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摘 要 : 建立了婴儿奶粉中色氨酸的荧光分析方法 , 以 NaOH 为

水 解 液 水 解 婴 儿 奶 粉 , 在 激 发 波 长 225nm, 发 射 波 长

350nm 处测定 色 氨 酸 的 荧 光 强 度 。 方 法 线 性 范 围

0 ～0 . 07mg / L , 检 测 限 为 0 . 0015mg / L , 回 收 率 在

95 %～105 %之 间 。 此 法 快 速 、简 便 、灵 敏度高。
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Abstract:This paper se tup a procedure of fluorescence
method to measure tryptophan in infant powder.
NaOH conta ining 0.5% soluble s tarch was used as
hydrolytic solution. The fluorescence intens ity of
tryptophan was determined with excita tion
wavelength 225nm and emiss ion wavelength
350nm.The linear range of calibra tion graph was 0～
0.07mg/L.The detection limit was 0.0015mg/L.There
covery ra te of sample was among 95%～105%.
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婴儿时期生长发育迅速 , 需要大量的营养 , 该时

期营养素摄入量将影响其一生的健康 , 因此必须保

证婴儿食品中各种营养素的含量和质量[1, 2]。色氨酸

是必须氨基酸中的一种 , 是人和动物体生长发育必

不可少的。据报道 , 色氨酸对蛋白质代谢、脂肪代谢

及烟酸的合成都有重要的影响[3]。Cortamira 等报道 ,

色氨酸缺乏还会导致胰岛素分泌降低[4]。在通常的氨

基酸分析中一般都使用酸处理来水解蛋白质 , 但是

在酸水解条件下,色氨酸极易被破坏。所以在大多数

的文献报道中都缺少色氨酸的数据 , 造成资料的不

完整, 这不能不说是一个很大的遗憾。本文建立了一

种分析奶粉中色氨酸含量的快速、灵敏的荧光分析

方法。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

婴儿奶粉 购于附近的超市; 乳清粉 为新西兰

进口 ; 脱脂粉 购于黑龙江飞鹤乳业有限公司 ; 冻干

粉 为实验室自制; L- 色氨酸 配成浓度 50mg/L 的标

准储备液; 含 0.5%淀粉的 6mol/L NaOH 溶液 需新鲜

配 制 ; pH =10.5 的 缓 冲 溶 液 0.5mol/L KH2PO4 与

0.5mol/L NaOH 溶液按 8.5∶10 体积分数混合; 6mol/LHCl。

日立 f- 4500 荧光分光光度仪 配 1cm 的吸收池。

1.2 实验方法

1.2.1 色氨酸标准工作曲线

1.2.1.1 标准 溶 液 的 配 制 分 别 移 取 0.0、0.05、0.10、

0.20、0.25、0.30、0.35mL 1mg/L 色氨酸标准使 用 液 于

5mL 刻度试管中, 用 pH=10.5 的 KH2PO4- NaOH 缓冲

液 定 容 , 则 标 准 溶 液 浓 度 分 别 为 0.00、0.01、0.02、

0.04、0.05、0.06、0.07mg/L。

1.2.1.2 荧光光谱及其测定条件 色氨酸有 2 个激发

光谱峰(225nm 和 280nm)和 1 个发射光谱峰(350nm),

这里选用灵敏度高而干扰少的 225nm 作激发波长 ,

在 295～380nm 扫描荧光光谱 , 于发射波长 350nm 处

读取荧光强度值。激发光谱狭缝宽度为 5nm, 发射光

谱狭缝宽度为 10nm, 高速扫描。以标准溶液浓度为

横坐标, 荧光强度为纵坐标绘制标准曲线。 如图 1

所示, 可见色氨酸在 0～0.07mg/L 范围内线性良好。

1.2.2 样品水解 称取 2mg 左右各种奶粉样品于水解管

内, 加入新鲜配制的内含 0.5%可溶性淀粉的 6mol/LNaOH

溶液 2mL, 将水解管进行充纯氮 3min,封口 , 在烘箱中

110℃水解 20h 后, 放置于暗处冷至室温。

将 水 解 物 转 移 至 已 加 有 1.4mL 6mol/L HCl 的

50mL 容量瓶中 , 用纯水冲洗水解管 7～8 次 , 直至完

全转移为止 , 其总量在 40mL 左右 , 加入 1 滴 0.1%酚

酞, 使溶液呈粉红色, 然后用 6mol/L HCl 滴至溶液无

色, 再用 1mol/L NaOH 滴至溶液呈粉红色 , 用蒸馏水

荧光法测定婴儿奶粉中色氨酸的含量

图 1 色氨酸标准工作曲线
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定容。取 1mL 样品于 5mL 刻度试管中 , 用 KH2PO4-

NaOH 缓冲液定容, 摇匀, 此为样品待测液。

1.2.3 样品测定 样品按照与标准溶液相同的方法进

行荧光测定。

1.2.4 样品色氨酸含量计算 采用标准曲线法。

色氨酸含量(mg/g)=标准曲线上查得色氨酸含量

(mg/L)* 稀释后总体积( L) /样品量(g)

2 实验结果

2.1 水解液 NaOH 的浓度

为考察 NaOH 水解液浓度对奶粉水解的影响 ,

分别向 2mg 脱脂乳粉样品中加入不同浓度的 NaOH

水解液 2mL 进行水解 , 结果表明 , NaOH 浓度在 6.0～

7.0mol/L 范围内比较适宜 , 本实验选用 6.0mol/L, 结

果见图 2。

2.2 检测限和检测精度

在最佳的条件下, 对 0.05mg/L 的色氨酸标准溶液

连续测定 10 次, 由荧光信号强度的标准差的 3 倍与工

作曲线斜率之比, 得检测限为 0.0015mg/L。对脱脂乳粉

连续取样测定 8 次, 相对标准偏差(RSD)为 0.93%。

2.3 样品的检测和回收率实验

取 6 份脱脂粉样品,按上述水解法处理 , 仪器条

件同上 , 测定结果如表 1 所示 , 重现性实验的相对标

准偏差为 2.84%, 表明重现性较好。水解液进行加标

回收实验 , 测定结果见表 2, 回收率在 95%～105%之

间, 达到了分析实验的要求。

2.4 讨论

碱水解处理后的色氨酸样品 , 通常可由氨基酸

自动分析仪、高效液相色谱等方法进行测定。氨基酸

自动分析仪分析色氨酸 , 方法重现性好 , 但分析时间

过长, 且需重新配置缓冲液, 操作不便。此外, 样品用酸

中和碱, 不经脱盐直接上机测定, 对树脂造成污染[5]。采

用高效液相色谱法分析色氨酸 , 回收率较低 , 且其适

用范围尚存在争议[6]。

色氨酸在受到紫外光照射后, 会产生比激发波长

更长的荧光信号。利用色氨酸的荧光特性就可以用简

便、快捷、高灵敏度的荧光光谱分析方法来检测婴儿乳

粉中色氨酸的含量。荧光光谱分析法不仅适用于检测

婴儿奶粉中的色氨酸含量, 其它的乳制品也同样适用。

3 结论

本文研究了奶粉中色氨酸含量快速、灵敏的荧

光分析方法 , 方法的线性范围为 0～0.07mg/L, 检测限

为 0.0015mg/L, 回收率在 95%～105%之间。
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图 2 水解液浓度对荧光强度的影响
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表 1 重现性实验

样品名 样品含量( mg) 加标量( mg) 加标后测得量( mg) 回收量( mg) 回收率( %)

乳粉- 1
乳清

乳粉- 2
冻干粉

脱脂粉

0.027199
0.022106
0.027373
0.035162
0.048743

0.01
0.01
0.01
0.02
0.02

0.037068
0.032202
0.037442
0.055483
0.068060

0.009869
0.010096
0.010069
0.020321
0.019317

98.69
100.96
100.69
101.61
96.58

表 2 回收率实验
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