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电位滴定结合偏最小二乘算法用于溶液中

肉桂酸和 L-苯丙氨酸的同时测定
何阳春，房  升 *

 (浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江 杭州      310035)

摘   要：结合自动电位滴定和化学计量学算法，建立同时测定溶液中肉桂酸、L- 苯丙氨酸和硫酸铵的方法。通过

正交设计 25 组校正集溶液，通过留一验证法对校正集最佳主成分进行选择，得到偏最小二乘法较佳模型，并对模

拟样品进行分析。结果显示：肉桂酸、L- 苯丙氨酸、硫酸铵的回收率分别在 92.9%～104.4%、94.9%～101.5%、

96.6%～105.1% 之间。基于 PLS 的方法可以方便解析重叠的滴定图谱，不需要预先分离即可预测成分浓度。

关键词：L - 苯丙氨酸；偏最小二乘法；电位滴定；同时测定
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amonium sulfate in solution using combined potentiometric titration and chemometrics. The partial least squares (PLS) algo-

rithm was applied and 25 standard mixtures of the compounds were prepared according to orthogonal experimental design for
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L- 苯丙氨酸主要用于医药保健品、食品添加剂等领

域，是合成甜味剂阿斯巴甜的主要原料。采用生物技

术将肉桂酸转化为 L- 苯丙氨酸，已成为国内外 L- 苯丙

氨酸工业化生产的主要工艺之一[1-4]。在该酶法合成过程

中，肉桂酸、L - 苯丙氨酸和铵盐离子的浓度随反应进

行而变化，快速、准确分析反应液中各组分的含量，

对其生产过程的产品控制、分离提纯等十分重要。

Yamada 等[5]在优化反应条件过程中，采用薄层色谱

分离，并利用紫外扫描定量肉桂酸和 L- 苯丙氨酸浓度；

贾士儒等[2]则采用高效液相色谱法(high performance liq-
uid chromatography，HPLC)进行 L- 苯丙氨酸定量分析；

项雷文等[6]采用双波长紫外吸收法测定转化液中 L- 苯丙

氨酸含量，测定波长为 258nm，参比波长为 278nm。其

他方法还包括氨基酸自动分析仪[7]、层析法[8]等。尽管

上述方法都适用条件优化或生产过程控制，但大都需要

进行复杂的预分离或干扰组分的掩蔽，成本较高且费
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时，利用化学计量学方法同时测定肉桂酸、L - 苯丙氨

酸和铵盐离子还未见报道。

随着计算机的普及和发展，利用化学计量学方法同

时测定混合干扰多组分体系，是近年来很活跃的研究领

域[9-12]。化学计量学采用数学解析而非分离的方法，解

决化合物谱图重叠的问题。本实验拟采用成本低廉的电

位滴定结合化学计量学——偏最小二乘( p a r t i a l  l e a s t
squares，PLS)方法[13-16]，对肉桂酸、L- 苯丙氨酸和氨

根离子(NH4+)3 组分混合体系进行同时分析测定，为酶法

合成 L - 苯丙氨酸的定量分析提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

氢氧化钠(NaOH)、氯化钾(KCl)、邻苯二甲酸氢

钾、硫酸铵均为分析纯；肉桂酸(分析纯，＞ 99%)   浙
江华东医药试剂公司；L- 苯丙氨酸(＞ 98.5%)    浙江升

华拜克生物股份有限公司；无二氧化碳水(制备方法：

取超纯水加热煮沸，冷却后密封保存)。
NaOH 标准溶液、KCl(2mol/L)、缓冲溶液均按照

国标法(GB/T 601 — 2002《化学试剂标准滴定溶液的制

备》)配制。称取一定量的于烘箱烘至质量恒定的基准

的邻苯二甲酸氢钾，溶于无二氧化碳水中，用配制好

的氢氧化钠溶液进行自动电位滴定，最后标定 NaOH 溶

液浓度为 0.0360mol/L。
各组分母液制备：利用电子天平准确称取一定量的

L- 苯丙氨酸、肉桂酸和硫酸铵分别定容于容量瓶中，作

为母液储存备用。校正集和预测集中各溶液都采用母液

移液配制。

1.2 仪器与设备

Metrohm 809 型自动电位滴定仪、复合 pH 玻璃电

极    瑞士万通公司；Auhaus 精密分析天平(0.01mg)     美
国奥豪斯仪器公司；U V / U F 系列超纯水系统    美国

Thermo Scientific Barnstead 公司；常规干燥箱    上海

赛欧试验设备有限公司。

1.3 方法

按照实验设计 25 组校正集溶液浓度，移取不同量

的待测组份溶液于滴定烧杯，加入 25mL KCl 溶液作总

离子强度调节剂，加入超纯水稀释到 100mL 左右；插

入 p H 电极并搅拌，用自动电位滴定仪进行滴定测定，

每个溶液采用 6mL NaOH 标准溶液滴定，采用固定滴加

长度(每隔 0.01mL 等分滴加)的方法滴定，得到滴定剂加

入体积与溶液 pH 值之间的关系，并记录好数据。相应

的预测集溶液采用同样方法进行测定。在滴定实验中，

加入离子强度调节剂使得溶液的总离子强度在一个相对

稳定且小的幅度内变化。这样在保持条件下，校正溶

液和预测溶液中 L- 苯丙氨酸、肉桂酸和 NH4+ 的活度系

数，可以基本保持在同样的范围内变化。

对于用于多元校正滴定分析的数据，必须是特定

pH 值下的滴定剂的体积数据。因此，必须对仪器记录

的数据进行转换。本实验采用 Matlab 中的线性内插方

法，对 pH 值在 4.80～9.60 区间，每隔 0.01 pH 值取一

个点，共 481 个 pH 值点，最后得到的每个 pH 值处消

耗的滴定剂的体积 v。
1.4 滴定化学计量学基本原理

在电位滴定多元校正模型中，当 m 个滴定溶液试

样，每一溶液中含有的被滴定组分为 a 种，当采用滴

定剂(如 NaOH)滴定这些溶液时，在 b 个 pH 值点或电位

处，记下所耗的滴定剂体积 v，则得到一个 m × b 的滴定

剂体积矩阵V。这样本实验的校正集V矩阵为一个25×481
矩阵，其中每一列都代表溶液滴定到某个 pH 值时的滴

定剂用量，每一行代表一个溶液的滴定曲线。

体积矩阵 V 与多种待测物的浓度矩阵 C 之间的线性

关系由我国学者倪永年[13]提出，见式(1 )：
Vm × b ＝ Cm × a × Ka × b ＋ K0, m × b                                  (1)
式中：K 0 , m × b 代表非 0 截距项矩阵；K a × b 代表系

数矩阵。

对式(1)中矩阵 V 和 C 可先进行中心化处理，此时

可以省略式( 1 )中的截距项，结果如下：

V－m×b＝C－m×a×K－a×b                                                    (2)
式(2)类似于常规光谱学方法中的 Lambert-Beer 方程。

因此，电位滴定法中的滴定曲线可称为滴定波谱[17]，此

时，p H 值近似于光谱中的横坐标波长λ，V 近似于光

谱中的纵坐标吸光度或响应值 A。此后就是化学计量学

算法的应用，本实验采用常用的 PLS 回归[18]进行解析。

上述电位滴定多元校正的思想可采用图 1 说明，首

先可由校正集 V 和浓度矩阵 C 得到数值关系，建立校正

数学模型(如 PLS 回归)，预测集的溶液滴定数据 V 代入

已建立的数学模型，得到未知溶液的浓度，具体过程

见图 1 。

图 1 多元校正中校正集和预测集之间的关系示意图

Fig.1   Schematic description of the calibration set and test set used in
titration multivariate calibration
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2 结果与分析

2.1 校正集设计

L - 苯丙氨酸的酶法生产过程是以反式肉桂酸为底

物，在通入氨气条件下，通过红酵母生物转化成 L - 苯
丙氨酸。因此，最后的反应液中和后存在 NH4+，将 NH4+

同时作为测定对象，有利于过程的优化和控制。尽管

可以通过电位滴定对单组分的肉桂酸、L- 苯丙氨酸进行

滴定分析，但由于其离解常数之间相差较小，很难对

其混合溶液直接测定；并且由于 NH4+ 本身的酸性太弱，

不适宜直接电位滴定分析。因此，本实验设定的校正

集中同时包含肉桂酸、L - 苯丙氨酸和硫酸铵 3 种物质。

在化学计量学方法中，对未知样品分析前必须首先

建立一组校正溶液(校正集)。如果校正集中浓度比例设

计不合理，如集中在某一区域，会使得模型的泛化能

力下降。为了模拟不同的浓度比例情况，校正集中溶

液的数量越多模型就越可靠，但这样又会大大增加实验

测定的工作量。已经有文献[11,13]方法证明，采用正交

设计的方法可以很好的解决化学计量学中的校正集选择

问题。通过正交设计的校正集可以在较少的实验工作量

下，尽可能地涵盖实验可能的条件情况变化。

在本实验中，采用正交设计方法配制不同含量的肉

桂酸、L - 苯丙氨酸和硫酸铵溶液，校正溶液的组成见

表 1。对于表中的各组成的浓度比也参照了普通酶法生

产过程中各物质的比例关系[5-6]。表中采用一个 5 水平的

正交设计，可以得到 25 个溶液集合。表 1 可以看作一

个 25 行 3 列的浓度矩阵 C 25 × 3，矩阵中每一行代表一个

溶液中各物质的浓度组成。

图 2a 显示了表 1 中 25 个溶液的 pH-V 滴定数据，由

图可见经过正交设计后的校正集滴定谱图，在整个浓度

范围各个溶液能合理交叉，且整体分布均匀，以便模

拟各种组分间的干扰条件。还可以看到，滴定图谱与

一般光谱十分相似，如上所述，其中的 pH 值和 V 关系

图可以视为符合 Lamber t -Beer 定律的“谱图”，光谱

中的吸收波长λ相当于 pH 值，吸光度或响应 A 则相当

于 V 。

2.2 PLS 的最佳主成分数选择

一般来讲，若主成分数 n 选择过小时，会因相关

信息的丢失而导致结果失真；若 n 选择过多时，则又会

将实验误差如仪器误差等带入模型，造成结果较大误

差，且使得模型复杂。本实验采用化学计量学中常用

的留一交叉验证法[11]选择 PLS 的最佳主成分数。相对于

其他选择算法，如蒙特卡罗交叉验证法和多维交叉验证

法，留一交叉验证更加可靠且适用于样本集较少的条

件。对于本实验 PLS 回归，25 个校正集的混合物样品，

经过留一交叉验证，最终确定主成分数为 3 个，这基本

上与溶液中的化合物种数是一样的，即不需要用更多的

成分数去提取有用信息，说明混合物之间的非线性干扰

基本可以忽略。

图 2 校正集(a)和预测集(b)的滴定曲线

Fig.2   Titration curves for calibration set samples and prediction set
samples

6

5

4

3

2

1

0

a

滴
定

剂
体

积
/m

L

pH

4.80 5.80 6.80 7.80 8.80

6

5

4

3

2

1

0

b

滴
定

剂
体

积
/m

L

pH

4.80 5.80 6.80 7.80 8.80

样本数 肉桂酸 L- 苯丙氨酸 硫酸铵

M1 0.0000 0.0612 0.3786
M2 0.0000 0.1225 0.5679
M3 0.0000 0.1837 0.7572
M4 0.0000 0.2449 0.9465
M5 0.0000 0.3061 1.1358
M6 0.1817 0.0612 0.5679
M7 0.1817 0.1225 0.7572
M8 0.1817 0.1837 0.9465
M9 0.1817 0.2449 1.1358
M10 0.1817 0.3061 0.3786
M11 0.3635 0.0612 0.7572
M12 0.3635 0.1225 0.9465
M13 0.3635 0.1837 1.1358
M14 0.3635 0.2449 0.3786
M15 0.3635 0.3061 0.5679
M16 0.5452 0.0612 0.9465
M17 0.5452 0.1225 1.1358
M18 0.5452 0.1837 0.3786
M19 0.5452 0.2449 0.5679
M20 0.5452 0.3061 0.7572
M21 0.7270 0.0612 1.1358
M22 0.7270 0.1225 0.3786
M23 0.7270 0.1837 0.5679
M24 0.7270 0.2449 0.7572
M25 0.7270 0.3061 0.9465

表 1 校正集中各种组分的浓度

Table 1   Concentrations of various compounds in the calibration set

mmol/L
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2.3 预测样品

按照各化合物的实际浓度比例情况，分别配制 6 个

不同组成的混合物溶液(实际浓度如表 2 所示)，作为未

知浓度的预测集以考察模型的预测能力。对于这些未知

组成的溶液，保持与校正集相同的条件下，测出不同

pH 值条件下的滴定剂消耗体积矩阵，其滴定谱图见图

2b。在基于上述得到的最佳主成分数基础上，采用 PLS
回归，得到的各个溶液预测结果也列于表 2，包括每个

浓度的预测回收率。

结果表明，采用 PLS 算法用于解析溶液中各被滴定

离子的谱图重叠数据，可以解决因解离常数相近而不能

同时滴定分析的问题，避免繁琐的化学掩蔽和分离提纯

等步骤。本实验方法简便，且适用于样品的批量分析，

为酶法合成 L - 苯丙氨酸过程中肉桂酸、L - 苯丙氨酸和

NH4+ 同时测定提供了一种很好的途径。

3 结  论

本实验借助电位滴定和化学计量学相结合的方法，

建立了溶液中 L- 苯丙氨酸、肉桂酸和 NH4+ 同时分析方

法。通过正交设计了 25 组校正集溶液，通过留一验证

法对校正集最佳主成分进行了选择，得到了 PLS 较佳模

型。通过对模拟样品的分析，结果显示，基于 P L S 的

方法可以方便解析重叠的滴定图谱，不需要预先分离即

可预测组成浓度。研究为酶法合成 L- 苯丙氨酸的产品控

制、分离提纯等过程提供了一种定量分析途径，也为

滴定计量学的在食品领域的应用提供借鉴。
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注：“—”表示因实际值为 0 而无法计算回收率。

实际值/(mmol/L) 预测值/(mmol/L) 回收率 /%
肉桂酸 L-苯丙氨酸 硫酸铵 肉桂酸 L-苯丙氨酸 硫酸铵 肉桂酸 L-苯丙氨酸 硫酸铵

0 0.0735 0.4164 0.0046 0.0727 0.4378 — 98.9 105.1
0.1981 0.1102 0.6057 0.1893 0.1046 0.5850 95.6 94.9 96.6
0.1654 0.2572 0.2272 0.1705 0.2564 0.2199 103.1 99.7 96.8
0.3998 0.0735 0.3407 0.4172 0.0746 0.3305 104.4 101.5 97.0
0.5816 0.2204 0.3407 0.5400 0.2111 0.3524 92.9 95.8 103.4
0.6906 0.1592 0.795 0.7127 0.1595 0.7982 103.2 100.2 100.4

表 2 预测集各溶液实际浓度和模型得到的估计值及回收率

Table 2   Actual and predicted concentrations and recoveries of various
compounds in the prediction set


