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固定化酶流动注射化学发光法测定
淀粉的含量

摘 要 用溶液凝胶法固定 ! +淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖氧化酶，将其用于流动注射化学发光分析体系，可实现
对淀粉的快速检测，测定的线性范围为 %$ + #$$,- . /，检出限为 $) #,- . /，%$ 次测定的相对标准偏差为 %) !0。
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入 "$$,( 圆底烧瓶中，加入水 %$$-，放在电热套中加
热；溶剂瓶中放入 1$,( 正戊烷，在 1$2下，用同时蒸
馏提取器上提取 13)

4 1 5提取液用无水 *6#781干燥，然后用 &9-:;<=柱
4 >$?, @ #?,5浓缩至约 %,(A 浓缩液用清华大学所购
的 BCDEF* C/GCD 公司的 H<:I’G6JJ 气 +质联用仪
4KL . G75进行分析。

4 " 5气 +质联机分析的条件 M %# N：

气相色谱实验条件：色谱柱：7C +"1石英毛细管柱
4>$, . $) #",,5。柱温：!$2 4#,9O5+%$2 . ,9O+%"$2
4%$,9O5+#$2 . ,9O+#P$2 4%$,9O5。气化口温度：#!$2，
色谱 +质谱接口处温度：#P$2，柱前压力：P%) Q$EB6，载
气为氦气，气流量：$) ",( . ,9O，分辨率 %$R %。
质谱实验条件：质量扫描范围 #$) $$ S1$$) $$，扫描

时间 #) #$ S1$) $$,9O，增益 %) #T&，溶剂切割 %) ",9O。

# 结果与讨论

从表中可以看出：

4%5从本 G69((6:U 反应模型系统中分离鉴定出了
# +甲基 + > +呋喃硫醇、# +乙酰基呋喃、# +甲基 +四
氢噻吩酮、苯乙醛、> +甲基 + # +噻吩醛、> +乙基 + # +
噻吩醛、反式茴香醚、二 4# +甲基 + > +呋喃基 5二硫醚、
二 4# +甲基 + 1，" +二氢 + > +呋喃基 5二硫醚、十六醛、

十八醛等重要肉香味或鸡肉味化合物，与文献报道相

吻合。说明本 G69((6:U反应模型系统组成的正确性，这
是除感官评定外的又一有力的佐证，提供了科学根据。

4 # 5炖鸡中的主要香味物质反，反 + #，1 +癸二烯
醛、, +十二内酯 4根据 V) K6JJ;: W X) K:’J?3 5并未从
本 G69((6:U反应模型系统中分离鉴定出，说明本体系
的风味是以烤肉味为主的。
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淀粉 " 6 L 6葡萄糖 L 6葡萄

糖酸 R S#T#

! 6淀粉酶 葡萄糖氧化酶

%) F:7/,’( #) UVW3 IQ*M ") V) 待测液 X) 固定化酶柱 Y) 混合管 ") 六通阀

Z) 光电倍增管 !) 负高压 [) 记录仪 %$) 蠕动泵

淀粉测定的方法之一是酶水解法，即在淀粉酶的

作用下，使淀粉水解为麦芽糖和低分子糊精，再用酸

进一步水解，使淀粉全部转化为葡萄糖，然后按测还

原糖的方法测定生成的葡萄糖，并折算成淀粉的含

量。方法繁琐费时，且在此酶法分析中，溶液酶是一次

性消耗的，不能重复使用，造成酶试剂的浪费。

溶胶凝胶过程具有纯度高、均匀性强、处理温度

低、反应易于控制等优点 \ % ]，另外，近期的研究 \ # ^ Y ]表

明，采用溶胶凝胶技术将酶固定于无机陶瓷或玻璃材

料内，酶的活性保持能有明显改善，并具有更好的坚

固性、抗磨性、化学惰性以及高的光稳定性和透过性。

使之比传统的固定方法具有更多的优势。本文采用硅

酸乙酯（GPTK）的溶胶凝胶过程固定了 ! 6淀粉酶、葡
萄糖淀粉酶和葡萄糖氧化酶，制备了固定化的 ! 6淀
粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖氧化酶柱，并结合流动

注射化学发光系统测定了淀粉的含量。方法具有多种

优点：节省酶试剂；操作简便；专一性高；测定速度快。

% 实验部分

%) % 仪器和试剂
+W+K 6 Q型智能流动注射进样器及 _L 6 %型微光

测量仪（西安瑞科电子设备有限公司），J/‘2<3,‘/记录
仪。发光分析的流路系统如图 %所示。

! 6淀粉酶 I PQV) #) %) % M I美国 K/972公司 M，葡萄
糖淀粉酶 I PQV) #) %) V M I美国 K/972 公司 M，葡萄糖氧
化酶 I PQ%) #) V) X M I美国 K/972 公司 M，可溶性淀粉标
准品 I北京红星化工厂 M、F:7/,’( I北京化学试剂厂 M、
UVW3 IQ*M " 及其他有关试剂均为分析纯，供试样品由
市场购得。

%) # 酶柱反应及发光测定原理

反应生成的 S#T# 与 F:7/,’( 在 UVW3 IQ*M " 的催

化下产生化学发光，发光强度与生成的 S#T# 的量成

正比，即与样液中淀粉的含量成正比，从而求出样品

的淀粉含量。

%) V 酶的固定化及酶柱的制备
在三只小烧杯中，分别加入硅酸乙酯溶液 #7(、乙

醇 %7(、水 $) Y7( 和 %a #$ 的盐酸 #Y#(，搅拌混合 %.
后溶液变清，形成溶胶。在此溶胶中，分别加入 1SY) $
的含 X) $79 E 7(! 6淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖氧
化酶的磷酸盐缓冲溶液 $) Y7(，混合均匀后制成分别
掺杂 ! 6淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖氧化酶的溶
胶液。再在此胶液中分别加入 %) Y9 粒径为 %$$ 目左
右的分子筛，超声混匀后，将其放入冰箱的 I Xb M静置
若干小时，溶胶液即变为干溶胶，用水洗涤几次后继

续贮存于冰箱中备用。

分别取一定量的掺有 ! 6淀粉酶、葡萄糖淀粉酶
和葡萄糖氧化酶的干溶胶压碎混匀，依此装入 ! c
%$$77塑料管内 I每种溶胶约占三分之一 M，两端用玻
璃棉封住。即制成固定化的酶柱，不用时保存于 Xb的
冰箱中。

%) X 固定化酶的活性
固定化后 ! 6淀粉酶和葡萄糖淀粉酶的活性采用

消色法测定 \ " ]，葡萄糖氧化酶的活性采用 X 6氨基安
替吡啉、苯酚和辣根过氧化物酶 ISJdM体系测定 \ Z ]。

温度、酸度对酶的活性有影响，多次测定的结果

表明，在 V$ 6 X$b、1S e X) Y 6 ") Y 的条件下，被溶胶
凝胶体系所固化后的 ! 6淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡
萄糖氧化酶可保持其游离酶活性的 !YN 、!VN 和
!%N左右。
%) Y 样品的予处理

I % M含脂肪较多的样品：称取试样 % ^ Y9 I视样品
含淀粉量而定，实验中可用调节称样量和定容体积，

把样液浓度调节在 %$ 6 #$$79 E F 的线性测定范围

图 ! 流动注射化学发光分析流路图

葡萄糖淀粉酶

!分析检验
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样品

鸡蛋粉

小麦粉

玉米面

凉皮

凉粉

饼干

豆浆

牛乳

固定化酶法

%+) %+
"+) ,!
-,) ".
%,) "%
.) %/
%/) !+
%) ."
0

传统酶法

%#) ,%
"/) %/
-,) ,+
%,) -/
.) $,
%/) ""
%) ./
0

表 ! 样品测定和对比试验结果 " # $ %&&# ’

“ 0”表示未检出

回收率

12 3

,!) #
,") -
,!) -
%$%) #

测得总量

145 6 7 3

"/) "
%,.) %
%,#) %
"$) +

加入量

145 6 7 3

.$

.$

.$

.$

测得量

145 6 7 3

#.) -
%/-) +
%/#) !
%,) "

表 % 回收率试验结果 " ( ) * ’

样品

鸡蛋面

小麦面

玉米面

凉皮

内 3，置于铺有滤纸的漏斗内，先用 .$4(乙醚分 .次洗
涤后除去脂肪，再用 %$$4(!.2乙醇分次洗去可溶性糖
类。用 .$4(水将残渣移至 #.$4(烧杯中。将烧杯置沸水
浴中加热 %.489，使淀粉糊化溶解，冷却后移入 %$$$4(
容量瓶中，定容。用快速滤纸过滤，得滤液备用。

1 # 3含脂肪较少的样品：可省去除脂肪的操作，其
余步骤同上。

1 + 3淀粉类样品：称样后可直接糊化，再将糊化液
直接定容备用。

%) - 化学发光实验方法
按图 % 所示，将各流通管分别插入相应的试剂溶

液中，打开蠕动泵，待信号稳定后，记录发光强度。以

体系的发光强度和空白发光强度之差定量。

# 结果和讨论

#) % 7:489’(溶液酸度的选择
配制 ;< = ,，%$，%%，%# 的 7:489’( 溶液，按实验

条件测定体系的发光强度。结果表明，在 7:489’(溶液
的 ;< = , 左右时，体系的发光强度最大，故实验选定
7:489’(溶液的 ;< = ,) $。
#) # 流速的选择
在流动注射化学发光测定体系中，由于淀粉溶液

流经酶柱时不可能完全转化，故流速的快慢将对淀粉

的转化率产生一定的影响，实验结果表明，流速越慢，

体系的发光强度越大，体系的检测灵敏度就越高。考

虑到蠕动泵流速的均匀性及分析速度，本实验选用淀

粉溶液的流速为 / > 6 489。
#) + 校正曲线、精密度及检测限
在 7:489’( 浓度为 % ? %$ 0 +4’( 6 7，@+AB 1C*3 - 浓

度为 #) . ? %$ 0 #4’( 6 7，二者流速均为 %$ > 6 489的条件
下，测定由 %$、.$、%$$、#$$、#.$45 6 7淀粉标液所产生
的发光强度，以浓度 C，发光强度!进行回归分析得线
性回归方程为：!= #) +%#C 0 %) -+，D = $) ,,,。测定的
线性范围为 %$ 0 #$$45 6 7。对 .$45 6 7淀粉标液进行
%$次测定的 DEF为 %) !2，由对 %$45 6 7淀粉标液的
测定结果，求得测定的检测限为 $) #45 6 7 1信噪比 E 6
* = + 3。
#) / 加标回收率试验
取四种样品，经予处理后进行加标回收试验，结

果见表 %。
#) . 样品测定和对比试验
为了进一步验证方法的可靠性，把本法的测定结

果与传统酶法的测定结果进行比较，结果无显著性差

异。见表 #。
#) - 酶柱的使用寿命
酶柱的使用寿命取决于酶从固定柱中流出的速

度，因为这种流出将导致分析信号的减弱。我们对在 %
个月内至少使用了 .$$ 次的酶柱所产生的发光强度
与新酶柱所产生的发光强度进行比较，发现发光信号

没有明显的减弱。

+ 结论

溶胶凝胶化过程以其纯度高、均匀性强、处理温

度低、反应条件易于控制等优点在很多领域都获得了

广泛的应用。本文利用 GHIE的溶胶凝胶化过程将 " 0
淀粉酶、葡萄糖淀粉酶和葡萄糖氧化酶固定于凝胶的网

状结构中，制成了固定化酶柱，将此酶柱用于流动注射

化学发光分析体系，测定淀粉的线性范围为 %$ 0
#$$45 6 7，检出限为 $) #45 6 7，%$ 次测定的 DEF 为
%) !2。此法用于食品中淀粉含量的测定，操作简便，节
省酶试剂，测定结果与传统酶法的测定结果相吻合。
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