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摘要

饮料中的必需和⾮必需氨基酸会对⻛味和味道产⽣影响，为此，饮料制造商通常需要进⾏监测。氨基酸分析⼀般

使⽤传统耗时的⾼效液相⾊谱(HPLC)法，或者需要专⽤的氨基酸分析仪，⽆法⽤于其他应⽤。本⽂展⽰了⼀种梯

度时间为10分钟的快速超⾼效液相⾊谱(UPLC™)分析⽅法，可轻松定量氨基酸，并灵活地⽤于其他应⽤的系统。

使⽤AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒，对⽩葡萄酒、苹果酒和康普茶等发酵饮料以及软饮料和运动营养饮料粉末的

零售样品进⾏衍⽣化。使⽤配备光电⼆极管阵列(PDA)检测器的ACQUITY™ UPLC H-Class PLUS系统，通过⼀组先

前建⽴的⽅法进⾏分离，设置的波⻓为260 nm。使⽤氨基酸⻝品和饲料标准品试剂盒，以正缬氨酸为内标，执⾏

⽰例定量。对不同饮料的稀释系数进⾏优化，从⽽为⽤⼾提供常⻅饮料的氨基酸分析的进⼀步指导。

优势

包含标准品、试剂、⾊谱柱、软件⽅法和数据分析的完整⼯作流程解决⽅案，可快速完成⽅
法设置。

简介
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饮料，尤其是发酵⽣产的饮料，其中的游离氨基酸谱差异很⼤，这可能会影响味道，从⽽影响消费者的接受度。

对葡萄酒和啤酒⽣产的研究需要分析化学成分，以表征氨基酸等物质的存在。在啤酒酿造中，测量氨基酸的⽬的

是⽀持味道分析1,2。 酿酒酵⺟菌株3和葡萄品种4的种类对葡萄酒中的游离氨基酸谱有很⼤影响。葡萄酒酵⺟(

Saccharomyces cerevisiae)的氮可⽤性及利⽤率可显著影响发酵动⼒学和对葡萄酒⾹⽓很重要的挥发性化合物的

产⽣5。在葡萄酒成熟的复杂过程中，通过可靠地监测这些特征，可以为葡萄酒研究中的产品开发和表征提供有价

值的信息。

不同的微⽣物菌株会产⽣不同的⻛味特征，根源在于发酵过程中氨基酸谱的变化。此外，微⽣物菌株对影响挥发物

等代谢物⽣成的氮源有特定偏好，例如在⻰⾆兰酒发酵中的⼄酸⼄酯、丙醇、⼄醛6。根据可⽤的氮源和氨基酸

，植物病原真菌会产⽣不同⽔平的真菌毒素7。⾚霉酸、⻘霉素、头孢菌素C等真菌产品，以及受氮可⽤性调节的棒

曲霉素和⻩曲霉毒素等毒素8，可能对饮料制造中的⻝品安全产⽣影响。

其他饮料制造⾏业，如运动营养品和蛋⽩质补充剂，也需要表征⽣产批次，以寻找原料供应商并确保产品质量始终

如⼀。使⽤传统HPLC⽅法或氨基酸分析仪来分析游离氨基酸可能会很耗时。通过将AccQ•Tag衍⽣化与采⽤光学

检测的UPLC分析相结合，我们得到了⼀种快速可靠的质量控制应⽤，同时也是⼀种⻝品研究⼯具，可将代谢物⽣

产与游离氨基酸的存在联系起来。

实验

样品前处理

内标正缬氨酸(P/N: 186009301 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009301-amino-acid-internal-standard-norvaline.html> )⽤6 mL 0.1 M HCl复溶，得到浓度为

0.25 μmol/mL的溶液。临⽤前取10 μL溶液加⼊AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒提供的60 μL硼酸盐缓冲液中。然

后根据《AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒维护和使⽤⼿册》(AccQ•Tag Ultra Derivatization Kit Care and Use 

Manual) (715001331EN <https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715001331.pdf> )使⽤缓

冲液对饮料样品进⾏衍⽣化，使⽤含有内标的硼酸盐缓冲液进⾏修改（图1）。使⽤含有21种氨基酸的氨基酸⻝品

和饲料标准品试剂盒(P/N: 186009299 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009299-amino-acid-food-and-feed-standard-kit.html> )制备校准曲线。该标准品专为鉴定和定

量氨基酸分析⽽设计。使⽤说明请参考《氨基酸标准品试剂盒维护和使⽤⼿册》(720006663ZH <

https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/720006663en.pdf> )。通过在沃特世全回收样品瓶(

P/N: 186000384C <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--collection-

plates/186000384c-lcgc-certified-clear-glass-12-x-32-mm-screw-neck-vial-total-reco.html> )中进⾏衍⽣化
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，可以将反应容器直接转移到UPLC⾃动进样器中，以实现⽆缝分析并尽量减⼩试剂使⽤量。在对衍⽣化⼯作流程

进⾏细微修改之前，将反应混合物从加热器中取出，冷却，然后以500 rcf的速度短暂地离⼼10秒，这⼀步要将样

品瓶放⼊15 mL塑料管中使冷凝物沉底。ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统已按照既有的Empower™ CDS软件

⽅法完成设置，在此分析中⽆需进⾏任何修改。已将处理⽅法中的正缬氨酸默认值调整为25 μM，以反映上述稀释

度和此应⽤的默认进样量1 μL。

图1.液体样品的衍⽣化⼯作流程。内标已预先添加到硼酸盐缓冲液中。

使⽤分段校准曲线运⾏样品以定量。为了考虑不同氨基酸的不同量并在校准曲线范围内充分定量，我们建议将每

个未稀释的液体样品衍⽣化，并以1:10、1:20和1:100的⽐例稀释。本研究中的液体样品不需要更⾼的稀释度。按

照制造商标签的说明稀释运动饮料氨基酸粉末，其含量范围为每5 g粉末含1‒2 g氨基酸，因此稀释6.55 g粉末需要

⽤100 mL去离⼦⽔。建议按1:400的⽐例⽤去离⼦⽔稀释以待分析。表1所⽰为能够对给定饮料样品中的⼤多数氨

基酸进⾏定量的稀释度。
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表1.让⼀种样品类型的所有或⼤部分氨基酸落在校准曲线范围内的推荐稀释度

内标可以在开始制备样品前添加到硼酸盐缓冲液中。如上所述，⽤10 μL正缬氨酸溶液制备60 μL硼酸盐缓冲液的

混合储备液（如果按照制造商的说明⽤6 mL 0.1 M HCl复溶，则得到的浓度为250 μM），每个样品的浓度为每瓶

100 μL反应体积中含有2500 pmol正缬氨酸。本⽅法的进样量为1 μL，也就是25 μM，因此需要在Empower处理

⽅法中更改原本的默认值1 μM。

未知峰调查

使⽤以下三种条件对天冬酰胺进⾏标准培养：1)⽔ 2) 0.1 M HCl⽔溶液 3)苹果汁，每次衍⽣化使⽤500 pmol天冬

酰胺。500 pmol的量取⾃表2的中间范围值，该表列出了沃特世推荐的不同AccQ•Tag衍⽣化的理想样品量。 

表2.样品体积为10 μL时，AccQ•Tag衍⽣化的推荐样品量

梯度
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已使⽤随AccQ•Tag解决⽅案提供的Waters Empower⽅法组的梯度⻝品和饲料。

结果与讨论

对所有样品组运⾏七点分段式校准曲线。R2的范围为0.984 (MetSO2)~0.9999 (Val, Ile, Leu, Ser, Thr, Pro)。图

2是在Empower 3软件中使⽤提供的⽅法进⾏处理后得到的校准曲线⽰例。图3是使⽤Empower软件处理的屏幕

截图，展⽰了校准曲线相关系数的典型结果。

图2.苏氨酸的校准曲线
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图3.单个分析物的校准结果。氨基酸⻝品和饲料标准品试剂盒中包含21种标准品。AMQ

（即6-氨基喹啉，与⽔反应的AccQ•Tag试剂）、NH3和衍⽣峰（双氨基喹啉脲）均包含

在所提供的⽅法中。选择正缬氨酸(NVa)作为内标添加到⽅法中，显⽰R2 = 1。除胱氨酸

(0.25-250 μM)外，所有氨基酸分析物的浓度范围均为0.5-500 μM。

标准品的三次衍⽣化显⽰技术重复样的标准偏差较低，计算分析化合物的峰⾯积计数时平均为4%。衍⽣化速度很

快，可以使⽤沃特世全回收样品瓶在传统加热块中进⾏，然后在同⼀天或在室温下储存⻓达⼀周后转移到UPLC⾃

动进样器中。因此分析⼈员可以灵活地安排样品分析，⽆需重新制备样品。

图4显⽰了未稀释饮料的典型⾊谱图，可以⼤致反映所研究产品中存在的化合物。使⽤提供的Empower CDS⽅法

组定量分析样品，但由于缺乏能够对⽐结果的参⽐物质，因此仅显⽰了⽜磺酸的结果以及与标签的对⽐。根据计

算，样品C（功能饮料）中的⽜磺酸含量为0.44 g/100 mL，与产品标签上的规定含量0.4 g/100 mL⾮常接近。
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图4.经过衍⽣化处理的未稀释饮料样品的典型⾊谱图

本研究中分析的三种含有苹果的产品（苹果汁、苹果酒、苹果和接⻣⽊果维⽣素⽔）在组氨酸和⽜磺酸之间显⽰

出⾼强度、⼀致的未知峰洗脱（图5）。之前使⽤AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒进⾏鉴定时，⼤多数苹果汁中观

察到的主要氨基酸有L-天冬酰胺、L-天冬氨酸和L-⾕氨酰胺(9)。 根据洗脱时间，推测未知峰是天冬酰胺。这可以

通过进样相同标准品来证实，标准品使⽤AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒（数据未显⽰）在三种不同的样品溶剂中

进⾏天冬酰胺衍⽣化。AccQ•Tag衍⽣化的⼀个常⻅问题是参考标准品中存在多个胺基，这可能导致双峰（例如

天冬酰胺）。为了鉴定峰，建议在校准曲线的浓度范围内进⾏培养，使衍⽣化试剂与样品⽐例过量，并让参考标
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准品培养的pH值接近样品。如果要研究蛋⽩质或肽的⽔解产物，我们建议使⽤表2中所述的量（来⾃沃特世内部

⽂件）。

图5.在含有苹果的产品中发现的未知峰的叠加图。样品G有⼤量未知峰，并已稀释⽤于对

⽐，样品F-苹果酒、样品G-浑浊苹果汁、样品K-苹果和接⻣⽊果维⽣素⽔。 

结论

AccQ•Tag氨基酸解决⽅案开箱即⽤，可通过全⾯的软件处理包加快⽅法开发，与专⽤的氨基酸分析仪相⽐，在

仪器使⽤⽅⾯更加灵活。本研究通过对样品前处理进⾏少量修改（离⼼步骤），测试了各种饮料样品，并在七点

校准曲线中研究了检测的线性。在鉴定未知物⽅⾯，我们为参考标准品的研究提供了建议，旨在更快地鉴定所研

究的峰。分析饮料中的游离氨基酸是⼀种直接的⽅法，样品前处理⾮常简单，只需稀释液体样品即可在衍⽣化之

前使所有研究的分析物达到校准标准品的浓度范围。AccQ•Tag Ultra衍⽣化和UPLC分离能切实地为氨基酸的常
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规分析提供可重复且可靠的分析解决⽅案，同时也是⼀种简便易⽤的⽅法，能够为忙于质量控制和发酵饮料研究

的实验室减轻⽅法开发负担。
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