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氯氧化锆-氯化铵荧光光谱法测定葡萄糖共存下的果糖
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摘 � 要 � 文章根据 ZrOCl2 水解产生的[ ZrO( OH ) ]
+ 能与果糖作用产生荧光的原理, 建立了果糖的定量测定

方法。在 NH4Cl介质中, 体系的荧光强度有所增强, 产物在 408 nm 处发荧光, 在 0� 5~ 25 �g � mL - 1范围内

荧光强度与果糖浓度成正比, 当反应温度为 70 � 、反应时间 15 min 时, 葡萄糖不干扰测定。该法成功用于

水果中果糖的测定, 灵敏度高, 检出限达 0� 071 �g � mL - 1 , 方法稳定性好, 结果满意。
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引 � 言

� � 果糖与葡萄糖是组成相同, 结构不同的两种天然单糖,
常共存一体。在共存的情况下分别进行测定, 对食品和营养

分析很重要。由于葡萄糖和果糖都没有发色团和荧光团, 这

就使直接光度法或荧光法的检测受到限制。

目前, 用于测定果糖的方法主要有滴定法、色谱法[1]、

毛细管电泳法[2]、分光光度法[ 3, 4]等。用荧光光谱法测定果

糖的报道还不多见, 将荧光分析法的高灵敏度、低检出限的

优势应用于果糖的测定是十分有意义的。

1 � 实验部分

1� 1 � 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; ( 1601M P8-1) ; 酸

度计: pHS211C 型, ( H ANNA 公司) ( Por tual)。D-果糖标准

储备液( 0� 5 g � L- 1 ) ; D-果糖标准工作液 ( 50 �g � mL - 1 ) ;

葡萄糖标准工作液( 50 �g � mL - 1 ) ; 蔗糖标准工作液 ( 50 �g

� mL- 1 )。0� 1 % ZrOCl2 水溶液; 0� 1 mol � L - 1 NH 4Cl溶

液; 试剂为分析纯, 实验用水均为二次蒸馏水。

1� 2 � 实验方法

取果糖标准工作液 � 50 �g 于 25 mL 比色管中, 加入一

定量 0� 1 mol � L- 1 NH4Cl和 0� 1% ZrOCl2 水溶液, 定容。

水浴加热 15 m in, 温度控制在 70 � , 冰水冷却至室温, 于荧

光光度计上检测。仪器参数: �ex= 354 nm, �em = 408 nm, 激

发狭缝: 8� 0 nm, 发射狭缝: 15� 0 nm, 扫描速度: 500 nm �

min- 1。

2 � 结果与讨论

2� 1 � ZrOCl2-果糖体系荧光形成条件

2� 1� 1 � 荧光发射光谱图

如图 1所示: 果糖和 ZrOCl2 本身不发荧光, 而 ZrOCl2

与果糖的络合物则有较强荧光, 加入 NH4Cl可明显增强体

系的荧光强度。络合物的最大荧光发射波长在 408 nm 处,

Fig� 1� Fluorescence emission spectra

1: Fructos e; 2: ZrOCl2; 3: ZrOCl2-Fru ctose;

4: ZrOCl 2- Fructose-NH 4Cl



试剂空白的发射波长在 402 nm 处, 与试剂空白相比, 络合

物的荧光波长发生了红移, 说明有新物质产生, 证明了络合

物形成的可能。

2� 1� 2 � C-l对荧光强度的影响

� � 由于 ZrOCl2 水解会产生 H+ 和 Cl- , 具体反应式如下,

ZrOCl2+ H2O [ ZrO( OH ) ] + + H + + 2Cl- ( 1)

分别试验了几种氯化物( NaCl, KCl, NH4Cl)对络合物

的影响, 结果发现, Cl- 能增强络合物的荧光强度, 且不改变

荧光峰的位置和峰形。实验表明, NH4Cl对络合物荧光强度

的贡献最大, 因此, 选择 NH 4Cl作为荧光增强液。随 NH4Cl

的加入量不断增多, 体系荧光强度逐渐增强, 当 NH 4Cl的加

入量超过 0� 8 mL 后, 由于 Cl- 浓度过大, 抑制了 ZrOCl2 的

水解, 荧光强度反而减小。因此, 选择 0� 8 mL NH 4Cl的加

入量最合适。

2� 1� 3 � 酸度对荧光强度的影响
同时考查了 Cl- 和酸度的综合影响, 分别试验了 HCl和

HClO4 以及不含 Cl- 的缓冲液对络合物的影响。比较了不同

酸度( pH 1, 2, 3, 4, 5)下络合物的荧光强度, 试验结果表

明, 当 Zr 的浓度从 0� 001~ 0� 2 mol � L - 1变化时, 溶液的

pH 值降低 2 个单位[ 5] , 当 pH 值降为 3 时, 荧光强度达到最

大。如果继续加酸, 络合物的峰形则发生很大变化。因果糖

为己酮糖, 在强酸性条件下被破坏, 失水变成 5-羟甲基呋喃

甲醛。因此, 溶液酸性越强, 峰形就越不明显, 用缓冲溶液

调节也得到同样的结果。

2� 1� 4 � 试剂用量的影响

保持其他试剂用量不变, 改变 Z rOCl2 的用量如图 2 所

示, 理论上 Z rOCl2 的水解产物[ ZrO ( OH ) ]
+ 与果糖 1� 1 发

生络合反应[6] , ZrOCl2 的浓度与果糖浓度应一致。但事实上

ZrOCl2 的浓度远远高于果糖, 这可能由于 ZrOCl2 在水中发

生水解的水化作用较强, 与果糖作用时, 由于 [ Z rO ( OH ) ] +

与大量水分子结合成[ ZrO ( OH ) ( H2O) n] + , 使反应物浓度

降低, 适当增加 Z rOCl2 的浓度能增强荧光。当加入 4� 0 mL
ZrOCl2 时, 体系荧光强度达到最大, 且此时溶液 pH 值为 3,

继续增大 ZrOCl2 的浓度, 荧光强度基本不变, 故选择实际

ZrOCl2 的用量为 4� 0 mL。

2� 1� 5 � 加热温度及时间的影响
考察了不同温度和时间下, ZrOCl2 分别与果糖、葡萄

糖、蔗糖体系的反应情况。如图 3 所示, 分别选取 20 � (室
温) , 60, 70, 80, 90, 100 � 几个温度下络合物的荧光强度

变化, 发现当温度达到 60 � 时, 果糖荧光强度明显增强, 蔗
糖次之, 葡萄糖则无荧光, 当温度达 80 � 时, 葡萄糖才产生

微弱荧光, 因此可以得出三者的反应速率为: 果糖> 蔗糖>

葡萄糖。因蔗糖在酸性条件下, 水浴加热, 能水解生成葡萄

糖和果糖, 因此蔗糖与 ZrOCl2 反应产生的荧光强度介于果

糖和葡萄糖之间, 这与实验结果相一致。

为了提高果糖的选择性, 测定时要避免葡萄糖的干扰。

因此, 选择加热温度为 70 � , 此时, 葡萄糖不产生荧光, 不

干扰果糖的测定。

� � 如图 4 所示, 试验了果糖、葡萄糖、蔗糖在不同反应时

间下的荧光强度变化。反应温度为 70 � , 选择 0, 10, 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 min 为不同的加热时间。结果表

明, 葡萄糖需反应 20 min 后才开始出现荧光, 三种糖的荧光

强度均随加热时间的延长而增强, 当加热时间达到 60 min

后荧光强度渐趋平缓。通过实验得知, 当加热温度 90 � , 反

应 60 m in 时, 果糖的检出限< 0� 01 �g � mL - 1 , 当加热温度

为 70 � , 反应时间 15 min, 果糖的检出限为 0� 071 �g �

mL - 1 , 也能达到测定要求, 且此时葡萄糖不干扰测定。因此

Fig� 2� The influence of dosage of ZrOCl2 on fluorescence

Fig� 3 � The influence of temperature on fluorescence

1: Fru ctose; 2: S ucros e; 3: Glucos e

Fig� 4 � The inf luence of reaction time on fluorescence

1: Fru ctose; 2: S ucros e; 3: Glucos e
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选择 15 min 作为反应时间。

2� 2 � ZrOCl2 与果糖体系荧光产生的机理探讨

果糖为己酮糖, 而葡萄糖为己醛糖, 都具有烯醇式结

构, 如图 5。前者属于具有五元环的呋喃糖, 后者属于含有

六元环结构的吡喃糖, 果糖和葡萄糖的开链式和氧环式处在

互变的平衡状态[7]。

Fig� 5

Fig� 6

� � 当 ZrOCl2 水解后产生的 [ Z rO ( OH ) ] + 与烯醇式结构发

生反应时, 平衡状态被破坏, 氧环式向开链式转化, 与 Zr 形

成具有五元环的络合物, 如图 6 所示, 满足荧光产生的平面

共轭结构要求。由于 Zr 是过渡金属元素, 外层电子排布为

4d2 5s2 , 具有抗磁性, 因此与有机配体能形成强荧光的络合

物, 属于 L * � L 发光。

� � 糖分子羟基水化致使溶质的有效溶剂水减少, 导致糖的
加入使溶液中 ZrOCl2 的活度升高, 而果糖与烯醇式转化效

率要高于葡萄糖, 因此, 果糖与 [ Z rO ( OH ) ] + 反应易于葡萄

糖。又由于糖在水溶液中的性质与其水化特性有关。糖的水

化受糖分子中平伏羟基数的影响, 平伏羟基与水的配伍性优

于直立羟基, 糖分子中的平伏羟基数越多, 水化效应越强。

计算表明, 葡萄糖、果糖的平伏羟基数顺序为: 葡萄糖> 果

糖[ 8, 9] , 因此, 果糖反应速率明显快于葡萄糖。而蔗糖由葡萄

糖和果糖缩合而成[10] , 性质介于二者之间, 因此与 [ ZrO

( OH ) ] + 反应的速率快于葡萄糖, 而低于果糖。

2� 3 � 样品分析

2� 3� 1 � 样品前处理
将水果去皮, 从萼凹到果顶方向、对角线取两个楔形小

块、粗粗切碎, 快速称取 10 g 转入碾钵中, 磨成浆状物, 用

水全部无损的洗入 250 mL 容量瓶中, 加入过量的 Ba ( OH ) 2

5 mL, 形成蛋白质沉淀。再加入过量的 ZnSO4 除去剩余的

Ba( OH) 2 , 定容摇匀, 过滤取滤液 1 至 100 mL 容量瓶中, 定

容即为样品待测液。

2� 3� 2 � 工作曲线和检测限的测定

按实验方法绘制标准曲线, 果糖含量在 0� 5~ 25 �g �
mL - 1范围内荧光强度与浓度成正比, 线性回归方程为: F =

11� 273c+ 7� 057, 相关系数 r= 0� 999 3。对 11份试剂空白进

行平行测定, 根据 3S0 / K ( S0 为空白测定值的标准偏差, K

为工作曲线的斜率) 进行计算, 得到检测限为 0� 071 �g �
mL - 1。

2� 3� 3 � 共存离子的影响
在含有 5�g � mL- 1的果糖溶液中, 加入干扰物质进行

试验, 结果表明: 500 倍的葡萄糖、Vc, 100 倍的蔗糖、亮氨

酸, 80 倍的甘氨酸、苯丙氨酸, 50 倍的苯甲酸, 20 倍的山梨

醇、柠檬酸, 10倍的 Ca、色氨酸, 5 倍的 Fe和 V B 对果糖的

测定无干扰。

2� 3� 4 � 实际样品的测定
为验证本法的精密度和回收率, 对实际样品进行了测

定, 结果见表 1。

� � 将本实验方法与间苯二酚分光光度法相比较, 得出本方

法准确度、精密度较高, 适合于天然产品及加工食品中果糖

含量的测定。

Table 1� Determination results for the fructose in the fruits( n= 5)

样品 测定值( �g/ 100g) 平均值(�g/ 100g) RSD/ % 加入值/�g 回收率/ %

苹果 5� 37 5� 26 5� 41 5� 58 5� 33 5� 39 2� 22 50� 0 101� 5

桔子 4� 03 3� 94 3� 9 3� 88 4� 06 3� 96 2� 01 50� 0 99� 6

梨子 2� 24 2� 38 2� 41 2� 29 2� 3 2� 3 3� 00 50� 0 98� 8
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Fluorometric Determination of Fructose in the Presence of Glucose Using

Zirconyl Chloride-Ammonium Chloride
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tion, China Univer sity o f Geosciences, Wuhan� 430074, China

2. Schoo l o f Material Science and Chemistr y Eng ineering , China University o f Geosciences, Wuhan � 430074, China

Abstract � Acco rding to the pr inciple that Zn( OH) + produced by Z rOCl2 upon hydrolysis in w ater can react to form a fluor escent

der ivative w ith fructose, a method for the quantitative determination of fructose has been propo sed. T he fluorescence of the de-

r ivat ive enhanced at 408 nm in NH4Cl medium has a direct ratio wit h fructose in the linear r ange o f 0� 5-25�g � mL- 1. When re-

action conditions such as a temperature o f 70 � and a time o f 15 min are used, the detect ion limits is 0� 071 mg � mL - 1 . The

proposed method w as also applied successfully to the determinat ion of fr uit, satisfaction w ith high accuracy and good reproduc-

t ion.

Keywords� F ruct ose; g lucose; Chlo ride-ammonium chlor ide; Fluo rometric
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