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摘 要： 以啤酒为基质，牛磺酸为添加剂，采用强酸性阳离子交换柱分离出牛磺酸，与邻苯二甲

醛（$%&）’ ()巯基乙醇衍生化后进行荧光法测定。结果表明：相对标准偏差!(*+ ,，回收率-./ ,，
最小检出限为 !*!(# !0 ’ 12；放置 " 个月的和现配的样品中牛磺酸含量差别无显著性（3-!*!/）。
该方法快速、简便而且重现性好，可用于测定啤酒中添加的牛磺酸。
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牛磺酸（MF=J>AK）是一种广泛存在于人和动物体内
的含硫 ")氨基酸 （S(<6R$#5），79(6 年首次从牛胆汁中
分离得到而得名。牛磺酸作为人体的必需氨基酸有着广

泛的生物学活性 \7]，在很多领域都成为科研工作者争相

研究的热点。目前，牛磺酸作为添加剂或强化剂被广泛

地应用到食品行业 \(]，牛磺酸加入到食品中的稳定性直

接关系到食品的营养价值以及保健食品市场开发的可

行性。

牛磺酸常用的定量测定方法有：酸碱滴定法、氨基

酸自动分析法、薄层色谱法和高效液相色谱法\#]等。本实

验采用荧光法对啤酒中添加的牛磺酸的含量进行测定，

结果表明，本法操作简便易行，结果可靠。

7 仪器与试剂

7*7 仪器
荧光分光光度计 （日本岛津 D^)/#!7%S））；水浴

锅；离心机；层吸管。

7*( 试剂

强酸性苯乙烯系阳离子树脂 （6(# 型)上海树脂厂
有限公司）；牛磺酸标准液（5>01F 公司产品），配成浓度
为 !*7!! 10 ’ 12 标准工作液；四硼酸钠（优级纯）；甲醇
（优级纯）；邻苯二甲醛 （$%&)北京奥德赛化学试剂公
司）；()巯基乙醇（德国 NKJO_试剂公司）。
7*# 衍生剂制备
称 (! 10 邻苯二甲醛放于棕色瓶中，用 ( 12 甲醇

溶解，加入 9! !2 ()巯基乙醇和 79 12 硼酸钠缓冲溶
液，摇匀后放于冰箱中，临用时配制。

( 测定步骤

(*7 阳离子交换柱的制备
将树脂研磨后过 ((! 目筛，置于烧杯中蒸馏水反复

冲洗；( 1IT ’ 2 RF$< 碱液浸泡 (+ E，用蒸馏水洗至中
性；( 1IT ’ 2 <ST 酸液浸泡 (+ E，再用蒸馏水洗至中性，+
‘保存备用。测定样品前，将树脂装入用玻璃棉塞住下
口的层吸管中，填充高度为 + O1，除去管中气泡后，再用
玻璃棉塞住上口待用。
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!(! 样品前处理及过柱
首先将待测样品置于温水浴中搅拌除去 -.!，然后

用高速离心机 /""" 0 1 234，离心 $" 234，取离心上清液
倒入离子交换柱，弃去最初的过柱液，然后用三角烧瓶

收集过柱液体待测。

!(% 衍生化反应
取 ! 25缓冲溶液于 !# 25比色管中，加入 $ 25空

白啤酒，然后分别加入各浓度样品（按浓度从低到高依

次为 $!" !5，6" !5，%" !5，$# !5，7(# !5），最后加入 %%
!5 临时配制好的衍生剂，用双蒸水定容，震荡混匀，待
反应 $# 234后即可测定。
!(/ 样品测定
在波长 "89 1 "82:%6# 1 /#" 42 处测定荧光强度 ;，

同时测定试剂空白的 ; 值，计算!;（!;:; 溶液< ; 空
白），将 ;值代入回归方程求得样品中牛磺酸的含量。
!(# 统计分析
将数据用 =9>8+ 建库，样品中牛磺酸含量的比较采

用 ?@?6($!统计软件进行方差分析 A检验。

% 实验结果

%($ 激发光谱和发射光谱的选择
在 !<巯基乙醇的作用下，牛磺酸与邻苯二甲醛缩

合产生了蓝色荧光。结果发现在 "89 1 "82:%6# 1 /#" 42
处（狭缝:%(" 42）试剂空白的荧光强度最弱，所以测定
牛磺酸时选用波长 %6# 1 /#" 42的参数。
%(! 酸度和衍生化时间的选择
分别配制 BC $D$% 一系列不同 BC 值的缓冲溶液

（BC$D# 的乙酸<盐酸；BC6DE 的磷酸二氢钠<磷酸氢二
钠；BCED$$，用氢氧化钠调节 "("# 2’+ 1 5 四硼酸钠；
BC$!D$% 氢氧化钠溶液），取该缓冲溶液 ! 25 于 !# 25
比色管中，再加 $25 啤酒空白，各加入牛磺酸标准溶液
$ 25，用双蒸水稀释到 !# 25，在 "89 1 "82:%6# 1 /#" 42
处测得不同 BC 值下的荧光强度，结果发现荧光强度在
BCF(6D$$ 范围内，荧光强度 ; 值最大，而且稳定，没有
变化，所以选择 BC F(6作为测定条件。
同时，在试验条件下发现，随着反应时间延长荧光

强度逐渐升高，大约 $# 234 以后，荧光强度开始下降，
说明衍生时间选择在 $/D$# 234，能减小由于反应时间
不同造成的误差。本实验选择反应时间统一为 $# 234。
%(% 线性范围和检出限
分别移取 "($"" 2G 1 25 的牛磺酸标准溶液 "("，"(!

25，⋯，!(" 25 于 !# 25 比色管中，按选定的试验条件，
与测定样品同样的方法进行测定。经线性回归后，得直

线方程 ;:#/($"7-（!G 1 25）H7(667I牛磺酸浓度在 "("!D
/(E !G 1 25范围内标准曲线线性很好，相关系数 0 达到
"(FFF!，检出限为 "("!% !G 1 25。
%(/ 精密度
取 "($" 2G 1 25的牛磺酸标准溶液配制成 % 个浓度

的溶液（"(/ !G 1 25，!(/ !G 1 25，/(" !G 1 25），每种做 6 个
平行试验，求得每种样品中牛磺酸的平均含量、标准偏

差和相对标准偏差（J?K），结果每种浓度的牛磺酸溶液
的 J?K均小于 # L，达到了微量样品仪器分析的精密度
要求（见表 $）。
%(# 回收率
仍取上述 % 种浓度的牛磺酸溶液，每种做 6 个平行

加标试验，计算每种样品的平均回收率。结果表明，每种

样品的平均回收率均优于 F# L，见表 !。
%(6 %种不同样品中牛磺酸的含量比较（表 %）

从表 % 可见，无论是 / M冰箱保存还是常温光照保
存的啤酒样品，与现配的啤酒相比，牛磺酸含量的差别

无显著性（BN"("#）。

/ 讨论

由于牛磺酸本身无紫外吸收和荧光发射的特性，须

经衍生后方可产生，从而进行含量测定O/P。在衍

生化反应前，如何将啤酒中添加的牛磺酸同其

他氨基酸有效地分离出来，排除其他氨基酸对

实验结果的干扰，是本实验质量控制的关键。

氨基酸在 BC:!(! 环境下带正电荷，而强
酸性阳离子交换树脂具有负离子的特性。氨基

酸结构不同，所带电荷数目不同，与树脂的亲

和力也不同。不同性质的氨基酸与强酸性树脂

的亲和力依次为：碱性氨基酸N中性氨基酸N酸

! "# $%&’()*+,-./01# (%) 
!"#$% 

(µg/mL) 1 2 3 4 5 6 ‘x±s 

0.4 95.45 98.00 101.85 95.12 99.10 96.40 97.65!2.56 
2.4 101.93 95.82 99.35 98.32 97.60 102.35 99.23!2.54 
4.0 96.95 95.63 99.31 97.93 96.10 95.70 96.60!1.41 
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性氨基酸（!"#$!%""#，!&#’$!%""#$!(")#）。牛磺
酸是磺化氨基酸（&#’!%#’!%#’!(")#），含有磺酸根（!
(")#），与树脂结合最不紧密，当经过交换柱的时候首先
被洗脱下来*+,。对于树脂的目数选择上，由于目数小的树

脂颗粒较大，可以吸附牛磺酸的表面积也小，相对来说

样品过柱时流速较快，可能导致样品中其他的氨基酸与

树脂结合不牢而导致测定值偏高 *-,，因此我们选择了回

收率比较好的 ’’. 目树脂。本方法相对标准偏差!’/0
1，回收率$2+ 1，最小检出限为 ./.’) !3 4 56。结果表
明，该方法快速、简便而且重现性好，可用于啤酒中添加

的牛磺酸测定。

国外曾有报道，维生素配方中的牛磺酸经 7.. 8加
热 99 : 或高强度的紫外灯照射 ; : 等环境下都不降解。
国内张平伟 *;,也曾经报道过，牛磺酸在雪碧汽水和奶粉

基质中，在 0 个月的时间也不会降解，而且不受温度、光
线的影响，本次实验 ) 种不同样品含量的测定结果表
明，在 - 个月内（一般啤酒的保质期限），牛磺酸在啤酒
基质中不受温度、光线等物理条件以及啤酒基质中所含

其他成分 *9,的化学影响，从而保证了牛磺酸作为一种营

养添加剂应用到保健啤酒产业当中的可行性。
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和酮类等；结果见表 7。
从表 7 中可以看出，’..) 年杨凌产区梅尔诺红葡

萄酒香气成分含量在前两位的是苯乙醇和 7!戊醇，分
别占总面积的 0’/’91和 )+/’1，其次为丁二酸二乙酯、
+!乙基二氢化!’（)#）!呋喃酮、7#!吲哚!)!乙醇、&!苯
基!’!萘胺、0!羟基!苯乙醇、)!甲硫基丙醇、对!羟基肉
桂酸乙酯等。但相对含量较低的一些化合物在梅尔诺葡

萄酒总体香气构成中也有不可忽视的作用，如辛酸乙酯

具有令人愉快的花果香气；呋喃甲醛则具有谷物香气；

正己醇具有水果香及芳香等［7-V7;］。由于它们的嗅觉阈值

一般都较低，因而其香气值（浓度 4阈值）很高，加之香味
独特，极可能构成该年份梅尔诺干红葡萄酒特征香气组

分。然而，特征香气组分的鉴定必须有人体嗅觉感官分

析的参与才能够完成。
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