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茶汤中游离氨基酸的分离条件初探

陈圆圆１，钏相龙２，陈春月２，曹喜念２，肖　涵２

（１云南商测质量检验技术服务有限公司，云南 昆明 ６５００１７；２昆明学院 化学科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：为建立适合滇产茶叶氨基酸分离分析的方法，使用全自动氨基酸分析仪，对茶汤中游离氨基酸分

离条件进行初步探索．结果表明，茶氨酸混合标准溶液最佳配比为其他氨基酸 （１００ｎｍｏｌ／Ｌ）１５０μＬ＋茶
氨酸 （１７２ｎｍｏｌ／Ｌ）２６１３μＬ，进样量５０μＬ；流动相Ｃ的 ｐＨ＝７９６．在以上分离条件下，所有氨基酸
组分分离良好，各峰型均能满足定量需求，适用于实际茶样的分离分析．
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　　茶汤是山茶属 （ＣａｍｅｌｌｉａＬ）植物的嫩芽叶
干制品冲泡得到的水提取液．茶汤作为常见饮品，
其中不仅具有多种营养成分和保健效果，更具有丰

富良好的风味特征．茶汤中茶多酚、游离氨基酸总
量 （Ｔｏｔａｌｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＴＦＡＡ）、咖啡碱等生化
成分［１］是茶汤滋味和功效的主要贡献因子．茶叶
的游离氨基酸 （Ｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＦＡＡ）指茶叶水
浸出物中呈游离状态存在，非蛋白质态的可溶性氨

基酸，目前已研究分离出的共２６种，包括：天冬
氨酸、丝氨酸、苏氨酸、谷氨酸、茶氨酸、甘氨

酸、丙氨酸、α氨基丁酸、蛋氨酸、异亮氨酸、脯

氨酸、亮氨酸、酪氨酸、β丙氨酸、苯丙氨酸、
β氨基异丁酸、γ氨基丁酸、组氨酸、色氨酸、赖
氨酸、精氨酸、半胱氨酸、缬氨酸等［２］．其中游
离氨基酸质量分数约占茶叶干质量的 ２％ ～５％，
而茶氨酸占干物质的１％ ～２％［３］．因为游离氨基
酸总量与茶叶品质显著正相关［４－５］，所以其含量对

茶叶的滋味判断、质量控制显得尤为重要．
近年来，茶叶中游离氨基酸定量分析方法常见

的有茚三酮比色法［６－７］、氨基酸自动分析仪测定

法［８－９］、高 效 液相色谱法［１０－１２］、近 红 外 光 谱

法［１３－１４］等．而常规国标法［６］使用茚三酮比色法测定



茶汤中游离氨基酸总量，结果稳定性较差，无法得

知氨基酸组成及具体含量．此外，已有的２６种氨基
酸风味特征或偏鲜、或偏苦、或偏甜，仅使用氨基

酸总量难以切实把握不同氨基酸的比例特征，因此

无法准确预测出茶叶的风味特性，进而判定其品质．
就测定茶汤中氨基酸含量而言，全自动氨基酸分析

仪能够实现目标组分分离完全，有良好的重复性和

稳定性，准确率高，已有多个报道［８－９］使用该仪器

研究分离了龙井、乌龙等茶样的游离氨基酸组分．
滇产大叶种茶叶香气口感浓郁，茶浸出物总量

高，滋味组分比例特殊．为更好地了解滇产茶叶的
风味特征及营养成分，本研究拟使用全自动氨基酸

分析仪，对氨基酸分析过程中的标样、茶样各游离

氨基酸组分分离测定条件进行研究，以建立适合滇

产茶叶氨基酸分离分析的方法，以期为进一步研究

滇产茶氨基酸组分与风味特征的相互规律奠定基础．

１　材料与方法

１１　样品
茶氨酸 （９９９％），ＢＲ级，１００ｍｇ／瓶，上海融

禾医药科技有限公司；游离氨基酸混合标样

（１００ｎｍｏｌ／Ｌ），塞卡姆 （北京）科学仪器有限公司．
茶叶样品为市场采购而得，经粉碎至１００目以

自封袋包装避光冷藏．
１２　试剂

实验所用试剂如表１所示．
表１　实验所用药品

试剂 级别 规格 厂家

苯酚 ９８％ ５００ｇ／瓶 东京化成（日本）

茚三酮 ＧＲ ２０ｇ／瓶 塞卡姆（德国）

还原剂 １ｍＬ／支 塞卡姆（德国）

甲醇 色谱纯 ４Ｌ／瓶 Ｍｅｒｃｈ（德国）

硼酸 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

氯化锂 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

一水合氢氧化锂 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

一水合柠檬酸钠 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

乙酸钾 ＡＲ ５００ｇ／瓶 国药集团

三水合乙酸钠（乙酸钠） ＡＲ ５００ｇ／瓶 国药集团

盐酸 ＡＲ（３７％）５００ｍＬ／瓶 成都科龙

无水乙醇 ＡＲ ５００ｍＬ／瓶 国药集团

冰乙酸 ＡＲ ５００ｍＬ／瓶 国药集团

５磺基水杨酸 ＡＲ ５０ｇ／瓶 广东光华

ＥＤＴＡ ＧＲ ５００ｇ／瓶 东京化成（日本）

水 超纯水

１３　仪器及条件
全自动氨基酸分析仪：Ｓ４３３Ｄ德国塞卡姆公司；

色谱柱：ＬＣＡＫ０７／Ｌｉ；流动相：柠檬酸锂 Ａ＝
ｐＨ２９０，Ｂ＝ｐＨ４２０，Ｃ＝ｐＨ７９６，采用仪器自带梯
度洗脱程序 （从略）；流速：洗脱泵０４５ｍＬ／ｍｉｎ＋
衍生泵 ０２５ｍＬ／ｍｉｎ；检测器：ＤＡＤ，５７０ｎｍ＋
４４０ｎｍ；柱温：３８～７４℃ 梯度升温；酸度计：
ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ集团 （瑞士）；电子天平：赛

多利斯科学仪器 （北京）有限公司．
１４　茶汤制备

称取５００ｇ已研磨好的样品 （约１００目）放
入比色管中，加入１０ｍＬ水摇匀，再加入沸蒸馏水
３５ｍＬ，沸水浴４５ｍｉｎ，浸提完毕后立即趁热减压
过滤，残渣用少量热蒸馏水洗涤２～３次，滤液定
容至５０ｍＬ．取２０ｍＬ样品溶液加入０４ｍＬ４％
的磺基水杨酸溶液，摇匀，过 ０４５μｍ微孔滤膜
过滤后直接分析．

２　结果与讨论

２１　流动相环境的调整
首先使用常规混标检验仪器及流动相环境，谱

图见图１．

由图１可知，分析周期内其他氨基酸分离度及
峰型较好．而问题主要集中于后期，特别是精氨酸
峰 （ｔ≈１０１ｍｉｎ），表现为峰展宽、出峰延迟．该
时间段主要以流动相 Ｃ为主要洗脱剂，ｐＨ为
８００，因此针对性的逐渐调整 ｐＨ，并进行峰型对
照，最终确定合适 ｐＨ为 ７９６．校准后的谱图见
图２．
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由图２可知，流动相调整后，所有峰均得到
了较好分离，精氨酸峰在分析周期内出峰情况良

好，适合进一步定量要求．
２２　茶氨酸混标的配制

茶氨酸为茶汤氨基酸中主体部分，其质量分数

约占总量５０％左右．由于游离氨基酸分析系统多
针对生理体液，不含茶氨酸，因此需调整其质量分

数比例．以出峰顺序、分离度、响应面积为指标，
优化茶氨酸混标的配制．

图３～图５为单次进样５０μＬ，质量浓度分别
为０１００ｍｇ／ｍＬ茶氨酸 ～０００３ｍｇ／ｍＬ茶氨酸混
标谱图．

茶氨酸为茶汤游离氨基酸主体（总量４０％ ～
６０％），其定量结果直接影响总量准确度．经调整
最佳出峰配比为：其他氨基酸 （１００ｎｍｏｌ／Ｌ）
１５０μＬ＋茶氨酸 （１７２ｎｍｏｌ／Ｌ）２６１３μＬ．考虑
到配制的简易性，其质量浓度调整为：茶氨酸

０１７４ｇ稀释至１Ｌ，临用取５００μＬ加入５００μＬ系
统混标，定容至 ５０ｍＬ（所有氨基酸浓度均为
１００μｍｏｌ／Ｌ），避光保存于 ４℃下，并于 ７ｄ内
用完．

图６、图７分别为茶氨酸单标及自配混标谱图．

由图６和图７可知，茶氨酸单标能在系统条
件下实现完全分离，出峰时间为３８９ｍｉｎ，分离度
良好，与其他组分未见相互重叠干扰．因此适用于
样品中混合氨基酸的分离分析．
２３　样品氨基酸的分离情况

使用以上条件，随机抽取绿茶样进行分析，其
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分离情况见图８．

由图８可以看出，在该条件下，茶叶中所含
氨基酸组分分离情况良好，适用于实际样品的分离

分析．

３　结论

１）使用氨基酸分析仪对茶汤游离氨基酸分离
条件进行了初步探索，结果表明，其他氨基酸

（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）１５０μＬ＋茶氨酸 （１７２ｎｍｏｌ／Ｌ）
２６１３μＬ，进样量５０μＬ；流动相Ｃ的ｐＨ＝７９６．

２）以上述条件对实际茶样进行分析，结果显
示，各峰分离结果符合定性、定量要求．
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