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  摘要  采 用荧光分光光度法测定游离氨基酸。在 pH = 6. 0 的乙酸 - 乙酸 钠缓冲 溶液中 , 氨基 酸 与乙 酰丙酮 -
甲醛体系反应 , 产生黄绿色荧光 , 试验了体系酸 度、试 剂加 入 次序及 用量、反应 温度、反应时 间对体 系 荧光 强度的 影

响。以丙氨酸 为例进行试验 , 丙氨酸浓度与体系荧光强度在 1. 0 ～20. 0 μg / mL 范围内有良 好的线性 关 系 , 检出 限为

0. 05 μg /mL。

关键词  游离氨基酸 乙酰丙酮 - 甲醛体系  荧光分 光光度法

  氨基酸是蛋 白质的基本结构单位和生物代谢过

程中的重要物质 , 对 氨基 酸 的分 析技 术已 经广 泛 地

应用于 化工、轻 工、食 品加 工、医药 卫生等 行业。 食

品添加剂、化妆品 、饲料、泛酸等富含多种氨基酸, 其

中以丙氨酸为主 , 测 定其 中 氨基 酸的 含量 对产 品 开

发具有一定意义 。目 前, 氨 基酸 的分 析方 法有 电 化

学法( 包括电导检 测、安培检 测) 、分 光光度 法( 包 括
可见光分光光度 法, 紫外 光 分光 光度 法和 荧光 分 光

光度法) 等 [ 1 ] , 以 丙氨酸为例, 笔者利用荧光光度 法

测定饮料中氨基 酸 的含 量, 该方 法简 便、快 速、检 测

灵敏度高。

1 实验部分

1. 1 方法原理

  根据 Hantzsch 反应 [ 2 ] , 氨 基酸与 乙酰 丙酮 和 甲

醛能通过环 化、缩 合反 应, 生 成 N-取代 基 2, 6-二 甲

基-3, 5-二 乙 酰 基 -1, 4-二 氢 吡 ¤, 该 物 质 在 473 nm
处发黄绿色荧光 。反应过程如下:
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1. 2 主要仪器与试剂

  荧光 光 谱 仪 : LS - 55 型, 美 国 Perkin Elmer 公
司;
  石英比色皿 : 1 cm, 美国 Perkin Elmer 公司;
  水浴锅: 0 ～100℃, 上海跃进医疗器械厂;

  电子天平: 1601MP - 8 型, 赛多 利斯公司;
  酸度计: pHS211C 型, 葡萄牙 H anna 公司;
  丙氨 酸标 准 储备 液: 0. 5 mg / L。称 取 0. 5 g 丙

氨酸于烧杯中, 加水溶解, 转移至 5 0 mL 容量瓶中;
  丙氨酸 标准 溶 液: 50 μg /mL。 量 取 5 mL 丙 氨

酸标准储备液于 50 mL 容量瓶中, 加水定容;
  甲醛 溶液: 准确 量取 2. 0 mL 质量 分 数为 36 %
甲醛于 50 mL 容量瓶中, 加水定容 ;
  乙酰丙酮溶液: 体 积分数为 2% 。 取 1. 0 mL 乙

酰丙酮于 50 mL 容量瓶中, 加水定 容;
  乙酸 - 乙酸钠缓冲溶液: pH = 3. 0 ～6. 0;
  磷酸 二氢 钾 - 氢 氧化 钠 缓冲 溶液: pH = 7. 0 ～

8. 0;
  碳酸钠 - 碳酸氢 钠缓 冲溶液: pH = 9. 0 ～10. 0,
按照《分 析化 学 手册 》[ 3 ] 标 准 缓 冲 溶 液 的配 制 方 法

配制;
  实验用水为二次蒸馏水;
  实验所用试剂为分析纯。

1. 3 仪器工作条件

  激 发 和 发 射 狭 缝 宽 度: 均 为 10. 0 nm; 扫 描 速

度: 1 000 nm / min。

1. 4 实验方法

  准确移取适量丙氨酸标准溶液 于 10 mL 比色管
中, 加入 0. 5 mL 乙酰丙酮溶液、0 . 6 mL 甲 醛溶液 和

0. 5 mL 缓冲 溶液, 混匀, 于 100 ℃ 水浴 锅 中加 热 10
min 后取出, 避 光 保 存, 在 冰水 中 冷 却 3 min。 加 水

定容至 10 mL, 在仪器工作条件下进 行测定。
2 结果与讨论

2. 1 激发光谱与发射光谱

  按实验方法测得丙氨酸 - 乙酰 丙酮 - 甲醛体系
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的激发光谱 和 发 射 光 谱 图 如 图 1 所 示。由 图 1 可
知, 该荧光体系的 最 大激 发 波长 和最 大发 射波 长 分

别为 390 nm 和 473 nm。本实验选择 λ= 473 nm 作

为发射波长。

1 —激 发光谱 ; 2—发 射光谱

图 1  丙 氨酸 - 乙 酰丙 酮 - 甲醛体 系的 激发光 谱和 发射光 谱

  在相同的实 验条件下, 分别对甲醛、乙酰丙酮纯

物质进行荧光发 射 光谱 谱图 扫 描, 发 现甲 醛 在 λ=
450 nm 几乎无荧 光, 而乙酰丙酮在 λ= 468 nm 有 较
弱的荧光。该体 系与 氨基 酸作 用 后, 产物 的荧 光 峰

相对于纯试剂发 生了红移, 且荧光信号增强, 这说明
反应产物具 有 较 大 的 共 轭基 团, 形 成 环 状 结 构 [ 4 ] ,
随共轭程度的增 加, 饱和键中的电子, 其基态和激发
态的能量差减小 , 可知其荧光发射量子效率增大, 故

产生较强的荧光 。
2. 2 实验条件的优化

2. 2. 1  体系酸度

  反应产物受 体系酸度的影响很大 [ 5 ] , 在不同 pH
值的缓冲溶液中 测定 相同 浓度 的 氨基 酸, 结果 如 图
2 所示。

1— pH = 3. 0 ; 2 —pH = 4 . 0; 3—pH = 5. 0; 4— pH = 6. 0 ;
5— pH = 7. 0 ; 6 —pH = 8 . 0; 7—pH = 9. 0

图 2  pH 值对体 系荧 光强度 的影 响

  由图 2 可知 , 随着缓冲溶液酸度的改变, 产物 发

射峰位置不变, 仍 为 473 nm, 这说明在允许的 pH 值
范围内都可以发 生反 应, 但 产率 却随 酸度 的变 化 而

变化。由于氨基 酸的 pKa1 = 2. 4, pKa2 = 9. 9 [ 6 , 7 ] , 在

此范 围 内, 氨 基 酸 的—NH2 和—COOH 基 团 都 不 是

以中 性 形 式 存 在 的, 而 是 以—NH +
3 和—COO - 的 两

性离子形 式存 在, 当 pH < 6. 15 时 , NH +
3 离 子 占 优

势, pH > 6. 15 时, —COO - 离 子占 优 势。所 以 在 pH
= 6. 15附近, 应该有最大荧光强度 。从图 2 可 看出,
pH 值为 6. 0 时, 体 系的荧 光强 度最 大, 这与理 论 值
相符合。因此, 本实验选用 pH = 6 . 0 的 乙酸 - 乙 酸
钠缓冲体系。

2. 2. 2  试剂加入次序

  当试剂加入顺序 不同 时, 反 应 体 系的 荧光 强 度

会有较大变化, 变化情况列 于表 1。 由 表 1 可 知, 先
加入甲醛和乙酰丙酮时, 荧光强度 相对减弱, 说明甲
醛和乙酰丙酮之间发 生作 用, 削 弱 了 氨基 酸与 两 者

的反 应。当 加 入 顺 序 依次 为 丙 氨 酸、乙 酰 丙 酮、甲
醛、缓冲溶液时, 产物 的荧 光强 度 最 大, 所 以实 验 时

按此顺序加入试剂。
表 1  试剂 不同 加入次 序对荧 光强 度的影 响

试剂 加入顺 序
荧光 强 度

先加 缓冲 溶液 最后 加缓冲 溶液

A + C + B 263 245
A + B + C 272 326
C + A + B 233 285
C + B + A 228 300
B + A + C 261 284
B + C + A 244 265

 注 : A - 丙氨 酸 ; B - 乙 酰丙酮 ; C - 甲醛。

2. 2. 3  试剂的用量

  在氨存在下, 乙 酰丙 酮 和甲 醛 反 应产 生的 荧 光
在一定范 围呈 线 性 [ 8 ] 。 所 以 乙 酰 丙 酮 和 甲 醛 的 用

量对体系的荧 光 强度 有较 大影 响。 通 过试 验发 现,
随着乙酰丙酮和甲醛 加入 量不 断 增 多, 荧 光强 度 逐

渐增强, 当增加到一定量时, 荧光强 度保持不变。考
虑到过量的甲醛和乙 酰丙 酮会 对 环 境 造成 污染, 故
用量不宜过多, 选择甲醛与乙酰丙 酮的体积比为1 . 2
∶1, 当甲 醛 的用 量 为 0. 6 mL、乙 酰 丙 酮 用 量为 0 . 5
mL 时能保证较高的灵敏度和较好 的线性。
2. 2. 4  反应温度及反应时间

  试验了不同反应温度及反应时 间对产物荧光强
度的影响, 由于氨基 酸与 乙 酰丙 酮 和 甲醛 的反 应 需

要较高能量, 因 此, 需 要 较 高 温 度 和 一 定 时 间 来 完

成。试验结果表明, 随着 反 应温 度 的 升高 和时 间 的

延长, 荧光强度逐 渐增 强, 并且 随 着 温 度的 上升, 反
应速度相应 加 快。 本实 验 选 择 加 热温 度 为 100℃,
反应时间为 10 min。

2. 2. 5  反应体系的稳定性

  为测定荧光强度 达到 最大 值 的 时 间, 做了 体 系
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荧光强度随时 间 的稳 定 性 试验, 结果 列 于 表 2。 从
表 2 可看出, 5 m in 内测得 的 荧光 信号 基本 不变, 随

时间的推移, 产物 的 荧光强 度改 变不 大, 2 h 内 基 本

保持稳定。说明 产物 不易 分解, 受周 围环 境的 影 响

不大, 2 h 内测定 均可。
表 2 荧光 强度随 时间 变化

反应 时间 /min 0 5 10 20 30 60 120
荧 光强度 27 8 281 277 275 272 271 268

2. 3 工作曲线和检出限

  用 丙 氨 酸 标 准 溶 液 配 制 浓 度 分 别 为 0、2. 0、
4. 0、6 . 0、8. 0、10 . 0、15. 0、20. 0 μg / mL 的系 列 丙 氨

酸标准工作溶 液 , 并 进行 荧 光光 谱 扫 描, 在 473 nm
处测量不同浓度 氨 基酸 的 荧光 强度 F, 以氨 基 酸 浓

度 c 为横 坐标, F 为纵 坐标 绘 制工 作曲 线。在 最 佳
条件下, 丙 氨 酸 浓 度 c 与荧 光强 度 F 在 1. 0 ～20. 0
μg / mL 内成良好 的 线性 关 系, 其线 性回 归 方程 为 F
= 34. 9c + 259. 6 , r2 = 0. 999 3。同时 对甘 氨酸、亮 氨

酸、半胱氨酸等多 种氨基酸进行了荧光谱图扫描, 发
现其发射峰位置 基本相同, 并绘制了工作曲线, 甘氨

酸: F = 35 . 2c + 261. 3, r2 = 0. 999 0; 亮 氨 酸: F =
33. 6c + 249. 5 , r 2 = 0. 998 6; 半 胱 氨酸: F = 38. 2 c +
275 . 1; , r 2 = 0. 9 99 4, 同时对多种氨 基酸的加 和性 进
行测定。结果表 明, 其线性、加和性均能满足游离氨

基酸测定的要求 , 故 本法 适 用于 多种 氨基 酸总 量 的
测定。

  对试剂空白 进行 11 次平行测定, 以 3 倍标准 差

计算方法的检出 限, 得到检出限为 0. 05 μg / mL。

2. 4 共存物质的影响

  以 1 . 0 μg / mL 的丙 氨 酸 溶 液 作为 标 准 进 行 干

扰试验, 相对 误 差 控制在 ±5% 以 内。结 果表明, 与
丙 氨 酸 的 加 入 量 相 比 , 5 0 倍 的 NO2

- , 2 0 倍 的

NO3
- , 10 倍 的 SO4

2 - 、Cu2 + 、Cd 2 + 、Al 3 + , 5 倍 的

Co2 + 、Zn 2 + 、苯 酚、乙醇、甲 醇、磺基 水杨酸 等对 测 定
无影响。

2. 5 样品分析

  取不同种类 果 汁饮 料, 进行 适 当 沉 淀, 过滤, 稀

释, 并进行氨基酸 含 量的 测定。 以 丙 氨酸 为标 准 进
行加标回收试验, 测 定结 果 及回 收 率 计算 结果 列 于

表 3 。由表 3 可知, 该方法精密度、准确度较高。
表 3 实际样 品的 测定结 果 ( n = 6 )

样 品
本 底值 /

μg· mL - 1
加入 量 /

μg· mL - 1
测得 量 /

μg·mL - 1 回 收率 /% R SD / %
苹果 汁 114. 4 300 . 0 407 . 2 97. 6 4. 5
波罗 汁 126. 0 300 . 0 415 . 1 96. 4 4. 3

哈蜜 瓜汁 147. 2 300 . 0 449 . 2 100 . 7 5. 2
橙 汁 97. 0 300 . 0 384 . 6 95. 9 4. 8

3 结语

  荧光光谱法测定不同饮料中氨 基酸总量的回收

率达 95% 以上, 该 法 适 合于 果 汁、蜂蜜 等 饮 品 中 氨
基酸的测定要求。
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DETERMIN ATION OF FREE AMINO ACID BY FLUORESCENCE SPECTROPHOTOMETRY
Tong Lei, Zhao Zhongyi , Xiao Fen, Guo Xiaohui

( Material Sci ence and Chemical Engineering D epartment, China University of Geosciences , Wuhan 430074, China)
  ABSTRACT  The free amino acid was determined by fluore scence spectrophometry. In HAc - NaAc buffer solution with pH of
6. 0, the amino acid reacts with acetylace - formaldehyde system to from the resultant which sends yellow green flu orescence. The effect
of different acidity, reagent order, reagent amont, thermal temperature and heating time on fluorescent intensity were studied. Taking
the alanine for example, the alanine concentration was linear with the fluorescence intensity in the range of 1. 0 - 20. 0 g / mL, the de-
tection limit was 0. 05 g / mL.

KEYWORDS  free amino acid, acetylace - formaldehyde system, fluorescence spectrophotometry

美国批准禽流感快速检测新方法
  美国卫生与公 众服务部对媒体宣布 , 美国疾病防治中 心

及食品和药物管理局已 批准一 项用于 诊 断疑 似感染 者病 毒

种类的禽流感快速检测新方法。 ( 英)
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