的

功能，在肌肉蛋白质代谢中极为重要，主要用于治疗

神经障碍、食欲减退和贫血，有增强身体免疫力的功

能，是氨基酸输液、氨基酸口服剂不可或缺的组

分[1，2|。此外，L一异亮氨酸被广泛运用于食品工业、

化妆品、光化学、电化学等领域[3“]。

L一异亮氨酸主要通过发酵法生产，目前介绍L一

异亮氨酸测定方法的文献较少。采用纸层析法、化学

比色法测定L一异亮氨酸，准确度低，使用氨基酸分析

仪测定成本较高，不适用于生产测定[s“]。因此，测

定发酵液中异亮氨酸的含量需要一种高效快速的方

法。本文尝试建立L一异亮氨酸的HPLC_ELSD定量

分析方法，为发酵液中L一异亮氨酸的含量测定提供

一种简单、快速、准确的方法。

弘m)；流动相：O．14％三氟乙酸(含0．06％七氟丁酸)

溶液一乙腈溶液(80：20)；流速：O．8 mL／min；检测

器：ELSD 2000；漂移管温度：110℃；气体流量：2．8

L／min；进样量：20弘L。

1．4样品溶液的配制

L一异亮氨酸发酵液经10 ooO r／min的速率离心

15 min后，取上清液稀释10倍，经o．22弘m水膜过

滤后待用。

1．5标准溶液的配制

准确称取L一异亮氨酸标准品0．48 g，用超纯水

溶解，振荡并定容至100 mL，得到浓度为4．800 g／L

的L一异亮氨酸标准品储备液。分别取2。O，3．O，4．O，

5．o，6．o mL标准品储备液，用超纯水分别稀释至10

mL，得质量浓度为O．960 g／L，1．440 g／L，1．920 g

／L，2．400 g／L和2．880 g／L的标准溶液。

1 实验部分 2 结果与讨论

1．1 仪器

高效液相色谱仪(A11tech)，包括426HPLC泵，

ELSD 2000检测器等；TGL-16G冷冻离心机(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)，L一异

亮氨酸标准品(99％，sigma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)，所用水由Milli—Q纯水机制备。

1．3色谱条件

色谱柱：Prevail C18(250 mm×4．6 mm i．d。，5
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2．1色谱条件的选择

L一异亮氨酸无紫外吸收，无法直接使用紫外检测

器检测，必须进行衍生化处理才能检测。而ELSD对

无紫外吸收的非挥发性化合物可以直接检测，省略了

衍生化处理这一步骤。因此实验中使用ELSD检测，

操作简单、快速。

以体积比为90：10、80：20、70：30的0．14％

三氟乙酸(含0．06％七氟丁酸)溶液一乙腈溶液作为

流动相进行实验。结果表明，体积比为80：20时，L一

异亮氨酸色谱峰与杂质峰完全分离，色谱峰保留时间

短，峰形良好，故选用该流动相。

漂移管温度和雾化气体流量是ELSD的重要参

数，对样品在ELSD中的响应值均有很大影响。通过

改变漂移管温度(105℃、110℃、115℃、120℃和

125℃)和调节雾化气体流量(2．6 L／min、2．8 L／

   



min、3．O L／min、3．2 L／min)发现，漂移管温度为

110℃、气体流量为2．8 L／min时，基线平稳，响应值

适中，故选用该ELSD参数。

2．2线性范围及检出限

在1．3节中规定的色谱条件下，对5种不同浓度

的L一异亮氨酸标准溶液进样，以L一异亮氨酸标准品

浓度为横坐标，相应的峰面积／107为纵坐标，以最小

二乘法进行线性回归，得回归方程为y一0．6615X—

O．243 9，相关系数／一O．999 7，线性范围为O．960～

2．880 g／L。当S／N一3时，L一异亮氨酸的检出量为

O．048pg。

2．3精密度

对1．920 g／L的L一异亮氨酸标准溶液经6次平

行测定，测定结果如表1所示，相对标准偏差为

1．22％。对同一发酵液样品溶液经6次平行测定，测

定结果如表2所示。L一异亮氨酸含量的相对标准偏

差为1．41％，表明该方法精密度高、重复性好。

表1 L一异亮氨酸标品测定的重复性

2．4稳定性

色谱系统稳定后，对同一发酵液样品溶液分别在

O h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h、12 h时进样，测定结果如

表3所示。L一异亮氨酸含量的相对标准偏差为

1．85％，表明该方法在12 h以内稳定性良好。

表3 L-异赛氨酸的稳定性测定结果

2．5 回收率

将一定含量的L一异亮氨酸发酵液样品溶液分成

3组，每组3份。每组分别加入低、中、高3种浓度的

标准溶液，在1．3节规定的色谱条件下进样，测定结

果如表4所示。样品的平均回收率为99．08％～

101．3％，相对标准偏差为O．56％～1．32％，表明该

方法准确可靠。

2．6样品的测定

分别将L一异亮氨酸发酵液样品溶液和标准溶液

迸样测定，标准溶液和样品溶液的色谱图如图1所

示。由图1可知，样品溶液中L一异亮氨酸色谱峰与

杂质峰完全分离，标准溶液和样品溶液中L一异亮氨

酸的保留时间分别为6．832 min、6．868 min，保留时

间短，可达到快速检测的目的。根据L一异亮氨酸的

回归方程，按外标法计算可得样品中L一异亮氨酸的

含量。

6．832

(a)

L
时间，IIlin

(b)

6．868

z少∥／1
时间／IIlin

图1标准溶液(a)和发酵液(b)样品的色谱图

3 结 论

通过HPLC—ELSD色谱条件的选择，建立了使

用HPLC-ELSD定量测定发酵液中的L一异亮氨酸的

方法。结果表明，理想的HPLC-ELSD色谱条件如

下：流动相为体积比80：20的0．14％三氟乙酸(含

O．06％七氟丁酸)溶液一乙腈溶液，流速为0．8 mL／

min，蒸发光散射检测器漂移管温度为110℃，气体流
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