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纸层析法定量测定米胚芽中的!/氨基丁酸
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摘!要!通过对点样量"展开体系"显色方法等研究!解决了利用纸层析法定量测定!/氨基丁酸误

差大"重现性差的问题!从而建立了以纸层析法定量测定!/氨基丁酸的方法(结果表明!此法定量

测定!/氨基丁酸简单易行!耗费低廉!可作为食品中!/氨基丁酸分析测定的手段(
关键词!!/氨基丁酸$纸层析$定量测定
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!!!/氨基丁酸#96T6$是一种非蛋白质氨基酸%
为哺乳动物 中 枢 神 经 系 统 内 重 要 的 氨 基 酸 类 神 经

递质"它广泛 存 在 于 植 物 以 及 植 物 的 各 个 部 分 中%
在植物的抗逆境中起着一定的作用&-’(大米加工副

产品(((米胚芽中含有谷氨酸脱羧酶%可将谷氨酸

转化为96T6%从而使96T6得到富集(因此将米

胚芽经适当 处 理 后%可 以 得 到 富 含 96T6的 食 品

配料%应用于功能食品中(-..$年%日本农林水产省

中国农业 试 验 场 成 功 开 发 了 富 含 96T6 的 米 胚

芽&!’(动物实验表明%富含96T6的米胚芽具有降

血压)改善肝)肾 功 能)促 进 乙 醇 代 谢 等 功 效&"’(近

年来%96T6在食品中的应用研究正在兴起%而 食

品中96T6测定方法的报道尚不多见(
由于96T6对 电 化 学 和 紫 外)可 见 光 的 不 灵

敏性%用 直 接 方 法 对 它 进 行 测 定 比 较 困 难(关 于

96T6的测定 近 年 来 国 内 外 有 酶 法&$’)色 质 联 用

法)柱层析荧光测定法)纸电泳比色)毛细管气相色

谱法&5’)放射 性 受 体 法&3’)毛 细 管 电 泳 法&2’%以 及

液相色谱 法&0%.’等%这 些 方 法 大 多 用 于 医 学 领 域%
且价格昂贵%不适用于大量的定量分析(因此%本实

验在进行米 胚 芽 富 集 96T6工 艺 参 数 的 筛 选)优

化中%研究了纸层析法对96T6的定量分析%确定
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了点样量!展开系统!洗脱系统!比色测定的一套分

析方法"并对此法的精密度!回收率等进行了分析(

E!材料与方法

EFE!材料

-#96T6购自美国F’:C+公司(
!#展开剂$!%正 丁 醇#W!%醋 酸#W!%水#X

$W-W""#(-?&GY茚三酮’!%正丁醇#W!%醋酸#

W!%水#X$W-W""#(!?&GY茚三酮’!%正丁醇#

W!%醋酸#W!%水#X$W-W""#("?&GY茚三酮’

!%正丁醇#W!%醋酸#W!%水#X$W-W""#($?&

GY茚三酮’!%正丁醇#W!%醋酸#W!%水#X$W-
W""#(5?&GY茚三酮(
"#洗 脱 剂$!%-?&Y硫 酸 铜#W!%体 积 分 数

25Z乙醇#X!W"0
$#其 它$层 析 纸!层 析 缸!2!!型 分 光 光 度

计等(
EFG!方法

E(G(E!样 品 预 处 理!测 定 米 胚 芽 中 原 有 96T6
时"将米胚芽用0#[的水提取!D"离心分离后取

上清液直接 点 样 测 定(测 定 米 胚 芽 富 集 96T6后

的含量时"将不同工艺富集的米胚芽液于沸水中煮

沸5S;>"离心分离"取上清液测定(
E(G(G!96T6含量测定!吸取5!0"Y样品"点

样线距滤纸!(#CS"样品间距!(#CS(将点样后的

滤纸条在展开 剂 中 展 开!风 干 显 色"将 与 标 准 品 位

置一致的斑点剪下"用洗脱液洗脱"5!#>S处比色

测定(

G!结果与讨论

GFE!展开剂和显色剂体积分数的选择

关于纸层析法定量测定氨基酸"不同文献使用

了不 同 的 展 开 剂 和 配 比"但 没 有 专 门 分 离 96T6
的报道"作者 选 择 了 几 种 展 开 剂 配 方"发 现 展 开 剂

!%正丁醇#W!%醋酸#W!%水#X$W-W"时"能够

很好地将96T6与其它氨基酸分离(
为了克服传统喷雾显色造成的重现性差!定量

不准确的缺点"作 者 改 进 了 显 色 方 法"将 一 定 量 的

茚三酮溶解于 展 开 剂 中"在 展 开 过 程 中"茚 三 酮 随

着展开剂 沿 滤 纸 向 上 移 动"由 于 固 定 了 显 色 剂 的

量"使测定结 果 更 准 确(不 同 质 量 浓 度 的 茚 三 酮 显

色"洗脱后比色结果显示"#($?&GY的质量浓度较

为合适%见表-#(
GFG!显色温度和时间的选择

为了定量的准确性和重现性"减少操作引起的

误差"应将显 色 温 度 和 洗 脱 时 间 确 定 下 来(将 点 有

96T6标 准 品 层 析 纸 展 开 后 放 入 烘 箱"在0#".#"

-##"--#[分 别 显 色-#"!#""#"$#S;>"剪 下 显 色

斑点洗脱比色"结果见表!(
表E!不同茚三酮质量浓度显色的结果

H&<FE!I((.=0"(04.="%=.%0$&0+"%/"(%+%416$+%"%&</"$:

<.%=1

茚三酮质量浓度&%?&GY# @\5!#>S

#(- #(!$

#(! #(!0

#(" #("#

#($ #("5

#(5 #("3

表G!不同显色温度对J8值的影响

H&<FG!I((.=0"(04.=4$"9"3.%+=0.9B.$&0#$."%&</"$<.%=1

时 间&S;>
温 度&[

0# .# -## --#

-# #(!"! #(!". #(!"- #(!"#

!# #(!"$ #(!$# #(!"! #(!"!

"# #(!"" #(!"0 #(!"# #(!"-

$# #(!"! #(!". #(!"- #(!!.

!!由表!可见"温度低于.#["洗脱液的@\值

偏低"可能由于96T6显色不完全所致(当温度高

于.#[时"洗 脱 液 的 @\值 也 偏 低"并 且 不 太 稳

定"可能是由于温度过高"96T6与茚三酮的反 应

物与层析纸结合牢固"不能被洗脱下来在洗脱液中

形成铜的络合物(因此"选择显色温度和时间为.#
["-#S;>(
GFK!颜色稳定性确定

由图-可知"茚三酮和96T6反应物的洗脱液

在放置超过-D时"@\值明显下降(洗脱液在-#!
5#S;>内颜色较稳定"在 这 个 时 间 范 围 内"可 以 采

用茚三酮比色法定量测定96T6含量(

图E!放置时间对J8值的影响

L+3FE!I((.=0"(04./0&1+%30+9."%&</"$<.%=1
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GFM!测定范围的确定

由图!可见!当点样量在0!$#"?时!洗脱液

的吸光度值 与 96T6的 量 呈 线 性 关 系!可 在 此 范

围内绘制标准曲线!定量测定96T6质量(标准曲

线显示!96T6质量与吸光度之间关系密切!其相

关系数"!X#(..03!由此可以推 出 米 胚 芽 富 集 液

中96T6质量的计算公式为

#X0($"50$]#("200
式中"#为米胚芽富集液 中96T6质 量#$ 为 吸 光

度值(

图G!?;N;质量与吸光度值的关系曲线

L+3FG!C"$$.’&0+"%=#$-."(?;N;="%0.%0&%6&</"$<:

.%=1

GFO!精密度测定

取标准品-#"Y重复点样测定$%X5%!结果

@\5!#>S 值 分 别 为"#("3-!#("55!#("5-!#("53!

#("5$!计算所得相对标准偏差为#(2.Z(
GFP!回收率测定

样品按方法-(!(-处 理!取-#"Y滤 液 点 样!
对样品进行回收实验!回收率为.3(3Z!-#-(3Z!
结果见表"(

表K! 样品测定结果及回收率

H&<FK!>./#’0"(/&9B’.6.0.$9+%&0+"%&%6$.="-.$1

样品
测定值

质量浓度&
$S?&SY%

外标加入量
质量浓度&
$S?&SY%

加外标后
质量浓度&
$S?&SY%

回收
率&Z

- -(20. -(### !(0"$ -#-(3

! -(20. -(### !(3.$ .3(3

" -(20. -(### !(23. ..("

$ !(#5# !(### $(#". ..(2

5 !(#5# !(### $(#3- -##("

3 !(#5# !(### $(#-0 ..(!

!!根据测定结果!米胚芽中!/氨基丁酸质量分数

由富集前的"#(-S?&D?提 高 到 了$".S?&D?!可

作为食品配料应用于调节血压等保健食品中(本实

验建立的米胚芽中!/氨基丁酸分离’测定的纸层析

方法!简便易行!耗费低廉!可广泛应用于其它食品

分析(
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