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牛奶水溶液荧光光谱影响因素的研究
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摘要　研究了纯牛奶、高钙奶、高钙低脂奶和过期约１０天的纯牛奶水溶液的三维荧光光谱特征。实验结果表明，

牛奶水溶液的荧光峰随着激发波长的增长而红移；当激发波长大于３４０ｎｍ时，荧光光谱上出现次级荧光峰，且该

峰也随激发波长的增加而红移。通过对比研究发现，牛奶的浓度对牛奶水溶液荧光光谱的影响不大，而牛奶品种

对其荧光光谱影响较大，尤其是高钙低脂奶。过期的牛奶水溶液在较长或者较短波长激发光激励下，荧光峰强度

高于未过期的同类牛奶。初步分析了在一定激发波长下高钙低脂奶、过期牛奶的荧光强度比其他样品荧光强度强

的原因。研究结果可为利用荧光光谱技术检测牛奶品质提供参考。
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１　引　　言

牛奶作为一种历史悠久的天然饮品，一直深受人们的喜爱。由于不同人群的年龄、体质有较大区别，市

场上随之出现了适应不同人群的各种牛奶，如纯牛奶、高钙奶、高钙低脂奶等。牛奶的品质一直备受关注。

光谱分析法较传统化学分析法有采样方式灵活、测试速率高、分析速度较快等诸多优点［１］，适合实时在

线测定，逐渐受到人们的青睐。利用光谱技术快速、准确地测定牛奶中的成分和品质也得到了不断的探索和

研究［２］。目前采用荧光光谱法［３］和近红外光谱法［４］检测牛奶中的三聚氰胺都已有报道。利用红外光谱技术

定量测定牛奶成分已经研究得比较多［５，６］，且从数据预处理［７］、分析到后期的建模预测［８，９］都已有较深入的

０３１７０２１
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研究。但对于光谱上各荧光峰的产生原因及变化规律，报道并不多见。

自２０世纪６０年代以来，荧光技术由于其灵敏度高、选择性强、样品用量少、方法简单、能提供较多的物

理参数等特点［１０，１１］，在分析行业中得到广泛的应用［１２，１３］，在生命科学领域可以利用荧光光谱技术研究［１４］、诊

断［１５］、监测［１６］各种疾病。近年来已有研究指出鲜牛奶和酸牛奶的变质过程与荧光光谱联系密切［１７］；含三聚

氰胺的牛奶光谱也会有变化［１８］。但是，与人们生活密切相关的市售各品牌不同系列的牛奶，却未见对其进

行荧光光谱的研究与分析。

本文采用荧光光谱法，对市售的纯牛奶、高钙奶、高钙低脂奶以及过期约１０天的纯牛奶的水溶液进行了

测试，比较了浓度、激发波长、牛奶种类等因素对光谱的影响，并简要分析了各光谱的特征及其形成的原因。

２　实验过程和方法

２．１　实验仪器

实验采用日立Ｆ４６００荧光光谱仪，光源为１５０Ｗ 氙灯，光源光谱范围为２００～７５０ｎｍ，样品池为１０ｍｍ

石英比色皿，激发狭缝５ｎｍ，发射狭缝５ｎｍ，扫描速度１２００ｎｍ／ｍｉｎ。激发波长为２８０～３６０ｎｍ，波长间隔

为１ｎｍ；扫描范围为３８０～５２０ｎｍ，扫描波长间隔为１ｎｍ。

２．２　实验方法

实验样品选用市售国内某两种品牌（Ａ和Ｂ）的纯牛奶、高钙奶、高钙低脂奶以及在实验室存放至过期约

１０天的品牌Ａ纯牛奶。实验中用微量移液器向５ｍＬ去离子水中分别加入０．２０、０．２９ｍＬ的牛奶样品，每

种样品配置成２种不同浓度的牛奶水溶液。

２．３　实验数据预处理

实验结束后得到各种牛奶水溶液的三维荧光光谱，利用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件，从三维荧光光谱中提取出指定

激发波长下的发射光谱。首先对所得的二维荧光光谱数据进行快速傅里叶变换（ＦＦＴ）低通滤波，再进行５

点ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ平滑处理，取二阶导数后得到二阶导数光谱图，分辨出重叠的荧光峰。

３　实验结果与分析

３．１　激发波长对荧光光谱的影响

图１ 品牌Ａ的纯牛奶三维荧光光谱

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ

ｏｆｐｕｒｅｍｉｌｋＡ

图１为０．２０ｍＬ品牌Ａ纯牛奶的三维荧光光谱，光

谱表面的线条为在波长不同的激励光激发下所对应的发

射光谱。

从图１可以看出，激发光波长在２８５ｎｍ左右时，发

射光谱在３８０ｎｍ左右有半个荧光峰（该荧光峰的位置小

于３８０ｎｍ，在本实验所扫描的波长范围内可以看到一

半），该峰的强度随着激发波长的增加而减小直至消失，

而其位置不随激发波长的增加而改变。该荧光峰由牛奶

中的色氨酸产生。已有文献报道色氨酸的最大激发和发

射波长分别为２８１ｎｍ和３５５ｎｍ
［１９］。在波长为２８０ｎｍ

的激发光激励下，三维荧光光谱上３８０ｎｍ处的高峰是色

氨酸的荧光峰。

当激发光波长大于３００ｎｍ 时，首先发射光谱在

４２０ｎｍ左右出现一个荧光峰，该峰随着激发波长的增加而红移，且其强度也随着激发波长的增加而增强。在激

发波长大于３４０ｎｍ时，发射光谱上出现次级荧光峰，峰位随激发波长的增加而红移，强度也随着激发波长的增

加而增强，此现象出现的物理机理还需进一步研究。

３．２　牛奶品种对荧光光谱的影响

图２为０．２０ｍＬ各种品牌Ａ牛奶水溶液在波长为３２５ｎｍ激发光激励下的二阶导数荧光光谱。

０３１７０２２
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图２ 品牌Ａ的牛奶水溶液的二阶导数荧光光谱

Ｆｉｇ．２ Ｓｅｃｏｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ｍｉｌｋＡａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

由图２可知，在相同波长的激发光激励下，发射光谱

上各个荧光峰的位置基本相同，说明各种牛奶中的发光

基团基本一致，但由于发光团所处的环境不同，造成总光

谱形状出现差别。

图３和图４分别是波长为３１５、３４５ｎｍ激发光激励下的

品牌Ｂ牛奶荧光光谱。通过比较可知，在相同波长的激发

光激励下，各种牛奶发射光谱的荧光峰位置相同，说明各种

牛奶发光的物理机理相同。在较短波长的激发光激励下，其

荧光光谱基本相似；在较长波长的激发光激励下，高钙奶和

纯牛奶的荧光光谱相似，而高钙低脂奶的荧光强度比前两种

的荧光强度强。这是由于牛奶中的脂肪对荧光有散射作

用［２０］，且脂肪对长波长的荧光散射效果较明显，光的散射作

用使得荧光在溶液中通过的光程较长，增加了被吸收的概

率。在较短激发光激励下，发射的荧光波长较短，脂肪的散

射作用不明显，所以在３１５ｎｍ激发光下，三种牛奶样品的荧光光谱几乎重合。随着激发光波长的增加，样品发射

荧光的波长增加，脂肪的散射作用较明显，使得纯牛奶、高钙奶荧光峰强度弱于高钙低脂奶。

图３ 波长为３１５ｎｍ激发光激励下的品牌Ｂ的

牛奶荧光光谱

Ｆｉｇ．３ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｉｌｋＢｅｘｃｉｔｅｄｂｙｌｉｇｈｔ

ｗｉｔｈｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ３１５ｎｍ

图４ 波长为３４５ｎｍ激发光激励下的品牌Ｂ的

牛奶荧光光谱

Ｆｉｇ．４ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｉｌｋＢｅｘｃｉｔｅｄｂｙｌｉｇｈｔ

ｗｉｔｈｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ３４５ｎｍ

３．３　牛奶浓度对荧光光谱的影响

图５ 品牌Ａ的纯牛奶三维荧光光谱等高线

Ｆｉｇ．５ ＴｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｎｔｏｕｒｏｆｐｕｒｅｍｉｌｋＡ

图５（ａ），（ｂ）分别是０．２０、０．２９ｍＬ的品牌Ａ纯牛奶三维荧光光谱等高线，图６（ａ），（ｂ）分别是０．２０、

０．２９ｍＬ的品牌Ａ高钙奶三维荧光光谱等高线。
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图６ 品牌Ａ的高钙奶三维荧光光谱等高线

Ｆｉｇ．６ ＴｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｎｔｏｕｒｏｆｍｉｌｋｗｉｔｈｈｉｇｈｃａｌｃｉｕｍＡ

比较不同浓度的纯牛奶、高钙奶水溶液的三维荧光光谱等高线图，其等高线轮廓大致相同，说明浓度对三

维荧光光谱的影响不大。但在波长为３１０～３２０ｎｍ的激发光激励下，高浓度样品发射光谱上３８０～４３０ｎｍ之

间的荧光峰强度高于低浓度的样品，在其他激发波长下，不同浓度的样品，荧光强度大致相同。其原因在于

溶液浓度的改变会引起发光团浓度的改变，发射的荧光强度也相应改变，但由于牛奶中的其他物质成分对荧

光有灭作用，且这种灭作用对波长较长的光明显，因此当发光物质浓度、湮灭剂浓度同时增加或减少时，它们

的联合作用导致原始光谱在３８０～４３０ｎｍ波段光谱强度随溶液浓度的增加而增强，而其他波段的光谱强度

没有明显变化。

３．４　过期牛奶与未过期牛奶荧光光谱差异

图７所示为过期１０天左右和未过期的０．２０ｍＬ品牌Ａ纯牛奶在波长为２９５、３１５、３４０、３６０ｎｍ的激发

光激励下的发射光谱。

图７ 过期与未过期的品牌Ａ的纯牛奶荧光光谱

Ｆｉｇ．７ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｅｘｐｉｒｅｄａｎｄｕｎｅｘｐｉｒｅｄｐｕｒｅｍｉｌｋＡ

通过比较各个发射光谱，可知在不同波长的激发光激励下，发射光谱荧光峰的位置一致，其变化规律也

相同。在较短或者较长波长的激发光激励下，过期牛奶的荧光强度较大，而在３１０～３２５ｎｍ波长的激发光

激励下，这两种牛奶的荧光强度一致。这是由于牛奶过期后，其中所含的蛋白质、脂肪会分解，而蛋白质的分

解产物中含有色氨酸，由上文的分析可知，在２８０ｎｍ处的荧光峰是由色氨酸引起的。因为生色团的浓度增
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加，所以对应的荧光峰强度也相应增强。当激发光波长增加至超过色氨酸的最大激发波长时，色氨酸对总荧

光光谱的影响很小，所以在３１０～３２５ｎｍ波长的激发光激励下，过期和未过期牛奶的荧光峰强度一致。而

随着激发光波长继续增加，样品发射荧光的波长也增加，此时脂肪的散射作用开始影响总荧光，由于过期牛

奶的脂肪含量有所下降，所以对荧光的散射作用较小，使得过期牛奶的荧光强度比未过期牛奶的高。

４　结　　论

实验测得纯牛奶、高钙奶、高钙低脂奶、过期１０天左右的纯牛奶水溶液的三维荧光光谱。结果表明发射

光谱的峰位随激发波长的增加而红移。样品浓度对谱峰强度有不同程度的影响。高钙低脂奶在波长较长的

激发光诱导下，荧光峰强度大于纯牛奶和高钙奶。过期牛奶水溶液在较长或者较短波长激发光激励下，荧光

峰强度高于未过期的同类牛奶。结合荧光光谱特征变化进行了讨论并简要地分析了变化原因，但对于各谱

峰产生的物理机制需结合生物化学知识做进一步的研究，以期为牛奶质量检测提供一种方便快捷的新技术。
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