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目前
,

色氨酸国内外广泛应用的方法有离子交换色层法
、 _

二经 基 乙 酸 法 ( 乙醛酸

法 )
、

对二甲胺基苯甲醛 ( P一D M A B ) 酸解及碱解分光光度法
、

萤光法等
。

M i l k e r

( 1 9 6 7) 将 P一D M A B程序用于谷物饲料的常规分析
,

得到谷物 中色氨酸回收率为 80 %
,

纯动物蛋 白为 95 %
。

引 llt
n p和 5 c h r e o d e r 〔1 9 6 9 ) 采用氢氧化钡 水解蛋 白对食品分析获

得满意效呆
。

色氨酸过去已用各种方法加以分析
,

这些方法已由 F : i e d二 a n 和 iF ln e y

( 1 9 7 1 )给以评论
。

P i o m b和 L o z a n o ( 1 9 5 0 ) 报告了测定谷物和豆类食品色氨酸的常规

自动分析程序
。

黑龙江省农科院分析室 1 9 7 3年已开始用二径基乙酸与色氨酸生成紫色化

汗物方法
,

快速比色测定玉米小麦籽粒中色氨酸含量的程序
。

索理
:
谷物及豆类籽粒 的蛋白质

,

在碱性条件下
, 、

欠解成游离色氨酸
。 在酸性介质

{ , ,

有硝酸盐存在条件下
.

色氨酸叫噪环与对二 甲胺基苯 甲醛反应
,

生成兰色化合物
,

午一定范围内颜色深浅与色氨酸含聋成正比
。

因此
.

可用分光光度计进行比色侧定
。

试 配 制

` l ) 对二 甲胺基苯甲醛 ( P一D M A B ) 溶液
: 5 克 A

。

尺
.

盐酸溶液中
,

并定容 10 0毫升
,

避光保存在冰箱 (4 ℃ ) 中
。

( 2 ) 1 %硝酸钠溶液
: 1克 A

.

R
.

硝酸钠以蒸馏水溶解
,

P一 D M A B 溶解于 10 伙

定容 1 00 毫升
。

铃 本文经 王连铮研究员审阅
,

特此致谢 1

本文 于 1 95 7年 `月 卫9 目收到
。

T h 玉5 p a ” e r , a , r e c e iv o d J 。 。 e 艺 ,
,

1 , 8 了
。
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( 3)1 0 %氛氧化钾洁液
:

10 范八
.

尺
.

氢氧化钾用蒸馏水溶解定容 1 00 毫升
。

( 4)色氨酸标准溶液
:

准确称取干燥 的 L 一色氨酸 25毫克
,

以少量温热蒸 馏水溶

解
,

然后用水定容 2湘毫升
,

摇匀备用
。

此标准母液为 0
.

1毫克 /毫升
。

二
、

操 作 方 法 程 序

1
.

标准 曲线绘制

分别吸取 0
.

2
、

。
.

3
、

0
.

4
、

0
.

5
、

0
.

6
、

0
.

7
、

0
.

8
、

。
.

9毫升 L一 色氨酸标准母液
,

放入具磨

日比色管中
,

加 l 毫升 10 %氢氧 化 钾溶液
,

摇匀加 5 九 P一 D M A B 0
.

2 毫 升
,

充 分摇

匀
,

加 1 % 硝酸钾 0
.

2毫升
一 ,

充分摇匀后
,

再加 5毫升 A
.

R 浓盐酸 (冰水中进行
,

以防

色氨酸因反应过热而受到破坏 )
,

然后于 25 ℃ 保温箱中 75 分钟显色
,

取出冷至室温后用

蒸馏水定容 20 毫升
,

在波卡 5 9 0n m 下以空 白为对照读取光密度值
,

最后以光密度值为纵

座标
,

色氨酸标准溶液浓度为横座标
,

绘制标准曲线
。

此标准曲线有效范 围为 20 一 8 。丫

(微克 )
。

2
.

样品测定

木研究测了黑农 26 号等 30 个品种
,

由黑龙江省农科院大豆所供给
。

准确称取过 60 目筛孔的风干均匀 样 品 10 一 40 毫 克 (视样品含量 多少而定
,

大豆 1

毫克为宜 ) 聆 20 毫升比色管 中
,

加 1 毫升 10 %氢氧化钾
,

充分摇匀 ( 防止样品颗粒粘附

管壁 )
,

于 40 ℃保温箱中水解 18 小时
,

取出水解液冷至室温
,

加 5 % P一 D M A B 0
.

2 毫

升摇匀
。

加 l %硝酸钠 0
.

2毫升
,

摇匀
。

再加 5 毫升 了、
.

R
.

浓盐酸 (冰水中进行 )
,

然后

拎 4 。罗保温箱中显色 4 5 分钟后
,

取 出冷至室温
,

用蒸馏水稀释定容 20 毫升摇匀
,

再以

3 。。o转 /分离心 15 分钟 ( 同时作空白 )
,

在波卡 5 9 0 n m 下以空白为对照
,

取离心上清液

进行比色测定
。

记下光密度值
,

在标准曲线上查得光密度相对应的色氨酸 丫 (微克 )
。

代人公式计算结果
。

3
.

结果计算

色氨酸 % 二
了 x 1 0 0

加 X 1 0 0 0

X 水分

、 一样品重 ( 10 一 4 0毫克 )

四
、

结 果 和 讨 论

1
.

显色后稳定时间和最大吸收光谱试验

取五个大豆样品进行色氨酸含量测定
,

显色后离心
,

其比色上清液放置半小时
、

1

小时直至 2 6小时
,

其光密度测定值基本一致
,

显色后 2 4小时内颜色稳定不变
。

用可见紫外分光光度计扫描测定 L一色氨酸标准溶液的最大吸收光谱为 5 9 0n m 与文

献报导一致 ( S p i e s 3 1 9 6 7 )
。

2
.

显色温度和时间试骑
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( l )蛋 白经碱水解后与 P一 D M AB 试剂显色反应
,

受温度时间影响较大
,

此乃为

影响结果的重要条件
。

B
.

T
.

M
a h az l e k ( 1 9了5) 采用 60 ℃ 显色 20 分

,

G
.

iP
o m b 。

和 Y
.

F
.

L oz
a n 。
采用室温 45 分

。

为摸索出准确度
、

精密度好的最佳试验程序
,

我们 在显色

温度和时间上做了一些对比试验
,

40 ℃ 45 分和 60 分结果相近
, 4 0℃ 45 分和 60 ℃ 20 分结

果相近
。

在我们的条件下
,

40 ℃显色 45 分样品反应比较完全
,

测定结果重现性 好
。

也 可

采用 60 ℃ 20 分
。

见表 1

T a b le l

表 1 不同温度和时间显色对样品侧定的影响

T h e e f f e o t o f s h o w i八 g
一 e o l o u r o f d l f f e r e n t t e m Pe r a t u r e

a n d t im e o n s a m p! e o f d e t合 r m l n a t i o n

品 种 名

V . r i e t i e ,

温 度

T
e山 p

.

时 问

T i们 e

} (
, n i :: 。 *。 )

于羊 品

T : tn
` ·
、

重 复

r e p e 肠 t

3

次 数

s a m P ! 。

平均数

M
e 几 n s

X

标 准 差
s r ` n d a r d

d e v ia t i o n

变 异系 数
C o ” f f

一e i e n t

o f v a ir 价 t i o 口

S C
.

V 肠l一

秘一ō
4 5 口

。

5 5 0 0
。

5 4 5 0
.

5 52 0
.

55 1 0
.

6 50 : 0 0 () 0 2 8 0
。

5 1

黑农 2 6号

H
亡i n o
叩

4 0 ℃
6 0 0

.

5 魂5 0
。

5 4 5 0
.

54 3 O
。

5 50 0
.

5 e 0 0
。

00 7 1

2 O 0 5 5 0 0
.

5 4 5 0
.

5 4 5 0
,

5 4 7 0
。

56 0 0
,

54 8 O
。

0 2 6

2 6 6 0 ℃
4与 无 色 无色 无 色 无色 无色 无色 无色 无色

一̀q曰八U工八U.一.

二卜坑啥

F e r l g k , r g

4 0 ℃

0
.

5 7 0

0
。

5 6 8

0
。

5 6 5 0
.

5 8 0 0
.

5 75 0
。

56 7 0
。

5 7 1

0
.

5 7 0 0
。

5 下7 0
。

5 75 0
.

5 6 5 0
.

5 12

0
。

QO弓 l

0
。

00 3

肠一阳

{
“

·

5阳 0
。

57 0 0
.

5 7 0 」 0
.

5 a 7 } 0
。

5 7 3 6
.

5 68 0
.

0 0 30

6 0 ℃
}

5 4

无 色 ! 无 色 { 无色 { 无色 } 无色 无 色 无色 无色

加
一

45

牡丰 2 号

M .
f

e 红g

1 4 5
`

{ o
·

5 5 1 一 0
·

5 5 0 } 0
·

5 4 5 } o
·

5 5 2 } o
·

55 1 { 。
·

5 5。 } 0
·

0 0 2〕 ; 0
·

5 3

40 U }
- -

—
’

一—
一
一

—
万

一

下了一
万 - 一 - - 几

—
下 - 一

-
-

一
-

一

{
一

巡 星 !兰些 i…全i生兰巴 ;二翌上兰坚
~

竺 {竺旦
一

燮燮止一生兰 -

}
2 0

` 1 0
·

5 5 0 } 。
·

54 。
{

0
·

5 4 5 { o
·

5 4 6 ` o
·

5 5 2
{

o
·

54 9 一 0
·

0 02 7 } 0
·

4 9

6。℃ }—
一

. - - ·

一 一 一 几一 下 :一下

—
一 一 一 下一一

`

— 一
}
’

一— 一丁
-

一
-

}
4“

`

{ 无 色 } 无 色
.

尤 色 ! 无色 { 无 色 】无 色 1 无 色
;

尤色

1 夺5 , 1 。
.

5 了。 。
.

5 6 8 } 。
.

。? 。
{

。
.

5了。
.

。
.

5 7 4 一 。
.

5了 :

!
。

.

。。。 :

}
40 U }

—
一

址

—
一

——
- - - -

一 -

一
二 -

一
-

一
’
下

—
-

—
, -

-

一 -

一
-

一
0

.

5 6 8 } 0
.

5 7 2
、

0
。

7 57 ) 0
.

57 5
、

0
。

5 7 1
「

0
.

5 7 2 { 0
.

0 0 5 9

“ “ ` “ “ “ .

1 } : o , 。
.

5 4 : { 0
.

5 、 ; 」。
.

5` 。 { 0
.

5 48 。
.

5 5。 { 。
.

5 5。 { 。
.

。。2 。 } 。
.

5 工

4 } 的℃ }
- - -

—
-

—
—

一—
【

——
一

一

—
止

-

!
4 5 ’

{ 无色上里兰
.

{ 无色 } 无色 ; 无 色 {
一

主鱼
_

匕毛色
~

止竺一{
_

}
4 5 ,

1
0

.

5奋。

}
。

.

5 5。

…
。

.

5 ; 。 。
.

5 5。 。
.

5 5 3
1

0
.

0 5 :

…
。

·

。。 3 0

1
一

…一卜二2二止卫二111 }
一

三里竺L竺兰兰少竺!二二吧土二里创二竺生匕
-

一竺丝一
H· i h一 {

6。 。

{
2。 : }
世些

一

j
一

生终
1

士竺
一

}全竺
}

掣
一

厂

婴
一

}
一

~
.

缨生
一 一̀

竿一

—
~

.

} 连

烫
以 .

尤思
.

{
: .

于
笆 { 尤玲

.

J… 于终
, 一

{ 乏怜
.

!
』 .

了巨色
{ .

严笆
. ` . , .

, 一 ,

兀色

( 2 ) 标准曲线显色温度一般都在 20 一 25 ℃ 下进行 ( 温度过高色氨酸易破坏 )
,

我们

作了 25 ℃一 30 ℃两个温度及不同显色时间 4 5分
、

60 分
、

75 分
,

90 分的对比试验
,

其结 果
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见表 2( 光密度为五次重复平均值 )

,

表 2 不同条件下色氮酸标准曲线

T a b le 2 S t a n d a r d t r y Pt o p h l n . e u r v e , 幼。 da r d i矛f . r e n t c o 介 d川 。 。 ,

6 卷

斗
\

、

色氮酸
T r y P t o P扭` 。 e

时
-

一间 …一
二一牛

-
密 度

久二 59 0 n 价

}

温度

`

T
e . p

.

、 、

2 0

火一」 ~一
- - 一

3 0 4 O 6 0 6 O 7 0 8 O 甘O

(〕
.

0 3 0 0
.

〔》 7 0 0
.

11 7 O 了6 5 ()
.

2 ( 0 0
.

2 5 9 0
.

2 9 6 0
。

32 8

2 5℃
0

。

0 29 0
.

0 7 1 0
.

1 19 1 6 8

! 启2

0
.

2 1 5 U
.

2 6 0 0
。

3 1 0 0
.

3 36

的一朽

一一!

。
.

0 2 8

} 0
.

0 6 8 0
.

2 5 G
·

0
.

3 08 0
.

3 3 e!一

0
。

0 32 0
.

0 7 2

0
。

0 7 3

1 0
。

2 0 0

{
“

·

2 ` 0

1 0一 9 4

0
.

2 4〕 0
。

2 0 2 0
。

32匀

一
|

nU一5,土ùt孟

卫一1.一.
0.11ù

一

90一朽

30七

豁摆
0

.

1 1吕 0
。

2 6 3 0
。

3 0 8 O
。

3 3 0

0
.

Q7 6 0
.

生0 5

0
.

1 6 8

0
.

1 7 5 0
,

2 5 2 0
.

2 9 8 0
。

3 2 3

根据表 2 光密度值所绘制的六条曲线可见
,

25 ℃ 筋分 20 一 s o r (微克 ) 色氨酸标准

浓度各点均在曲线上
,

9。丫开始偏低
。

30 ℃ 60 分和 25 ℃ 75 分相近
,

也较好
。

我们认为采

用 2 5℃ 显色75 分为宜
。

若室温高于 25 ℃可采用 30 ℃ 60 ℃分
。

该法 L一色氨酸标准溶液的含量分别为 20
、

3。
、

40
、

50
、

60
、

70
、

80 微 克
J

各标准

点溶液浓度测定数据表明
,

光密度和色氨酸含量 呈 良好 的 线 性 关 系
,

相关系数 了>

0
。

9 9 9 0
,

3
.

水解时间试验

三个水解时间 ( 16
、

18
、

20 小时 )
,

其色氨酸测定值接近
,

相 关 系数均在 0
.

99 以
,

上
。

实践分析工作中可采用 18小时
。

4
.

回收率试验见表 3

梦梢 友 3 标准色氨酸和蛋白质回收率侧定结呆

T a b ! e 3 R e s u l t o f d e t e r m石n a t io n o n

t r y p t o P h a n e

r a t e o f r e e o v . r y o f s t a n d a r d

a n d Pr o t e i。

材 料 名 称

M a t o r i品 n a m七 s

测定次数

T i也的 o
f

d e七e r扭 i n a t io n

{ 平均回收率帕 回收率幅度肠
} 彻

e at g e
ar t o o f J R

a n o e o
f ar 炙

e

{ 介 e o , e r y肠 ! 。
f er e o v e r了呱

_
L一色氨酸 L一 T r y p t o P h . 几 e s

牛血清清蛋白 A O X一 S e r o m a
lb

o m i n A

l O 9 日
。

5 9 9一 1 0 0

9马一 1 0 4

八甘.t人牛血清清蛋 白 B O X一 g e r .
m

a
l b o m i” B

J 0 1 0 3
.

0
l

溶 菌 酶 B
a e t o r王0 1, t i e f。他

e n t

I OO
.

a

`

牙 ,
、
一二

9 5一 10 2

日盛- 飞Q3
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5
.

方法的准确度和精密度

为进一步验证该法
,

我们选用 30 个大豆样品进行分析
,

其测定结果如表 4

T a b le 4

表 4 大 豆 样 品 色 氨 酸 测 定 值

D e t . m i n . d v a l u e o n t r y p t o p h a n a o f s o y b e a n ` a m p l e s

品种名称

V
. r i . t ie s

色氨曦绝干宜 肠

T r了p t o p卜a n 亡 a b s o
lo t e

d r y w o i g b t 肠

品种名称

V
a r i毗云e s

色氨酸绝千重 肠

T
r y P t o p h

a n e a b一o lo t。

d
r r , e io n t 肠

P̀ D M A B }
。 J 。

下尸
u 几平

,

.uO
_ 一

一
止 - 一鱼旦里

~

塑些旦卫些止

8 3 5一 5 0 ^ m i n o

57一阶

柑̀一3
ù
匕ùón八妙

一.057

黑农 2 6号

黑河 3 号

韦抗 LZ号

克 79 匕O A

绥农 4 号

哈尔滨 本地

H D 3 OS金 黄 2 号

F D一 2 01 9天鹅蛋

嫩 7 6 5 6 9一 1 7

哈 7 7一 7 5 ,l 8

黑河 4 号

一

仁收 10 号

黄 小 豆

G D2 6 QS压破车

G D l s Z。大洋 豆

G D 15 4 3小金黄 0
。

5 5 0
。

5 8

飞面不
: 。肖瓤黑二 {

0 5 1

0
。

5 9

O
。

5 7

G n 1 9 41 铁 趁青 0
.

5 8

F’ D 2 0 1 9黑脐 鸽 畜扩豆

0
.

5 7 0
。

5 9

O
。

58

F D Z o Z o高丽黄

`F D 2 3 4 4公交 5 6一。一 2

O
。

5 7

0
.

5 !

0
.

5日

G D 2 4 1了 紫花瑰子

7 8原 49

H O一 ; 22 6平顶香 甲

G O 15 o s舒兰满苍金

0
`

5 4

0
.

5 7

…一黔
O

,

引
一 一 一

1 0
。

5 1 1

一一
。

石一一

0
.

5 5 0
.

5 8

0
。

5 5

0
。

5 7

O
。

5 7

0
。

5 8

G D 1 6 1 8牛毛黄

H O 1 32 2 尚志黑 豆

H D a 3 6牡
一

仁2 号

H D 4 2 7 孙吴大白眉

H D 12 15小金黄 A

0
。

5 8 O
。

6 0

0
.

5 0 O
。

53

表 4 可见
,

结果数据和文献值基本一致
。

( 大豆色氨酸文献值为 0
.

56 %
,

仪器值为

0
.

6 0 %左右 )
。

本方法回收率达 90 肠以上
,

变异系数在 5 %之内
,

说明有较高的回收率和重复性
,

操作简单
、

快速
、

成本低
、

国内易推广
。
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