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HPLC 快速测定发酵液中 L–色氨酸 
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摘  要：建立一种测定发酵液中 L–色氨酸的高效液相色谱(HPLC)方法．以 Agilent C18(5 µm，150.mm×4.6.mm)为分

离柱，V(0.03%的 KH2PO4溶液)﹕V(甲醇)＝90﹕10 为流动相，流量为 1 mL/min，在 278.nm 处检测 L–色氨酸．该方法

简便、快速、准确，在 0.000～1.000.g/L 范围内线性关系良好(R2＝0.999 9)，平均回收率为 98.93%，精密度(RSD)为

0.247%，可有效应用于发酵液中 L–色氨酸含量的测定． 
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Quick Determination of L-Tryptophan in Fermented Broth by HPLC 

CHENG Li-kun，XU Qing-yang，XIE Xi-xian，CHEN Ning 

(Key Laboratory of Industrial Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：A method to determine L-tryptophan in fermented broth was developed by high performance liquid 

chromatography(HPLC). An Agilent C18(5 µm，150 mm×4.6 mm)was used with the mobile phase of 0.03% KH2PO4 water 

solution and methanol(the ratio of volume was 90 to 10). The flow rate was at 1.0 mL/min and the detective wavelength was 

278 nm. The method was rapid，accurate and simple with a good linearity(R2=0.999 9)in the range of 0.000 to 1.000 g/L for 

L-tryptophan. The average recovery was 98.93% with the relative standard deviation of 0.247%. The method was applicable 

for L-tryptophan determination in the fermented broth.  
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L–色氨酸(L-tryptophan)对人和动物的生长发育

及新陈代谢起重要的作用，被称为第二必需氨基酸，

广泛用于医药、食品和饲料等方面[1]．目前，微生物 

发酵法生产 L–色氨酸已经走向实用并且处于主导地

位[2]，其中微生物发酵法具有产酸高、成本低、质量好

等优势，将是未来大规模生产 L–色氨酸的首选技 

术[3]．因此，建立一种快速且准确的测定发酵液中 L–

色氨酸的方法非常必要． 

L–色氨酸的定性和定量测定方法有纸层析法、薄

层分析法、比色法、高效液相色谱法、氨基酸分析仪测

定法等[4–6]．其中最常用的有对二甲胺基苯甲醛比色

法和柱前衍生 HPLC 法．但这两种方法操作步骤复

杂，且分别以50%浓硫酸为显色反应介质和用 2，4–二

硝基氟苯作为衍生剂，实验危险性均很大．由于 L–色

氨酸在紫外区有光吸收，因此本文建立了直接利用光

电二极管阵列(DAD)检测器在 278,nm 处测定发酵

液中 L–色氨酸含量的 HPLC 法，并与对二甲胺基苯

甲醛比色测定法和柱前衍生 HPLC法进行了比较． 

1 材料与方法 

1.1 仪器与试剂 

Agilent,1200 型高效液相色谱仪，包括 DAD 检

测器、梯度四元泵、柱温箱、在线自动脱气器，数据处

理由化学工作站完成．L–色氨酸、L–酪氨酸、L–苯丙

氨酸，色谱纯，北京索莱宝科技有限公司；甲醇，色谱
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纯，天津市元立化工有限公司；其他试剂为分析纯． 

1.2 方法 

对二甲胺基苯甲醛比色法测定：见参考文献[7]． 

2，4–二硝基氟苯衍生法测定：见参考文献[8]． 

HPLC分析条件：色谱分离柱 Agilent C18(5,µm，

150,mm×4.6,mm)，流动相 V(0.03% KH2PO4溶液)﹕

V(甲醇)=90﹕10，流量 1.0,mL/min，柱温 39,℃，进样

量 20,µL，检测波长 278,nm． 

标准曲线的制作：见参考文献[9]． 

样品处理：取 1.0,mL 发酵液 10,000,r/min 离心

5,min，取上清液稀释适当倍数使 L–色氨酸浓度介于

测定方法的检测线性范围内，然后用 0.22,µm 微孔滤

膜过滤，所得滤液直接进样测定． 

2 结果与讨论 

2.1 检测波长的选择 

L–色氨酸是含有吲哚基的中性芳香族氨基酸，在

紫外区下具有光吸收．由图 1 可知，其在 225,nm 和

278 nm处均有吸收峰，则在 DAD检测器中设定两个

检测波长分别为 225,nm 和 278,nm．质量浓度为

0.100,g/L 的 L–色氨酸标样在两种检测波长处的高效

液相色谱图如图 2所示． 

 

图 1 L–色氨酸紫外吸收光谱 

Fig.1 UV absorption map of L-tryptophan 

 

(a) 225.nm                    (b) 278 nm 

图 2 L–色氨酸标准品(0.100 g/L)高效液相色谱图 

Fig.2 HPLC chromatograms of L-tryptophan(0.100 g/L) 

由图 2 可知，质量浓度为 0.100,g/L 的 L–色氨酸

标样在 225,nm 和 278,nm 处的保留时间一致．但两

者的峰面积不同，分别为 11,699.9 和 2,902.3，在 225 

nm 处检测器的输出信号约为 278,nm 处输出信号的

4 倍．由于检测器所产生的信号在一定范围内可与被

测样品的量呈一定的函数关系，若检测器所产生的信

号超出一定范围，输出信号不能与样品量呈一定线性

关系[10]，则可推断在 278,nm 处检测 L–色氨酸比在

225,nm 处的线性范围广．图 2(a)和图 2(b)中 L–色

氨酸的峰面积分别占相应色谱图中总 峰面积的

99.80%和 100.00%，说明在 225 nm 处 L–色氨酸标样

中的杂质有光吸收，而在 278,nm 处仅对 L–色氨酸标

样中的 L–色氨酸有光吸收．因此，选择 278,nm 作为

检测波长． 

2.2 流动相组成的筛选 

  采用 0.03%,KH2PO4溶液-甲醇体系作为流动相，

为确定二者之间配比，设置体积比为 85﹕15、88﹕

12、90﹕10和 92﹕8四个体系，实验结果见图 3． 

 
(a) 85﹕15                      (b) 88﹕12 

 
(c) 90﹕10                      (d) 92﹕8 

图 3 不同流动相组成体系的色谱图 

Fig.3 HPLC chromatograms of different mobile phases  

  由图3可知，随着流动相体系中甲醇组分的增加，

L–色氨酸的保留时间逐渐缩短．体系a 与体系 b 不能

将 L–色氨酸与其他杂质分开，体系 c 与体系 d 的分

离度(Rs)分别为 2.31、1.69，则选择体系 c 作为流动

相，即 V(0.03% KH2PO4溶液)﹕V(甲醇)＝90﹕10． 

2.3 流动相流量的确定 

  分别考察流量为 0.8,、1.0,、1.2,、1.4,mL/min 时发
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酵液的分离效果，由检测结果可知，流量过小，分析时

间延长，柱效降低，而流量过大时，发酵液中物质分离

效果差，且由于压力升高而损坏泵头和色谱柱．综合

考虑，最终选定流量为 1.0,mL/min． 

2.4 柱温对检测的影响 

柱温对氨基酸的分离有较为明显影响，为确定柱 

温对发酵液中 L–色氨酸分离的影响．在 33、36、39、

42,℃下各进同一种样品 3 次，结果见表 1．由表 1 可

知，随着柱温的升高，L–色氨酸和邻近 L–色氨酸杂质

的保留时间均有所减少，同时柱效增强；柱温为 39,℃

时，分离度 Rs=2.17，两个峰得到完全分离，因此采用

柱温为 39,℃． 

表 1 温度对 L–色氨酸分离的影响 

Tab.1 Effect of temperature on chromatographic separationof L-tryptophan 

柱温/℃ L–色氨酸保留时间/min 杂质保留时间/min 杂质与 L–色氨酸保留时间差/min  (杂质峰宽+L–色氨酸峰宽)1/2 分离度 

33 6.547 6.547 0.000 0.254 2 0.00 

36 6.265 6.265 0.000 0.248 2 0.00 

39 6.007 6.475 0.438 0.202 3 2.17 

42 5.738 6.067 0.329 0.189 3 1.74 

 

2.5 色谱条件确定及其工作曲线 

由以上实验确定 HPLC 检测 L–色氨酸的色谱条

件为：流动相 V(0.03% KH2PO4 溶液)﹕V(甲醇)＝ 

90﹕10，流量 1.0,mL/min，柱温 39,℃，进样量 20,µL，

检测波长 278,nm．在此条件下，HPLC 检测 L–色氨

酸标样的色谱图如图 4 所示．将不同质量浓度的 L–

色氨酸标准液在拟定色谱条件下进行测定，3 组平行

样取其平均值，以 L–色氨酸浓度(x)为横坐标，峰面

积(y)为纵坐标作图可得一标准曲线(见图 5)． 

 

图 4 L–色氨酸(0.100.g/L)标样的 HPLC图 

Fig.4 HPLC chromatograms of L-tryptophan(0.100.g/L) 

 

图 5 HPLC测定 L-色氨酸标准曲线 

Fig.5 Standard curve of L-tryptophan determination by 

HPLC 

  由图 4 可见，L–色氨酸的响应时间为 6.015,min． 

由图 5 结果可知，在该色谱条件下 L–色氨酸质量浓

度在 0.000～1.000,g/L线性关系良好． 

2.6 精密度实验和回收率实验 

  将 0.100,g/L 的 L–色氨酸标准储备液同浓度平

行 3 份，当日重复进样 6 次 [11]，峰面积 RSD 为

0.247%．在已知浓度的发酵液中分别加入一定量的

L–色氨酸对照溶液进行回收率实验，每个浓度设 3 个

平行，具体添加量及结果见表 2，计算得出其相对回

收率为 98.93%． 

表 2 L–色氨酸检测的回收率结果 

Tab.2 Results obtained in the recovery test of L-tryptophan 

序号 添加量/g 测定量/g 回收率/% 

1 0.10 0.099  99.00 

2 0.20 0.202 101.00 

3 0.30 0.289  96.33 

4 0.40 0.402 100.50 

5 0.50 0.493  98.60 

6 0.60 0.589  98.17 

2.7 发酵液样品的测定及不同检测方法的比较 

图 6是 L–色氨酸发酵液 HPLC测定色谱图． 

 

图 6 L–色氨酸发酵液 HPLC测定色谱图 

Fig.6 Chromatograms of L-tryptophan fermentation 

由图 6 可知，色谱柱柱效较高，发酵液样品中某

些其他发酵成分能被检测到且分离效果良好．与标
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准曲线对照测得的发酵液中 L–色氨酸含量为

32.8,g/L，这与对二甲胺基苯甲醛比色法、2，4–二硝基

氟苯衍生测定法测得的 L–色氨酸含量相一致，从而

证明该方法可以准确地检测发酵液中 L–色氨酸的含

量．由表 3 可知，该方法与对二甲胺基苯甲醛比色

法、2，4–二硝基氟苯衍生测定法相比，线性关系更佳、

稳定性好、快速、危险性小、操作步骤简单，且线性范

围可达 0.000～1.000,g/L． 

表 3 L–色氨酸测定方法比较 

Tab.3 Comparison of determination methods for L-tryptophan 

方法 检测方法 专用药品 回归方程 相关系数 线性范围/(g·L–1) 检测时间/min

本法 稀释进样 无 y＝29 750x R
2＝0.999 9 0.000～1.000 10 

对二甲胺基苯甲醛比色法 需沸水浴 对二甲胺基苯甲醛 y＝3.527 5x R
2＝0.997 3 0.000～0.100 30 

2，4–二硝基氟苯衍生测定法 需衍生 2，4–二硝基氟苯 y＝92 467x R
2＝0.999 6 0.000～0.180 60 

 

2.8 其他芳香族氨基酸的干扰 

酪氨酸、苯丙氨酸与色氨酸同属于芳香族氨基 

酸[12]，在 278,nm 处均有光吸收，则在上述拟定色谱

条件下对酪氨酸、苯丙氨酸进行检测，结果如图 7 

所示． 

 

(a) 酪氨酸              (b) 苯丙氨酸 

图 7 酪氨酸与苯丙氨酸标样色谱图 

Fig.7 HPLC chromatograms of tyrosine and phenylalanine 

  由图 7 可知，酪氨酸与苯丙氨酸的保留时间分别

为 1.982,min 和 3.967,min，而色氨酸的保留时间为

6.015,min，则说明酪氨酸与苯丙氨酸对发酵液中 L–

色氨酸含量的测定没有干扰，此检测方法适用性强． 

3 结 论 

HPLC 色谱条件：以 Agilent,C18(5,µm，150,mm× 

4.6,mm)为分离柱，V(0.03% KH2PO4 溶液)﹕V(甲

醇)=90﹕10 为流动相，流量为 1 mL/min，在 278 nm

处 L–色氨酸可以很好地被检测出来，保留时间为

6.015 min，且酪氨酸、苯丙氨酸均对其测定没有干扰，

适用性强．与对二甲胺基苯甲醛比色法和柱前衍生 

高效液相色谱法相比较，线性更佳、稳定性好、快速、

危险性小、操作步骤简单，且线性范围达 0.000～

1.000,g/L，可有效应用于发酵液中 L–色氨酸含量的 

测定． 
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