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摘 要 采用氨基酸自动分析仪和高效液相色谱仪对苦荞和甜荞在萌发后氨基酸组成和含量的变化进行了分

析。结果表明：苦荞和甜荞氨基酸总量在萌发36 h内均无显著变化，萌发72 h时苦荞氨基酸总量有所下降，而

甜荞则比萌发前提高了11．2％(P<O．05)。甜荞在萌发72 h时苯丙氨酸等5种必需氨基酸AAS值有所增加，

必需氨基酸总量明显升高。苦荞除蛋氨酸和苯丙氨酸在萌发72 h时的AAS值有所下降外，其余氨基酸的从s
值均无明显变化。
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荞麦是世界上一种重要的杂粮作物，它属于蓼科

(P0红90咒口僦e)、养麦属(凡90炒“m Mill)的双子叶
禾谷类作物，主要栽培种有甜荞(F．聊“z删￡Mm

Moench也称普通荞麦)和苦荞(F．抛砌ric“m(L．)
G口∥琥又称鞑靼荞麦)【1 J。荞麦蛋白质含量高，氨基

酸种类齐全，特别是富含8种人体必需的氨基酸，生

物价又高于其他谷物蛋白。近年来研究发现，荞麦蛋

白质具有降低血液胆固醇、抑制脂肪蓄积、防治便秘

等多种生理功能【2~4 J。蛋白质的性质是由氨基酸的

组成和序列决定的，氨基酸的变化必然会导致蛋白质

组分的差异bJ。

蛋白质营养价值的高低，不仅取决于能否满足机

体对必需氨基酸和氮的需要，而且取决于蛋白质的氨

基酸组成【7J。尤其是必需氨基酸的种类、数量及构

成比例。越接近机体合成蛋白质所需的各种氨基酸

的量及其组成则机体对氨基酸的利用率越高。现代

营养学研究认为，氨基酸不足影响蛋白质的营养价

值，而某种氨基酸过剩也限制蛋白质的营养价值【8]。

本研究主要目的是了解苦荞和甜荞萌发后组成

蛋白质的氨基酸种类和含量的变化，以期为荞麦“芽

品”食品的开发提供理论依据。

1材料与方法

1．1材料

山西甜养(山西省农科院)和四川苦荞(四川省农

科院)均为2002年秋季收获，种子贮藏于0～4℃。

1．2荞麦种子萌发方法

第一作者：博士，副教授(胡小松教授为通讯作者)。

收稿时间：2004—10—29，改回时间：2005—01—17

荞麦种子经除杂后，用质量分数2％次氯酸钠浸

泡一定时间，用去离子水冲洗干净，甜荞浸泡1 h，苦

荞浸泡2 h。双层滤纸铺于消毒后的培养皿内，将养

麦种子均匀摊开，喷适量去离子水，在25℃恒温培养

箱中避光培养。定时取萌发的荞麦芽进行速冻，供待

测用。

1．3仪器和试剂

1．3．1仪 器

日立L-8800氨基酸自动分析仪，岛津高效液相

色谱LGl0A型，Disoovery C18分离柱，岛津SPDl0A

紫外检测器，KDY一9830型全自动凯氏定氮仪(北京

思贝得机电技术研究所)，DHP一9082型电热恒温培

养箱(上海)，IKA MSI Minishaker迷你研磨机(德

国)，电热鼓风干燥箱，真空干燥器。

1．3．2试 剂

氨基酸标准品(S培ma公司)；柠檬酸缓冲液；硼

酸、盐酸、硫酸、氢氧化钠、氢氧化锂等均为分析纯。

1．4粗蛋白、水分含量的测定方法

粗蛋白含量的测定采用全自动凯氏定氮法；水分

含量测定采用干燥法。

1．5氨基酸含量的测定

17种氨基酸分析使用日立L一8800氨基酸自动

分析仪进行测定。离子交换柱、茚三酮柱后衍生法，

柠檬酸缓冲液洗脱。其中15种氨基酸分析采用GB／

T18246_2000国标法；蛋氨酸和胱氨酸分析采用

GB／n5399—1994氧化水解法。

色氨酸的测定：用4 mol／L的LioH在110℃水

解24 h后，用6 mol几HCl中和至pH 4．3，50 mL容

量瓶定容。离心取上清液，用岛津高效液相色谱进行
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测定。 氨酸在萌发72 h时有所下降(P<0．05)，其他必需

2结果与分析． 耋惹譬耋芸娄辜裟：嚣纂￥熹霎姜喜耋
2．1 荞麦萌发后氨基酸总量的变化 随萌发时间而增加(P<O．05)，苏氨酸、缬氨酸、异亮

经测定，不同品种的荞麦萌发后氨基酸总量的变 氨酸和苯丙氨酸含量在萌发72 h时显著增加(P<

化趋势略有差异，甜养在萌发36 h内氨基酸总量无 O．05)。甜养萌发72 h后必需氨基酸总量明显升高

明显变化，在萌发72 h时含量升高，比萌发前提高了 (P<0．05)。

11．2％(P<0．05)。苦荞氨基酸总量在萌发36 h内 2．3萌发荞麦非必需氨基酸含量变化

无显著变化，萌发72 h时含量有所下降，比萌发0 h 由表2结果可知，甜荞和苦养在萌发的各个时

时降低了13．7％(P<0．05)(见图1)。 期，均以谷氨酸含量最高，其次是精氨酸、天冬氨酸，

甜养蛋白质的氨基酸总量在萌发的各个时期都 而且甜荞略高于苦养。

高于苦养，这与其品种本身蛋白质含量较高有关。 苦养中谷氨酸和精氨酸随萌发时间的增加含量

下降，天冬氨酸、甘氨酸、胱氨酸和酪氨酸在萌发36 h

时含量下降，之后含量较稳定。丝氨酸含量在萌发

72 h时有所下降(P<0．05)。脯氨酸、丙氨酸和组氨

酸在萌发期间含量稳定。

甜荞中谷氨酸、天冬氨酸、酪氨酸和精氨酸在萌

发36 h时含量下降，随着萌发时间的延长，氨基酸含

量升高(P<0．05)；脯氨酸在萌发72 h时含量明显

增加，而丙氨酸含量则下降(P<0．05)，其他氨基酸

含量无明显变化。

图1萌发荞麦蛋白质和氨基酸总量变化

2．2甜荞和苦荞萌发后必需氨基酸含量变化

氨基酸分析结果表明，荞麦含有18种氨基酸，其

中8种人体必需氨基酸含量丰富。尤其是富含其他

谷物中缺乏的赖氨酸和豆类中缺乏的蛋氨酸。苦荞

中赖氨酸含量(6．3 mg儋)是小麦的2．4倍，是玉米的

2．5倍；蛋氨酸含量(2．6 mg儋)是小麦的1．7倍。

甜养和苦荞萌发后必需氨基酸(EAA)含量变化

结果如表1所示。

表l 荞麦萌发后毖需氨基酸含量变化·’

1)*表示与萌发0 h相比P<0．05。

从表1中可知，苦荞中的亮氨酸、苯丙氨酸和赖
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表2养麦萌发后非必需氨基酸含■变化-’

1)*表示与萌发0 h相比P<0．05。

2．4萌发荞麦氨基酸的化学法营养评价

以1973年wHo以、A0提出的必需氨基酸均衡

模式为标准，用化学评分法对苦荞粉和甜荞粉中必需

氨基酸含量进行评价，计算AAS值，结果见表3。

分析表3结果可以看出，苦荞萌发0 h时，缬氨

酸为第一限制氨基酸(AAS 0．93)，亮氨酸为第二限

制氨基酸(～峪0．96)。色氨酸、含硫氨基酸(蛋氨酸

+胱氨酸)、赖氨酸含量丰富，A舱值分别为2．01、

   



1．61、1．00。苦荞8种必需氨基酸在萌发36 h内

AAS值无明显变化，在萌发72 h时除了蛋氨酸+胱

氨酸和苯丙氨酸+酪氨酸的AAS值有所下降外(P

<0．05)，其余氨基酸的√U峪值均无明显变化(表

3)。

表3荞麦必需氨基酸含量与w肿／FAo评分模式比较1’

氨基酸评分模式

mg·91(蛋白质)

苏氨酸(Thr)

#40从S

缬氨酸(Val)

#50 从S

赖氨酸(LyS)

#55 从S

异亮氨酸(Ik)

#40 从S
亮氨酸(Leu)

#70 从S

色氨酸(Trp)

#10 AAS

蛋+胱(Met+Cys)

#35 从S

苯丙+酪(Phe+Try)

#60 从S

萌发时间／h

甜养 苦养

0 36 72 0 36 72

25．63 26．25 33．92 39．53 36．32 36．26

0．64 0．66 O．85* 0．99 0．91 0．91

34．32 33．88 42．53 46．47 46．10 46．93

O．69 0．68 0．85* 0．93 0．92 0．94

38．90 39．13 44．05 54．79 51．69 48．35

0．71 O．71 0．80*1．00 0．94 0．88

25．17 27．68 34．93 41．6l 39．81 39．11

0．63 0．69 0．87* 1．04 1．00 0．98

41．65 47．72 58．73 67．28 63．56 63．28

0．59 O．68 0．84*0．96 0．91 0．90

10．53 11．45 13．16 20．11 19．56 19．20

1．05 1．15 1．32*2．01 1．96 1．92

35．24 40．09 43．03 56．18 46．10 44．79

1．01 1．15 1．23* 1．61 1．32 1．28*

39．82 47．24 61．26 74．21I 64．26 59．0l

0．66 0．79 1．02* 1．24 1．07 0．98*

1)#WHO／F^o提出的评分模式；AAS一氨基酸分僵；*表不与萌发0 h

相比P<0．05

从表3甜荞结果来看，萌发0 h时，亮氨酸为第

一限制氨基酸，AAS值为0．59，异亮氨酸为第二限制

氨基酸，AAS值为0．63。色氨酸、含硫氨基酸(蛋氨

酸+胱氨酸)、赖氨酸含量丰富，AAS值分别为1．05、

1．01、0．71。

在萌发36 h时苏氨酸变为第一限制性氨基酸，

AAS值为0．66，缬氨酸和亮氨酸成为第二限制氨基

酸，AAS值均为0．68，赖氨酸AAS值没有发生变化。

在萌发72 h时赖氨酸成为第一限制氨基酸，AAS值

为0．80，亮氨酸成为第二限制性氨基酸，AAs值为

0．84。然而从整体来看，甜荞在萌发36 h内各必需

氨基酸的AAS值无明显变化，在萌发72 h时均有增

加(P<0．05)。

苦荞和甜荞中色氨酸含量均超过了WHO／FAO

提出的参考值，AAS值在1．05～2．01之间。除此以

外，其余的氨基酸较接近评分模式。

3 结 论

(1)甜荞在萌发36 h内氨基酸总量无明显变

化，在萌发72 h时比萌发前提高了11．2％(P<

圜蓬脚
0．05)。苦荞氨基酸总量在萌发72 h时比萌发0 h时

降低了13．7％(P<0．05)。甜荞蛋白质的氨基酸总

量在萌发的各个时期都高于苦养，这与其品种本身蛋

白质含量较高有关。

(2)甜荞和苦养在萌发的各个时期，18种氨基

酸中，以谷氨酸含量最高，其次是精氨酸、天冬氨酸，

各占氨基酸总量的17．55％、11．01％和10．43％。

(3)苦荞萌发72 h后必需氨基酸含量下降，但

各种氨基酸含量下降幅度不同。甜荞中赖氨酸、苏氨

酸、缬氨酸含量随萌发时间的增加呈先下降而后升高

的趋势，蛋氨酸、色氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸和异亮氨

酸含量则增加。

(4)苦荞在萌发72 h时除了蛋氨酸+胱氨酸和

苯丙氨酸+酪氨酸的AAS值有所下降外(P<

0．05)，其余氨基酸的AAS值均无明显变化。甜养各

必需氨基酸的AAS值在萌发72 h时均有增加(P<

0．05)。

4 讨 论

种子的发芽过程会发生一系列的生理生化变化，

其中，蛋白质的变化是发芽过程中最复杂而又最重要

的变化。一部分蛋白质受酶催化作用水解为低分子

肽类和氨基酸，其中有些氨基酸又参与分解代谢，如

脱氨、转氨、脱羧等，而一些代谢物又会合成新的氨基

酸和新的蛋白质，因而氨基酸种类和数量会不断的发

生变化[6|。

荞麦种子萌发后，由于酶的活性增强，蛋白质等

大分子营养物质开始降解，其氨基酸种类虽没有发生

变化，但各种氨基酸含量有较大变化。种子吸水后，

开始进行呼吸及复杂的代谢活动。禾谷类种子中贮

藏蛋白质分解可能为水解酶的合成提供了氨基酸。

与此同时，种子中的蛋白质合成也在进行，有些种子

在开始吸胀的几分钟内即可测出蛋白质合成，但是在

另一些植物种子中要几小时方可测出(比尤利等人，

1981)。从试验结果看出，苦荞和甜荞萌发后不同种

类的氨基酸含量变化情况表现出不一致，可能与不同

品种萌发后酶的活性、蛋白质合成和降解代谢等有密

切关系，有待进一步深入研究。

苦养和甜荞中色氨酸、苯丙氨酸、谷氨酸及精氨

酸含量均较高。色氨酸是产生VP(尼克酸或烟酸)

的前体物质，在新陈代谢中起着重要作用。苯丙氨酸

是体内合成甲状腺素的来源，可转变为酪氨酸。谷氨

酸参与多种生理活性物质的合成，在大脑、肌肉及肝

婴堕墅垡墼型望删h7
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纸层析．分光光度法测定发酵液中L．丝氨酸和甘氨酸的含量

卢 发 张伟国

(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，无锡，214036)

摘要 应用“纸层析一分光光度法”对发酵液中的L一丝氨酸和甘氨酸进行了定性分析和定量测定，确立了L一丝

氨酸和甘氨酸定量测定条件。研究结果表明，该法对测定L一丝氨酸和甘氨酸含量具有较高的准确度和精密度。

而且该法操作简单、易于掌握，非常适合在L一丝氨酸产生菌筛选中应用。

关键词 L一丝氨酸，甘氨酸，纸层析法

L一丝氨酸作为一种生化试剂，在食品、医药、化

妆品工业中广泛应用。因种种技术条件的限制，其供

应量远远小于市场需求，价格一直居高不下H J。目

前，国内外生产L一丝氨酸的主要方法是利用甘氨酸

为前体物，通过微生物酶法转化生产心J。应用该法，

需要建立一种适合L一丝氨酸和甘氨酸分离和定量测

定的简便、快速的方法。而国内外广泛采用的高效液

相色谱法和氨基酸自动分析仪法【3 J，对于样品多、工

作量大的L一丝氨酸产生菌筛选来说并不适用。由

此，我们进行了纸层析法并结合分光光度计测定发酵

液中L一丝氨酸和甘氨酸含量的实验，旨在寻找一种

操作简单、成本较低、易于掌握的测定方法。实验研

究结果表明，该法能够对发酵液中的L一丝氨酸和甘

氨酸进行定性和定量分析，准确度和精密度较高，而

且操作简单、易于掌握，非常适合在L一丝氨酸产生

菌筛选中应用。

1 材料与方法

1．1菌种与主要试剂

本实验保藏菌株，L一丝氨酸和甘氨酸均来自上

海化学试剂公司。

1．2发酵培养基(g几)

甘氨酸20，(NH4)2S04 20，KH2P04 1，MgS04。

7H20 0．3，玉米浆20，CaC03 20。在250 mL三角瓶

中盛15 mL发酵培养基，31℃下摇床培养，频率为

110次／min，发酵72 h。

1．3 L一丝氨酸和甘氨酸的定性和定量测定

1．3．1 溶 剂

显色液0．5 g茚三酮溶于100mL丙酮中。洗脱

液V(0．1％CuS04)：V(75％乙醇)=2：38。L一丝氨

酸(或甘氨酸)标准液：用分析天平准确称取0．0500 g

第一作者：硕士研究生。

收稿时间：2004一09—20

色谱纯L一丝氨酸(或甘氨酸)溶于5．0 mL的蒸馏水

中，制成10 g几L一丝氨酸(或甘氨酸)标准液。
1．3．2操作方法

将L一丝氨酸(或甘氨酸)标准液点样于新华三号

滤纸(点样量0．2～1．2肛L)，放置于层析缸中，上行

展开。待层析液上行至距滤纸顶端1．0 cm左右时，

取出用电吹风吹干后，均匀喷洒显色剂，放于105℃

烘箱中显色5 min，斑点显出后，剪下L。丝氨酸(或甘

氨酸)显色斑点于带塞的玻璃试管中，用5．0mL的洗

脱液洗脱一定时间，然后在721分光光度计上测定其

吸光度(波长506 nm、光程1．0 cm)，绘制L一丝氨酸

(或甘氨酸)标准曲线。

在测定发酵液中L一丝氨酸(或甘氨酸)时，需将

发酵液离心，取上清液，点样1肛L展开后，吹干、显

色。根据L一丝氨酸(或甘氨酸)标样展开的Rf值定

性测定发酵液中的L。丝氨酸(或甘氨酸)，再剪下对

应的L一丝氨酸(或甘氨酸)显色斑点，洗脱，测定吸光

度，根据L一丝氨酸(或甘氨酸)标准曲线算出它们的

含量。

2 结果与分析

2．1层析展开剂的选择

分析发酵液，发现除了L一丝氨酸外还有作为前

   


