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纸层析一分光光度法测定发酵液中L一异亮氨酸
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摘要：鉴于在菌种选育工作中必须准确测定菌株产酸水平，要求有可行的测定方法，对简单易行

的纸层析一分光光度法测定发酵液中L_异亮氨酸质量进行了系统的研究，研究发现：选用合适的显

色剂、层析溶剂及洗脱剂的同时选择最佳吸收波长、最佳洗脱时间及适宜的点样量，可以提高该测

定方法的准确度和精密度，从而在菌种筛选过程中准确地测定发酵液中L一异亮氨酸质量．
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Dertermination of the Isoleucine in Broth by Paper

Chromatography—spectrophotometry
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Abstract：The level of amino acid production with mutant strains requires accurate and feasible

measurement，The method of simple paper chromatography was studied systematically in this

paper，to measure the content of L，Isoleucine in broth．The results could be summarized as

follows：the accuracy and performance of the method depend on the appropriate selection of color

reagent，solvent system and eluent solution，as well as the proper selection of the optimum

absorb wavelength，suitable time of eluent，and L-Isoleucine does amount．The content of L-

Isoleucine in broth can be measured using this method in the course of screening mutant stains．

Key words：paper chromatography；L-Isoleucine；color reagent；solvent system；optimum absorb

wavelength；suitable time of eluent

L一异亮氨酸属于人体8种必须氨基酸之一，主

要用于食品和医药卫生方面，L_异亮氨酸能治疗神

经障碍、食欲减退和贫血，能增加身体的免疫功能，

在肌肉蛋白质代谢中极为重要[13．

关于L-异亮氨酸测定方法的报道很少，相关的

综述和评论性文章也不多见．虽然可以通过氨基酸

自动测定仪、高压液相色谱或酶法等来准确测定L-

异亮氨酸质量，但由于在菌种选育中需要测定的样

品很多，上述方法并不适合于菌种选育工作[2]．作

者对纸层析法一分光光度法测定发酵液中L-异亮氨

酸质量进行了系统地研究[3叫]，这对于L一异亮氨酸

产生菌的筛选具有重要的意义．
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1材料与方法

1．1 溶剂

显色剂：0．5 g／dL茚三酮丙酮溶液；层析溶剂：

V(正丁醇)：V(冰醋酸)：V(水)一12：3：5；洗脱

剂：V(体积分数75％乙醇)：v(o．2 g／dLCuSO。·

SH：O)一38：2；L一异亮氨酸标样：30 g／L．

1．2操作方法

层析操作：采用单向上行层析，在距下端1．5

cm处点样，点距2 cm，展开约15 cm停止层析．

显色操作：层析结束热吹风吹干滤纸，0．5

g／dL茚三酮丙酮溶液显色，105℃烘干5 min，滤纸

上出现紫红色氨基酸斑点即可．

测定操作：将对应的斑点剪下，放入有5 mL洗

脱剂的试管中洗脱(盖住试管口，防止乙醇挥发)40

min，用721分光光度计在506 nm处测定．

2结果与讨论

2．1显色剂的选择

将点有不同L-Ile质量的滤纸在层析溶剂中展

开，分别用茚三酮、吲哚醌显色(吲哚醌显色后需褪

去底色)，显色情况见表1．

袭1不同显色剂与工广异亮氨酸显色情况

Tab．1 Color Development of L-／soleucine with Different

Color Reagent

虽然吲哚醌与各种氨基酸显色差别较大，有利

于氨基酸的鉴别，但从表1结果可知，吲哚醌显色

的灵敏度比茚三酮低，吲哚醌显色需要点样量大于

6“g才可检出，而采用茚三酮显色可以检出发酵液

中微量的L—Ile，当点样量大于1肛g就可检出，这有

利于L一异亮氨酸产生菌的筛选．而且，用吲哚醌显

色，褪色后的滤纸较脆，不能通过剪纸洗脱法进行

定量分析[2]．所以，选用茚三酮作为显色剂比较

理想．

2．2层析溶剂的选择

实验发现，是否选用合适的层析溶剂对测定结

果影响较大，因此本实验对L．异亮氨酸在下述6种

层析系统中的展开结果进行了考察，通过测定3种

支链氨基酸的R，值和观察色斑的方法进行了比

较[6~1⋯，结果见表2．

在L一异亮氨酸菌种选育中，利用纸层析法分析

时，由于亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸这3种支链氨基

酸R，值接近，难于分离，所以选用合适的层析溶剂

很重要．从代谢机制分析，一般支链氨基酸产生菌

株都存在复杂的共用酶调节关系(非上述某种支链

氨基酸的缺陷型)，即这3种支链氨基酸菌株都会

产生，由于发酵液中有3种支链氨基酸的存在，所

以，要定性定量分析需选择理想的层析溶剂进行分

离[11]．从表2可知，V(正丁醇)：V(冰醋酸)：

V(水)=12：3：5是较理想的层析溶剂．

2．3最佳吸收波长的确定

显色后的色斑用剪纸洗脱法进行定量分析时，

是否选用合适的吸收波长对测定准确性影响很大．

点样量分别为10，15，20弘g L—Ile，洗脱后选用不

注：“一”表示无显色反应；“+”表示有显色反应；“+”越多

表示颜色越深．

表2 L-异亮氨酸在各种层析溶剂中展开结果比较

Tab．2 The Deployment Result of L-Isoleucine in Solvent Systems

层析溶剂／(v：V：V) 嚣甭萄厂—i篝三毛F丽 结果分析
亮氨酸 异亮氨酸 缬氨酸

。～

正丁醇：冰醋酸：水=12：3：5

正丁醇：冰醋酸：水一4：1：1

正丁醇：冰醋酸：水一5：2：2

正丙醇：氨水=5：2 0．713 0．673 0．567

正丁醇：丙酮：乙胺：水一10：10：2：5 0．570 0．558 0．418

正丁醇：浓氨水一13：3 0．325 0．312 0．188

没有拖尾及扩散现象，显色后底色浅．利于
定性定量分析

有扩散及拖尾现象，显色后底色浅，利于定

性定量分析

有扩散现象，R，值低，不利于与其他氨基酸
分离

显色后底色太深，不利于定性定量分析

有脱尾现象，显色后底色太深，不利于定性
定量分析

有拖尾及扩散现象，R，值太低，不利于与其
他氨基酸分离
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同的吸收波长测定其吸光度的变化情况，结果见图

1．从图1可知，随着吸收波长的变化，点样量为10，

15，20肛g L—11e有相同变化规律，在光密度为506

D_m时有最大吸光度，所以测定时选用吸收波长在

506 am较为合适I-2|．

图1 吸收波长与吸光度关系测定

Fig．1 Relationship Between Absorbency and Absorb

Wavelength

2．4颜色稳定性测定

点样量分别为12，24，36肛g L-Ile，洗脱后放

置不同时间，测定洗脱液的吸光度(A。。。)，结果见

图2．

图2洗脱液放置时间与吸光度的关系

Fig．2 Relationship Between Absorbency and Preserving

Time Eluent

由图2可知，茚三酮与L-Ile反应物在放置30

min后，已完全洗脱下来，在30～120 min内，吸光

度并没有下降而趋于稳定，这有利于测定的准确

性，不会因为测定时间的延长而导致测定值的下

降，说明了茚三酮与L—11e反应物洗脱后颜色稳定

性很好．但实验也发现，当洗脱液放置24 h后，不

同含量的L-异亮氨酸吸光度都有不同程度的下降，

所以，建议最佳洗脱时间选择40 min为宜．

2．5吸光度与L一异亮氨酸质量关系的测定

将点有不同质量(3～60／．Lg)的L一异亮氨酸，以

V(正丁醇)：V(冰醋酸)：V(水)一12：3：5为层

析溶剂，茚三酮为显色剂，用V(体积分数75％乙

醇)：V(o．2 g／dL CuSO。·5H20)=38：2洗脱液

洗脱40 min后，在吸收波长506 nln处进行比色，结

果见图3．
1．6

1．4

1．2

1．o

弋O．8

O．6

O．4

0．2

由图3可知，当滤纸上点样量大于42肛g时，洗

脱液的吸光度偏低，即此时就不能准确测定出L一异

亮氨酸质量，而当滤纸上点样量小于6 ptg时，洗脱

液的吸光度也偏低，也不利于测定，因此，采用纸层

析法来定量测定L-异亮氨酸，滤纸上的点样量在6

～42／xg较为合适．

2．6 L一异亮氨酸标准曲线的绘制

根据图3结果，可以绘制L一异亮氨酸质量为6

～36肚g的标准曲线，结果见图4．

L=Ile质量／u g

图4 L-异亮氨酸测定标准曲线

Fig．4 The Standard Curve of L-Isoleucine measurement

2．7准确度与精密度的测定

为了确定此方法的准确性，将含有不同含量L一

异亮氨酸的发酵液点在滤纸上，再点人L—Ile标样

12”g，测定其回收率，结果见表3．由表可知，4次测

定的平均回收率在99．25％，标准偏差为1．54，这说

明了该方法测定L一异亮氨酸准确性好．

为确定该方法的精密度，对含9．45 g／LL—Ile

(氨基酸分析仪测定)的发酵液进行了10次平行测
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定，结果见表4．

表3纸层析法测定L-异亮氨酸的回收率

Tab．3 Recovery of L-Isoleucine Content by Paper Chroma—

tography

注：回收率=监糯耘擎盟x 100％．

表4纸层析法测定L-异亮氨酸精密度

Tab．4 Precision measurement of L-Isoleucine with Paper

Chromatography

注：变异系数一鞴×lOO％．
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由表4可知，该方法测定L-异亮氨酸精密度较

高，即重现性好(测定方法的精密度由变异系数表

示，当变异系数小于10％，说明此方法的精密度

高)．

3 结 论

通过对纸层析一分光光度法测定发酵液中L一异

亮氨酸含量的系统研究，得出如下结论：

(1)选用茚三酮显色比吲哚醌显色的灵敏度

高，更利于洗脱测定；(2)选用层析溶剂：

V(正丁醇)：V(冰醋酸)：V(水)一12：3：5较为

理想，有利于各种氨基酸的分离以及进行洗脱测

定；(3)采用721分光光度计测定，最佳吸收波长选

择在506 nm处有最大吸光度，对测定的准确性有

利；(4)研究发现洗脱时间在30～120 min颜色较为

稳定，故洗脱时间选择40 rain较为理想；(5)适宜的

点样范围在6～42肚g范围内比较符合线性，可以确

保测定的准确性；(6)在选用合适的测定条件的前

提下，需将发酵液离心取上清液，且要确保减少外

在因素的干扰从而尽量减少实验的误差．
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