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摘要：建立了一种 - 3氨基喹啉基 3!3羟基琥珀酰亚氨基甲酸酯（=>?）柱前衍生，超高效液相色谱（@0A?）对酱油 中

#$ 种氨基酸进行快速分离检测的方法。采用 B2C ?#$ 色谱柱分离，在 !-" <) 波长下检测，以 乙 酸 铵 3乙 酸 3乙 腈 3
水和乙腈 3乙酸为流动相，将流动相梯度和流速梯度相结合，在 #! )5< 内实现了 #$ 种 氨 基 酸 衍 生 物 的 分 离。方 法

的线性回归系数（ "! ）均大于 ". +++，检出限为 ". ")! ’ ". #! )D . A，日 间 相 对 标 准 偏 差（E/&）为 ". (!F ’ &. "%F，在

酱油中 #$ 种氨基酸的加标回收率为 +". !F ’ #"). (F。该方法前处理过程简单，分离时间短，是检测酱油中氨基酸

的有效手段，可用于酱油的质量评定。
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, , 酱油是烹饪和食品加工中的重要调味料，是以

大豆、小麦为原料，经过天然晾晒或发酵制成。在酱

油酿造过程中，原料中的蛋白质经蛋白酶作用逐渐

分解成氨基酸等人体需要的主要营养物质。氨基酸

含量是评价酱油品质的重要指标，同时氨基酸种类

及含量也 影 响 着 酱 油 的 风 味［#］。 目 前 酱 油 品 质 的

分级主要是根据其中氨基酸态氮的含量进行。

, , 用于氨基酸检测的色谱方法主要有液相色谱法

（A?）［! / &］、气相色谱法（G?）、毛细管电泳法（?2）、

离子交换色 谱 法（ -2?）［%，-］及 液 相 色 谱3质 谱 . 质 谱
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法（"#!$% & $%）［%，$］。由 于 氨 基 酸 分 子 较 小，且 大

部分没有紫外 或 荧 光 基 团，因 此 利 用 "# 检 测 氨 基

酸需要对其衍生后再进行检测。常用的衍生试剂有

异硫氰酸苯酯（’()#）［&］、邻苯二甲醛（*’+）［"’，""］、

氯甲酸 芴 甲 酯（ ,$*#!#-）［"#］、( !氨 基 喹 啉 基!!!羟
基琥珀酰亚氨基甲酸酯（+.#）［")］等。

! ! 酱油中氨基酸态氮的标准检测方法是将氨基酸

衍生后，通过滴定来测定含氮量。但这种方法只能

测定氮的总含量，不能测定氨基酸的种类，也无法检

测氨基酸态氮是否全部来自氨基酸。利用 "# 可解

决这一问题。目前用于测定酱油中氨基酸的方法有

电化学检测（ (/#）［"*］以及柱前衍生!"# 结合紫外或

荧光检测［"+］。

! ! 本文以 +.# 为衍生试剂对氨基酸进行柱前衍

生（ 衍生化反应见图 "），然后采用超高效液相色谱

（0’"#）对酱油中 "$ 种氨基酸进行分离检测，获得

了满意的结果，为酱油的质量评定提供了更加有效

的方法。

图 !" !"# 衍生反应示意图

$%&’ !" ()*+,-.%) /%-&0-, 12 !"# /+0%3-.%4-.%15

!" 实验部分

! ’ !" 仪器、试剂与材料

! ! +123456 超高效液相色谱仪，配二极管阵列检测

器（’7+）（ 美 国 895:;< 公 司 ）。7=>(’+’ 型 恒 温

真空干燥箱（ 上海森信实验仪器有限公司）。

! ! +11.!)9? 荧 光 衍 生 试 剂 盒（ 包 括 硼 酸 盐 缓 冲

溶液、衍 生 试 剂 +.#、乙 腈）（ 美 国 895:;< 公 司 ）。

乙酸和乙酸铵为国产分析纯试剂。实验用水为娃哈

哈纯净水。氨基酸混合标准溶液由中国计量科学研

究院提供，包括组氨酸（@4<，"+$, # A? & "）、丝氨酸

（%:;，"#*, ’ A? & "）、精 氨 酸（+;?，"(#, ’ A? & "）、

甘氨酸（>-6，&(, " A? & "）、天 冬 氨 酸（+<B，"*), %
A? & "）、谷氨 酸（>-3，"(’, * A? & "）、苏 氨 酸（)C;，
")%, ’ A? & "）、丙 氨 酸（+-9，"’*, # A? & "）、脯 氨 酸

（’;D，#*$, % A? & "）、半胱氨酸（#6<，%#, % A? & "）、

赖氨 酸（ "6<，""+, + A? & "）、酪 氨 酸（ )6;，"$*, $
A? & "）、蛋 氨 酸（$:5，"(*, " A? & "）、缬 氨 酸（ E9-，

"#+, * A? & "）、异亮氨酸（ (-:，")", # A? & "）、亮氨酸

（ ":3， ")+, " A? & " ）、苯 丙 氨 酸（ ’C:， "%), *
A? & "）。色氨酸（);B，#’*, # A? & "）购自北京市营

养源研究所。* 种品牌的实际酱油样品购于北京锦

绣大地批发市场。

! ’ #" 实验步骤

! ! 移取氨基酸混合标准溶液 ’, #+ A" 置于 + A"
容量瓶中，用乙 腈!水（"’ - &’，F & F）溶 液 定 容，配 制

成中间标准溶液，再将该溶液稀释至所需浓度。

! ! 取 + !" 氨基酸混合标准溶液，加入 )+ !" 硼酸

盐缓冲溶液，涡 旋 混 合 "’ <，加 入 "’ !" +11.!)9?
荧光衍生试剂盒中的衍生试剂溶液，涡旋混合 "’ <，

封口膜封口，室温下放置 " A4G 后于 ++ H下加热 )’
A4G，然后冷却至室温，直接进样分析。

! ! 取实际酱油样品 ’, ’+ A" 加入到 "’ A" 容量

瓶中，用 #I 甲 酸!乙 腈（&’ - "’，F & F）溶 液 定 容，用

’, # !A 膜过滤后，按照上述方法进行衍生化处理，

然后进样分析。

! ’ $" 色谱条件

! ! 色 谱 柱：J/@ #"$（"’’ AA . #, " AA，", %
!A；美国 895:;< 公 司）；检 测 波 长：#(’ GA；柱 温：

*’ H；进样量：# !"；流动相：（+）乙腈!乙酸（&$ - #，

F & F），（J）"+ AAD- & " 乙酸铵水溶 液!乙 腈!乙 酸!水
（*, #- ’, + - ’, ) - &+，F & F & F & F）。采用流动 相 浓 度 梯

度和流速梯度结合的洗脱方式，洗脱程序见表 "。

表 !" 流动相梯度洗脱程序

6-78+ !" 901&0-, 12 &0-/%+5. +8:.%15

)4A: &
A4G

!（+）&
I

!（J）&
I

,-DK ;95: &
（A" & A4G）

#3;F:

’ L ’’ ’ L " && L & ’ L + /
’ L +* ’ L " && L & ’ L + (
+ L %* & L " &’ L & ’ L ( %
% L %* #" L # %$ L $ ’ L ( (
$ L ’* +& L ( *’ L * ’ L ( (
$ L (* +& L ( *’ L * ’ L ( (
& L ’’ ’ L " && L & ’ L ( (
& L +’ ’ L " && L & ’ L + (

"# L ’ ’ L " && L & ’ L + (

! $DM4-: BC9<:<：+，91:5DG45;4-:!91:541 914N（&$- #，F & F）；J，

9AADG43A 91:595:!91:5DG45;4-:!91:541 914N!K95:;（ *, # - ’, + -
’, )- &+，F & F & F & F）L

#" 结果与讨论

# ’ !" 分离条件的优化

! ! 我们首 先 采 用 文 献［"(］的 分 离 条 件 对 氨 基 酸

进行分离，但由于所采用的色谱柱不同，分离效果并

不理想，因此我们对分离条件进行了优化。

# ’ ! ’ !" 水相中盐含量对分离的影响

! ! 流动相 J 中 乙 酸 铵 缓 冲 盐 的 含 量 对 分 离 有 较

·++""·
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明显的影响。随着缓冲盐浓度的增加，各种氨基酸

的保 留 时 间 均 增 加，!"# 和 $%" 的 分 离 度 增 加，但

&%’、()%、*+% 及 ,"- 的分离度随之变小，,." 的保留

时间随盐浓度变化明显。实验证明，当盐浓度为 #$
//0) 1 & 时，各个组分分离较好。

! ! " ! !# 酸含量对分离的影响

% % 考察了流动相 2 中乙酸含量对分离度的影响。

结果表明，随着酸含量的增加，!"# 和 $%" 分离度增

大，但 &%’、()%、*+% 及 ,"- 分离度有所下降，,." 与

衍生物副产物之间的分离度减小。为了取得较好的

分离效果，我们选择流动相 2 中 #$ //0) 乙酸铵水

溶液、乙腈、乙酸、水的体积比为 &’ !( )’ $( )’ *( +$。

! ! " ! $# 流速对分离的影响

% % 经过以上优化，&%’、()%、*+% 及 ,"- & 个峰仍未

达到基线分离。为此，我们又优化了流动相梯度，但

对这 & 种氨基酸的分离度并没有得到明显的改善。

最后我们通过改变流速得到了较好的结果。

% % 当流速为 )’ , /& 1 /34 时，&%’、()%、*+% 及 ,"-
达到了基线分离。但当流速为 )’ , /& 1 /34 和 )’ $
/& 1 /34 时，!"# 和 $%"、!5- 中 间 有 些 小 杂 质 峰 不

能得到基线分离，因此我们采用流速梯度的方法，使

所有氨基酸和杂质得到了很好的分离。

% % 最终优化条件下得到的氨基酸混合标准溶液色

谱图见图 !。

图 !# 氨基酸混合标准溶液的色谱图

"#$! !# %&’()*+($’*) (, * )#-./ 0(12+#(3 (, *)#3( *4#/ 0+*3/*’/0

! ! !# 方法的评价

% % 在优化的色谱条件下，对本文所建立的 #" 种氨

基酸 分 析 方 法 进 行 了 方 法 学 考 察，结 果 列 于 表 !。

从表 ! 中可以看出，其定量线性关系良好，每种氨基

酸的回归方程的线性相关系数 !! 均大于 )’ +++；检

出限为 )’ )*! - )’ #! /# 1 &；对 质 量 浓 度 为 .’ !. -
!&’ + /# 1 & 的混合标准溶液检测的日内相对标准偏

差（6$7）为 )’ )"*8 - )’ *+8，日间 6$7 为 )’ .!8 -
&’ )$8。结果表明所建立的方法能够满足实际样品

分析的要求。

表 !# "% 种氨基酸的回归方程、线性范围、相关系数（ !! ）、检出限和重复性（567）

8*91. !# 5.$’.00#(3 .:2*+#(30，1#3.*’ ’*3$.0，4(’’.1*+#(3 4(.,,#4#.3+0（ !! ），/.+.4+#(3 1#)#+0 *3/
’.;.*+*9#1#+#.0（567）,(’ /.+.’)#3*+#(3 (, "% *)#3( *4#/0

!/340 9:3; 6%#"%55304 %<’9=304 &34%9" "94#% 1（/# 1 &） !! 7%=%:=304 )3/3= 1（/# 1 &） 6$7 1 8 （" / $）

$%" # / #)#!"$ 0 #!) > +* ) > .+ 1 #$ > "* ) > ++++ ) > )," ) > !*
!"# # / #*&+#$ 0 *,!! > , ) > ,! 1 #! > & ) > +++, ) > )&# ) > *+
?). # / ..") > !$ 1 #*& > )+ ) > "# 1 #, > ! # > )))) ) > )+& ) > *)
!5- # / #"&.$$ 0 !$!. > . ) > &" 1 + > ,) ) > +++" ) > )*! ) > !"
?)’ # / +"."$ 0 #.#) > " ) > .# 1 #& > *. ) > +++. ) > ),$ ) > !+
,+" # / ",.! > "$ 0 #$$$ > * ) > ") 1 #, > )* ) > +++" ) > ).! ) > )"*
!)9 # / ###*&$ 0 #!!. ) > ," 1 #* > .) ) > ++++ ) > )$" ) > #"
*"0 # / #&*$,$ 0 #)&* > " ) > $! 1 #) > &! ) > +++" ) > )&$ ) > #$
@.5 # / #)&*.$ 0 #+** > " # > !& 1 !& > ". ) > +++" ) > ),* ) > !)
&.5 # / #,.!,$ 1 #*+, > . ) > *, 1 . > !, ) > +++! ) > )&& ) > !*
,." # / #!!##$ 1 #)!$ > # ) > $" 1 ## > $$ ) > +++. ) > ),$ ) > !#
A%= # / ,").$ 1 #)+) > * ) > +! 1 #" > &" ) > +++# ) > #! ) > !!
B9) # / ",,. > $$ 0 !&!, > ! ) > "! 1 #, > &# ) > +++, ) > ).) ) > !!
()% # / ##)$!$ 0 #)+. > " ) > ,* 1 #! > $& ) > +++" ) > )$+ ) > *!
&%’ # / ++$! > !$ 0 ##.& > # ) > ,, 1 #* > #! ) > ++++ ) > ),! ) > *#
*+% # / +&&, > .$ 0 ##&" > & ) > ," 1 #* > $# ) > +++. ) > )," ) > *!
,"- # / .$!! > $$ 0 ",& > +& ) > "" 1 #. > *& ) > +++. ) > )", ) > #,
C35 # / ,)&* > $$ 0 #"&$ > & # > )! 1 !) > &!! ) > +++" ) > )+" ) > )""

% #：-%9D 9"%9；$：/955 :04:%4="9=3045 0E =+% 9/340 9:3;，/# 1 &>

·,$##·
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! ! "# 加标回收实验及酱油中氨基酸含量测定

! ! 取酱油样品 % & " &’ #$ 置于 "& #$ 容量瓶中，

加入氨基酸混合标准溶液 & " &’ #$，按照 实 际 样 品

处理方法进行定容和分析，得到 "$ 种氨基酸的加标

回收率为 (&) #% * "&+) ,%。

! ! 对 % 种酱油中的氨基酸含量进行测定，结果见

图 +。从图 + 中可看出，酱油中含有丰富的氨基酸，

其 中 &’(、)*+、)*,、-./、01(、-*2、3(4、$+.、52*、

$’,、6*’、31’ 含 量 较 多，其 他 氨 基 酸 含 量 较 少。酱

油中除了发酵得到的氨基酸外，也有添加的 )*, 存

在。从氨基酸含量上看，酱油样品 # 和 + 的氨基酸

总含量比较接近，但酱油样品 + 中 )*, 含量很高，其

他氨基酸含量较少，说明谷氨酸钠添加量较高，这也

说明同一 级 别 的 酱 油 样 品 质 量 还 是 有 区 别 的。 因

此，本文所建立的方法可有效地测定酱油中的氨基

酸含量，有望用于酱油质量的准确判别。

图 "# $ 种酱油中 %& 种氨基酸的含量

"#$! "# %&’’ ()*(+*,-&,#)*’ ). %& &/#*) &(#0’ #* .)1- ’)2 ’&1(+ ’&/34+’

"# 结论

! ! 以 -78 为柱前衍生化试剂，建立了 93$8 测定

酱油中 "$ 种氨基酸的快速分离分析方法，分析时间

只有 "# #:;，整 个 分 析 流 程 不 超 过 " 1。通 过 对 实

际酱油样品的检测，发现酱油中含有丰富的氨基酸，

其 中 &’(、)*+、)*,、-./、01(、-*2、3(4、$+.、52*、
$’,、6*’、31’ 含 量 较 多，其 他 氨 基 酸 含 量 较 少。该

方法能够准确测定酱油中氨基酸的种类和含量，有

望用于酱油质量的准确判别。
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