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+56生物传感仪酶法测定谷氨酸定标值的校正

张宏建， 段作营， 毛忠贵
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!"2$/3）

摘 要：在味精行业中，目前广泛采用+56生物传感仪检测78谷氨酸含量)+56生物传感仪在检

测量程下，定标为"$$，但在检测谷氨酸发酵液、等电上清液、上清液的浓缩液、脱盐液以及脱色液

时，受*92:的影响，其结果偏低；为此，其定标必须进行相应的调整，才能准确地检测出样品中的

谷氨酸含量)
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过去谷氨酸的含量都采用华勃式呼吸器测定，

其原理［"］是利用谷氨酸脱羧酶在一定的温度、体积

下与谷氨酸反应，使谷氨酸脱羧放出ZH!，再用华勃

式呼吸器测定放出ZH!的压力、体积并以一定公式

换算谷氨酸的含量；但该方法测定时间较长，准确

性相对较差)为了准确、快速地检测出发酵液等料

液中谷氨酸的含量，目前采用+56生物传感仪酶法

逐步取代华勃法测定谷氨酸，并在味精行业中得到

广泛应用)+56生物传感仪酶法可通过自动记录、

自动计算、分别显示，打印出78谷氨酸的含量，测定

时间明显缩短)但在实际应用中，因受*92:的影

响，+56法在规定定标为"$$时，测出味精清洁生

产样品中的谷氨酸含量偏低)为此，实验中利用回

收率来校正+56酶法定标，同时找出*92:对+56
生物传感仪测定样品时的影响)
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! 材料与方法

!"! 实验材料与设备

!"#生物传感仪由山东省科学院提供；华勃式

呼吸仪由上海科技大学提供；旋光仪由菱花集团提

供；发酵液、等电上清液、四效浓缩液、脱盐液、脱色

液、味精（纯度为$$%$&）、麸酸等均由山东济宁市

菱花集团提供；其余试剂为市售国产分析纯试剂%
!"# 味精清洁生产流程

待测样品均来自味精清洁生产过程中，其工艺

流程［’］如下：

!"$ %&’法测定原理

!"#生物传感仪的原理是利用酶促反应进行

定量，样品的分析原理如下：

底物()’(*’) !
固定化酶

产物(*’)’
在测定谷氨酸含量时，底物为谷氨酸，固定化

酶为谷氨酸氧化酶，产物为!+酮戊二酸和,*-(%含
有样品的底物在样品室内迅速按一定比例混合均

匀，底物透过酶膜圈的外层与固定化酶层接触并反

应，放出的*’)’再透过酶膜圈的内层与白金+银电

极接触，产生电流信号，电流信号与底物浓度呈线

性关系，经微机控制直接显示和打印%
!"( 测试方法

!%(%! 样品的稀释. 发酵液、四效浓缩液稀释.//
倍，等电上清液稀释0/倍，脱盐液、脱色液稀释’//
倍%吸取.12待测样品移入容量瓶中调3*至接近

中性，定容后供!"#仪测定谷氨酸含量%
!%(%# 样品的回收率检测 在已测定的谷氨酸稀

释样品中添加一定量的谷氨酸，使谷氨酸含量维持

在!"#法测定量程范围内，再用!"#生物传感仪

检测样品中的谷氨酸含量%

回收率4
!’5!.
"

式中：!.———未添加谷氨酸时!"#的读数；

!’———添加谷氨酸后!"#的读数；

"———添加谷氨酸的量（质量浓度）%
!%(%$ !"#法定标值的计算 利用!"#仪两次测

量谷氨酸的结果，可计算加入已知量的谷氨酸回收

率，并以此推导出!"#法正确的定标值%

定标值4 "
!’5!.

式中：!.———未添加谷氨酸时!"#的读数；

!’———添加谷氨酸后!"#的读数；

"———添加谷氨酸的量（质量浓度）%

# 结果与分析

在山东省菱花味精集团进行味精清洁生产调

试过程中，发现!"#在检测发酵液、等电上清液、四

效浓缩液、脱盐液及脱色液时，定标为.//，进样量

为’0"2时测定的结果比实际值偏低，再与华勃式

呼吸仪相校正也证明了这一点%在硫酸铵存在下，

!"#仪的谷氨酸氧化酶可能受到抑制%!"#生物传

感仪在测定底物时，产物为!+酮戊二酸和,*-(，从

酶反应动力学看，很可能在一定的,*-(质量浓度

下，对反应产生抑制作用，使酶反应不充分，谷氨酸

的实际测定值低于理论应测值%
#"! %&’法测定)*+线性有效质量浓度范围的确

定

为了避免测定误差，在测定发酵液、等电上清

液、四效浓缩液、脱盐液及脱色液时，对!"#仪测定

678有效质量浓度范围进行校正（见表.）%
表! %&’法测定)*+线性有效质量浓度范围的确定

,-."! ,/01234567-852324)’*530-69-*5:12310386-8523
6-3;0+<53;

"
"""

%&’708/2:

678加样量／

（"9／2）
!"#读数

678加样量／

（"9／2）
!"#

"""

读数

"""

’/ ’/%. .// .//

"""

-/ -/%0 .’/ ..$

:/ :.%/ .;/ .0/

表.表明，加样量在-/#.’/"9／2范围内，测

定的线性较好（#’4/%$$$<），在以后的实验中将尽

量保证总加样量在这一范围内%
#"# 不同质量浓度的（=>(）#%?(对%&’生物传感

仪测定谷氨酸含量的影响

从实验数据可以看出，硫酸铵在极低的质量浓

度下就会对谷氨酸氧化膜产生抑制%在低于/%/’&
时，谷氨酸氧化酶的活力随硫酸铵的增加急剧下

降，在高于/%/’&时谷氨酸氧化膜的活力随硫酸铵

质量浓度的缓慢变化接近一条水平线，可以近似认

为抑制达到平衡%这说明!"#仪所用的谷氨酸氧化

酶在,*-(的存在下仍基本符合酶反应动力学，

,*-(对酶反应有抑制作用，进而影响到仪器对样
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品的测定值!

图! 硫酸铵质量分数对"#$测定%&’的影响

()*+! ,-..//.012/（345）6"750280.819:1)2828%&’

0281.81;)1-"#$<.1-2=

6+> "#$法测定%&’定标值的校正

6!>!! "#$法测定发酵液中%&’定标值校正的测

定(

将发酵液稀释())倍，用"#$法分别测定添加

谷氨酸前后%&’的含量，并计算回收率，推导出准

确的定标值（见表*）!
表6 "#$法测定发酵液中%&’定标值的校正

,:?+6 ,-.=.1.9<)8:1)282/.<.8=:1)8*1-.0:&)?9:1)8*@:&’.
2/%&’)8/.9<.81)8*&)A’29;)1-"#$<.1-2=

+,!"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!-／.）
"#$读数／

!*
回收率／

/

( 0)!1 (0!23 ()1!4 0(!(
* 0*!3 (0!15 (()!5 0(!*
6 03!2 *)!)) ((*!0 0(!5

从表*可以看出，发酵液中谷氨酸的回收率在

0(/左右，回收率为())/时，定标应为()0，现生产

上定 标 改 为(()有 其 合 理 性，因 此 建 议 定 标 为

()1"(()!
6!>!6 "#$法测定等电母液中%&’定标值的校正

( 将等电母液稀释5)倍，用"#$法分别测定添加谷

氨酸前后的含量，并计算出回收率，推导出准确的

定标值（见表6）!
表> "#$法测定等电母液中%&’定标值的校正

,:?+> ,-.=.1.9<)8:1)282/.<.8=:1)8*1-.0:&)?9:1)8*@:&’.
2/%&’)8’BB.9&)A’29:/1.9.A’)B21.81):&B2)81;)1-
"#$<.1-2=

+,!"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!-／.）
"#$读数／

!*
回收率／

/

( 61!1 15 ()4!3 1)!4
* 32!5 5) 14!0 1*!1
6 5(!1 5) 0*!2 1(!2

表6表明，等电母液回收率在1)/"16/，建

议定标为(*)"(*5!

6!>!> "#$法测定四效浓缩液中%&’定标值的校

正(

将四效浓缩液稀释())倍，用"#$法分别测定

添加谷氨酸前后的含量，计算出回收率，推导出准

确的定标值（见表3）!
表5 "#$法测定四效浓缩液中%&’定标值的校正

,:?+5 ,-.=.1.9<)8:1)282/.<.8=:1)8*1-.0:&)?9:1)8*@:&’.
2/%&’)81-.0280.819:1.C:/1.9@:B29)D)8*/2’91)<.C
;)1-"#$<.1-2=

+,!"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!-／.）
"#$读数／

!*
回收率／

/

( 2*!5 5)!) ()*!4 1)!3
* 54!1 32!) 05!1 1*!2
6 53!5 5(!5 02!2 1(!4

表3表明，四效浓缩液的回收率约在1(/"
16/，建议定标为(*)"(*5!
6!>!5 "#$法测定脱盐液中%&’定标值的校正(

将脱盐液稀释*))倍，用"#$法分别测定添加

谷氨酸前后的含量，计算出回收率，推导出准确的

定标值（见表5）!
表E "#$法测定脱盐液中%&’定标值校正的测定

,:?+E ,-.=.1.9<)8:1)282/.<.8=:1)8*1-.0:&)?9:1)8*@:&’.
2/%&’)81-.=.C:&1)8*&)A’29;)1-"#$<.1-2=

+,!"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／
（!-／.） "

"#$读数／

!*
回收率／

/

( 4*!1 3)!) ()2!5 13!*

* 52!1 5)!) 01!) 1*!3

6 30!5 30!( 11!6 40!)

从表5看出，脱盐液的回收率为1)/"16/，

建议定标应为(*)"(*5!
6!>!E "#$法测定脱色液中%&’定标值的测定

将脱色液［6］稀释*))倍，用"#$法分别测定添

加谷氨酸前后的含量，计算出回收率，推导出准确

的定标值（见表2）!
表F "#$法测定脱色液中%&’定标值的校正

,:?+F ,-.=.1.9<)8:1)282/.<.8=:1)8*1-.0:&)?9:1)8*@:&’.
2/%&’)81-.=.02&29)8*&)A’29;)1-"#$<.1-2=

+,!"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!-／.）
"#$读数／

!*
回收率／

/

* 3*!2 5)!) 16!6 1(!3

3 31!3 5)!* 10!) 1)!0

2 34!3 35!* 13!4 1*!5

从表2看出，脱色液回收率为1)/"1*/，建

议应定标为(*)"(*5!
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!"# $%&法测定’()定标值校正的验证

由表!可知，"#$法测定脱盐液中%&’定标值

校正为()*，稀释倍数为)++，对"#$定标值进行验

证,
由表-看出，"#$法测定脱盐液中%&’，定标值

为()*时，添加谷氨酸量的回收率为(++.，由此说

明"#$校正后的定标值是准确的，其他待测样品校

正后的定标值经验证也是准确的,
表* $%&法测定脱盐液中’()定标值校正后的验证

+,-"* +./0/10234,(5-6,05789,()/,30/6/:/7;,0527570./
;/0/6:57,052723’()362:0./;/1,(0578(5<)26)1578
$%&:/0.2;

/0,"#$
读数／

!(
添加谷氨酸量／

（!1／2）
"#$读数／

!)
回收率／

.

( -),+ 34,3 (((,5 (++,3

) !!,6 54,( ((!,+ (++,+

另外作如下验证实验：用"#$测定麸酸和味

精，定标(++时和旋光法基本一致，因为麸酸和味

精都是以固体形式存在的，/758几乎不存在，这也

说明了铵根离子对"#$仪中的谷氨酸氧化酶膜有

抑制作用,

= 结 论

用"#$生物传感议测定清洁生产［5］各工段的

样品时，因受/758的影响，其定标都要进行相应的

调整；除发酵液回收率在4(.左右外，其他样品回

收率基本上都在6+."63.左右，理论上将"#$
定标校正为()+"()*，就能较准确地测量样品中

29谷氨酸的含量,因此，味精清洁生产工艺中各样

品定标建议为：发酵液定标(+6"((+，等电母液和

絮清液、四效浓缩液、脱盐液、脱色液定标均为()+
"()*,
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