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摘#要!目的#建立了使用聚四氟乙烯带盖水解管!以 ’H+%溶液为水解液的碱解法测定动物水解蛋白中 =%羟脯

氨酸#=@%VUZRMVYZRJIKX!=@%VY$含量% 方法#将样品置于 54 GJ水解管中!加入 : GJ!97 GRJh/’H+%溶液在 554 k

烘箱中加热 ! S!水解出的 =@%VY 经氯胺 A氧化后与对二甲氨基苯甲醛反应生成红色络合物!在#77> m!$ KG处测

定其吸光度% 结果#在优化实验条件下!该方法的线性范围 4 =54 !LhGJ#+i49""" 6$!检出限 5967 !LhL!样品测

定的 9).在 594g =!96g!加标回收率为 >>9Fg=":g#加标量为 64 GLhcL$% 结论#相对酸解法!碱解法的水解

效率和酸解法基本一致!样品前处理操作简单!缩短了测定时间!灵敏度"重复性和稳定性良好%
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##向牛奶及相关乳制品中掺入动物水解蛋白是
提高乳制品蛋白含量的造假手段之一%动物水解蛋
白是由动物皮革及其制品下脚料等水解得到的蛋
白质%长期食用会对人体健康造成危害, =@%VY 是
动物水解蛋白中胶原的特征氨基酸之一%是判断乳
制品中是否加入动物水解蛋白的标示物之一, 近
期媒体曝光一些老酸奶和果冻生产过程中加入工
业明胶事件%又将乳制品质量问题推向了舆论的风
口浪尖%其中工业明胶的水解液中含有大量的羟脯
氨酸, 因此%加强乳与乳制品中 =@%VY 含量测定对
保证乳制品品质非常关键,

=@%VY 的常用测定方法有高效液相色谱法(5 D!) ’
氨基酸自动分析仪测定法(6 D8) ’毛细管电泳@激光诱
导荧光检测法(7 D:)以及分光光度法(F D54) , 无论使用
哪种方法%样品水解步骤必不可少%水解的好坏直接
影响测定结果的准确性, 经典水解条件是 : GRJh/
%$J%在 554 k封管条件下恒温水解!8 S, 此条件下
进行样品水解%蛋白质分子中的丝氨酸’苏氨酸’色氨
酸’半胱氨酸’酪氨酸’蛋氨酸仍可能因氧化’降解等
反应影响回收率%故要求在封管时减压或充氮以提高
回收率%使用该法进行样品前处理具有盐酸易挥发’
操作复杂’消耗时间长等缺点,

本试验采用 54 GJ聚四氟乙烯带盖水解管代
替玻璃水解管%并使用 ’H+%溶液水解样品%所用
的聚四氟乙烯水解管耐酸碱并且可以免去加热封
管等步骤%减少样品损失, 对样品前处理和测定
过程进行优化%从而实现了乳与乳制品中 =@%VY
含量的检测, 该法具有操作简单’检出限低’耗时
短等特点,

5#材料与方法
595#主要仪器与试剂

紫外可见分光光度计’电热恒温干燥箱’酸度
计’电子分析天平#感量 495 GL$’54 GJ水解管#定
制%聚四氟乙烯材料$’水浴锅等实验室常规设备,

缓冲溶液&58:95 L结晶乙酸钠%74 L柠檬酸和
!:96 L氢氧化钠溶于水定容至 5 /,

5985g氯胺 A溶液&将 5985 L氯胺 A溶于 54 GJ
水%加入 54 GJ正丙醇和 >4 GJ缓冲溶液混匀%现用
现配,

显色剂&称取 54 L对二甲氨基苯甲醛%用 67 GJ
高氯酸溶解%缓慢加入 :7 GJ异丙醇%混匀%现用

现配,
=@%VY 标准储备液&精密称取 74 GL=@%VY 用少

量水溶解至 544 GJ容量瓶加入 5 滴 : GRJh/的盐酸
#浓度 744 !LhGJ$"7 !LhGJ的工作液由 =@%VY 标准
储备液稀释而得,

’H+%’%$J以及其他试剂均为分析纯或优
级纯,
59!#测定原理

乳与乳制品中的动物水解蛋白通过 ’H+%溶液
水解出 =@%VY%再用氯胺 A将 =@%VY 氧化成结构类
似吡咯的氧化物%该氧化物与对二甲氨基苯甲醛反
应生成红色络合物%在 # 77> m! $ KG处进行比色
测定,
596#样品前处理

准确称取 !94 L样品于 54 GJ水解管中%加入
: GJ!97 GRJh/’H+%溶液%摇匀放入 554 k恒温干
燥箱中加热 ! S% 取出后趁热过滤至 544 GJ容量瓶%
并用 54 GJ!97 GRJh/’H+%溶液润洗水解管和滤
纸%最后用水定容至刻度, 取 !7 GJ滤液于 !74 GJ
容量瓶用水定容至刻度%待测%同时做样品空白,
598#方法
59895#绘制标准曲线

分别吸取 !’54’!4’64’84’74 GJ7 !LhGJ=@%VY
准溶液于 544 GJ容量瓶中%用水定容至刻度%所得
标准 溶 液 浓 度 分 别 为 495’ 497’ 594’ 597’ !94’
!97 !LhGJ#现用现配$"分别取上述溶液 8 GJ于
54 GJ比色管中加入 !94 GJ氯胺 A溶液%摇匀%放置
!4 GIK%再加入 !94 GJ显色剂%摇匀%定容至刻度%
:4 k水浴加热 !4 GIK 后取出%迅速冷却%以空白为
参比在波长#77> m!$ KG处用 5 QG的比色皿测定
其吸光值%绘制标准曲线,
5989!#样品测定

从 596 制备好的待测液中取 894 GJ于 54 GJ比
色管中%按 59895 步骤进行%扣除空白的吸收%根据
所得标准曲线查得水解产物中 =@%VY 的浓度, 样品
中 =@%VY 含量按式#5$计算&

/E5444 :0, #5$
##式中&/!试样中 =@%VY 的含量%GLhcL

:!由标准曲线得到的试样溶液中 =@%VY
的浓度%!LhGJ

,!试样质量%L
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!#结果与讨论
!95#酸解法与碱解法水解效率比较

蛋白质可以在强酸和强碱条件下水解为氨基
酸%酸解法水解蛋白质比较彻底%水解的最终产物
是 =@氨基酸%无旋光异构体产生%其中的色氨酸几
乎全部被破环%与含醛基的化合物#如&糖$作用生
成一种黑色物质%水解液呈黑色%同时含羟基的丝
氨酸’苏氨酸’洛氨酸也有部分被破坏"而碱解法中
色氨酸不被破坏%水解液清亮%水解产生的氨基酸
发生旋光异构作用, 本试验考察了使用烘箱在
554 k下水解 5: S 后%不同浓度 %$J和 ’H+%溶液
对 594 L富含动物水解蛋白的原料#绞碎均匀的猪
皮$分解效率的影响%其中除水解液外其他测定条
件和步骤都是一致的#参照最佳酸解条件 : GRJh/
%$J的水解效率为 544g$, 由图 5 可知碱解法中
最佳 ’H+%溶液浓度为 !97 GRJh/%此时样品的水解
效率是相对于最佳酸解条件下水解效率的 ""9>g%
故两种方法的水解效率基本上无差异,

图 5#酸解法与碱解法的水解效率比较
0ILNZX5#$RGYHZXRWHQIURJVbIb_IaS HJcHJIKX

SVUZRJVbIbXWWIQIXKQV

!9!#水解时间对吸光度的影响
!97 GRJh/’H+%溶液为水解液下样品在 554 k

烘箱中水解时间分别为 54’!4’64’84’:4’"4’5!4’
574 和 5>4 GIK 后%=@%VY 的含量随着水解时间的增
长而增加%最佳水解时间为 5!4 GIK,
!96#缓冲溶液 Y%对测定的影响

以往的酸性条件水解容易使样品在强酸性条
件中出现假阳性 (55) %为此本试验考察了 Y%值在
6 =54 范围内的缓冲溶液对 597 !LhGJ=@%VY 吸光
度的影响, 由图 ! 可知 Y%为 : =F 时 =@%VY 的吸光
度最大%故本试验选择的最佳 Y%为 :97,
!98#加入氯胺 A溶液体积

5985g氯胺 A溶液加入量在 4974 =694 GJ范围
内时%对测定 597 !LhGJ=@%VY 标准溶液的影响%发现
5985g氯胺 A溶液的最佳加入量为 !94 GJ%当 j
!94 GJ时 =@%VY 不能全被氧化%从而影响测定结果,

图 !#缓冲溶液 Y%对 =@%VY 络合物吸光度的影响
0ILNZX!#(WWXQaRWY%IK ]NWWXZbRJNaIRK

!97#显色剂体积和显色时间的影响
在浓度为 597 !LhGJ的 =@%VY 标准溶液中分别

加入 595 中的显色剂#显色剂体积分别为 497’594’
597’!94’!97’694 GJ$%其他按 59895 操作%吸光度
随着显色剂加入量的增加而增大并趋于稳定%加入
显色剂体积最佳为 !94 GJ" 597 !LhGJ的 =@%VY 标
准溶液在 :4 k水浴中加热 7’54’57’!4’!7’64 GIK%
其他按照 59895 操作%当加热时间为 !4 =!7 GIK 时
吸光度最大且比较稳定%故最佳显色时间为 !4 GIK,
!9:#方法的线性范围与最低检出限

按照 59895 操作%得到线性回归方程&(i
49!!561E4944"5%+i49""" 6 表明 =@%VY 标准溶液
在浓度范围 4 =54 !LhGJ内具有良好的线性关系%
平行测定 !4 份空白%标准偏差为 49444 !%方法的检
出限为 5967 !LhGJ,
!9F#精密度与回收率

分别准确称取不同种类乳与乳制品 !94 L%对阳
性样品进行精密度试验%同时对所有样品进行加标
回收率测定%每份样品平行测定 : 次%样品处理按
59895 进行%其中样品中 =@%VY 加标量为 64 GLhcL%

使用建立的碱解法测定%加标回收率在 >>9Fg =
":g%该方法的准确性良好%见表 5,

表 5#样品中 =@%VY 的精密度和加标回收率测定结果## i:$

AH]JX5#-XbNJabRWYZXQIbIRK HKU ZXQReXZVRW=@%VY IK bHGYJXb

样品名称
加标前

测定值h#GLhcL$ 9).hg
加标后测定值h

#GLhcL$
回收率h
g

奶粉 未检出 ! !F96 "5

纯牛奶 未检出 ! !:9: >>9F

酸奶 649> !96 7"9: ":

果冻 !>9F 594 7:9" "8

6#小论
本试验采用 !97 GRJh/’H+%溶液为水解液%在

554 k烘箱中加热 ! S 作为乳与乳制品前处理的方
法%该方法与酸解法样品前处理的水解效率无差异
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并且操作简单’耗时短’检出限低%方法准确可靠,
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实验技术与方法
固相萃取@液相色谱@串联质谱法测定水产品中硝基呋喃类代谢物
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摘#要!目的#建立水产品中呋喃它酮"呋喃西林"呋喃妥因和呋喃唑酮等硝基呋喃代谢物的固相萃取@高效液相

色谱@串联质谱测定方法% 方法#样品中加入同位素内标!经盐酸水解及 !@硝基苯甲醛衍生!再经 +HbIb%/;固相

萃取小柱净化!乙酸乙酯洗脱吹氮浓缩&采用 BAXZZH’<) $5>色谱分离柱!以乙腈@7 GGRJh/乙酸铵的 495g甲酸水

溶液进行梯度洗脱!以正离子多反应监测模式!同位素内标法定量% 结果#8 种硝基呋喃代谢物的定量限为 4954 =

4964 !LhcL&方法的线性范围为 497 =!7 !LhcL!+u49""7&代谢衍生物的加标回收率分别为 >594g =5489>g"

"594g =55496g">794g =55598g和 >>94g =54>9!g&9).在 !9Fg =5897g之间% 应用建立的方法对 5>4 份淡

水鱼进行测定!其中 8 份检出 6@氨基@!@噁唑烷基酮#.+\$!含量为 596 =69: !LhcL% 结论#方法选择性高"灵敏!

能满足水产品中硝基呋喃类代谢物残留的高灵敏分析%
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