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葡萄酒中 12种游离氨基酸的测定高效液相色谱法

1 范围

本标准规定了丹磺酰氯柱前衍生高效液相色谱测定葡萄酒中12种游离氨基酸的方法。
本标准适用于葡萄酒中精氨酸mrg)、 丝氨酸6er)、 苏氨酸lThr,、 甘氨酸(G⒄、丙氨酸(AlΦ、脯氨

酸lPro)、 卜氨基丁酸 (Gaba)、 缬氨酸αa1)、 异亮氨酸(Ile)、 亮氨酸Geω、色氨酸 (Trp)、 苯丙氨酸
rPhe)共 12种游离氨基酸的测定。

本标准方法的检出限 (mg/L)分别为:精氨酸,0.38;丝 氨酸,0.35;苏氨酸,0.48;甘氨酸,0,“ ;

丙氨酸,0.36;脯氨酸,0,28;u氨基丁酸,0,钔 ;缬氨酸,0.56;异亮氨酸,0.绣 ;亮氨酸,0.们;色
氨酸,0,ω ;苯丙氨酸,0.4o。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文件。
凡是不注日期的引用文件,其最新版本 (包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T甾形 分析实验室用水规格和试验方法

3 原理

采用丹磺酰氯衍生剂与葡萄酒中游离氨基酸进行衍生反应,氨基酸衍生产物具有荧光特性,经色谱
柱分离后,荧光检测器检测,外标法定量。

4 试剂

除另有说明外,所有试剂均为分析纯,水为GB/T仉82规定的一级水。
4,1 乙腈 (色谱纯)。

4,2 无水碳酸钠。

4.3 碳酸氢钠。

4.4 磷酸二氢钠 (二水化物 )。

4,5 磷酸氢二钠 (十二水化物)。

46 浓磷酸 (85%,质 量分数)。

47 甲胺盐酸盐。

4^8 N,N~二 甲基甲酰胺。

49 丹磺酰氯 (纯度≥98%)。

410 浓盐酸。

4.11 氨基酸标准品 (纯度≥98%):具体名称参见附录 A。

盐酸溶液 (0.1moyL):吸取0.90mL浓盐酸 (4.10)至 10o mL容 量瓶中,用水定容,混匀。
4.12 磷酸水溶液 (10%,体积分数):吸取 10IuL浓磷酸 (4.6)至 1oo mL容 量瓶中,用水定容,混
匀。

4.13 碳酸钠 碳̄酸氢钠溶液 (0.08moyL,pH9.5):分别称取 0.256g无 水碳酸钠 (4.2)和 1.141g碳
酸氢钠 (4.3)用水溶解并定容至 VOr出 容量瓶中,混匀。
4,14 丹磺酰氯溶液 (6g/L):称取 0.06og丹磺酰氯 (4,9),用乙腈 (4,1)溶解并定容至 IO mL容
量瓶中,混匀,现配现用。
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415
混匀。

盐酸甲胺溶液 (⒛ g/L):称取 0.2g甲 胺盐酸盐 (4.7),用水溶解并定容至 10mL容量瓶中 ,

416 氨基酸标准储备液 4.11), 用 0.1mol/L盐酸

个月,或经国家认

稀释,依次配制成

现配现用。

溶液 (4.12)溶解并定 3

证并授予标准物质证

5 仪器和材料

4,17 氨基酸混合

0mg/L、 2.0mg/L、

5,1

5,2

5.3

5.4

5‘ 5

高效液相色

天平:感量

涡旋混合器。

恒温水浴锅。

有机系微孔

6 分析步骤

6,1 样品衍生

吸取 0,5mL∶

塞试管中,加入 1

水浴锅中ω ℃避

后的葡萄酒样于带

旋混匀。置于恒温

光衍生 15Ⅱ血。取

液:准确量取氨 备液 (4.17);

反应完成的溶液,经 0。绣 Itm有机系滤膜文±滤 , 滤液用于液衽色谱测

进行衍生。

量的水溶解 ,

节pH至 5.8,

加

有

发射波长为 笼3

时间灿血  \ A/o/。 (体积分数 ) /B/%(体 积分数 )

0
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表 1(续 )
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谱图参见附录B。

标,绘制标准工

谱峰面积,由标

⋯⋯⋯⋯⋯·(1)

点后 1位。

6,4 定性分析

根据各氨基酸

6,5 外标法定量

以氨基酸混合

作曲线。将经6,1和

准工作曲线计算样

66 结果计算

样品中各氨基

式中 :

兄 ——

C~
刀  -— ——

测定结果以重复性

6.7 精密度

在重复性条件

样品中各氨基酸的含

从标准曲线求得

样品稀释

B/o/。 (体积分数 )

准品

列标

⒓制备

中的

(1)计算 :

XJ=cJ× 刀 ⋯ ⋯ ⋯ ···⋯ ∵ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ∴

测定结果的算术j
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附 录 A

(资料性附录)

12种氨基酸的分子式和相对分子质量

表 A.1 12种氨基酸的分子式和相对分子质量

序 号 中文名称 英文名称 分子式 相对分子质量 CAs号

1 精氨酸 Argininc C6H1402N4 17420 74-79¨ 3

2 丝氨酸 ser1ne C3H703N 10509 56-45ˉ 1

3 苏氨酸 ThrcOn1nc C4H903N 11912 72-19-5

4 甘氨酸 G1yclne C2H502N 75,07 56-40ˉ 6

5 丙氨酸 Ah“ne C3H702N 8909 56-41-7

6 脯氨酸 Pro1inc C5H902N 11513 147-85¨ 3

7 yˉ氨基丁酸 卜A血nobu匆uc acid C4H902N 10312 56-12¨2

缬氨酸 V斑he C5Hl102N 11715 72-18¨4

异亮氨酸 Iso1euCine C6H1302N 13117 73-32¨ 5

10 亮氨酸 Leuc1ne C6H1302N 13117 61-90-5

11 色氨酸 铷 tophan C1lH1202N2 20423 73-22-3

苯丙氨酸 Pheny1alanine C9Hl102N 14619 56¨ 87-1

全
国
食
品
发
酵
标
准
化
中
心
存
档



QB/T5197-2017

附 录 B

(资料性附录)

12种氨基酸及葡萄酒样品的色谱图

图 B,1 12种氨基酸混标色谱图

图B.2 葡萄酒样品色谱图
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