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摘 要 利用氨基酸分析仪测定乳饮料及乳制品中游离甘氨酸含量。研究了样品前处理方法和仪器色谱分高

条件对乳饮料及乳制品中甘氨酸测定的影响。该方法具有较好的重现性，加标回收率为96．4％～100．6％，方

法精密度为0．99％，标准曲线线性相关系数为0．999 9t20芦L进样最低检出限为1t 0 pmol。
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甘氨酸(glycin，Gly)又名氨基乙酸，是氨基酸系

列中结构最简单的一种氨基酸，在食品加工中常用作

食品的营养增补剂、增香剂、调味剂、甜味剂、防腐剂

等。此外，在甜酱、酱油、醋、果汁中添加甘氨酸可以

改善食品的风味n]。但某些乳饮料及乳制品生产厂

家为提高产品中总蛋白含量，人为加入甘氨酸。然

而血中甘氨酸过多对肝脏不利，甘氨酸与胆汁酸结

合生成甘氨胆酸，对肝脏有毒性作用，会引起胆汁

淤积。

2006年8月，国家质检总局发布预警公告：部

分乳饮料企业为了使蛋白质含量达标，用成本较低

的甘氨酸代替乳粉。根据GB 2760((食品添加剂使用

卫生标准》中的规定，我国甘氨酸允许使用的范围为

调味料和豆奶，最大使用量为1 g／kg，而在乳饮料和

乳制品中是不允许添加甘氨酸的[z]。美国食品药品

监督管理局(FDA)1994年规定，甘氨酸在食品中的

添加限量不得超过蛋白质总量的3．5％[3]。

由于乳饮料及乳制品中所添加的甘氨酸是以游

离状态存在，在判断乳饮料及乳制品中是否添加了甘

氨酸时，不宜将蛋白质水解后测定甘氨酸的含量[4]，

而应检测游离甘氨酸的量。目前测定氨基酸的方法

主要有纸色谱法、离子交换色谱法、反相高效液相色

谱法、毛细管电泳法、薄层色谱法、气相色谱法等¨j。

本文采用氨基酸分析仪法，样品前处理简单，可对游

离氨基酸直接进行分析。作者利用日立L一8900型氨

基酸自动分析仪，研究了乳饮料及乳制品中的游离甘

氨酸含量的测定分析，并对方法进行了验证，获得了

较满意的分析结果，从而为食品安全监管部门提供技

术支持。
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1 实验部分

1．1仪器设备

氨基酸分析仪，日立L-8900型自动氨基酸分析

仪；离心机，3K15型离心机，曦玛离心机(上海)有限

公司。

1．2试剂

混合氨基酸标准溶液(日立公司)、甘氨酸标准品

(日立公司)、HCI、柠檬酸三钠、NaOH、NaCl、柠檬

酸、乙醇、乙酸钠、冰醋酸、硼氢化钠、茚三酮、乙二醇

单甲基醚、醋酸锌，亚铁氰化钾。

茚三酮显色剂：将39．00 g茚三酮溶于979 mL

乙二醇单甲基醚中，用N。鼓泡，混匀，再加入硼氢化

钠81 mg，再次用N：鼓泡，混匀，低温保存。

茚三酮缓冲液：将204．00 g乙酸钠溶于336 mL

蒸馏水中，加人123 mL冰醋酸，再加入401 mL乙二

醇单甲基醚中，用N。鼓泡，混匀，低温保存。

1．3色谱条件

分离柱：26 mm i．d×150 mITl不锈钢柱；交换树

脂型号：No．2622SC(日本公司生产的氨基酸分析专

用树脂)；柱温：57℃；泵1流速：0．400 mL／min，泵2

流速：0．350 mL／min；进样体积：20弘L。

1．4样品的处理

(1)乳饮料：准确称取5．0 g液体样品于50 mL

容量瓶中，加入5 mL亚铁氰化钾溶液(0．25 tool／

L)，摇匀，再加入5 mL醋酸锌(1 mol／L)溶液，以沉

淀蛋白质。加超纯水至刻度。摇匀，静止30 min，至

蛋白分层，用定量滤纸过滤除去上层脂肪，弃去前10

mL初滤液。取滤液于离心管中，至15 000 r／min高

速离心机离心20 min，用0．45弘m滤膜过滤，上机分

析。

(2)乳制品：准确称取1．0 g固体样品于20 mL
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温水中，放置10 min后，超声萃取10 min或至样品

全部溶解，转移至50 mL容量瓶中后，处理方法同

上。

2 结果与讨论

2．1试样的前处理方法选择

样品的前处理方法在氨基酸分析中具有重要的

地位。在GB／T 5009．124—2003{食品中氨基酸的

测定》[61中，现行的测定甘氨酸的方法为水解法，食品

中的蛋白质经过盐酸水解成游离的甘氨酸，用氨基酸

自动分析仪测定甘氨酸的含量。蛋白质水解不可避

免的产生甘氨酸，如需测定人为加入的甘氨酸量时，

会干扰测定，无法准确测出人为加入的甘氨酸量。

由于甘氨酸是一种非蛋白的游离氨基酸，在水中

呈游离态，人为加入的甘氨酸会溶解在水中，而如果

蛋白质不水解则其中的甘氨酸不会产生干扰，故可采

用蛋白质沉淀法来进行样品预处理。

2．2蛋白质沉淀剂的选择

氨基酸自动分析仪对所进样品要求很严格，需要

所进样品除去有机物、大分子物质、蛋白等物质。虽

然样品溶解在水中后，游离态甘氨酸可溶解在水中，

但非水解样品溶液中的部分水溶性蛋白经过高速离

心仍无法除去，因此需选用蛋白沉淀剂除去经高速离

心后仍无法去除的水溶性蛋白。醋酸铅，醋酸锌和亚

铁氰化钾，盐酸，醋酸，三氯醋酸均可以沉淀蛋白。试

验证明，醋酸锌和亚铁氰化钾沉淀效果较理想，1

mol／L醋酸锌和0．25 mol／L亚铁氰化钾能使蛋白沉

淀的较完全。

2．3色谱分离条件

用1 mol／L醋酸锌和0．25 mol／L亚铁氰化钾可

完全沉淀样品中的蛋白质，离心过滤后，取滤液直接

上机测定。经氨基酸分析仪色谱柱的分离证明，用1

mol／L醋酸锌和0．25 mol／L亚铁氰化钾沉淀蛋白后

的滤液，已基本消除了蛋白质大分子的干扰。

甘氨酸与大多数蛋白质氨基酸一样，具有与茚三

酮发生显色反应，生成蓝紫色化合物的化学特性。因

此，采用与分析蛋白质氨基酸相似的色谱条件，对甘

氨酸进行分离，并通过反复的色谱条件优化，甘氨酸

与其他氨基酸达到最佳分离状态(见图1、图2)。

2．4标准曲线与最低检出限

配制浓度为0．1、1．0、10．0、50．0、100．0

pmol／L不同浓度的甘氨酸标准溶液，用氨基酸分析

仪分析，以峰面积和浓度绘制标准曲线(见图3)。线

1∞l 2—009 Vot．35 No—,2(Total 254)

性回归方程：Y一29 205x+4 691．5；相关系数：R2

=0．999 9。甘氨酸标准溶液进行氨基酸分析仪分

析，在所测范围内呈很好的线性关系，并按信噪比S／

N为3计，20弘L进样，最低检出限为1．0 pmol。

图1混合氨基酸标准品色谱图
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图3甘氨酸标准曲线

2．5加标回收率

在样品中加一定量的甘氨酸标样，同1．4方法

进行样品处理，通过5次试验(如表1所示)，平均加

标回收率为99．O％。

表1 回收率测定结果

2．6精密度试验

  



在楣丽试验条件下，对浓度为10．0 tL￡mol／L的

甘氨酸标样进样6次平行独立测定，由表2可知，

RSD为0．99％。

袭2精密度实验

2．7样品的检测与分析

分割取5份枣售不同的乳饮料徉晶黧奶粉样晶，

按上述样品处理方法进行处理后进样，测定不同样品

中游离甘氨酸的含量。同时按照GB／T 5009．5—

2003[7】的方法溺定每份样品中蛋自质酶含鬣，对两者

的含量进行比较，结果见表3，表4。

裹3乳饮料样晶测试分析结果

乳制品 6

7

8

9

IO

O．112

o．087

0。109

0．093

0．051

0．07

0．06

0．08

0。06

O．03

结果表明，乳饮料和乳制品样品中，游离曾氮酸

的含量都比较低，它与蛋白质含量的比值，均小于

FDA瓣定的3．5％；乳饮糕样品3中的游离甘氨酸，

可能怒使用的原料牛乳或乳粉中带入了少量的，衙不

是人为的违归添加进去的。

3 绪论

利用蛋白质沉淀一氨基酸分析仪法，能快速准确

缝溅定乳饮料及乳裁瑟孛游离甘氨酸魏含量，该方法

样品处理简便易搡作，可以对甘氨酸赢接迸样分析，

避免了摄白质水解、衍生产物的多样性等问题，能快

速、准臻缝裁断巍饺辩及乳键瑟中是咨逵规添瓣了游

离甘氨酸，为食晶安全监管部门及时判定、保护消费

者利益提供科学的判断依据和技术支持。
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Determination of Free-glycin in Milk Drinks and the Dairy Products

Zhong Qiuzan

(Wer屹hou Institute of Technology Testing and Calibration，Wenzhou 325001，China)

ABSTRACT The amino acid analysis direct system was used to test the free-glycin in the milk drinks and the

dairy products，and the methods for sample pretreatment and chromatographic parameters were studied．The

test results were to analysis whether the milk drinks and the dairy products had free-glycine．The method

was convenient。accurate and practical，the recovery rate was 96．4％～100。6％，RSD was 0。99％，the rel—

ative modulus was 0。9999，the minimum amount that can be detected was 1．0 pmol in 20扯L injection．

Key words milk drink，dairy product，free-glycin。amino—acid analyzer

釜堂錾蔓整鲞塞至塑i麓整丝塑引161

  


