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高效液相色谱法分析霉菌干酪中游离氨基酸含量

Determination of free amino acids released
from mould-ripened cheese
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近年来，国内外对干酪的研究工作在不断深入开展。霉菌干酪在干酪研究中具有非常重要地位。

霉菌干酪在成熟过程中产生一定量氨基酸，它对干酪的风味产生重要影响。因此，对霉菌干酪中的游离

氨基酸的组成和含量进行监测，以获得霉菌干酪过程中氨基酸变化模式具有非常重要的意义，目前国内

尚未有对霉菌干酪中游离氨基酸进行检测的报道。目前柱前衍生反相高效液相色谱测定氨基酸技术取

得很大进展［1 - 2］。邻苯二甲醛（0PA）衍生步骤简单、反应速度快，剩余试剂不干扰测定，因此在柱前衍

生试剂中以 0PA 的应用最为广泛。本文采用 HP 1100 系列高效液相色谱，以 0PA 和 9 - 芴甲基氯甲酸

酯（FM0C）为衍生试剂，测定了霉菌干酪的游离氨基酸组成和含量。

1 实验方法

1.1 仪器及其工作条件

超滤仪：Master Flex"R L / STM（配有分子量为 5000Da 膜）；

匀浆机：Ultra Turrax
高效液相色谱仪：HP 1100 系列，HP 1046A 荧光检测器；

色谱条件：

色谱柱：Hypsil 0DS 柱 125 × 4mm（5!m）；

流动相：A 0.02mol / L pH = 7.20 的 NaAC 缓冲液，内含 0 . 018%（V / V）三乙胺和 0 . 3%（V / V）

四氢呋喃；



B 0.02mol / L NaAC（pH = 7.20）缓冲液 ：乙腈 ：甲醇 = 1：2 ：2
洗脱条件：0 ~ 15min B 从 1%到 60%，15 ~ 18min B 从 60%上升到 100%，18 ~ 19min，B 为 100%；

流速：1 .0mL / min；

柱温：40℃；

检测波长：0 ~ 14.6min 338nm；14 .6 ~ 20 .0min 262nm；20 .0min ~ 338nm。

1.2 试剂

17 种氨基酸混合标准溶液：Agilent TeChnologies，含量为 1nmol /!L；衍生试剂是 Hewlett PaCkard 提供的

试剂盒。

1.3 样品处理

取 15g 霉菌干酪样品，研磨后加 80ml 超纯水，匀浆（11000r / min，2min）、离心（5000g，15min）、除去上

层脂肪和底层沉淀，中间层的清液经超滤（5000Da）后，滤液备用。

1.4 衍生及其分析

样品的衍生按照 Hewlett PaCkard 提供的试剂盒方法进行，衍生后进行色谱分析。以保留时间定性，

峰面积用外标法定量。

2 结果与讨论

表 1 成熟 0 周和 2 周的霉菌干酪的游离氨基酸组成

和含量测定结果

Tab.1 Analytical results of composition and amount of
free amino acids in cheese curd

and mold-ripened cheese ripening for 2 weeks

氨基酸
成熟 0 周霉菌干酪

（mg / 100g）

成熟 2 周霉菌干酪

（mg / 100g）
RSD，%

天冬氨酸 2.48 6 .37 2 .90
谷氨酸 4.11 40 .69 2 .30
丝氨酸 1.41 3 .34 0 .92
组氨酸 2.27 18 .11 2 .00
甘氨酸 * 0.90 0 .88
苏氨酸 1.35 2 .39 2 .10
丙氨酸 1.42 6 .22 3 .10
精氨酸 3.60 * *
酪氨酸 2.98 20 .88 1 .00
胱氨酸 * * *
缬氨酸 1.93 16 .47 1 .20

甲硫氨酸 2.22 6 .72 2 .40
苯丙氨酸 2.82 20 .16 2 .40
异亮氨酸 1.99 6 .45 1 .00

亮氨酸 2.54 25 .89 1 .10
赖氨酸 1.20 11 .85 2 .70
脯氨酸 2.75 12 .35 1 .20

17 种氨基酸标准品的图谱见图 1，成熟 0
周和 2 周的霉菌干酪样品中游离氨基酸图谱

见图 2 和图 3。从图 1 可以看出，17 种氨基

酸中 15 种氨基酸均得到了很好地分离，仅丙

氨酸和精氨酸未能很好分离，这与色谱柱效

下降有关。图 2 和图 3 形成鲜明对比，图 2
代表的是未成熟干酪即凝乳后凝块氨基酸含

量，其含量甚微。而成熟 2 周后样品中游离

氨基酸含量明显增高，这说明霉菌干酪在成

熟过程中产生了大量氨基酸。通过计算（结

果见 表 1），其 中 谷 氨 酸 含 量 最 高 达 到

40 .69mg / 100g，比未成熟干酪高 10 倍。另外

亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、组氨酸、缬氨酸、

赖氨酸和脯氨酸含量也较高，是未成熟干酪

的 6 - 11 倍，其它氨基酸也有一定程度的增

加。必须指出由于精氨酸和丙氨酸未能完全

分离，所以图 1C 中的精氨酸含量没有计算。

而样品中胱氨酸的量未检出。

3 结论

（ 1）采 用 0PA 和 FM0C 为 衍 生 试 剂，

0DS 柱分离，338nm 检测可以较好分离 17 种氨基酸中的 15 种，另两种氨基酸分离效果欠佳。

（ 2）霉菌成熟 2 周后样品中游离氨基酸含量明显增高，这说明霉菌干酪在成熟过程中产生了大量

氨基酸。其中谷氨酸含量最高达到 40 .69mg / 100g，比未成熟干酪高 10 倍。

（3）霉菌成熟 2 周的干酪中亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、组氨酸、缬氨酸、赖氨酸和脯氨酸含量也较
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图 1 图中（A）、（B）和（C）分别是氨基酸标准品、未成熟干酪和霉菌成熟 2 周干酪样品中氨基酸图谱

Fig.1 Chromatograms of 17 amino aCid standards（A），free amino aCids in Cheese Curd（B）

and free amino aCids in mold-ripened Cheese ripening for 2 weeks（C）

1：Asp； 2：Glu； 3：Ser； 4：His； 5：Gly； 6：Thr； 7：Ala； 8：Arg； 9：Tyr； 10：Cys-Cys；

11：Val； 12：Met； 13：Phe； 14：Ile； 15：Leu； 16：Lys； 17：Pro

高，是未成熟干酪的 6 - 11 倍，其它氨基酸也有一定程度的增加。

（4）本次实验中胱氨酸未检出，这说明霉菌成熟 2 周的干酪中胱氨酸含量甚微或不含胱氨酸。
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