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型稳态和时间分辨荧光光谱仪#对三种品牌不同脂肪含量的纯牛奶和鲜奶$共
>

种%

进行了荧光光谱的测量)

>

种牛奶样品的三维荧光光谱显示#牛奶的荧光峰值波长为
<I>'8

左右#半高宽

为
=='8

左右#最佳激发波长为
:>!'8

左右#平均寿命为
Ia='7

左右#实验表明
>

种牛奶的荧光光谱除荧

光强度外基本一致)实验测得酪蛋白溶液的荧光峰值波长为
<II'8

#半高宽为
=='8

#最佳激发波长为
:>@

'8

#荧光寿命为
Ia!'7

)酪蛋白的荧光峰值波长和荧光寿命与牛奶基本一致#对比牛奶中其他荧光物质后#

推断牛奶的主要荧光物质为酪蛋白)进一步探究
>

种牛奶荧光强度的差别#对比
>

种牛奶最佳激发波长下的

荧光发射光谱#相同品牌的全脂牛奶荧光强度明显低于脱脂牛奶)对比全脂牛奶*脱脂牛奶和离心处理的全

脂牛奶归一化后的荧光光谱#离心后的全脂牛奶荧光强度介于全脂和脱脂之间#离心使得脂肪减少#散射降

低#从而导致荧光强度的增强)牛奶的荧光发射全谱显示全脂牛奶的瑞利散射强度明显高于脱脂牛奶#全脂

牛奶的脂肪含量高#散射强#激发光入射全脂牛奶后更多地被散射#导致全脂牛奶的瑞利散射强度高于脱脂

牛奶)光透过率曲线显示全脂牛奶的透过率都低于脱脂牛奶#入射光通过全脂牛奶时#除了一部分被酪蛋白

吸收以外#还有一部分因脂肪的散射而损失#透过率减小#使得全脂牛奶的透过率都低于脱脂牛奶)使用荧

光光谱技术在不进行预处理的情况下对牛奶进行检测#确定了牛奶的主要荧光物质#并对全脂牛奶和脱脂

牛奶荧光强度存在差别的原因进行了解释)

关键词
!

牛奶(三维荧光光谱(时间分辨荧光光谱(酪蛋白(散射
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牛奶中富含蛋白质*脂肪*维生素和无机盐等多种人体

需要的营养物质#其中蛋白质是最重要的营养成分之一#牛

奶中的蛋白质可以为人体提供
:;

多种氨基酸#其中有
O

种

是人体不能合成的必需氨基酸#且消化率达到
>;c

"

!;;c

!

!,:

"

)目前#市场上牛奶的种类很多#质量参差不齐#

一些不法商贩在牛奶中添加非法添加物或者掺假物#比如

:;;O

年的三聚氰胺事件和
:;!!

年的黄曲霉毒素
K!

超标事

件!

<

"

)诸多乳品安全事件的发生#快速准确的检测牛奶已势

在必行!

I,@

"

)

目前#国内外牛奶检测领域存在多种方法#比如&酶联

免疫吸附法$

F"#93

%

!

=

"和胶体金免疫层析法$

)G#3

%

!

?

"是利

用免疫学检测技术对牛奶进行检测#具有较高的灵敏度和特

异性#但也存在预处理步骤较为繁琐和成本较高的问题(高

效液相色谱法 $

B5")

%

!

O

"

*高效液相色谱
,

串联 质 谱 法

$

B5"),K9

,

K9

%

!

>

"和 电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱 法 $

#)5,

K9

%

!

!;

"等仪器分析方法具有灵敏度高和精度高的优点#比较

适合低浓度目标的检测#但仍存在预处理步骤较多和易受干

扰的不足(近红外光谱法$

(#[

%

!

!!

"和拉曼光谱法$

[9

%

!

!:

"是

使用光谱方法对目标进行分析检测#具有检测时间短和对目

标分子破坏较小等优点#然而近红外光谱的灵敏度较低#拉

曼光谱的强度较弱#限制了其应用范围)



荧光光谱技术$

E9

%可以反映目标分子的特性#可对目标

分子定性或定量检测)荧光光谱法具有选择性好*灵敏度

高*操作简单和用样量少等优点#被应用于诸多复杂混合物

体系的精确检测)

本文采用荧光光谱技术#对市场上的三种品牌的不同脂

肪含量的纯牛奶$超高温灭菌奶%*鲜奶$巴氏杀菌奶%在不进

行预处理的情况下进行测试#研究牛奶的荧光光谱#推断牛

奶的主要荧光物质#并分析全脂牛奶和脱脂牛奶荧光光谱的

异同及其原因#为牛奶的成分鉴别和混合物的光谱检测提供

一定的帮助)

!

!

实验部分

@A@

!

仪器

实验采用英国
FH%'C.D

+

生产的
E"9>:;5

型稳态和时间

分辨荧光光谱仪)

@AB

!

样品

实验所用三个品牌牛奶分别记为
3

#

Q

和
)

#牛奶的种

类包括&全脂纯牛奶*脱脂纯牛奶*全脂鲜奶和脱脂鲜奶#

共
>

种)实验所用酪蛋白$干酪素%为国药集团化学试剂有限

公司提供)

@AC

!

方法

测量
>

种牛奶样品和酪蛋白溶液的三维荧光光谱#每次

取
<@;

#

"

牛奶样品移入石英微量比色皿中#激发波长范围

为
:@;

"

I@;'8

#发射波长范围为
:=@

"

@@;'8

#激发波长

步长为
@'8

#发射波长步长为
!'8

#激发和发射狭缝宽度

均设置为
@'8

#积分时间为
;a!7

)

测量
>

种牛奶样品和酪蛋白溶液的时间分辨荧光光谱#

以波长为
:?<a?'8

脉冲光源激发#探测波长为
<I>'8

)

将全脂纯牛奶
)

以
!:;;;D

'

8%'

d!的速度离心
!@8%'

#

去除上层脂肪后#将下层样品震荡
@8%'

#得到离心后的牛

奶样品#测量其荧光发射光谱)

使用超纯水分别将
>

种牛奶稀释至
;a!c

浓度#测量得

到光透过率曲线)

:

!

结果与讨论

!!

实验测得
>

种牛奶样品的三维荧光光谱#以品牌
)

为

例#图
!

$

&

%和图
!

$

C

%分别为全脂纯牛奶
)

和脱脂纯牛奶
)

的三维荧光光谱#可以看出牛奶在紫外光激发下产生较强的

荧光#二者的荧光光谱除荧光强度外基本一致)表
!

为
>

种

牛奶的荧光光谱特征参数#峰值波长为
<I>'8

左右#最大

相差
@'8

#半高宽为
=='8

左右#最佳激发波长为
:>!'8

左右#最大相差
I'8

#表明
>

种牛奶的主要荧光物质是相同

的)

牛奶主要由蛋白质*脂肪*碳水化合物和维生素等组

成#实验表明脂肪$在牛奶中主要以脂肪球的形式存在%和碳

水化合物没有荧光#维生素中的维生素
Q:

和维生素
Q=

的荧

光峰值波长和最佳激发波长分别为
@<@

和
II;'8

#

<>@

和

<:@'8

)当激发波长为
:>!'8

时#两种维生素的荧光较弱)

牛奶中酪蛋白占蛋白质的
O;c

左右#在
<;;

"

I;;'8

范围有

较强的荧光)

图
@

!

牛奶的三维荧光光谱

$

&

%&全脂纯牛奶
)

($

C

%&脱脂纯牛奶
)

:+

D

A@

!

E1$""42+F"%'+.%,*#*6.$"'&"%&"'

)

"&-$,.#F+*G

$

&

%&

R-*1/8%1̀ )

($

C

%&

9̀%88%1̀ )

表
@

!

牛奶的荧光光谱特征参数

E,;*"@

!

:*6.$"'&"%&"'

)

"&-$,*&1,$,&-"$+'-+&

)

,$,F"-"$'.#F+*G

牛奶种类
峰值

波长,
'8

最佳激发

波长,
'8

半高宽

,

'8

光子数

全脂纯牛奶
3 <I@ :O> == !!<@O@

全脂纯牛奶
Q <I> :>; =O ><?:>

全脂纯牛奶
) <I> :O> =O O=?>O

全脂鲜奶
3 <I@ :OO =I !;>;=:

全脂鲜奶
Q <IO :>: =< O@!??

脱脂纯牛奶
Q <I? :O> =O !!!>@O

脱脂纯牛奶
) <IO :>! =I !:!I<@

脱脂鲜奶
3 <I@ :O> =I !<OO=<

脱脂鲜奶
Q <@; :>< ?; !!!?IO

!!

实验得到酪蛋白的荧光光谱#酪蛋白的荧光峰值波长为

<II'8

#半高宽为
=='8

#最佳激发波长为
:>@'8

)激发波

长为
:>!'8

时酪蛋白溶液和
>

种牛奶的荧光发射光谱如

图
:

)

!!

从图
:

看出#酪蛋白与牛奶的荧光光谱除荧光强度外基

本一致#且谱形相似)推断牛奶在
:>!'8

激发波长下产生

荧光的主要荧光物质是酪蛋白)

为验证这一推断#测得
>

种牛奶和酪蛋白溶液的时间分

辨荧光光谱#如图
<

所示#

>

种牛奶的时间分辨荧光光谱无

=<@
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明显的差别#平均荧光寿命都为
Ia='7

左右#酪蛋白的平均

荧光寿命为
Ia!'7

#荧光寿命拟合参数如表
:

所示)

图
B

!

酪蛋白溶液和
H

种牛奶的荧光发射光谱

#激发波长为
BH@%F

$

:+

D

AB

!

:*6.$"'&"%&""F+''+.%'

)

"&-$,.#&,'"+%'.*6-+.%,%2H

G+%2'.#F+*G

$

"I&+-,-+.%=,J"*"%

D

-1+'BH@%F

%

图
C

!

H

种牛奶和酪蛋白溶液的时间分辨荧光光谱

:+

D

AC

!

E+F"$"'.*J"2#*6.$"'&"%&"'

)

"&-$,.#

HG+%2'.#F+*G,%2&,'"+%'.*6-+.%

表
B

!

H

种牛奶和酪蛋白溶液的荧光寿命拟合参数

E,;*"B

!

:+--+%

D)

,$,F"-"$'.##*6.$"'&"%&"*+#"-+F".#HG+%2'

.#F+*G,%2&,'"+%'.*6-+.%=+-1"I&+-"2

牛奶种类
!

!

,

'7

!

!

占比,
c

!

:

,

'7

!

:

占比,
c

平均寿

命,
'7

"

:

全脂纯牛奶
3 <a: =!a@ =aO <Oa@ Ia= !a!=<

全脂纯牛奶
Q <aO ?Ia= ?aO :@aI IaO !a!??

全脂纯牛奶
) <aI ==a< ?a; <<a? Ia= !a!;I

全脂鲜奶
3 <a! =!aO =a> <=a: IaI !a!=:

全脂鲜奶
Q <aO =Oa: ?a@ <!aO @a; !a:@!

脱脂纯牛奶
Q <a> ?=a; ?a? :Ia; IaO !a:!<

脱脂纯牛奶
) <a= =@a; ?a! <@a; IaO !a:@=

脱脂鲜奶
3 <a; @@aI =a? IIa= Ia? !a!@?

脱脂鲜奶
Q <a; @?a< =aI I;a? Ia< !a:@O

酪蛋白溶液
<a: ?Ia< =a? :@a? Ia! !a!>I

!!

从时间分辨荧光光谱可以看出牛奶与酪蛋白的荧光寿命

基本一致#牛奶的主要荧光物质为酪蛋白#而牛奶的荧光寿

命稍大于酪蛋白#这可能是牛奶中其他物质的影响#造成牛

奶与酪蛋白的荧光寿命有较小差异)

酪蛋白是由多种氨基酸以肽键组成的高分子化合物#其

中色氨酸*酪氨酸和苯丙氨酸是荧光物质)图
I

为色氨酸*

酪氨酸和苯丙氨酸的分子结构#这些氨基酸的苯环含有共轭

双键#分子被激发后#会发生
$%$

"跃迁#此时分子处于激

发态#但激发态的分子不稳定#会通过
!

!

%

!

;

的辐射跃迁

发射荧光)实验表明色氨酸*酪氨酸和苯丙氨酸的荧光峰值

波长和最佳激发波长分别为
<@;

和
:>;'8

#

<;;

和
:?;'8

#

:O:

和
:@O'8

#且它们的相对荧光强度为
!;;b>b;a@

#所

以酪蛋白在激发波长为
:>!'8

时产生的荧光更多的是来自

色氨酸!

!<

"

)

图
K

!

色氨酸&酪氨酸和苯丙氨酸的分子结构

:+

D

AK

!

8.*"&6*,$'-$6&-6$".#-$

0)

-.

)

1,%

#

-

0

$.'+%",%2

)

1"%

0

*,*,%+%"

!!

图
:

中
>

种牛奶样品在激发波长为
:>!'8

时的荧光发

射光谱#相同品牌的脱脂牛奶荧光强度高于全脂牛奶)全脂

牛奶和脱脂牛奶的区别主要是脂肪含量#脂肪的存在对牛奶

荧光强度有一定的影响)

为了探究脂肪含量对荧光强度的影响#对全脂纯牛奶
)

进行了离心处理#去除脂肪#图
@

是激发波长为
:>!'8

时全

脂纯牛奶
)

*脱脂纯牛奶
)

和离心后的全脂纯牛奶
)

归一化

后的荧光发射光谱)

图
L

!

全脂纯牛奶
7

&脱脂纯牛奶
7

和离心后的全脂纯牛奶

7

归一化后的荧光发射光谱#激发波长为
BH@%F

$

:+

D

AL

!

E1"%.$F,*+M"2#*6.$"'&"%&""F+''+.%'

)

"&-$,.#=1.*"

F+*G7

#

'G+F F+*G,%2=1.*"F+*G7,#-"$&"%-$+#6

D

,4

-+.%

$

"I&+-,-+.%=,J"*"%

D

-1+'BH@%F

%

!!

图
@

中离心后的全脂牛奶荧光强度介于全脂和脱脂之

间#脂肪的减少使得牛奶的荧光强度有所增加#而离心处理

的牛奶脂肪含量高于脱脂牛奶也使得其荧光强度低于脱脂牛

奶)

测得
:>!'8

激发下全脂纯牛奶
)

和脱脂纯牛奶
)

的荧

光发射全谱#如图
=

#可以看出全脂牛奶的瑞利散射强度明

显高于脱脂牛奶)全脂牛奶的脂肪含量高#散射强#激发光

?<@

第
:
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入射全脂牛奶后更多地被散射#使得其荧光强度低于脱脂牛

奶)

图
N

!

全脂纯牛奶
7

和脱脂纯牛奶
7

的荧光发射全谱#激发

波长为
BH@%F

$

:+

D

AN
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:6**#*6.$"'&"%&""F+''+.%'

)

"&-$6F.#=1.*"F+*G7

,%2'G+FF"2F+*G7

$

"I&+-,-+.%=,J"*"%

D

-1+'BH@%F

%
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图
?

为
>

种牛奶稀释后的光透过率曲线#全脂牛奶的透

过率都低于脱脂牛奶)入射光通过全脂牛奶时#除了一部分

被酪蛋白吸收以外#还有一部分因脂肪的散射而损失#透过

率减小#使得全脂牛奶的透过率都低于脱脂牛奶)

!!

实验研究表明脂肪的存在会导致散射增加#使得全脂牛

奶的荧光强度低于同品牌的脱脂牛奶)

图
O

!

H

种牛奶的光透过率曲线

:+

D

AO

!

E1"*+

D

1--$,%'F+--,%&"&6$J".#HG+%2'.#F+*G

<

!

结
!

论

!!

>

种牛奶的三维荧光光谱和时间分辨荧光光谱显示#牛

奶可以在紫外光的激发下产生荧光#荧光峰值波长为
<I>

'8

左右#半高宽为
=='8

左右#最佳激发波长为
:>!'8

左

右#平均荧光寿命为
Ia='7

左右)实验表明
>

种牛奶荧光光

谱除荧光强度外基本一致#牛奶的主要荧光物质相同#并通

过对比实验推断牛奶的主要荧光物质是酪蛋白)全脂牛奶的

荧光强度低于同品牌的脱脂牛奶#是由于脂肪的存在会使得

散射变强)研究工作可对人们健康饮用不同类型的牛奶有所

指导#也可为牛奶这种复杂混合物的分析检测提供帮助)
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