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时间要适当。若处理时间过长会使凝胶温度过高，导

致显色背景变深、脱色时间也需延长，严重时还会使

胶片产生气泡爆点、损坏胶片。
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纸色谱萃取分光光度法测定

γ-氨基丁酸的研究
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摘   要：对γ-氨基丁酸的定量方法(纸色谱萃取分光光度法和高效液相色谱法)进行了初步研究。分析研究了纸色

谱萃取分光光度法测定γ-氨基丁酸的最佳实验条件，结果表明该方法最低检测浓度为 0.0176g/L，线性测量范围为

0.3～10g/L，平均回收率为 99.04%，平均相对标准偏差为 2.376%。与高效液相色谱法相比，纸色谱萃取分光光度

法具有良好的相关性和较高的准确性和精密度，是一种简单、有效和费用低廉的方法。
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Abstract ：An efficient and sensitive analysis of γ-aminobutyric acid (GABA) was described. The results showed that the

minimum detection limit was 0.0176g/L. The standard curve for GABA showed good linearity over the concentration range of

0.3～10g/L. It indicated that the average recovery is 99.04% with a relative standard deviation of 2.376%. The method is

sensitive, convenient and accurate, meeting the practical requirement.
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γ-氨基丁酸(GABA)是一种天然存在的非蛋白组成氨

基酸，是哺乳动物中枢神经系统的抑制性传递物质[ 1 - 2 ]。

G A B A 具有降低血压、安定神经、改善肝肾机能、营

养神经、提高脑活力等生理功能[ 3 - 5 ]，因而它在功能性

食品及医药领域具有广阔的应用前景。目前生产 G A B A

的主要方法是化学合成法和生物合成法两种，生物合成

法具有条件温和、安全和成本较低等优势，最具产业

化前景。开发天然 G A B A 产品及其功能性食品已成为现

今食品科学及食品生物技术领域的研究热点之一。

定量化学分析是科学研究的基础之一。已报道的关
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于 GABA 含量的检测方法有色谱分析法[6-13]、联用技术
[14-16]、光谱分析法[17]和放射受体分析法[18]等。在探讨微

生物代谢合成 G A B A 的过程中，需要采集大量实验数

据。本实验室前期的研究发现[19-21]，生物发酵液中成分

复杂，常含有微生物代谢副产物，除了高效液相色谱

法外其他的方法都具有一定的局限性。高效液相色谱法

具有检测速度快、分辨率高、灵敏度好、柱子可反复

使用等优点，但是由于存在操作步骤复杂、仪器维护

繁琐和价格昂贵等缺点，限制了其在实验室的应用和推

广。因此建立一种简单、有效及费用低廉的检测方法

至关重要。

本研究的纸色谱萃取分光光度法，是建立在纸色谱

对物质的高效分离，以及 G A B A 与茚三酮定量反应的基

础上，利用可见光分光光度计进行定量测定 G A B A 的方

法，并将它与高效液相色谱法进行了比较。

1 材料与方法

1.1 原料

GABA样品    实验室制备；GABA标准品    Sigma公

司；新华 1号层析纸    杭州新华纸业有限公司；茚三

酮、硫酸铜、无水乙醇、正丁醇、冰醋酸均为分析

纯；醋酸钠、甲醇、乙腈均为色谱醇。

1.2 仪器

美国 Agilent 1100液相色谱仪，紫外检测器，高

效液相色谱实验用水为石英蒸馏水；层析缸；微量注射

器；UV-1100 紫外 - 可见分光光度计；722 型分光光度

计；烘箱；恒温振荡水浴；高速离心机。

1.3 方法

1.3.1 展开剂及洗脱剂的配制

展开剂：将正丁醇、冰醋酸、水按体积比 6:1:3的

比例(内含 0.5%茚三酮)在棕色容量瓶中混合定容，转移

至分液漏斗振摇后静置分层，弃去下部水层，取上层

有机相放置 2 d 后供展开使用。

洗脱剂：75% 乙醇:CuSO4·5H2O=38:2(V/W)。

1.3.2 样品预处理

5ml GABA发酵液加入 2ml 10%的三氯乙酸(V/V)，

振荡均匀，离心(2000× g，10min)，取上清液稀释一

定倍数，经 0 . 4 5μm 滤膜过滤备用。

1.3.3 纸色谱萃取分光光度法

取新华 1号层析纸，点样 4μl，点样线距离层析纸

底部和两端各 2.0cm，样品间距为 2.5cm，点样完毕后

制成圆筒。先悬于层析缸中饱和 1 h ，再放入展开剂

中，以上行法[22]在 30℃恒温条件下垂直展开至距层析纸

上端 2cm处，取出风干后于电热恒温鼓风干燥箱中加热

显色。

将与标准品 Rf值(相对迁移率)相同的斑圈剪下，置

于 25ml 具塞试管中，添加 5ml 洗脱剂后恒温振荡洗脱

(30℃，100r/min)，以未点样点，且与标准品 Rf值及面

积相同的空白斑圈为参比，于最大吸收峰处比色，并

从标准曲线中查出 G A B A 含量。

1.3.4 高效液相色谱法

取经过预处理的 1μl 样品进样，进行色谱分析。

色谱条件：色谱柱 Hypersil ODS C18(4× 125mm)卡

套柱，柱温 40℃；流动相：A-20mmol醋酸钠，B-20mmol

醋酸钠:甲醇:乙腈=1:2:2(V/V)；流速1ml/min；检测波长

为 3 3 8 n m；采用 O P A 柱前自动衍生化方法。

2 结果与分析

2.1 纸色谱萃取分光光度法

2.1.1 吸收波长的检测

以去离子水作为参比，在 UV-1100紫外 -可见分光

光度计上对洗脱剂及其洗脱后产物进行波长扫描，平行

3次，对比两组吸收曲线发现产物在 512± 0.5nm有最大

吸光值。因而选用 5 1 2 n m 作为检测波长。结果见图 1。
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图 1    GABA标准品吸收光谱图
Fig.1      Absorbance spectra of standard GABA

2.1.2 纸色谱显色条件的选择

显色温度和时间是影响实验精度的两个重要参数。

点取 3g/L GABA 标准品，考察不同显色温度和作用时

间的情况下的显色强度变化。结果见表 1 。

温度对显色反应的影响主要表现在两方面，即显色

速度的快慢和最终产物颜色的稳定性。由表 1 可知，不

反应                             A512nm

温度                           作用时间(min)

(℃) 5 10 15 20

80 0.382±0.004 0.416±0.002 0.420±0.003 0.422±0.004

85 0.410±0.006 0.435±0.004 0.436±0.002 0.435±0.003

90 0.407±0.004 0.434±0.005 0.431±0.004 0.427±0.002

表 1    显色温度和时间对显色反应的影响(n=3, X±SD)
Table 1     Effect of color-developing temperature and time on

determination(n=3, X± SD)
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同温度下作用 5 m i n 后测得的显色强度明显低于作用

10min 的结果，这可能是由于烘箱的门在关闭后，温度

的平衡需要一定时间，从而造成短时间内显色强度不

够。而高温长时间条件下反应产物的稳定性较差。因

此综合考虑后选择显色条件为 85℃、10min。

2.1.3 洗脱条件的选择

比色的测定中，最终产物的生成量是根据洗脱溶液

的消光值大小来确定，因此在测定方法上要求显色反应

得到的颜色在一定时间内具有较好的稳定性。

图 2 显示，洗脱反应 20min 后，5 个浓度的样品基

本达到平衡。根据茚三酮比色法测氨基酸原理[23]和物理

热运动规律，洗脱产物的颜色深浅与起始 G A B A 含量成

正比。待测样品起始浓度越大，反应达到平衡需要的

时间越长；随着产物放置时间的延长，因产物颜色衰

减，试验误差将增大；且吸光度越大其随时间的衰减效

应越明显。综合考虑，洗脱条件为 30℃、20～50min。

2.1.4 标准曲线的绘制

精密称取 GABA 标样 500.0mg，先用少量去离子水

溶解，定容至 1 0 0 m l，再分别稀释定容，配成 1、2、

3、4、5 mg / ml 的标准溶液，点样 4μl，层析后洗脱，

于波长 51 2n m 处测定吸光度，求 A。以 GA BA 浓度(g /

L )为横坐标，以吸光度 A 值为纵坐标，绘制标准曲线。

计算得回归方程和相关系数：A=0.0263+0.1341C(g/L)，

R2=0.9988。通过 7 次平行测定得到其相对标准偏差为

2 . 3 7 8 %。结果见图 3。
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图 3    GABA标准曲线
Fig.3     Standard curve of GABA

2.1.5 检测限的估计与测量线性范围的确定

对空白 7次测定的标准偏差 SB=0.000787，当测定信

号大于等于 3倍多次测定的空白标准偏差时(即 A检测限

=3SB)，可以认为样品被检出。通过回归方程计算 GABA

的最低检测浓度为 0.0176g/L。实验结果表明，洗脱反

应产物的吸光值与 G A B A 含量呈良好的线性关系，本方

法线性范围为 0.3～10g/L。

2.1.6 干扰实验

针对样品中一些副产物和金属离子可能存在干扰，

以 3g/L GABA 为标准，分别添加不同浓度可能的干扰

物质，按误差小于或等于 1 0 % 计，对干扰情况进行实

验，结果见表 2 。

共存物质 谷氨酸 精氨酸 FeSO4 ZnSO4 (NH4)2SO4 NH 4Cl N H 4N O 3

允许倍数 50 100 30 50 30 10 30

表 2     干扰物质对测定值的影响

Table 2     Effect of concomitant on determination

由表 2 可知，由于不同氨基酸的化学结构不同，其

迁移速率也有所不同，谷氨酸和精氨酸是发酵液中存在

较多的氨基酸，在本实验中其检测偏差最大可为 5 0 和

1 0 0 倍。在相同阳离子情况下，阴离子不同，其 R f 值

也会出现显著差别，其中硫酸盐移动速率最慢，R f 最

小，硝酸盐移动最快，R f 最大，氯化物居中间。

2.1.7 加标回收实验

采用标准加入法(外标法)，分别在不同浓度的发酵

液中加入 G A B A 标准液，加入 G A B A 标准液浓度分别

为 1.000、2.000、3.000g/L。本方法具有较高的精密度

GABA含量(g/L) 外加 GABA含量(g/L) 测得总 GABA的量(g/L) 平均回收率(n=5) RSD(%)

1.099 1.000 2.123 2.144 2.118 2.078 2.098 101.02 2.197

1.099 2.000 3.054 3.168 3.135 3.081 3.077 100.20 2.342

1.099 3.000 3.959 4.044 4.133 4.082 4.003 98.17 2.295

1.627 1.000 2.632 2.604 2.611 2.599 2.655 99.32 2.333

1.627 2.000 3.521 3.566 3.503 3.586 3.612 96.53 2.339

1.627 3.000 4.548 4.502 4.578 4.695 4.616 98.69 2.466

表 3     回收率的测定

Table 3     Results of recovery
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图 2    GABA点样浓度与洗脱产物稳定性的关系(n=3)
Fig.2      Effect of GABA concentration on determination(n=3)
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和回收率。结果见表 3，总平均回收率为 9 9 . 0 4 %，平

均 RSD为 2.376%(n=5)。

2.2 高效液相色谱法

精确称取 G A B A 标准品 2 0 0 m g，定容至 1 L，将浓

度分别稀释为 10、20、40、100、150mg/L。分别进

样 1μl，平行进样 2 次，测定不同质量浓度的峰面积。

将 GABA的峰面积 Y对质量浓度 X(mg/L)进行线性回归，

得回归方程为 Y=38.801998X+3.030833，R2=0.9999。

2.3 纸色谱萃取分光光度法和高效液相色谱法的比较

分别用纸色谱萃取分光光度法和高效液相色谱法

测定样品中的 G A B A 含量。与高效液相色谱法相

比，纸色谱萃取分光光度法检测样品的相对误差分

别为 3.683%、4.496%、4.868%，多次检测结果的相对

误差均在 5 % 以下，结果见表 4 。

3 结  论

3.1 高效液相色谱法是目前较为先进的分析手段，具

有检测速度快、分辨率高、灵敏度好、柱子可反复使

用等优点，但是由于存在操作步骤复杂、仪器维护繁

琐和价格昂贵等缺点，限制了其在实验室的广泛应用。

3.2 纸色谱萃取分光光度法准确度和重复性较好，相

关系数为 0.9988，相对标准偏差为 2.304%，线性测量

范围为 0.3～10g/L。经过多次实验结果表明：本方法简

便易行，所需样品量少，价格低廉，是一种有效的定

量检测方法。
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高效液相色谱法测定脱臭馏出物深加工物中

的维生素 E和甾醇

邵 平，姜绍通，潘丽军，陈晓燕

(合肥工业大学生物与食品工程学院，安徽 合肥        230009)

摘   要：建立了一种分析菜籽油脱臭馏出物深加工物中维生素 E和甾醇含量的分析方法。该方法采用反相 C18柱，

流动相为 96:4(V/V)的甲醇水混合液，流速 1.0ml/min，柱温 30℃，二极管阵列检测，外标法定量。结果表明所采

用的标准曲线有良好的线形关系、回收率，方法精密度良好。将该方法用于脱臭馏出物深加工物中维生素 E 和甾

醇的测定，简单快速，结果准确、可靠。

关键词：脱臭馏出物； V E；甾醇；高效液相色谱

Determination of Vitamin E and Sterols in Refined Products from Deodorizer Distillate

by High Performance Liquid Chromatography

SHAO Ping，JIANG Shao-tong，PAN Li-jun，CHEN Xiao-yan

(School of Biotechnology and Food Engineering, Hefei University of Technology, Hefei         230009, China)

Abstract ：A high performance liquid chromatographic method for the determination of vitamin E and sterols has been established.

Separation was carried out on a C18 column (Atlantics column) at 30℃ with mobile phase of methanol and water(96:4, V/V), and

PDA detection for vitamin E at 292nm and for sterols at 205nm. The experimental results showed that there is a good linear

relationship between the peak area and the concentration of components. The average recoveries and relative standard deviation

were well showed. The results showed that the method is simple, rapid and accurate for determination of vitamin E and sterols

in deodorizer distillate.

Key words：deodorizer distillate；VE；sterol；high performance liquid chromatography
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脱臭馏出物是油脂在脱臭过程中所得到的各馏分的

混合物。脱臭馏出物主要含有大量脂肪酸、生育酚、

甾醇及甾醇酯、甘油酯及其他组分等。甾醇是一类具

有生理活性的物质，具有明显的降胆固醇、消炎、退

热等疗效，广泛地运用于医药、食品、化妆品等行业。

天然 V E 具有抗自由基，抗衰老，提高人体及动物的体

能免疫功能等许多重要的生理功能，对人体无毒副作

用，其长期使用的安全性远高于合成 V E [ 1 ]。

V E 和甾醇的测定方法主要有分光光度法，荧光法

和高效液相色谱法。而光度法和荧光法只能测定 V E 的

总量。运用高效液相色谱法分别测定 V E 和甾醇报道较

多，油脂样品直接运用甲醇溶解，由于油脂在甲醇中

的溶解度不高，实际效果并不理想[ 2 - 5 ]。在脱臭馏出物

深加工过程中，如何有效确定分离产物的成分含量是精


