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酪氨酸氯化过程中光谱变化特征

及消毒副产物的生成规律
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摘 要 考察酪氨酸在不同投氯量条件下氯化后的余氯，紫外吸光度值和荧光光谱，以及消毒副产物对羟基苯乙腈

( 4-HBC) 的生成特性。结果表明，随着投氯量的增加，余氯呈现先增加再减小再增加的趋势。在投氯量为 0 ～ 0. 5 mmol
Cl2 /L 时，增加投氯量可提高氯化后溶液的 UV254、UV274和 UV280值以及 4-HBC 的生成量，表明低投氯量时氯化可提高溶液

中不饱和键的含量; 而投氯量为 0. 5 ～ 1 mmol Cl2 /L 时，增加投氯量降低 UV254、UV274和 UV280 值以及 4-HBC 的生成量，表明

过量的氯亦可破坏溶液中的不饱和键。荧光光谱测试实验亦发现: 在投氯量为 0. 05 mmol Cl2 /L 时，酪氨酸溶液氯化后的

荧光峰强度明显增加，表明氯化可生成荧光强度较高的产物。过量的氯( 0. 5 ～ 1 mmol Cl2 /L) 则可破坏溶液中的荧光结构，

降低荧光峰强度直至未检出。
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Abstract The changes of residual chlorine，UV absorbance values，fluorescence spectrum and 4-hydroxy-
benzyl cyanide ( 4-HBC ) concentration after chlorination of tyrosine solution were investigated． The results
showed that residual chlorine firstly increased with increasing chlorine doses，then decreased with increasing
chlorine doses，and finally increased again． The values of UV254，UV274，UV280 and formation of 4-HBC in-
creased with increasing chlorine doses from 0 to 0． 5 mmol Cl2 /L，and then decreased sharply with increasing
chlorine doses from 0． 5 ～ 1 mmol Cl2 /L． The changes of UV absorbance values suggested that low dose of chlo-
rine induced formation of unsaturated bonds in chlorinated tyrosine solution，while high dose of chlorine de-
creased the unsaturated bonds． By measuring fluorescent spectroscopy of chlorinated tyrosine，fluorescence inten-
sity of the band maximum was found to increase sharply with the addition of sodium chlorine at 0． 05 mmol Cl2 /
L，indicating that chlorination with low doses can produce substances with stronger fluorescence intensity than
tyrosine． However，the fluorescence intensity decreased to non-detected with the increase of chlorine doses from
0． 5 ～ 1 mmol Cl2 /L，suggesting that chlorine at high doses would decrease the fluorescent structure of tyrosine．
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消毒是有效灭活病原微生物，保障再生水水质
安全的必要措施。氯消毒技术因其技术成熟，价格
低廉且具有光谱杀菌能力而得到广泛应用［1］。然
而，氯在灭活病原微生物的同时，亦可与再生水中的
有机物反应生成多种消毒副产物，如三卤甲烷［2］、
卤代乙酸［3］、卤代乙腈［4］、二甲基亚硝胺［5］等，从而
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引发新的风险。
氨基酸是再生水中一类重要的含氮有机物，已

有研究表明，R 基上带有活性苯环的氨基酸在氯消
毒过程中不仅表现出了较高的三卤甲烷、卤乙酸和
卤乙腈生成潜能［6］，而且可生成具有抗雌激素活性
的消毒副产物［7］。抗雌激素活性物质能模拟或干
扰天然激素的生理生化作用［8］，影响动物的生殖和
发育［9］。目前关于 R 基上带有活性苯环的氨基酸
在氯消毒过程中的生物毒性变化已有研究，但物质
组成的变化规律研究仍有待开展。

本研究选取再生水中常见的 R 基上含有苯环
的氨基酸酪氨酸作为研究对象进行氯化实验，考察
了投氯量对氯化后余氯、紫外吸光度值、荧光光谱以
及消毒副产物对羟基苯乙腈( 4-HBC) 的影响，从而
为优 化 消 毒 工 艺、保 障 再 生 水 水 质 安 全 提 供 理
论依据。

1 实验材料与方法

1． 1 酪氨酸溶液的制备

酪氨酸溶液采用酪氨酸固体( 分析纯) 溶解于
高纯水，配制成 0. 5 mmol /L 的溶液，混匀后待用。
1． 2 氯化反应

使用前将次氯酸钠( 分析纯) 溶液稀释成有效
氯含量为 30 mmol Cl2 /L 的次氯酸钠储备液，4℃避
光保存，实验前测定实际有效氯后立刻使用。取酪
氨酸储备液于 500 mL 玻璃瓶中，加入 5 mL 过量磷
酸缓冲液( 34. 0 g KH2PO4、35. 5 g Na2HPO4 制备 1 L
的缓冲溶液) ，保证整个氯化反应在 pH 在( 7. 0 ±
0. 2) 的条件下进行，依次添加高纯水和次氯酸钠储
备液，使得溶液的反应总体积为 500 mL，酪氨酸浓
度为 0. 17 mmol /L，总有效氯浓度分别为 0、0. 05、
0. 1、0. 2、0. 5 和 1 mmol Cl2 /L，摇匀后用带膜橡胶塞
封好后置于 20℃恒温培养箱避光静置反应 30 min。
1． 3 紫外吸光度测定

紫外吸光度采用 UV-2401 ( SHIMADZU ) 型 紫
外 /可见分光光度计测定。
1． 4 三维荧光光谱测定

三维荧光光谱采用 HITACHI-2500 型分光光度
计测定，操作方法参照文献［10］所述。对所有数据
点采用 Origin 软件进行处理，得到三维数据矩阵，并
形成等值线图。
1． 5 消毒副产物 4-HBC 测定

固相萃取采用 OASIS HLB 固相萃取柱，依次用
5 mL 丙酮( 色谱纯) 、5 mL 甲醇( 色谱纯) 和 5 mL 高
纯水活化固相萃取柱。溶液用 2 mol /L 的 H2SO4 调
节至 pH = 2 后，以 5 mL /min 的流速通过固相萃取

柱，过完后抽真空 5 min。用 10 mL 的甲醇以 1 ～ 2
mL /min 的流速洗脱固相萃取柱。将提取物用氮气
缓慢吹干，再用甲醇重新溶解，使其浓缩倍数为 500
倍，浓缩后样品用于液相色谱仪的测定。

4-HBC 的 测 定 采 用 液 相 色 谱 仪 ( Shimadzu
LC20，Japan ) ，使 用 反 相 C18 色 谱 柱 ( Shim-pack
PREP-ODS，4. 6 mm × 25 cm × 5 μm，Shimadzu，Ja-
pan) ，二极管阵列检测器。HPLC 的操作条件如下:

进样量 10 μL; 柱温 40℃ ; 流动相为甲醇-乙酸( pH =
3． 72) 溶液，梯度洗脱( 0 ～ 10 min，80% 的乙酸; 10 ～
40 min，80% 降至 60% 的乙酸; 40 ～ 90 min，60% 降
至 20%的乙酸; 90 ～ 100 min，20% 的乙酸) ，流速为
0. 3 mL /min; 二极管阵列检测器的检测波长为 200
～ 300 nm。用 4-HBC 标准品分别制备不同浓度的
4-HBC 溶液，采用上述方法进行测定，检测波长为
280 nm 时，4-HBC 的出峰时间为 40 ～ 42. 5 min，4-
HBC 的标准曲线为: 峰面积 = 4． 48 × 106 × 4-HBC 浓
度( mmol /L) ，R2 =0. 999。检测限为 0. 0002 nmol /L。

2 结果与讨论

2． 1 投氯量对余氯的影响

余氯值是一项重要的水质指标，对控制水中的
微生物学指标具有重要意义，且可一定程度反映水
中氯 胺 存 在 水 平。余 氯 随 着 投 氯 量 的 变 化 如 图
1 所示。

由图 1 可得，随着投氯量的增加，余氯呈现先增
加再减小再增加的趋势: 当投氯量小于 0. 2 mmol
Cl2 /L 时，余氯随着投氯量的增加而增加，余氯在投
氯量为 0. 5 mmol Cl2 /L 时出现折点，当投氯量继续

增加时，余氯继续增加。此现象与周彤等［11］的研究
相符。

酪氨酸与苯丙氨酸结构相似，根据苯丙氨酸氯
化过程中的物质结构变化［12，13］，可推测酪氨酸氯化
过程中的物质结构变化: 在投氯量较低的情况下，酪
氨酸发生氨基上的取代反应，产物以 N-氯代对羟基
苯丙氨酸为主。随着投氯量的增加，N-氯代对羟基
苯丙氨酸的生成量增加，即结合氯含量增加，从而导
致余氯含量的增加。当投氯量较高时，酪氨酸氯化
后主要氨基取代产物向二氯代产物转移。此类物质
很不稳定，可以迅速发生去羧基、水解等一系列化学
反应，生成醛类、腈类物质，使得产物中余氯，特别是
结合氯减少。当投氯量超过折点继续增加时，氨基
被完全氧化，产物中自由氯含量随着投氯量的增加
而逐渐增加，从而导致余氯增加。
2． 2 投氯量对酪氨酸紫外吸光度的影响

有机物的变化与紫外吸光度有密切关系: 水样
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图 1 投氯量对酪氨酸氯化后余氯的影响

Fig． 1 Effect of chlorine doses on residual
chlorine in tyrosine solution after chlorination

在波长为 254 nm 处的吸光度( UV254 ) 反映了水中不

饱和键的含量［14］，与消毒副产物的生成潜能具有很

大的相关性［15］。酪氨酸在波长为 274 nm 处有很强

吸收 峰［16］。水 样 在 波 长 为 280 nm 处 的 吸 光 度
( UV280 ) 与苯环的含量具有很好的相关性［17，18］。用

消毒后溶液的吸光度值扣除余氯的吸光度值，得到
如图 2 所示的差值图。

图 2 氯化反应对酪氨酸溶液紫外吸收的影响

Fig． 2 Effect of chlorine disinfection on
UV absorbance of tyrosine solution

由图 2 可知，当投氯量小于 0. 5 mmol Cl2 /L 时，

UV254、UV274 和 UV280 值随着投氯量的增加而增加。
投氯量再增加至 1 mmol Cl2 /L 时，UV254、UV274 和
UV280值随着投氯量的增加而减小，其中 UV254 值变

化最为明显。由于 UV254 与水中不饱和键的含量具

有正相关性［19］，可以推测酪氨酸氯化过程中，在投

氯量由 0 增至 1 mmol Cl2 /L 时，产物中不饱和键含

量先增加后减少。在酪氨酸的氯化过程中，发生的

化学反应发生的化学反应类型包括卤化、去羧基、水
解、苯环开环等［20］。在投氯量较低的情况下，酪氨

酸的氯化过程中发生的化学变化以卤化反应为主，

而去羧基、水解反应为辅，因而不饱和键的含量及
UV254值无明显增加; 当投氯量再逐渐增加时，去羧
基、水解反应所占比例逐渐增加，因而不饱和键含量
及 UV254值显著增加; 而在投氯量为 1 mmol Cl2 /L 时
UV254值突然减少可能是由苯环断裂造成的。
2． 3 投氯量对酪氨酸三维荧光光谱的影响

三维荧光技术可以较好地分析水中可溶解性有
机物种类的特性［21］。图 3 为酪氨酸溶液的三维荧
光谱图，溶液在激发波长为 225 nm 处有较强的荧光
吸收峰，因而选定激发波长为 225 nm，对氯化前后
溶液的发射波长进行高斯拟合，结果如图 4 所示。
投氯量为 0. 05 mmol Cl2 /L 时，溶液氯化后的荧光峰
强度明显增加，这说明低浓度的氯可以导致荧光强
度较高的产物生成。当投氯量由 0. 05 mmol Cl2 /L
增至 0. 5 mmol Cl2 /L 时，荧光峰强度逐渐减小，而荧
光发射波长则先略有增加后显著降低。当投氯量为
0. 5 mmol Cl2 /L 时，溶液氯化后的发射波长显著低
于消毒前的，即荧光峰发生蓝移，这表明溶液中的荧
光结构受到破坏。当投氯量增至 1 mmol Cl2 /L 时，

荧光峰消失，氯对酪氨酸的苯环结构的破坏可能是
造成荧光峰消失的主要原因。

图 3 酪氨酸溶液的三维荧光谱图

Fig． 3 Contour graphs of fluorescence excitation-
emission matrices of tyrosine solution

2． 4 氯化过程中 4-HBC 的生成规律
4-HBC 是典型的酪氨酸氯消毒副产物［23］，它不

仅是三卤甲烷的前体物［24］，对皮肤和粘膜也具有一
定的刺激作用。

图 5 给出了酪氨酸氯化过程中 4-HBC 的生成
特性: 在投氯量≤0. 5 mmol Cl2 /L 时，4-HBC 的生成
量随着投氯量的 增 加 而 增 加; 当 投 氯 量 高 于 0. 5
mmol Cl2 /L 时，4-HBC 的生成量则随着氯投加量的
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增加而几乎降至为零。参考苯丙氨酸氯化过程中的
物质结构变化［12，13］，推测 4-HBC 可能的生成路径如
图 6 所示，由图 6 可得，在酪氨酸的氯化过程中，4-
HBC 是由 N，N-二氯代对羟基苯乙腈经过去羧基等
反应生成的，因而在投氯量小于 0. 5 mmol Cl2 /L 范
围内，投氯量的增加有助于 4-HBC 的生成。当投氯
量增至 1 mmol Cl2 /L，苯环结构被破坏，因而 4-HBC
浓度几乎降至为零。在消毒工艺中，在氨基酸存在
的情况下，需要增加投氯量以保证消毒效果，然而投
氯量的增加也可能导致消毒副产物的生成，因而，低
投氯量条件下，在保证消毒效果的同时应尽可能减小
投氯量以降低消毒副产物所带来的水质安全风险。

3 结 论

( 1) 随着投氯量的增加，氯化后溶液余氯呈现先

图 6 酪氨酸氯化过程中对羟基苯乙腈( 4-HBC) 的生成机制

Fig. 6 Proposed mechanism of 4-hydroxybenzyl
cyanide( 4-HBC) formation during chlorine disinfection

增加再减小再增加的趋势。低投氯量条件下，酪氨酸
氨基一氯代物质的生成导致余氯的增加，投氯量增
加，酪氨酸氨基二氯代物质的生成与快速降解导致余
氯暂时减少，当投氯量超过折点再继续增加时，氨基
完全被破坏，自由氯的增加导致余氯的再增加。

( 2) 酪氨酸氯化过程中，UV254、UV274、UV280值变
化趋势一致，均随着投氯量的增加先增加后减少，其
中 UV254值变化最为显著。这表明酪氨酸氯化产物
中不饱和键含量亦是先增加后减少。

( 3) 添加 0. 05 mmol Cl2 /L 的氯时，消毒后溶液
的荧光峰强度明显增加，这说明低浓度的氯可以导
致荧光强度较高的产物生成。当投氯量增至 0. 5
mmol Cl2 /L 时，溶液消毒后荧光峰的发射波长明显
低于消毒前的，这表明溶液中的荧光结构受到破坏。
当投氯量增至 1 mmol Cl2 /L 时，荧光峰消失，这可能
是由于酪氨酸的苯环结构被破坏造成的。

( 4) 在投氯量≤0. 5 mmol Cl2 /L 时，4-HBC 的生
成量随着投氯量的增加而显著增加; 当投氯量高于
0. 5 mmol Cl2 /L 时，4-HBC 的生成量则随着氯投加
量的增加而几乎降至为零。因而在消毒工艺中，在
保证消毒效果的情况下应充分考虑其消毒副产物所
带来的水质安全风险。
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