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摘 要 报道了一种利用分光光度法快速测定发酵液中色氨酸的新方法。该方法基于在硫

酸存在下，色氨酸与对二甲胺基苯甲醛缩合生成蓝色化合物，该产物在$""%&处有吸收峰，
对色氨酸测定的范围为"!’"""(／&)，工作曲线方程为!"#!#*$$，!为色氨酸，$为吸光

度。相关系数为%#""#++,#。
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发酵液中&’色氨酸的测定是发酵法生产
色氨酸中不可缺少的步骤，它的定性和定量测

定方法有纸层析法、薄层分析、比色法、高效液

相色谱法、氨基酸分析仪测定法等［’!2］。比色

法有对二甲胺基苯甲醛比色测定法及荧光测定

法等［#!2］。对二甲胺基苯甲醛是)3色氨酸的
特异性显色剂，在实验室常用此法进行)3色氨
酸的定量分析。已报道的对二甲胺基苯甲醛比

色测定法测定时间较长，文中对该方法进行了

改进，在硫酸介质中，色氨酸与对二甲胺基苯甲

醛发生缩合反应生成的希夫碱在$""%&处有
吸收峰。通过实验讨论了上述缩合反应的条

件、反应时间及发酵液中副产氨基酸对测定的

影响。

’ 材料与方法

!/! 仪 器

,*#紫外分光光度计。

!"# 试 剂
色氨酸储备液（’(／)）：准确称取&’色氨

酸（天津德宇生物技术公司）"/’"""(（’"*4烘

’5）于*"&)烧杯中，加入适量蒸馏水溶解，然
后移入’""&)容量瓶中，以蒸馏水定容，使用
时稀释加入。

对二甲氨基苯甲醛储备液（!(／)）：准确称
取对二甲氨基苯甲醛"/!"""(，溶于’""&)’6

’7#892中，使用时直接取用。
亚硝酸钠溶液（#:）：准确称取亚硝酸钠

"/#""(于烧杯中，然后移入’"&)容量瓶中，
以蒸馏水定容，新鲜配制。

!"$ 实验方法
准确量取不同浓度的色氨酸溶液’&)与

对二甲氨基苯甲醛+&)混合，移入比色管中沸
水加热#&;%，加入亚硝酸钠’滴，再继续加热!
&;%，冷水浴冷却，以试剂作空白，用’<&比色
皿在$""%&处测定吸光值。

# 结果与讨论

#/! 反应条件的确定

#/’/’ 反应时间的确定
对于分光光度法，必须使显色反应进行完

全才能进行()值的测定，而在不影响结果的
前提下，时间越短则该法应用起来越方便。

#/’/’/’ 一次加热时间的确定
将色氨酸储备液稀释至2""(／&)，准确量

取稀释液’&)和对二甲氨基苯甲醛+&)，移
入比色管中，沸水浴加热，每#&;%取出’支比
色管，加入亚硝酸钠’滴，振荡，冷却后移入比
色皿中测量，结果见表’。
由表’可见，加热时间超过#&;%后，()

值已变化不大，故’次加热时间确定为#&;%。

#/’/’/# 二次加热时间的确定

!#’
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表! !!

一次加热时间对显色反应的影响

反应时间／!"# !"$%% 反应时间／!"# !"!! $%%

!!& %’($) $ %’($*
) %’($$ + %’($%

将比色管放入沸水浴中加热&!"#后，加
入亚硝酸钠(滴，再继续加热，每(!"#取出(
支比色管进行测定，结果见表&。

表" !!

二次加热时间对显色反应的影响

反应时间／!"# !"$%% 反应时间／!"# !"!! $%%

!!% %’(,* - %’($$

!!( %’(+, ) %’($)
& %’(.- * %’($.

表&的结果表明，&次加热时间以-!"#为
最佳。

&’(’& 显色反应产物的稳定性
测定反应产物放置不同时间后的!" 值，

以确定其稳定性，结果见表-。
表# !!
反应产物的稳定性

静置时间／!"# !"$%% 静置时间／!"# !"!! $%%
!!* %’($) -% %’($.

(% %’($- $% %’($&

由表-可见，显色反应产物较稳定，具有很
强的实用价值。

"$" 色氨酸浓度范围的选择
将色氨酸储备液稀释至&%、)%、$%、+%、

(%%、(&%、(*%、&%%!/／!0，准确量取不同浓度
稀释液(!0，按实验方法测定吸光值。色氨酸
的浓度与吸光度之间的关系如图(所。图(的
结果表明，为保证工作曲线的良好线性关系，色

氨酸含量在%"(%%!/／!0为最佳。

图( 色氨酸的浓度与吸光度的关系

"$# 工作曲线的绘制
用已稀释了(%倍的发酵液将色氨酸储备

液稀释至&%、)%、$%、+%、(%%!/／!0，分别量取(
!0各浓度下的色氨酸溶液，以加入稀释(%倍
的培养基溶液(!0作空白，按实验方法测定吸
光值，测定结果如图&所示。由该结果得到的
工作曲线方程为#$&-%*$&，式中#为色氨
酸，&为吸光度。相关系数为’&$%%,,.&（($
*）。

图& 色氨酸的工作曲线

"$% 发酵液中其他氨基酸的干扰
准确量取稀释至)%!/／!0色氨酸稀释液

(!0，分别加入发酵液中常见的几种氨基酸，
苯丙氨酸、酪氨酸、丙氨酸、组氨酸、缬氨酸、亮

氨酸和异亮氨酸，浓度为*1(%2)!34／0，各(
!0，按实验方法操作，结果如表)所示。

表% 其他氨基酸对色氨酸测定结果的影响

干扰试剂 无 苯丙氨酸 酪氨酸 丙氨酸 组氨酸 缬氨酸 亮氨酸 异亮氨酸

吸光值 %’($, %’(.( %’(.- %’($+ %’(.% %’(.& %’($- %’($.

表)结果表明，以上氨基酸对此法检测色
氨酸含量的结果基本无影响，可在这几种物质

存在时直接用此法检测色氨酸含量。

- 结 语

在文中所述测定条件下，标准曲线的线性

回归方程：#（色氨酸）$&-%*$&（& 为吸光

)&(
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度）。相关系数为!!""###$!（$%&），测定色
氨酸的浓度范围为"!’"""(／)*。
用该法测定色氨酸的含量，具有很高的准

确度，且简单、快速，对仪器的要求不高，适合于

工业生产中发酵液中色氨酸的快速测定。
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德国生态食品消费上升

据德国《世界报》报道，在德国，生态食品的消费量呈上升趋势，接受生态食品的消费者数量

在增加。

!"".年德国生态食品市场营业额比!""!年增加’[，营业额上升到."亿欧元。据德国纽

伦堡生态食品博览会举办者估计，今后几年内，随着生态食品大量进入普通食品超市，生态食品的消费量将明显上

升。

从全球范围看生态食品市场稳定增长。据业内人士估计，!"".年全球生态食品的营业额约为!."亿欧元，欧

洲的营业额为’"Z亿欧元。在欧洲，德国位居英国和意大利之前，是生态食品最大的零售市场。

日本开发锯末提取酒精技术

日本农业水产省最近决定与雪国蘑菇公司联合开发从栽培过蘑菇的锯末中提取酒精的技术。据估计，该项目

约需投入’"亿日元并争取在&年后将该技术投入“实用阶段”。这是日本农林水产省首次利用农业废弃物进行生

物资源开发。

雪国蘑菇公司每天产生大约!""1的废锯末，目前的处理方法是简单地焚烧或制成肥料，而从生物资源中提取

酒精有利于减少C\!地排放量，有利于保护大气环境。农林水产省计划在&年内开发出在锯末中加入微生物，使

锯末产生糖分，然后再添加酵母使之发酵后制成酒精的技术。据悉，这类生物资源还包括稻草、甘蔗榨糖后的渣滓

等植物废弃物，以及家禽的粪便等动物废弃物。

&!’

分析与检测

!""@年第."卷第!期（总第’#@期） （ ） 


