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摘要：拟定了乳清酸的2．5次微分示波极谱测定新方法。结果表明：在 0．8 mol／L HCl介质中，乳清 

酸产生一灵敏的极谱还原波，峰 电位 E 一一0．77 V(vs．SCE)；其 2．5次微分极谱峰峰 电流 ”与乳 

清酸浓度在 4．0×10 ～4．0X 10 mol／L范围 内呈 良好 线性关 系(r一0．999 6，n一9)，检 测限为 

1．0 X 10 mol／L；13次平行测量 4．0 X 10 mol／L乳清酸的峰电流，所得 RSD为1．8％。该方法可 

直接用于测定牛奶中乳清酸的含量。 
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近年来 ，生物活性物质的 电化学研究 已引起 人 

们广泛 的兴趣 。乳清酸又名维生素 B⋯ 是 自然界中 

存在的一种重要的嘧啶类衍生物 。它是人体 内的一 

种促进剂和某些机 能紊 乱的预防剂 ，也是人体 内嘧 

啶核苷酸合成 的中间产物 ，具有重要 的生理作用 。 

目前 ，有关乳清酸检测方法的报道较多 ，如光谱 

法、色谱法、电化学法等。文献[1，2]用差分脉冲极谱 

法在 HCl0 介质中测定 了牛奶、人体血清及尿样中 

的 乳 清 酸 ，其 浓 度 线 性 范 围 为 1．0 X 10 ～ 

1．0X 10 mol／L，检测限为 8．8×10～mol／L。文献 

[3]用单扫描示波极谱法在 HCl0 一NaCl0 介质中 

研究 了乳清酸的二阶微分极谱波特性 ，测得线性范 

围为 1．0X 10 ～6．0X 10_。mol／L，检测 限为 7．5 

×10～mol／L，灵敏度得到了较大的提高 。 

去卷积极谱法具有对电解池 R降不敏感，不易 

受介质浓度影响，无充 电电流等优点 ，能使分析灵敏 

度和分辨率得到较大的提高 。本文拟定了乳清酸的 

2．5次微分示波极谱分析方法 。在 0．8 mol／L HC1 

介质中，乳清酸有一灵敏的极谱还原波，其 2．5次微 

分极 谱峰峰 电流 ep"与乳 清酸浓 度在 4．0X 10 ～ 

4．0 X 10 mol／L范 围 内呈 良好线性关 系，检测 限 

为 1．0X 10～ mol／L，且灵敏 ，简便，快速 ，线性 范围 

较宽，可直接用于测定牛奶中乳清酸的含量。 

1 实验部分 

1．1 仪 器 

JP3—1型示波极 谱仪 (山东 电讯 七厂)，三 电极 

系统 ：滴汞电极为工作电极 ，饱和甘汞电极 (SCE)为 

参 比电极 ，铂丝为对 电极 。扫描速率为 300 mV／s。 

CHI660 电 化 学 工 作 站 (CH 仪 器 公 司，美 国)， 

CHI660软件包在 Windows98环境下运行。采用三 

电极 系统 ：303A型静汞滴 电极系统 (EG＆G PAR公 

司 ，美 国)为工作电极 ，饱 和甘汞电极为参比电极 ，铂 

丝为对电极。 

1．2 试 剂 

2．0×10 mol／L乳清酸 (生化试 剂，上海试剂 

二厂)标准储备溶液 ：准确称取0．147 1 g乳清酸 ，用 

50 mL 0．1mol／L NaOH溶液溶解_4]，然后用水定容 

至 500 mL容量瓶中，置暗处保存 。乳清酸标准工作 

溶液由其储备液用水稀释而成。其他溶液按常规配 

制 ，所 用试剂 均为分析 纯，实验 用水均 为二次 蒸馏 

水。 

1．3 实验方法 

取一定 量乳清酸标准工 作溶液 于 25 mL容量 

瓶 中，加入 5 mol／L HC1溶液 4．0 mL，用水稀释至 

刻度，摇匀。将此溶液转移至电解池 中，通入高纯氮 
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气 ，除氧 10 rain，在 JP3—1型示波极谱仪上阴极化扫 

描 ，起始 电位为一o．40V，扫描速度 300 mV／s。测量 

乳清酸极谱还原波 (E 为～0．77V)的 2．5阶微分极 

谱峰峰电流值。 

2 结果与讨论 

2．1 支持电解质的选择 

在多 种支持 电解质 中考 察 了乳 清酸 的极谱行 

为。结果 表明 ，在 HAc—NaAc，NH。·H2O—NH Cl， 

Britton—Robinson，KH2PO4一Na2HP04，HC1O4，HC1 

等介质 中，乳清 酸均有极谱 响应 ，可产生一还原 波， 

但在 HC1介质中还原波 的灵敏度最 高。因此 ，本文 

在 HC1支持 电解 质中，记录了乳 清酸还原 波的 2．5 

次微分极谱峰(见图 1)。 

O．5 O．7 0．9 1．1 
一

E| 

图 1 乳清 酸的 2．5次微分 不波极谱 图 

Fig．1 2．5-order derivative oscillopolarogram of orotie acid 

a 0．8 mol／L HC1支 持 电解 质 b a+4．0×10 mol／L 

乳清 酸 电位扫描 速率 v一300 mV／s。 

2．2 介质浓度的影响 

实验表 明，乳清 酸还原 波 2．5次微 分极谱 峰峰 

电流 ep"随 HC1浓度升高而逐渐增大 。当 HC1浓度 

在 0．5～1．2 mol／L时 ，极谱峰形尖锐 ，P。”达到最 大 

且保持稳定 ，峰电位 Er维持在一0．77 V 保持不变 。 

因此，本文选取 0．8 mol／L HC1为支持电解质。 

2．3 微分阶次及扫描速率的影响 

由于去卷积极谱法具有对电解池 R降不敏感 ， 

不易受介质浓度影响，无充电电流等优点 ，故能使分 

析灵敏度和分辨率得到较大提高。因此，本文考察了 

不 同微分阶次对峰 电流的影响。实验表 明：在 0．8 

mol／L HC1支持 电解 质中，0．5次微 分极谱 的分 辨 

率很低 ，峰电流 e 很小 ；1．5次微分时分辨率得到较 

大 的提高，但 1．5次微分蜂蜂 电流 e 较小 ；使用 2．5 

次微分时，分辨率很高 ，且微分峰峰 电流 。”最大。此 

外，采用 2．5次微分极谱法测定乳清酸时，也考察了 

扫描速率对峰电流的影响。当扫描速率 增大时，乳 

清酸还原波 2．5次微分峰峰 电流 。”也逐渐增加 ，在 

为 300 mV／s左右时 ”达到最大 ，然后逐渐降低 ， 

当 达到 941 mV／s时极谱峰形已严重失真 。 

2．4 稳定性及重现性实验 

实验结果表 明：至少 48 h内乳清酸极谱还原波 

峰 电流 eptt和峰 电位 E 基 本不 变，稳 定性 良好 ；13 

次平行测量 4．0×10 mol／L乳清酸还原波 2．5次 

微分峰 峰 电流 ，所得相对标 准偏差 RSD 为 1．8 ， 

重现性 良好。 

综上 所述，本文所选 支持 电解 质为 0．8 mol／L 

HC1溶液 ，采用 2．5次微分极谱法 ，电位扫描速率 

一 300 mV／s，测定 了乳清酸的含量 。 

2．5 校准曲线及检测限 

在本 文所选定 的支持 电解质 中，乳清酸还原波 

2．5次微分极 谱峰峰 电流 ep pp与其浓度在 4．0×10 

～ 4．0×10 mol／L范 围内有 良好 的线性关 系，其 

线性方程 为 eptp一1．26×10 C+0．374，相关系数 r一 

0．999 6(，2—9)。其 中，eptt的单位为 A／s ／2，为乳清 

酸的浓度。检测限为 1．0×10一 mol／L，方法灵敏度 

与已报道文献相 比提 高了一个数量级。 

3 样品分析 

准 确移取 0．50，1．OO，1．50，2．OO，2．5O mL牛 

奶 (西安市东方乳 品厂)，分别加入 l0 mL 0．8 mol／ 

L HC1溶液 ，混合 加热 至沸 腾[5]，使奶 蛋 白凝 固沉 

淀 ，冷却后过滤 ，沉淀用 2O mL 0．8 mol／L HC1溶液 

洗涤数次。收集滤液于 5O mL容量瓶 中，用水定容 ， 

得 5份样品储备溶液。 

准 确移 取 一定 体 积 的上 述 样品 储 备 液，加 人 

4．0 mL 5 mol／L HC1溶液 ，用水定容至 25 mL。按 

实验方法测量样品液的 2．5阶微分峰峰电流值。利 

用校准曲线求得样 品中乳清 酸的含量 ，同时在样 品 

液中做乳清酸 的回收率试验 ，结果见表 1。 
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4 极谱还原过程 

循环伏安法实验表 明，在本文选定条件下 ，阴极 

乳清酸产生一还原峰 ，峰电位 E 为一O．77 V。当电 

位扫描速率 从 0．i0 V／s增至 1．50 V／s时，峰电 

位 E 从 一0．761 V 逐渐负移到 一0．774 V，表 明在 
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Abstract：A 2．5-order derivative polarographic method for the determination of orotic acid was proposed．In 

O．8 mol／L HC1 supporting electrolyte，a reduction wave of orotic acid with peak potential一0．77V (vs． 

SCE)achieved high sensitivity．The 2．5-order derivative peak current of the reduction wave was rectilinear 

to orotic acid concentration in the range of 4．0×10 ～4．O×10 mol／L(r一0．999 6，n一9)．The limit of 

detection was 1．O×10～ mol／L．Relative standard deviation(RSD)was 1．8 by performing 13 indepen— 

dent measurements for 4．0×10一 mol／L orotic acid．The proposed method can be applied to direct determi— 

nation of orotic acid in milk． 
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