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用 气 相 色 谱 法 测定沉 积 岩

中 氨 基 酸 的 试 验 研 究

宋振亚

(成都地质学院 )

近两年来
,

我们开展了有关氨基酸地球

化学方面的研究
,

在研究过程中
,

就用气相

色谱法 测定沉积岩中个别氨基酸的有关问题

也进行了研究和探讨
。

本试验是根 据 李 任

佛
、

林大兴
万“

同志工作的基础 l:进一步改进

的
。

¹ 对离子交换柱的有关性能作了大量的

对 比试验
,

为拟定脱盐步骤提供依据
; º对

氨基酸的醋化
、

酞化反应的有关条件进行了

试验
,

提出 了改进意见
; » 通过固定液对氨

基酸衍生物的分离情况的对比试验
,

!
_

海试

剂总厂生产的已二酸新戍醇聚酝 (N G A )

具有较好的分离性能
,

101 白色担体可以 代

替进口的C h r o m o s o r b ,

W / N A W ;
¼ 据文

献资料记载
,

并通过试验
,

用 消 旋 的 2 一

丁醇与氨基酸醋化
,

再经酞化
,

把具不对称

碳原子的氨基酸衍生为N 一 三氟 乙 酞 基 一

( 士 ) 一 2 一丁酚衍生 物
,

这 两 个 衍 生 物

在色谱图上形成
“双峰

” ,

为鉴定个别氨基

酸提供结构上的信息
。

一
、

基本原理和主要操作程 序

1 .

基本原理
:

以正丁醇与氨基酸 中的梭基进行醋化反

应
、

以三氟醋酸醉 (T FA A ) 与氦基酸中的

氨基进行酞化反应
,

把氦基酸转化为较易挥

发的N 一三氟 乙酞墓一
n 一丁醋衍生物

,

然后

用气相色谱法进行分离和梁定
。

2
.

操作程序
:

方法的整个分析程序包括样品的制备
、

水解
、

脱盐
、

酉旨化
、

酞化
、

色谱分析等
。

( 1 ) 样品的制备和水解
:
磨样前要用

切削或酸洗等方法除去样品表面可能存在的

污染
。

对 于碳酸盐岩样品
,

用稀盐酸分解
;

对于含泥量较多或泥岩样品
,

用氢氟酸和盐

酸棍合液分解 ( H F为 S N
、

H C I为工N )
。

样

品的水解在封闭节内进行
,

水解时盐酸浓度

调至 6 N 今:右
,

温度 为 一0 5
一

10 ℃
,

时 间

为24刁
、

时 (水解前
,

加入1即 墓正亮氨酸以作

内标物 )
。

水解后
,

进行离心除去残渣
,

并

缓缓蒸发试液
,

除去
.

过坛的盐酸
。

( 马 ) 月兑盐
:
采用上海试剂厂的 73 2 型

阳离子交换树脂脱盐
,

交 换 柱 长 为 25 C m

内径为 1
.

SC m 。

试液转移到交换柱内后
,

用

二次蒸馏水洗涤交换柱至无氯离子 (流速 为

1
. 5一 2 。1 1)

,

再用ZN 氢氧化钱溶液 (约20 0

m l) 洗脱氨基酸
,

收集全部洗脱液并缓缓蒸

发除氨
,

转入
“

酉台化管
” 中 ( 一 种带磨日 盖

的小离心管 )
。

( 3 )氨基酸的N 一三氟 乙酞基一
n
一 丁

‘

醋衍生物的制备
:
进行酚化

、

酞化反应前
,

应除去样品中存在的水分
,

置真空干燥箱 内



于60 ℃下蒸发
,

并辅以多次加入二 氯 甲 烷

(每次0
.

3 m l) 共沸以保证水分的完全除 去
。

醋化时
,

加入o
.

3 m l正丁醇的盐酸溶液
,

并

用超声波 (3 0 k c) 处理 3 分钟
,

于 1肠 ℃ 酉旨

化一小时
;
酞化时

,

加入 o
.

3 m l二氯 甲 烷和

o
.

lm l三氟醋酸醉
,

用超声波处理 5 分 钟
,

放入真空干燥器中
,

抽出空气并充入氮气
,

于室温下过夜
,

备作色谱分析
。

( 4 ) 氦基酸衍生物的气相色谱分析

分析前
,

让样品中的三氟醋酸醉在室温

下 自行挥发至干
,

然后加入 o
.

4 m l二氯 甲烷

重新溶解衍生物
,

数分钟后即可进行色谱分

析
。

图 1 所示是一个灰岩样品的氨基酸色谱

图
。

分析条件如下
:

色谱柱
:

恤 m : n 只 2。
,

固定掖为 1 % 的

N A G
,

担体为60 一80 目1 01 白色担体
;

柱 温
:

始温80 ℃ (保持 5 分钟)
,

终

温21 0 ℃
,

程序升温 4 ℃ /分
,

检测室温度
:

25 0 ℃ ;

气化室温度
: 2 00 ℃ ; 载气 (N

:
)流速

:

4 0 m l/分 ,

氢气流速
:

40 m l/ 分
;

空气流速
:

」

400 m l/ 分
。

(仪器
:

S P一 2 3 0 5 全型
,

氢焰鉴定 器 )

1 2

—
脯氨酸

议

—
谷氮酸

15

—
天 冬氨酸

15

—
赖氨胶

(其余的色谱峰米鉴 定、

氮基酸的定性是 以标准氨基酸的保留时

间来确定的
,

存在干扰图谱复杂时
,

还可辅

以其它方法 (见后) ;
氨基酸的定量分析是

通过加入 内标物
,

对各氨基酸作相应的
_

L 作

曲线而求得
,

图 2 为其示意图
。

测定过程中所用的试剂均应优级纯
,

或

重蒸提纯
,

其配制方法可参考文献
2 。

A i / 入
s

图 2 氮签截的定t 工作曲线 示意图

A i

—
某氨基酸的峰面积

W i

—
某氨基酸的重是

A s

—
内标的峰面积

W s

—
内标的重是

A

—
天冬氨酸

B

—
丙氨酸 C

—
脯氨酸

钊
、

一 、

、

从
;

房
二

、

若千测定条件的研究

川 元
时 叫 分 l

图 1 四川马角坝地区中三迭统雷

口坡组二段灰岩中氮签酸色谱图

1 1

.

5 4

丙氨酸 6

—
撷氨酸

别异亮氨酸及异亮氮酸

甘氨酸 10

—
亮氨酸

正亮氨酸 (内标物 )

1
.

关于脱盐条件的选抒

岩样经水解后
,

在试液 中含有大量的无

机盐类
,

必须在制备氨基 酸元衍 生 物 之 前

通过脱盐手续除去全部盐分
,

这是氨基酸分

析中必不可少的步骤
。

经反复试验
,

以离子

交换法为宜
。

脱盐时
,

为 了使脱盐
、

洗脱氨基酸和再

生树脂等操作建立在可靠的基础上
,

我们对

二二



件
�到

月
, )

仁叱己U二

制备的离子交换柱的有关性能作了各种对比

试验
,

求出在室温下 ( 1 5 ℃左右 ) 交换柱对

C a + “

的始漏量 (又称为突破量 )
、

不同浓度

的氢氧化按对氨基酸的洗脱曲线
、

不 同浓度

的盐酸对钙离子的洗脱曲线等
。

(图 3
,

图

4
,

图 5 )

/

厂
、

\

山 专山 李

图 5 用不同浓度的H CI 洗脱C a
干 2

的洗脱

曲线

(交换柱 };
·

1图 2 试液
,

}
, C a

CO
。

谊啧为 8 9 )

; ( }{ ) 力11 入交换 大1 1人{ I{
’J

和七球) J
一

毫克当堵

当不能太大
,

否则适得其反
。

根据对交换柱

所测定的有关洗脱曲线
,

在洗脱氮 铸酸}1于采

用ZN 氢氧化馁
,

洗脱效率接近 4 N 氢氧化馁
,

同时
,

空 白值较小
,

而且氨基酸的回收率较

高
; 再生交换树脂以 4 N 盐酸为宜

。

还须指出
,

离子交换树脂对某离
一

子的交

换总量是 一定的
,

但始漏最却是变化的
, ‘

臼

和很多操作因素有关
,

除了交换柱的形状大

小和树脂充填紧密程序以外
,

还和 树 脂 粒

度
,

交换溶液的酸度
、

流速
、

温度等有关
。

2
.

关于醋化
、

酸化的条件选择

氮基酸的醋化
、

酞化反应
,

要求在 定

温度和无水的条件下进行
。

据多数文献记载
,

酉片化反应的温度
, -

般在 100 一 1 05 ℃之间 (反应时间 则 有 所 不

同
,

有的是 3 0分钟
,

有的 长达 3 小时 ) ,
酞

化反应 一 般在室温下进行
。

经试验 效 果 良

好
,

没有再做对比试验
。

关于脱水条件
,

目前国内外采用的方法

较多
,

有的是在1 00 ℃
一

下用氮气流去水
,

有的

采用旋转蒸发器等
。

根据 目前具体条件
,

我

们试验了在较低的温度下 ( 60 ℃ )真空 蒸 发

去水
,

蒸发过程中还辅 以多次加入二几城甲烷

共沸以彻底除去水分
,

与用氮气流去水的方

法比较
,

发现两者的结果在多数情况下是
-

致的
,

图 6 是同一个灰岩岩样用这两种不同

的去水方式所得的色 i沁图
。

我们感到在真空

干燥箱内采用低温真空蒸发去水的方法
,

优

点较多
,

操作条件易于控制
,

方法的本身有

一

|卜|l仁
。%

上。

图 3 交换柱 (长25 c m 内径 1
.

2 e m ) 对C a
+ 2

的交换且

C

—
表示从柱 内流 出液中C a

十 2

的浓度

C
。

—
表示原溶液中C a

+ ’

的浓度

从图 3 可以看出
,

我们所采用的交换柱

对C
a + “

的始漏量约为 2 00 毫克当量
,

相 当 于

10 克左右的碳酸钙
。

实践表明
,

对于碳酸盐岩

样品
,

只要称样量不大于 8 克
,

在脱盐时不

会产生盐类突破树脂的现象
。

:⋯
} 夕

、 、

之
: _

幻 川 吕 () l入 ) 认 化 牛伙用见 ‘声汪月 ,

图 4 用不同浓度的NH
‘

OH溶液洗脱氮签

酸的洗脱曲线

( 交换 比长 25
c m 内径 1

.

8c 。
,

试 液中氨基酸

总量为o
.

sm g )

从图 4
、

图 5 可以看出
,

不同浓度的洗

脱液
,

对氨基酸或阳离子的洗脱效率各不相

同
。

一般说来
,

洗脱液的浓度增大
,

则洗脱

曲线从右向左移动
,

洗脱效率增高
,

洗脱液

用量减少
。

但是在实际工作中
,

浓度必须适



较好的重复性
,

适于成批处理样品
。

3
.

关 于气相色谱分析中固定液和担体的

选定

/分
,

则非对映体的异亮氨酸和别异亮氨酸的

衍生物可以得到部分分离 (图 7 )
,

如果进

一步改进分离条件
,

可取得完全分离的可能
。

对地质年代学的研究有着重要意义
。

我们还试用了上海试剂总厂生产的 1 01

白色担体以代替进口 的 ;C h r o n l o s o r b
.

W
.

实验结果表明
,

二者以 N G A 为固定液时
,

对氨基酸衍生物的分离有相近似的性能
。

5

_
_

、
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_
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图 6 同一个岩样 (四川马角坝地区中三

迭统留口坡一段 ) 在两种不同去水

条件下所制备的氮签酸衍生物色讼图
A

。
空乾燥箱 ,

瓤
℃下 ; 发去水

B 在氮气流及 10 0 ℃下除水

图 了 当以NGA 为固定液升温速度为2 ℃ /

分时
,

别异亮氮酸和异亮氮酸衍生

物可以部分分离 (配制样品 )

丙氨酸 2

— 撷氮酸

别异亮氛酸及异亮氮酸

甘氨酸 5

—
亮氨酸

1

—
丙氨酸 2

—
撷氮酸

3

—
别异亮氨 酸了娜 4

—
异亮氨 酸

5

—
甘氨酸

7

—
正亮氨酸

亮氨酸

万甫氨酸

正亮氨酸

苯丙氨酸

(内标 ) 了

—
脯氦酸

9

—
天 冬氦酸

氨墓酸的 N一三氟 乙酞基一
n 一丁 酷 衍

生物的气相色谱分析
,

国外多采用毛细管色

谱柱
,

它具有很高的分离能力
,

可以用来进

行氨基酸对映体的研究
。

在没有毛细管色谱

仪的情况下
,

我们采用常规气相色谱法
,

选

择合适的固定液和担体
,

同样达到了提高色

柱的分离效果
。

为了提高色谱柱的分离效率
,

我们试验

了一些聚醋类固定液
,

如PE G A
“ 夕 、

NG A

以及B D S (丁二酸丁二醇聚醋 ) 等
,

在相同

的条件下
,

N G A具有较好的分离效率
,

并不

逊于PE G A
。

同时
,

N G A 的使用温度较高
,

使用寿命较长
。

值得提出的是
,

以N G A 为固 定 液
,

柱

温在80 一 ]2 O℃区间
,

若温度程序 选 为 2 ℃

关于固定液和担体 的比例对分离性能的

影响问题
,

我们的工作做得不够
,

只 对 N G A

的各种浓度 (0
.

3 %
,

0
.

5 %
,

1
.

0 %
、

1
.

5 %等)

的分jl蔫情况进行了对 比
,

实验结果以 1
.

0 %为

宜
。

4
.

氮基酸的非对映体衍生物
,

在氦基酸

鉴定
_

L的应用

气相色谱分析中
,

对色谱峰的定性通常

是 以保 留 值 来 确 定 的
。

但 是
,

当 样 品

组分复杂时
,

一致的保留值不一定是同一

北
合物

,

可能会造成对色谱峰的错误鉴定
。

为

在色谱 图上能正确地鉴定 氮 基 酸
,

J
.

K
.

W ll e la n 在研究海相沉积物的氨基酸时
,

捉

出 f 通过制备氨基酸的非对映体衍生物用气

相色谱法所得到的部分分 离 来 鉴 别 氨 基

酸
5 。

J
.

K
,

W h e la 。所采用的方法 要 点 是
:

一一一一一



由于 2 一 T’醇是具有不对称碳原子的光学活

性试剂
,

因此
,

以消旋化的 2 一丁醇代替正

丁醇与氨基酸进行醋化反应
,

然后经过酸化

反应
,

则每一种具有不对称碳原子的氨基酸

可被衍生为N一三氟乙酞基一 (十 ) 一 2 一

丁醇和N一三 氟 乙 酸 基一 (一 ) 一卜
丁

醋
。

这两个非对映体衍生物在数量上 是 相

等的(二者可写成
,

N一三氟乙酸基一 (士 )

一 2 一丁醇)
,

它们在短色谱柱上能得到部

分分离
,

而形成
“双峰

” 。

同时这种 N一三

氟乙酞基一 (土 ) 一 2 一丁醋衍生物和其相

应的N一三氟乙酸基一
n
一丁醋衍生物具 有

几乎一致的保留值
,

所以这种
“
双峰

”
能对

N一三氟乙酞基一
n
一丁酷衍生物色 潜图 所

反映出的氨基酸成分提供验证依据
,

对于消

除样品中的一些非氨基酸成分的干扰是有意

义的
。

例如J
.

K
.

W h e la n
指出

, :
一氨 基 丁

酸和丝氨酸的N一三氟乙酞基一
n
一丁 醋 衍

生物具有很接近的保留值而难以鉴别
,

但当

用消旋的 2 一丁醇衍生时
, r
一氨基丁 酸 不

存在不对称碳原子
,

在色谱图上仍然为一个

较陡的峰
,

丝氨酸有一个不对称的碳原子
,

在色谱图上可产生
“

双峰
” ,

易于辨认
。

用消旋化的 2 一丁醇进行氨基酸的醋化

其操作条件与用正丁醇醋化的相同
。

图 8 是

用消旋化的 2 一丁醇与数种己知的标准氨基

酸进行醋化后再经过醋化所得的衍生物色谱

图
,

从图中可以看到
“双峰

” 的存在
。

我们

认为进一步完善测试条件
,

这种
“

双峰
” 可

以作为氨基酸的标志 (甘氨酸例外)
,

为排

除干扰正确地鉴定氨基酸提供了一个验证手

段
。

地质体中的氨基酸是近年来广泛采 用 的 方

法
。

即使是用常规的气相色谱法也可进行个

别氨基酸的分离和鉴定
,

这是经典的纸层析
、

薄板层析法难以实现的
。

4

,

尹一以、
-

门. . , . -
一

—
~

一
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一
.
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一一一
~ 一

‘
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图 8 一些具有不对称碳原子的氨甚酸用

2

—
丁醉醋化后所制备的衍生物

色谱图有
“

双峰
”

特征 (配制样品 )

1

—
丙氨酸

3

—
异亮氨酸

5

—
亮氨酸

7

—
脯氨酸

2

—颗氮酸

4

—
甘氨酸

6

—
正亮氨酸

8

—
脯氨酸

2
.

采用气相色谱法测定地质中个别氨基

酸的对映体在国外已很广泛
,

它主要通过两

个途径来进行的
:

( 1 ) 把氨基酸对映体的

衍生物在具有光学活性的固定相上进行色谱

分离
; ( 2 )将氨基酸的竣酸与光学活性试剂

反应 (如 ( + ) 一 2 一丁醇)
,

生成具有光

学活性的酚
,

再对氨基酸的氨基进一步乙酸

化
,

把氨基酸对映体转化成非对映异构体的

衍生物
,

在不具有光学活性的固定相
_

卜进行

色谱分离
。

为开展氦基酸地球化学研究充分

发挥气相色谱技术的特点
,

是有重 要 意 义

的
。
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于掩。f、

3
.

根据抱粉资料
,

沉积物中尚见有Pf示 ,

L a u r a c e a e 、

M a g 。0 1
辱

a c e
及 R h
赫 等 热

带
、

亚热带花粉
。

4
.

地层中夹有含膏泥岩及石膏层沉积
。

这些迹象表明当时的气候条 件 较 干
、

热
、

蒸发量大
,

水介质中PH 值高
,

碱 性 大

等
,

因此可以设想
,

盐度也应该是较高
,

至

少不会是完全淡水的湖泊沉积环境
。

因此在应用时必须和其他指标结合一起进行

综合分析
。

2
.

分析的样品必须是泥质样品
。

如果样

品中混有碎屑 的磷灰石
,

或者沉积物有含磷

酸钙的生物化石
,

如海豆芽 (Li
n g ul a )

、

鱼骨等
。

将使磷酸钙组份值增高
,

造成虚假

的古盐度值
。

五
、

几点认识

1
.

运用沉积磷酸盐方法分析古 盐 度 有

助于区分海陆相地层和地层的含盐度
,

认识

沉积环境
,

为沉积相的研究提供某些定性的

或定量的标志
。

但是必须考虑自然环境因素

的复杂性
,

应尽量防止干扰因素造成错觉
,

样品分析是在余源盛同志帮助 下 进 行

的
,

朱莉莉
、

吴素华两位 同志一起闷
尸

奎
一

分

析
,

在此谨致谢意
。
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