Analysis of amino acids in medicine by micellar electrokinetic capillary with high frequency conductivity detection
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Abstract The research about the separation and determination of amino acids is submitted. In the optimum separation condition, i, e, running buffer: 1mmol/LSodium Lauryl Sulfate(SDS), 7.5mmol/L sodium dihydrogen phosphat,5mmol/L formic acid, (pH3.8) and the separation voltage 20.5 kV, the baseline separation was obtained in six mines for the five amino acids, phenylalanine, arginine, alanine, glutamic acid, aspartic acid, and the separation efficiency was between 0.72×105and 2.48×105N/m.The high frequency conductivity detection was used in this separation, and its detection mode is a kind of indirect measurement. The more the difference between the buffer and the sample is，the more the detection sensitivity is. In the optimum detection condition, the detection limit for the phenylalanine, arginine, alanine, glutamic acid, aspartic acid, was 0.03，0.63，0.74，2.01and 0.92mmol/L, respectively. This analytical method was used to determination the amino acids in injection, and the analytical result was correspond with certificate.
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摘要 首次采用胶束电动毛细管色谱-高频电导检测定量分析了药物中的氨基酸。在酸性条件下（pH3.8），1mmol/L的十二烷基硫酸钠（SDS）能有效地克服毛细管壁对带正电荷的氨基 酸的吸附；在磷酸二氢钠的缓冲体系中，添加5mmol/L的甲酸，6分钟内完成5种氨基酸的分离检测；分离效率在0.72×105～ 2.48×105N/m之间，检出限在0.03-2.01mmol/L之间。全文对高频电导检测机理及影响因素进行了详细的探讨。 
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    自1984年Terabe首次用1nmol/L的十二烷基硫酸钠作为胶束，用毛细管电泳成功分离儿茶酚后[1]，胶束电动毛细管色谱广泛地用于亲水和疏水物质的分离[2-4]。药物中氨基酸（Amino acids, AAs）分析的主要问题是：多数AAs既无光活性又无电活性；常常需要进行光化学衍生[5，6]或电化学衍生[7]后，才能进行检测。化学衍生不仅烦琐费时；而且，污染样品，带来误差。
    毛细管电泳高频电导检测是一种非接触式电导检测[8，9]，检测电极与溶液不直接接触；检测电极之间一般施加20～250kHz的高频电压，分离过程中，记录两检测电极之间的高频电流的变化；当被分离的组分流经两检测电极的间隙时，由于分离组分与缓冲体系组分的电导不同，至使高频电流发生改变，从而被分离组分得到检测。显然，被检测组分与分离缓冲体系之间的电导差异愈大，高频电流的变化愈大，检测灵敏度愈高。
    氨基酸在其等电点以外的溶液中均带电荷，非常适于采用这种非接触式电导检测方式[9]。本文以十二烷基硫酸钠作为胶束，详细讨论了胶束电动毛细管色谱中，影响分离度和高频电导检测灵敏度的因素；在优化的条件下，在正常极性条件下，6分钟内完成了5种氨基酸的快速分离，分离效率在0.72×105-2.48×105N/m，检出限在0.03-2.01mmol/L之间；并将方法用于药物中的氨基酸分析。

1 实验部分
1.1 仪器和试剂
    SYS/CE 99高频电导检测器-高效毛细管电泳仪（中山医科大学科技开发部）。未涂层毛细管柱（ID.100m，OD.360m，总长60cm 有效长度54cm，河北省永年锐丰色谱器件有限公司）。
    十二烷基磺酸钠（SDS，广州化学试剂玻璃仪器公司）；磷酸二氢钠（汕头光华试剂厂）；甲酸、乙酸、乳酸（天津科密欧化学试剂开发中心）；以上试剂均为分析纯。苯丙氨酸（Phe），精氨酸（Arg），丙氨酸（Ala），谷氨酸（Glu）和天冬氨酸（Asp）均为Sigma公司色谱纯。实验用水为反渗透去离子水。
1.2 实验方法 
    分离电压20.5kV，进样高度15 cm，进样时间10s，阴极检测，分离温度25℃。所有溶液在进入毛细管之前，经0.45μm微孔滤膜过滤；每次电泳前用分离缓冲溶液冲洗1min。高频电导检测器的输出信号经数据工作站采集到微机中进行实时数据处理、图形显示和数据文件存储。
1.3 样品溶液的制备
    取复方氨基酸注射液（广州绿十字药业有限公司）10ml各三份，其中一份加待测氨基酸各10mg作为回收测试样，另二份作为平行测试样；经045μm微孔滤膜滤过，然后减压浓缩至0.5ml，待测。

2 结果与讨论
2.1 SDS浓度的影响
    一般情况下，熔硅毛细管壁带负电荷；在酸性条件下，多数氨基酸带正电荷。那么，在酸性条件下分离，多数氨基酸容易被管壁吸附；正常极性下检测时，分离峰拖尾、分离度下降。为了克服吸附效应，我们在负极检测条件下，添加十二烷基硫酸钠（SDS）作为胶束，有效克服了管壁吸附问题。
    但是，非接触式的高频电导检测实际上是一种间接检测方式，背景电解质的浓度不仅影响分离效率，还直接影响检测灵敏度。图1是在同一酸度（pH3.8）下，不同浓度SDS对氨基酸的分离效率和检测灵敏度的影响。
    SDS从1mmol/L增加至5mmol/L（图1B，C，D），样品峰高从200mV降至100mV左右。我们知道，高频电导检测记录的信号是高频感应区带（即，检测窗口）的电流，经计算机模/数转换后以mV的形式记录。当背景电解质与样品区带的电导差异愈大时，两者的电流差异也愈大。SDS浓度的增加，背景电解质的电导增加，其电流逐渐增加；背景电解质和样品区带之间的电流差异逐渐减少；所以，检测灵敏度下降。
    同时，SDS浓度增加使分离电流增大，使信噪比过大，分离效率明显下降（图1D）。而图1A中SDS的浓度为零，带正荷的氨基酸被管壁吸附，分离效率更差。可见，1mmol/LSDS存在于缓冲体系中能克服管壁的吸附效应，分离效率明显改善。
2.2 缓冲体系组分与浓度的影响
    在酸条件下，我们选择了乙酸～乙酸钠、磷酸二氢钠、邻苯二甲酸氢钾、2-3,5-二硝基水杨酸等作为缓冲体系组分，在不同浓度下分别与1mmol/L的SDS组成分离缓冲体系。发现乙酸～乙酸钠体系基线稳定，噪声小，但出峰慢，峰展宽严重；邻苯二甲酸氢钾和2-3,5-二硝基水杨酸体系电导率比较大，分离电流大，基线不稳定；磷酸二氢钠作为缓冲体系，其浓度在5～10mmol/L时，都能获得稳定的基线，而且其电导率比较低，分子量比较小，对氨基酸的检测灵敏度比较高。综合分离时间、分离容量和灵敏度的考虑，我们选择7.5mmol/L的磷酸二氢钠作为缓冲体系组分。

2.3 有机添加剂的影响
    在1mmol/LSDS、7.5mmol/L的磷酸二氢钠（pH3.8）的溶液中，分别添加甲酸、乙酸和乳酸组成三种不同缓冲体系。三种有机酸的最佳添加量分别为5、8和7.5mmol/L。在优化条件下，从甲酸、乙酸到乳酸随着分子量的增加，三体系的检测灵敏度和分离效率基本上依次呈下降趋势（见图2）。有机添加剂一般能改善体系的分离效率，但是在本研究中，甲酸的添加比乙酸和乳酸的添加的灵敏度更高，这主要是对间接检测方法的影响。
    根据间接检测法的浓度检出限CD的计算公式：
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（1）[10]
式中，Cb为背景电解质的浓度；TR为单位分析物置换背景电解质的分子数，即，转换比；DR为背景电解质的信噪比，又称为动态储备。
    甲酸存在于背景电解质中，使公式（1）中TR值比乙酸和乳酸的体系大，即样品分子的转换比TR值随着背景电解质的分子量的减小而增加；TR值增加，检出限下降，所以灵敏度提高。
    分离效率随甲酸、乙酸、乳酸的分子量的增加而下降，则是因为组分的迁移时间随着缓冲体系的浓度的增加而增加，分离峰展宽，分离效率下降。可见，间接检测模式中，适当的有机添加剂不仅可以改善分离效率，还能有效地提高单个样品分子的转换比，从而提高检测灵敏度。
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图2 有机添加剂对氨基酸分离和检测的影响 a）灵敏度；b）分离效率 
Fig.2 Effect of organic reagent on separation and detection 
a）sensitivity，b）separation efficiency
Running buffer：in 1mmol/LSDS，7.5mmol/L sodium dihydrogen phosphat （pH3.8），
A：with 5 mmol/L formic acid，B：with 8 mmol/L acetic acid，C：with 8 mmol/L lactic acid.
2.4 定量分析特征参数、分离效率及样品分析结果
    图3B为优化体系：1mmol/LSDS+7.5mmol/L sodium dihydrogen phosphat+5 mmol/L formic acid （pH3.8）20.5 kV下，5种标准氨基酸的电泳分离图（3A）及复方氨基酸注射液电泳分离图（3B）。在此条件下，用峰高-浓度绘制工作曲线。校正曲线特征参数及各组分的分离效率列在表1；按1.3制备的样品测定结果及加标回收率列在表2。表2可知，测定结果与证书值一致。

表1 定量分析特征参数及各组分的分离效率
Table 1 The characteristic parameter f the correction curve and the separation efficiencies
	组 分
Component
	检出限
Detection limit 
(mmol/L)
(k=3，n=11)
	线性范围
Linear range
(mmol/L)
	回归系数
Linear regression
	相对标准偏差*
RSD(%), (n=10)
	分离效率
Separation
efficiency
(N/m)

	
	
	
	
	tm
	h
	(c )
	

	Phe
Arg
Ala 
Glu
Asp
	0.03
0.63
0.74 
2.01 
0.92
	0.2-2.0
0.2-5.0
0.2-10.0 
1.0-9.0 
1.0-8.5
	0.999
0.999
0.999 
0.999 
0.999
	1.37
2.38
2.28 
4.55 
3.91
	2.78
1.98
2.05 
1.58 
1.16
	(1.1)
(2.5) 
(5.0) 
(4.5) 
(4.0) 
	0.88×105
0.97×105
2.48×105
2.09×105
0.72×105


* tm 迁移时间(migration time)，h 峰高(peak height)，
c 精度测定浓度(the measurement conc. for RSD)(mmol/L)

表2 氨基酸注射液分析结果
Table 2 Determination results for the injection of amino acids(mol/L)

	组分
Component
	样品1
Sample 1
	样品2
Sample 2
	回收率
Recovery rates（%）
	证书值
certificate

	Phe
Arg
Ala
Glu
Asp
	31.0
25.0
22.0
712.0
22.0
	33.0
25.0
21.0
712.0
21.0
	97.8
95.2
97.3
93.3
95.5
	30.0
23.0
20.0 
750.0
20.0


[image: image3.png]



图3 优化条件下氨基酸标准和样品的毛细管电泳图
Fig.3 Electrophorograms of amino acid standards(A)and sample(B) in optimum condition 
Running buffer：1mmol/LSDS，7.5mmol/L sodium dihydrogen phosphat，and 5 mmol/L formic acid （pH3.8）
Running voltage：20.5 kV
3 结论
1）本文首次将高频电导检测用于SDS胶束分离体系。SDS胶束虽然增加了背景电解质的电导率，但是低浓度SDS在克服管壁对氨基酸的吸附和提高分离效率方面的作用是明显的。
2）在高频电导检测中，高频电压不变的条件下，缓冲溶液与样品区带之间的电流差异愈大，检测灵敏度愈高。增加缓冲溶液与样品区带的浓度差异或者增加两者摩尔电导率的差异，都可以导致电流差异增加。显然，增加样品的浓度来提高灵敏度是没有意义的，应该尽量降低背景电解质的浓度。但是，背景电解质的浓度太低，导致分离容量下降；所以，增加两者的浓度差异是有限的。
   那么，选择与样品摩尔电导率差异大的背景电解质做缓冲体系是提高非接触式高频电导检测灵敏度主要途径。实际上，高频电导检测也是一种间接检测，即，利用背景与样品区带的信号差异进行样品识别。在一般的间接检测技术中，样品信号为零，要改善检出限，多采用高背景信号的缓冲体系就可以获得高的转换比[4,10,11]。但是，在高频电导检测中，样品信号不是零，样品自身是具有电导率的，高背景信号的缓冲体系完全不适合非接触式高频电导检测技术。实践表明，采用适当的低电荷、低分子量的组分作缓冲体系对改善方法检出限和提高分离效率两个方面都是有效的。
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