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氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法检测柑橘中游离氨基酸

李晓庆,蔡颖,潘思轶,李秀娟

华中农业大学食品科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　采用单因素试验法对氯甲酸异丁酯二次衍生条件进行优化,并建立了１种柑橘果肉中１８种游离氨

基酸的气相色谱定量检测方法.结果显示:当吡啶、异丁醇、第１次氯甲酸异丁酯和第２次氯甲酸异丁酯加入量

分别为２０、１２０、５０和５０μL,萃取溶剂为二氯甲烷时,氨基酸衍生效果最佳;１８种氨基酸在其对应范围内线性关

系良好,相关系数R２均大于０．９９,检测限在０．０２~０．３５μg/mL,５次重复试验相对标准偏差不超过１０．５７％;５种

柑橘提取液样品的加标回收率均在７２．８２％~１３２．９７％.该方法简便、准确、重现性好、成本低,衍生物稳定,可
以用于柑橘果肉中１８种游离氨基酸的检测.
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　　柑橘具有很高的营养价值,氨基酸种类丰富且

含量高[１Ｇ２].柑橘品种繁多,分析测定不同品种以及

不同生长期和贮藏条件下氨基酸的种类与含量,可为

人体合理摄入氨基酸及柑橘的加工利用提供依据.
目前,氨 基 酸 的 检 测 方 法 主 要 有 液 相 色 谱

法[３Ｇ５]、气相色谱法[６Ｇ７]、毛细管电泳法[８Ｇ９]、氨基酸自

动分析仪[１０Ｇ１１]等.其中,气相色谱法具有衍生物稳

定、分辨率高、操作简便、运行成本低、分析时间短等

优点.因为氨基酸结构中含有氨基和羧基,极性较

强,所以采用气相色谱法检测氨基酸时要先进行衍

生,降低氨基酸的极性以满足检测的需求.常用的

衍生化试剂主要有硅烷化试剂和烷基氯甲酸酯类试

剂等.一般来说,烷基氯甲酸酯类衍生氨基酸操作

简便、条件温和并且成本较低,对极性官能团如

—NH２、—COOH 和酚羟基具有高选择性,在衍生

化反应过程中比硅烷化衍生具有较少的基质效

应[１２].近 年 来,Yang 等[１３]、Qiu 等[１４]和 王 桂 臻

等[１５]提出基于氯甲酸乙酯的二次衍生方法,即在调

节pH 前后分２次加入衍生化试剂,基本原理是在

衍生反应过程中当氨基酸的羧基变成酯或者钠盐

后,氨基的化学反应性能得到加强,易和酰氯反应.
若将pH 调为弱碱性,氨基酸的氨基与酰氯更易发

生反应,从而增加衍生物的种类与浓度,可以使多种

氨基酸同时衍生并检测[１５].有研究表明,气相色谱

对氯甲酸异丁酯(isobutylchloroformate,IBCF)衍
生物的灵敏度比氯甲酸乙酯衍生物更高[１６],但是采

用氯甲酸异丁酯二次衍生的报道很少.
目前采用气相色谱法检测游离氨基酸的研究对

象主要是生物样本[１７Ｇ１８],这些样品与柑橘在氨基酸

含量上存在很大差异,导致之前研究的方法条件无

法适用于柑橘样品,而采用气相色谱法检测柑橘中

游离氨基酸的文献也很少报道.本研究采用单因素

试验对氯甲酸异丁酯二次衍生条件进行优化,建立

了１种柑橘果肉中１８种游离氨基酸的气相色谱定

量检测方法,以期为柑橘中游离氨基酸的测定提供

参考.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

浓盐酸、二氯甲烷、吡啶、异丁醇购自国药集团

化学试剂有限公司,均为分析纯;天冬氨酸(Asp)、
苏氨酸(Thr)、丝氨酸(Ser)、谷氨酸(Glu)、甘氨酸

(Gly)、丙氨酸(Ala)、半胱氨酸(Cys)、甲硫氨酸

(Met)、异 亮 氨 酸 (Ile)、亮 氨 酸 (Leu)、酪 氨 酸
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(Tyr)、苯 丙 氨 酸 (Phe)、赖 氨 酸 (Lys)、组 氨 酸

(His)、脯 氨 酸 (Pro)、缬 氨 酸 (Val)、天 冬 酰 胺

(Asn)、谷氨酰胺(Gln)、色氨酸(Trp)标准品均购自

Biosharp生物科技公司(纯度均≥９８．５％);IBCF
(分析纯)购自阿拉丁试剂公司;脐橙、胡柚、柠檬、沃
柑、湖南蜜桔均购自武汉当地水果超市.
1.2　仪器与设备

SPＧ７８９０型气相色谱仪(配置氢火焰离子化检

测器,FID),山东鲁南瑞虹化工有限公司;N２０００色

谱数据工作站,浙江大学智达信息工程有限公司;

SEＧ５４毛细管柱(３０m×０．３２mm×０．２５μm),兰州

中科安泰分析科技有限公司;CTＧ１型氮氢空气发生

器,武汉科林普丰仪器有限公司;KQＧ３００DE型数控

超声波清洗器,昆山市超声仪器有限公司;TGＧ１６G
型离心机,上海安亭仪器有限公司;QLＧ８６１型漩涡

混合器,江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司;

JYLＧC０２２E型九阳料理机,九阳股份有限公司;微
量进样器,上海高鸽工贸有限公司;DFＧ１０１S型集热

式恒温加热磁力搅拌器,武汉德力祥仪器设备有限

公司.
1.3　试验方法

１)柑橘样品处理方法.将新鲜柑橘用蒸馏水洗

净、晾干,取去籽后的果肉打浆,冻干并粉碎,置于

－１８℃下密封保存,备用.

２)氨基酸标准溶液的配制.精确称取各氨基酸

标准品１０mg,置于１０mL容量瓶中,分别加入０．１
mol/L盐酸溶液,制备成１mg/mL的混合标准储

备溶液.使用时用０．１mol/L盐酸逐级稀释成所需

浓度的标准工作液,于４℃储存.

３)气相色谱条件.以高纯氮气为载气,柱头压

０．０５５MPa,空气０．０９５MPa,氢气０．０６５MPa,尾吹

气０．０７５MPa,分流进样,分流比为２０∶１.柱炉程

序升 温:初 始 温 度 １００ ℃,以 １５ ℃/min 升 温 至

２００℃,以６℃/min升温至３００℃,保持４min.进

样口温度２８０℃,FID检测器温度３００℃.

４)氨基酸标准溶液的衍生化操作.取１mL氨

基酸混标溶液于４mL离心管中,依次加入２０μL
吡啶、１２０μL异丁醇、５０μL氯甲酸异丁酯(IBCF),
超声 ２ min,然 后 加 入 ５００μL 二 氯 甲 烷,涡 旋

１min,静置３min,在３０００r/min下离心５min.向
上层溶液中加入７mol/L氢氧化钠溶液１００μL调

节溶液pH,再加入５０μLIBCF,超声２min,加入

５００μL二氯甲烷,涡旋１min,静置３min,以３０００

r/min离心５min.取出下层溶液置于－１８℃下冷

冻,待残留水冷冻成固体冰状后,快速取出液体状有

机相,在５０℃下氮气吹干浓缩,用５０μL二氯甲烷

复溶,取１μL进样.

５)柑橘果肉中游离氨基酸的提取与衍生化操

作.参照 Vieira等[１９]与彭真汾等[２０]的游离氨基酸

提取方法,取３０mg冻干果肉粉末置于５mL离心

管中,按１∶５０的料液比加入０．１mol/L盐酸溶液

进行 第 １ 次 萃 取,密 封 并 放 置 在 超 声 仪 中,在

２７０W、２５℃条件下超声３０min,再５０００r/min离

心５min,收集上清液;采用相同体积的萃取剂进行

第２次萃取,涡旋 ３ min,并 放 置 在 超 声 仪 中 于

２７０W、２５℃条件下超声１０min.将第１次和第２
次离心的上清液混合,用０．１mol/L 盐酸溶液稀释

至５ mL.取 １ mL 氨 基 酸 溶 液 样 品 按 照 本 文

“１．３４)”方法自“取１mL氨基酸混标溶液”起操作,
制备样品衍生化溶液.

６)稳定性试验.将氨基酸标准溶液按照本文

“１．３４)”衍生方法操作,制备衍生化产物,以３００μL
二氯甲烷复溶,加入邻苯二甲酸二乙酯作为内标物,
储存于－１８℃下.分别于贮存０、８、１２ 和２４h取

样检测,记录各氨基酸的峰面积与内标物峰面积.

７)线性关系考察及检测限、定量限测定.配制

一系列的氨基酸混合标准溶液,使其质量浓度分别

为２００．００、１００．００、５０．００、２５．００、５．００、１．００、０．２５

μg/mL,经过衍生化处理后进行气相色谱分析,以
各氨基酸溶液的质量浓度为横坐标,以各组分色谱

峰面积为纵坐标,分别绘制各组分的标准曲线,进行

线性回归,求得回归方程和相关系数,根据３δ/S和

１０δ/S分别得出方法的检测限 (LOD)和 定 量 限

(LOQ).

８)重复性试验.取５．００μg/mL氨基酸混合标

准溶液５份,每份１mL,按本文“１．３４)”方法制备混

合标准品衍生化溶液,按本文“１．３３)”气相色谱条

件测定峰面积,根据各组分峰面积计算１８种氨基酸

峰面积的相对标准偏差(RSD).

９)加标回收率试验.采用上述标准曲线分别计

算脐橙、胡柚、柠檬、沃柑、湖南蜜桔果肉提取液中各

游离氨基酸含量.在１mL各提取物中加入２０μL
质量浓度为５０μg/mL 的氨基酸混合标准溶液,根
据标准曲线计算各样品的回收率和RSD.

１０)氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法与茚三

酮Ｇ紫外分光光度法的氨基酸检测结果对比.分别

３２１
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配制质量浓度为６０μg/mL的缬氨酸、天冬酰胺、苯
丙氨酸、组氨酸标准溶液,采用氯甲酸异丁酯二次衍

生Ｇ气相色谱法检测各氨基酸的质量浓度并计算衍生

率(衍生率＝检测浓度/样品实际浓度),与文献[２１Ｇ
２２]中茚三酮Ｇ紫外分光光度法检测结果进行对比.

2　结果与分析

2.1　氨基酸混合标准溶液的衍生条件优化

烷基氯甲酸酯类作为衍生化试剂,提高了采用

气相色谱法检测复杂基质如果酱、果汁和药物制

剂[２３]中氨基酸的适用性,特别对水相体系具有独特

的优势.然而此方法的最大缺点是无法对精氨酸进

行定性定量分析,精氨酸由于其胍基的亚氨基不被

衍生而不可逆地吸附在色谱柱上[２４Ｇ２５].另外,谷氨

酰胺衍生后会出现２个色谱峰,目前无法对其进行

定量分析,只能进行定性鉴别.
图１显示了氨基酸在吡啶、异丁醇和IBCF存

在下衍生的过程.为了达到最优的衍生化状态,需
要对影响氨基酸衍生的因素如IBCF、吡啶、异丁醇

的加入量以及萃取溶剂的种类等条件进行优化.

图１　在吡啶和异丁醇存在下用氯甲酸异丁酯衍生氨基酸的示意图

Fig．１　Schematicdiagramofderivatizationofaminoacidwithisobutylchloroformate
inthepresenceofpyridineand２ＧmethylＧ１Ｇpropanol

　　１)吡啶加入量的优化.吡啶是衍生化反应的催

化剂,考察了不同吡啶加入量对氨基酸标准溶液衍

生的影响(图２).其他条件:异丁醇加入量为８０

μL,第１次和第２次IBCF加入量均为５０μL,１８种

氨基酸质量浓度均为５０μg/mL.随着吡啶加入量

的增加,１８种氨基酸衍生物的生成量大幅度增加;
当吡啶加入量为２０μL时,所有的氨基酸都达到最

大转化率;随着吡啶加入量继续增加,衍生物的峰面

积反而下降,这可能是吡啶与氨基酸发生了反应,干
扰了正常的衍生化反应进程.因此,确定吡啶加入

量为２０μL.

２)异丁醇加入量的优化.考察了异丁醇加入量

对氨基酸衍生的影响(图３).随着异丁醇加入量的

增加,所有氨基酸的衍生量均增加,衍生反应逐步趋

于完全,但之后衍生物的峰面积开始下降,推测是异

丁醇加入量过高后,衍生物在水中的溶解度增大,导
致二氯甲烷萃取的衍生物开始减少.当异丁醇加入

量为１２０μL时,几乎所有氨基酸的衍生量达到最

　１．丙氨酸 Ala;２．甘氨酸 Gly;３．缬氨酸 Val;４．亮氨酸 Leu;５．异

亮氨酸Ile;６．苏氨酸 Thr;７．丝氨酸Ser;８．脯氨酸Pro;９．天冬酰胺

Asn;１０．甲硫氨酸 Met;１１．天冬氨酸 Asp;１２．苯丙氨酸 Phe;１３．谷

氨酸 Glu;１４．半胱氨酸 Cys;１５．赖氨酸 Lys;１６．组氨酸 His;１７．色

氨酸 Trp;１８．酪氨酸 Tyr.下同.Thesameasbelow．

图２　吡啶加入量对氨基酸标准溶液衍生的影响

Fig．２　Effectsofamountofpyridineonderivatization
ofaminoacidsstandardsolution

４２１
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图３　异丁醇加入量对氨基酸标准溶液衍生的影响

Fig．３　Effectsofamountof２ＧmethylＧ１Ｇpropanol
onderivatizationofaminoacidsstandardsolution

大,仅异亮氨酸的衍生量在异丁醇加入量为１２０和

１６０μL时相差不明显.因此,选择异丁醇加入量为

１２０μL.

３)第１次IBCF加入量的优化.本研究是基于

IBCF的二次衍生,即衍生化的过程中在调节pH 前

后分２次加入衍生化试剂.调节pH 前主要是羧基

衍生,pH 调成弱碱性后氨基的衍生量更大.
考察第１次IBCF加入量对氨基酸标准溶液的

影响(图４).随着IBCF加入量的逐渐增加,大多数

氨基酸的衍生量呈先增加后下降的趋势,后期衍生

物的峰面积逐渐减小,这可能是衍生反应生成的副

产物增多干扰了衍生化反应.当IBCF加入量为５０

μL时,大多数氨基酸的衍生量达到最高值;当IBCF
加入量为５０和７０μL时,丙氨酸、亮氨酸和甲硫氨

酸这３种氨基酸的衍生量大致相等;当IBCF加入

量为７０μL时,天冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸和组氨酸

图４　第１次IBCF加入量对氨基酸标准溶液衍生的影响

Fig．４　EffectsofamountoffirstIBCFonderivatization
ofaminoacidsstandardsolution

这４种氨基酸的衍生量达到最高值.综合考虑,确
定第１次IBCF的加入量为５０μL.

４)第２次IBCF加入量的优化.由图５可见,当
第２次IBCF加入量为５０μL时,大部分氨基酸的衍

生量达到最高值;当IBCF加入量为５０和３０μL时,
谷氨酸和赖氨酸这２种氨基酸的衍生量相等;当IBＧ
CF加入量为７０μL时,半胱氨酸的衍生量达到最高

值.综合考虑,确定第２次IBCF加入量为５０μL.

图５　第２次IBCF加入量对氨基酸标准溶液衍生的影响

Fig．５　EffectsofamountofsecondIBCFon
derivatizationofaminoacidsstandardsolution

５)萃取溶剂的选择.比较了氯仿和二氯甲烷对

衍生物的萃取效果(图６).除缬氨酸、异亮氨酸、天
冬氨酸、谷氨酸和色氨酸之外,对于其他１３种氨基

酸,二氯甲烷的萃取效果优于氯仿.因此,选择二氯

甲烷作为萃取溶剂.

图６　不同萃取溶剂对氨基酸标准溶液衍生的影响

Fig．６　Effectsofdifferentextractionsolventsonthe
derivatizationofaminoacidsstandardsolution

2.2　氨基酸衍生物的稳定性

图７反映了衍生物在２４h内的稳定性.从图７
可见,各目标色谱峰与内标物的色谱峰面积比值在

２４h内均无明显变化,表明氨基酸的衍生物在２４h
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内是稳定存在的.此结果与 Qiu等[１４]报道的氯甲

酸乙酯衍生物的稳定性一致.

图７　１８种氨基酸衍生物的稳定性

Fig．７　Stabilityofeighteenaminoacidsderivatives
2.3　氨基酸混合标准溶液的线性关系、检测限、定
量限和 RSD

　　采用氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法分析

游离氨基酸标准溶液,得到标准曲线方程、线性范

围、LOD、LOQ和RSD等测定结果(表１).
酪氨酸和半胱氨酸在０．２５~５０．００μg/mL内线

性关系良好,线性相关系数大于０．９９９,甘氨酸、亮氨

酸、脯氨酸和甲硫氨酸具有更宽的线性范围,在

０．２５~２００．００μg/mL内线性关系良好,线性相关系

数均大于０．９９,除此之外的其他氨基酸在质量浓度

０．２５~１００μg/mL内具有良好的线性关系.王桂臻

等[１５]采用二次衍生方法检测生物样本中的氨基酸

线性范围大部分为０．５~２０．０μg/mL,考虑到柑橘

样品中氨基酸种类丰富,含量差异大,优化衍生条件

是十分必要的.所有氨基酸的检测限在０．０２~０．３５

μg/mL内灵敏度均较高.
在氨基酸质量浓度为５μg/mL进行５次重复

试验,试验所得RSD在３．４６％~１０．５７％,表明方法

重复性好.
表１　１８种氨基酸的线性关系、检测限、定量限和RSD

Table１　Thelinearrelation,LOD,LOQandRSDof１８aminoacids

氨基酸

Aminoacids

标准曲线方程

Standardcurve
equation

线性相关系数

R２

线性范围/
(μg/mL)

Linearrange

检测限/
(μg/mL)

LOD

定量限/
(μg/mL)
LOQ

RSD/％

丙氨酸 Ala y＝１４８１．５x－４８４．３９ ０．９９７８ ０．２５~１００．００ ０．０５ ０．１６ ８．０２

甘氨酸 Gly y＝１８０６．２x－２９８５．１ ０．９９９２ ０．２５~２００．００ ０．０６ ０．２０ ８．５７

缬氨酸 Val y＝１１７９．７x－７５５．５４ ０．９９５２ ０．２５~１００．００ ０．１０ ０．３３ ４．９８

亮氨酸 Leu y＝１４６２．４x＋８４．９２１ ０．９９９７ ０．２５~２００．００ ０．０８ ０．２５ ７．７４

异亮氨酸Ile y ＝９１０．３８x－１２４６．４ ０．９９６２ ０．２５~１００．００ ０．１５ ０．５１ ４．７３

苏氨酸 Thr y＝１５１７．８x－７５２．５８ ０．９９９６ ０．２５~１００．００ ０．０７ ０．２２ ７．７８

丝氨酸 Ser y＝１３６３．７x－１５６１．１ ０．９９４３ ０．２５~１００．００ ０．０７ ０．２２ ６．４０

脯氨酸 Pro y＝１５７７．７x－９３１．４ ０．９９９６ ０．２５~２００．００ ０．０６ ０．２１ ７．２３

天冬酰胺 Asn y＝９８２．２３x－４０．９４３ ０．９９９５ ０．２５~５０．００ ０．０２ ０．０８ １０．５７

甲硫氨酸 Met y＝１４５４．５x－５２．１０１ ０．９９５０ ０．２５~２００．００ ０．１４ ０．４７ ７．８７

天冬氨酸 Asp y＝１６７４．６x＋１５３．１ ０．９９９８ ０．２５~１００．００ ０．０７ ０．２３ ９．７０

苯丙氨酸 Phe y＝２１５０．４x －１８１７．６ ０．９９７１ ０．２５~１００．００ ０．０２ ０．０７ ７．２３

谷氨酸 Glu y＝２９４．４６x＋５５．４４ ０．９９９８ ０．２５~１００．００ ０．３５ １．１６ ３．４６

半胱氨酸 Cys y＝２５４２．７x －３２６．０３ ０．９９６４ ０．２５~５０．００ ０．０７ ０．２２ ７．７５

赖氨酸 Lys y＝８６５．９３x＋８２０．３８ ０．９９９３ ０．２５~１００．００ ０．０９ ０．３１ １０．１３

组氨酸 His y＝１０５１．６x＋６２６．２ ０．９９９５ ０．２５~１００．００ ０．０４ ０．１３ ４．６６

色氨酸 Trp y＝２６１０．６x－５４５９．２ ０．９９５６ ０．２５~１００．００ ０．１１ ０．３５ １０．１９

酪氨酸 Tyr y＝２５８２．６x＋５３０．３５ ０．９９９０ ０．２５~５０．００ ０．０５ ０．１７ ９．６０

2.4　5 种加标柑橘果肉提取液中游离氨基酸的回收

率及 RSD

　　５种加标柑橘果肉提取液中游离氨基酸的回收

率和 RSD 测定结果见表 ２.除个别回收率超过

１２０％,５ 种样品中大部分氨基酸的 回 收 率 均 在

７０％~１２０％,RSD 在０．２７％~１５．６７％(除胡柚样

品的半胱氨酸RSD为１９．７０％).
2.5　氯甲酸异丁酯二次衍生 - 气相色谱法与其他参

考文献中氨基酸检测方法对比

　　比较了氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法与

其他文献方法中氨基酸检测方法的各项性能指标

(表３).与其他文献的方法相比,氯甲酸异丁酯二
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表２　５种加标柑橘果肉提取液中游离氨基酸的回收率和RSD
Table２　RecoveriesandRSDoffreeaminoacidsintheextractoffivespikedorangesamples

氨基酸

Amino
acids

脐橙

Navelorange

回收率/％
Recovery

RSD/％

柠檬

Lemon

回收率/％
Recovery

RSD/％

胡柚

Grapefruit

回收率/％
Recovery

RSD/％

湖南蜜桔

Hunantangerine

回收率/％
Recovery

RSD/％

沃柑

Womandarin

回收率/％
Recovery

RSD/％

丙氨酸 Ala １０１．１６ ２．９８ １１４．７２ ０．２７ １１０．７６ ３．８６ １１０．５１ ３．９５ １１８．７８ ３．２９

甘氨酸 Gly ８４．９８ ８．４１ ７９．５０ ２．０２ ９６．９８ ５．１５ ９９．２４ ０．４９ ８１．４３ １．２３

缬氨酸 Val ７２．９５ １３．３８ １０１．６４ ４．５２ １０２．２６ １．９６ ９９．４５ ４．１５ ９７．３９ ９．６９

亮氨酸 Leu ９５．１３ ６．１７ １０８．１５ ２．７０ ９０．０６ ４．５７ ８４．７７ ２．８１ ７４．０４ ４．５２

异亮氨酸Ile １０７．６８ １．９３ ８４．９０ １０．４４ ９９．３１ ５．９７ ９４．０３ ６．６９ ９１．６７ ９．８２

苏氨酸 Thr １１６．６２ ３．３５ ７８．３４ ０．４７ １２０．２３ ５．２８ ９１．４６ １２．４９ ９２．３２ ３．６６

丝氨酸 Ser １２５．００ １０．７６ ７７．５２ ２．５６ １１３．０４ ９．００ １２１．２５ ０．４９ ８６．３３ ２．５９

脯氨酸 Pro ９７．９２ ４．７１ １２８．２１ ５．６８ １２１．４４ ２．１５ １３２．９７ ３．９２ １１１．２７ １．６４

天冬酰胺 Asn １０２．２７ ３．０７ １２０．４１ ０．９４ １２６．４７ ６．８９ １２４．６８ ０．４０ ９１．４５ １．２１

甲硫氨酸 Met ９１．５６ ６．１５ １２８．００ ８．９０ ９８．９３ １２．６１ ９７．４３ １３．３４ １２５．７１ ９．１６

天冬氨酸 Asp １１４．１６ １１．５３ ９０．３９ ７．４２ １０２．８１ ６．４１ １２１．２７ ３．６４ １０２．７２ ６．９８

苯丙氨酸 Phe ７４．７９ １５．６７ ８２．３４ １．１１ ９１．３３ ７．５３ １２１．２５ ０．５９ ７２．８２ ０．９９

谷氨酸 Glu １３０．１６ １．１９ ９５．８６ ０．９９ １００．４０ ６．１６ ９２．８５ ０．８９ ８４．９８ ６．２３

半胱氨酸 Cys ８０．４４ ８．０７ １０６．８９ ５．０４ １１０．５５ １９．７０ １００．０９ ６．６３ ８２．３４ ５．２４

赖氨酸 Lys １１４．５９ ７．３５ ９９．２８ ０．５５ ８８．６３ ２．４５ １１６．９９ ０．６５ １２６．９６ ０．６３

组氨酸 His １０３．６５ ０．４９ ８９．４８ １３．９７ ９９．６８ ６．６９ １２２．７０ １．８２ １１４．３０ ６．３３

色氨酸 Trp １０３．６６ ４．３８ ９７．４６ １１．２６ １２３．３５ １４．１０ ８３．３８ ５．６２ ７３．８７ １０．１１

酪氨酸 Tyr １０１．９５ ３．９８ ９３．７３ ４．６７ １０６．８５ ５．９４ ９４．６２ ７．８４ １１２．０６ ２．１３

表３　本方法与其他参考文献中氨基酸检测方法对比

Table３　Comparisonoftheproposedmethodwithothermethodsreportedinliteraturesforthedeterminationofaminoacids

方法

Method
样品

Sample

线性范围/
(μg/mL)

Linearrange

检测限/
(μg/mL)

LOD
RSD/％

回收率/％
Recovery

衍生时间/min
Derivatization

time

参考
文献

Ref．

DLLMEＧSFOＧGC/MS 烟丝 Tobacco ０．５~２００．０ ０．１２~２．８２ １．２~６．８ ８４．６~１０８．５ １ [２６]

SPE/CE 血液 Blood ０．２~１．５ ０．１３~０．３７ ４．０~５．７ ５２．４~７０．０ － [２７]

柱前衍生ＧHPLC
PreＧcolumn

derivatizationHPLC
茯苓 Poria ５．８~１１９．０ １．９６~３．９８ ０．８~２．０ ９３．３~１０６．２ ６０ [２８]

柱前衍生ＧRPＧHPLC
PreＧcolumn

derivatizationＧ
RPＧHPLC

茶叶 Tea ０．００４~１．０００ ０．４~３００．０ ０．３６~１５．３８ ９０．３~１０５．４ １０ [２９]

UHPLCＧQＧ
OrbitrapHRMS

血清、牛奶、
肌肉

Serum,milk,
muscle

０．１~５００．０

血清和牛奶

Serumandmilk
０．００３~０．６８０

μmol/L,
肌肉 muscle

０．００３~０．２７０
nmol/g

＜１２．３ ７７．７~１２４．８ １０ [３０]

氯甲酸异丁酯
二次衍生Ｇ气相色谱法

Isobutylchloroformate
secondderivatizationＧ
gaschromatography

柑橘 Citrus ０．２５~１００．００ ０．０２~０．３５ ４．７３~１０．５７７２．８２~１３２．９７ ２
本文

Thisstudy
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次衍生Ｇ气相色谱法具有更低的检测限０．０２~０．３５

μg/mL,较短的衍生时间２min,同时 RSD 不超过

１０．５７％,衍生物在２４h内稳定,分析成本低.结果

表明,本方法具有线性范围宽、重现性好、精密度高、
检测限低、衍生快速、操作步骤简单、成本低的优点,
能应用于不同种类的柑橘样品中氨基酸的分析.
2.6　5 种柑橘果肉中游离氨基酸含量的检测

采用氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法对５

种柑橘果肉中游离氨基酸含量进行检测,结果见

表４.本方法目前对精氨酸无法进行定性与定量分

析,对谷氨酰胺只能进行定性鉴别.５种柑橘中除

柠檬之外都存在谷氨酰胺.
不同品种的柑橘中所含的游离氨基酸差异显

著.脐橙中共检测到１６种游离氨基酸,其中脯氨酸

的含量高达２４９．６６mg/１００g,占整个游离氨基酸总

含量的７１．６％.除脯氨酸之外,丝氨酸、天冬酰胺、
表４　５种柑橘果肉中１８种游离氨基酸的含量

Table４　Thecontentof１８freeaminoacidsin５kindsofcitruspulp mg/１００g

氨基酸

Aminoacids
脐橙

Navelorange
柠檬

Lemon
胡柚

Grapefruit
湖南蜜桔

Hunantangerine
沃柑

Womandarin

丙氨酸 Ala ９．３２ ９．８８ ９．３０ ７．８４ １４．１５

甘氨酸 Gly ２．０５ １．４７ １．８０ １．８５ １．７６

缬氨酸 Val １．５６ １．０６ １．８５ １．２１ １．６０

亮氨酸 Leu １．１０ １．１０ １．２７ １．８０ １．４５

异亮氨 酸Ile ０．７４ ０．１４ １．３７ １．８０ ０．９１

苏氨酸 Thr ４．５５ １．３３ ３．４２ ４．１７ ３．２８

丝氨酸 Ser １２．２７ ９．０４ １０．６２ １０．５７ ８．９４

脯氨酸 Pro ２４９．６６ ２９．７９ １７．４４ ６４．７３ １０４．１９

天冬酰 胺 Asn ４１．１８ １０１．０３ ７２．１２ １６９．３５ ４６．８６

甲硫氨酸 Met － ４．８１ － － －

天冬氨酸 Asp ８．６４ － １６．５６ ２２．２１ ４．４３

苯丙氨酸 Phe ０．９８ ３．１０ １．１６ ６．０８ １．２３

谷氨酸 Glu １０．４１ ５１．４６ １７．００ １３．４５ １９．１４

半胱氨酸 Cys ３．４３ － １．３９ １．９７ ０．８４

赖氨酸 Lys １．３０ ２．４２ ７．２２ ７．６１ ７．３８

组氨酸 His － １．３６ ２．４４ ３．０３ ０．９９

色氨酸 Trp － １．０８ － １．８３ １．３２

酪氨酸 Tyr １．５６ １．５６ １．５２ １．９９ ２．０９

谷氨酰胺 Gln ＋ － ＋ ＋ ＋

总量 Total ３４８．７４ ２２０．６３ １６６．５０ ３２１．４９ ２２０．５７

　注:“－“表示未检测到;“＋”表示可检测到谷氨酰胺出现２个色谱峰,但无法定量分析.Note:“－“indicatesnonedetected;＂＋＂indicates

thatthetwochromatographicpeaksforglutaminearedetected,butcan’tbequantitativelyanalyzed．

谷氨酸、丙氨酸和天冬氨酸的含量也较高.柠檬中

检测到１６种游离氨基酸,天冬酰胺的含量最大,达
到１０１．０３mg/１００g,其他含量较高的还有脯氨酸、
谷氨酸、丙氨酸和丝氨酸.胡柚果肉中共检测到１７
种游离氨基酸,其中含量最高的也是天冬酰胺,为

７２．１２mg/１００g,脯氨酸、天冬氨酸和谷氨酸含量均

大于１０mg/１００g,丙氨酸和丝氨酸含量也较高.
湖南蜜桔中检测到１８种游离氨基酸,比脐橙、柠檬

和胡柚中的氨基酸种类要多,脯氨酸、丝氨酸、天冬

酰胺、天冬氨酸、丙氨酸和谷氨酸的含量较高.沃柑

也检测到１８种游离氨基酸,脯氨酸、天冬酰胺、谷氨

酸、丙氨酸和丝氨酸的含量较高.总之,５种柑橘中

含量较高的氨基酸是脯氨酸、天冬酰胺、谷氨酸、丙
氨酸和丝氨酸.此外,脐橙、湖南蜜桔和胡柚中还含

有较多的天冬氨酸,胡柚、湖南蜜桔和沃柑中还含有

丰富的赖氨酸.
在检测到的游离氨基酸中,脐橙的游离氨基酸

总含量最高,为３４８．７４mg/１００g,其次是湖南蜜桔,

８２１
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含量为３２１．４９mg/１００g,再次是柠檬和沃柑,含量

分别是２２０．６３和２２０．５７mg/１００g,含量最低的是

胡柚(１６６．５０mg/１００g).黄艳[３１]通过氨基酸自动

分析仪对新奇士脐橙与皇帝柑中游离氨基酸进行检

测,检测结果分别为３０９．６５、２１８．６３mg/１００g;沈冬莲

等[３２]应用高效液相色谱法测定出桔子总游离氨基酸为

３８３．７０mg/１００g.本检测结果与文献相比相差不大,
差异可能与提取方法、柑橘的品种和季节性有关.

总体来说,不同品种柑橘中游离氨基酸的含量

存在差异,但总含量都很高且氨基酸种类丰富,应用

本研究建立的方法能够满足不同品种柑橘果肉中游

离氨基酸的检测.
2.7　氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法与茚三酮Ｇ
紫外分光光度法的检测结果对比

　　如表５所示,采用茚三酮Ｇ紫外分光光度法检测

４种 氨 基 酸 样 品 的 质 量 浓 度 为 ５７．３２~６７．４４

μg/mL,用氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法检测

的氨基酸质量浓度为５９．３５~６０．８７μg/mL,２种方

法的分析结果无显著性差异(ANOVA 方差分析);
茚三酮Ｇ紫外分光光度法的衍生率 为 ９５．５３％ ~
１１２．４０％,本方法的衍生率为９８．９１％~１０１．４６％,
表明在本试验条件下氨基酸完全衍生.

表５　２种检测方法下４种氨基酸样品的测定结果

Table５　Resultsoffouraminoacidsbytwodeterminationmethods

氨基酸

Aminoacids

茚三酮Ｇ紫外分光光度法

IndeneＧUVＧspectrophotometry

质量浓度/(μg/mL)
Massconcentration

衍生率/％
Derivatizationrate

氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法

IsobutylchloroformatesecondderivatizationＧgas
chromatography

质量浓度/(μg/mL)
Massconcentration

衍生率/％
Derivatizationrate

缬氨酸 Val ５９．１１ ９８．５２ ６０．４６ １００．７６

天冬酰胺 Asn ６７．４４ １１２．４０ ５９．３５ ９８．９１

苯丙氨酸 Phe ５７．３２ ９５．５３ ６０．８７ １０１．４６

组氨酸 His ６２．０７ １０３．４５ ５９．７０ ９９．４９

3　讨　论

气相色谱法检测氨基酸常用的衍生化试剂主要

有硅烷化试剂和烷基氯甲酸酯类试剂.硅烷化试剂

衍生氨基酸需要在非水介质中进行,而烷基氯甲酸

酯类衍生化可以在水溶液中进行且衍生条件温和,

其中应用较多的是氯甲酸乙酯[２３].研究表明,气相

色谱法对氯甲酸异丁酯衍生物的灵敏度更高[１６].

王桂臻等[１５]在衍生过程中分２次加入衍生化试剂,

且在第２次衍生化前调节 pH 可以同时衍生２０种

氨基酸.但是采用氯甲酸异丁酯二次衍生的文献报

道还较少.
本试验建立了氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色

谱法用于检测柑橘果肉中１８种游离氨基酸.该方

法的检测限为 ０．０２~０．３５μg/mL,衍生时 间 为

２min.Li等[２６]建立了分散液液微萃取Ｇ气相色谱Ｇ
质谱法检测烟丝中的１１种氨基酸,此方法为一次衍

生,得到氨基酸的检测限为０．１２~２．８２μg/mL,衍
生时间１min;陈蓉等[２８]建立了柱前衍生Ｇ高效液相

色谱法检测茯苓中１８种氨基酸的检测限为１．９６~

３．９８μg/mL,衍生时间６０min;孔谦等[２９]建立了柱

前衍生Ｇ反相高效液相色谱法检测茶叶中１９种氨基

酸的检测限为 ０．４~３００．０μg/mL,衍生时间 １０
min.与上述文献相比,本方法具有更低的检测限

０．０２~０．３５μg/mL,较短的衍生时间２min,同时

RSD不超过 １０．５７％,衍生物在２４h内稳定,分析

成本低.
目前,有关柑橘中游离氨基酸检测的文献报道

不多,本研究的检测结果与黄艳[３１]通过氨基酸自动

分析仪检测新奇士脐橙、皇帝柑中游离氨基酸的结

果及沈冬莲等[３２]应用高效液相色谱法测定桔子

中游离氨基酸的结果相近.但本方法还无法对

精氨酸定性分析和谷氨酰胺定量分析,有待进一

步研究.

参考文献References

[１]　陈源,余亚白,钱爱萍,等．柑橘果实不同部位氨基酸的测定与

分析[J]．山地农业生物学报,２０１２,３１(５):３８９Ｇ３９２．CHENY,

YUYB,QIANAP,etal．DeterminationofaminoacidsindifＧ

ferentpartsofcitrusfruit[J]．Journalofmountainagriculture

９２１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３９卷　

andbiology,２０１２,３１(５):３８９Ｇ３９２(inChinesewithEnglishabＧ

stract)．
[２]　何莎莎．不同类型柑橘果实氨基酸组成分析及“三度”法营养

价值评价[D]．重庆:西南大学,２０１８．HESS．Theanalysisof

aminoacidcompositionofdifferenttypesofcitrusfruitsandeＧ

valuationofnutritionalvaluewith “ThreeDegree”method
[D]．Chongqing:SouthwestUniversity,２０１８(inChinesewith

Englishabstract)．
[３]　彭真汾,王威,叶清华,等．高效液相色谱Ｇ串联质谱法定量分析

橄榄果实氨基酸组分[J]．食品科学,２０１８,３９(２４):２３１Ｇ２３８．

PENGZP,WANG W,YEQH,etal．Quantitativeanalysisof

aminoacidsin Chineseoliveusinghighperformanceliquid

chromatographyＧtandem massspectrometry[J]．Foodscience,

２０１８,３９(２４):２３１Ｇ２３８(inChinesewithEnglishabstract)．
[４]　唐晓雷,何慧楠,赵悦名,等．不同等级的梅花鹿鹿茸药材中氨

基酸含量的柱前衍生Ｇ高效液相色谱法测定[J]．时珍国医国

药,２０１９,３０(３):５６０Ｇ５６３．TANGXL,HEH N,ZHAOY M,

etal．PreＧcolumnderivatizationＧHPLCwasusedtodetermine

aminoacidlevelsindifferentgradesofsikadeerantler[J]．

Lishizhenmedicineandmateriamedicaresearch,２０１９,３０(３):

５６０Ｇ５６３(inChinesewithEnglishabstract)．
[５]　DUYQ,XIAL,XIAOXH,etal．AsimpleoneＧstepultrasonＧ

icＧassistedextractionandderivatization methodcouplingto

highＧperformanceliquidchromatographyforthedetermination

ofεＧaminocaproicacidandaminoacidsincosmetics[J/OL]．

JournalofchromatographyA,２０１８,１５５４:３７Ｇ４４(２０１８Ｇ０６Ｇ１５)

[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．https://doi．org/１０．１０１６/j．chroma．２０１８．０４．

０２１．
[６]　NAMERAA,YASHIKIM,NISHIDA M,etal．Directextract

derivatizationfordeterminationofaminoacidsinhumanurine

bygaschromatographyandmassspectrometry[J]．JournalofＧ

chromatographyB,２００２,７７６(１):４９Ｇ５５．
[７]　AZEVEDO M S,TISCHERSERAGLIOSK,ROCHA G,et

al．FreeaminoaciddeterminationbyGCＧMScombinedwitha

chemometricapproachforgeographicalclassificationofbracatＧ

ingahoneydewhoney(Mimosascabrella,Bentham)[J/OL]．

Foodcontrol,２０１７,７８:３８３Ｇ３９２(２０１７Ｇ０８)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．htＧ

tp://dx．doi．org/１０．１０１６/j．foodcont．２０１７．０３．００８．
[８]　丁红梅,葛尔宁,许家栋．高效毛细管电泳测定中药地龙中氨

基酸含量[J]．中国实验方剂学杂志,２０１３,１９(２):１１７Ｇ１２０．

DINGH M,GEEN,XUJD．HighperformancecapillaryelecＧ

trophoresisdeterminationofaminoacidsinPheretima[J]．

Chinesejournalofexperimentaltraditionalmedicalformulae,

２０１３,１９(２):１１７Ｇ１２０(inChinesewithEnglishabstract)．
[９]　PRIORA,COLIVAG,DEJONGGJ,etal．ChiralcapillaryeＧ

lectrophoresiswithUVＧexcitedfluorescencedetectionforthe

enantioselectiveanalysisof９ＧfluorenylmethoxycarbonylＧderiＧ

vatizedaminoacids[J]．Analyticalandbioanalyticalchemistry,

２０１８,４１０(２０):４９７９Ｇ４９９０．

[１０]季香云,万年峰,黄志英,等．淡足侧沟茧蜂寄生对斜纹夜蛾幼

虫血淋巴游离氨基酸的影响[J]．华中农业大学学报,２０１７,３６
(４):３３Ｇ３８．JIXY,WANNF,HUANGZY,etal．Changesin

contentoffreeaminoacidinhemolymphofhostlarvalSpoＧ

dopteralituraparasitizedbyMicroplitispallidipes[J]．JourＧ

nalofHuazhongAgriculturalUniversity,２０１７,３６(４):３３Ｇ３８
(inChinesewithEnglishabstract)．

[１１]王杰,梁旭方,李姣,等．菜粕替代鱼粉对翘嘴鳜肠道吸收和氨

基酸代谢的影响[J]．华中农业大学学报,２０１８,３７(４):９３Ｇ１０１．

WANGJ,LIANGXF,LIJ,etal．Effectofsubstitutingfish

mealwithrapeseed mealonintestinalabsorptionandamino

acidsmetabolisminChineseperch (Sinipercachuatsi)[J]．

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity,２０１８,３７(４):９３Ｇ

１０１(inChinesewithEnglishabstract)．
[１２]MUDIAM M K R,RATNASEKHARC．Ultrasoundassisted

onesteprapidderivatizationanddispersiveliquidＧliquidmicroＧ

extractionfollowedbygaschromatographyＧmassspectrometric

determinationofaminoacidsincomplex matrices[J/OL]．

JournalofchromatographyA,２０１３,１２９１:１０Ｇ１８(２０１３Ｇ０５Ｇ２３)

[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．org/１０．１０１６/j．chroma．２０１３．０３．

０６１．
[１３]YANGY,FANT W M,LANEAN,etal．ChloroformatederiＧ

vatizationfortracingthefateofaminoacidsincellsandtissues

bymultiplestableisotoperesolved metabolomics (mSIRM)

[J/OL]．Analyticachimicaacta,２０１７,９７６:６３Ｇ７３(２０１７Ｇ０７Ｇ１１)

[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．org/１０．１０１６/j．aca．２０１７．０４．０１４．
[１４]QIUY,SU M,LIUY,etal．Applicationofethylchloroformate

derivatization for gas chromatographyＧmass spectrometry

basedmetabonomicprofiling[J]．Analyticachimicaacta,２００７,

５８３(２):２７７Ｇ２８３．
[１５]王桂臻,郝霞,刘磊,等．基于氯甲酸乙酯二次衍生化的 GCＧMS

法同时测定生物样本中２０种氨基酸[J]．药学学报,２０１７,５２
(４):６１５Ｇ６１９．WANGGZ,HAOX,LIUL,etal．GCＧMSsepaＧ

rationanddeterminationof２０aminoacidsinbiologicalsamＧ

plesbasedonethylchloroformatesecondderivation[J]．Acta

pharmaceuticasinica,２０１７,５２(４):６１５Ｇ６１９ (inChinesewith

Englishabstract)．
[１６]MUDIAM M KR,RATNASEKHARC,JAINR,etal．Rapid

andsimultaneousdeterminationoftwentyaminoacidsincomＧ

plexbiologicalandfoodsamplesbysolidＧphasemicroextraction

andgaschromatographyＧmassspectrometrywiththeaidofexＧ

perimentaldesignafterethylchloroformatederivatization[J/

OL]．JournalofchromatographyB,２０１２,９０７:５６Ｇ６４(２０１２Ｇ１０Ｇ

１５)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．org/１０．１０１６/j．jchromb．２０１２．

０８．０３５．
[１７]NUNESDEPAIVA MJ,MENEZESH C,CHRISTOPP,et

al．AnalternativederivatizationmethodfortheanalysisofaＧ

minoacidsincerebrospinalfluidbygaschromatographyＧmass

spectrometry[J/OL]．Journalofchromatography B,２０１３,

０３１



　第２期 李晓庆 等:氯甲酸异丁酯二次衍生Ｇ气相色谱法检测柑橘中游离氨基酸 　

９３１:９７Ｇ１０２(２０１３Ｇ０７Ｇ１５)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．org/１０．

１０１６/j．jchromb．２０１３．０５．０１４．
[１８]LIJ,QIH Y,WANGYB,etal．HollowfiberＧstirbarsorptive

extractionandmicrowaveassistedderivatizationofaminoacids

inbiologicalmatrices[J/OL]．JournalofchromatographyA,

２０１６,１４７４:３２Ｇ３９(２０１６Ｇ１１Ｇ２５)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．

org/１０．１０１６/j．chroma．２０１６．１０．０７９．
[１９]VIEIRAEF,SOARESC,MACHADOS,etal．Seaweedsfrom

theportuguesecoastasasourceofproteinaceousmaterial:toＧ

talandfreeaminoacidcomposition profile[J/OL]．Food

chemistry,２０１８,２６９:２６４Ｇ２７５９(２０１８Ｇ１２Ｇ１５)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．htＧ

tps://doi．org/１０．１０１６/j．foodchem．２０１８．０６．１４５．
[２０]彭真汾,谢倩,池毓斌,等．响应面实验优化超声法提取橄榄果

实游离 氨 基 酸 工 艺 [J]．食 品 科 学,２０１７,３８(２０):１４６Ｇ１５３．

PENGZP,XIEQ,CHIYB,etal．OptimizationofultrasonicＧ

assistedextractionoffreeaminoacidsfromthefleshofCanarＧ

iumalbum fruitsbyresponsesurfacemethodology[J]．Food

science,２０１７,３８(２０):１４６Ｇ１５３(inChinesewithEnglishabＧ

stract)．
[２１]谢笔钧,何慧．食品分析[M]．北京:科学出版社,２０１５．XIEBJ,

HEH．Foodanalysis[M]．Beijng:SciencePress,２０１５(inChiＧ

nese)．
[２２]陈周,张美玲,尹涛,等．４种蛋白酶对鲢鱼骨汤特性的影响[J]．

华中农业大学学报,２０１９,３８(６):４１Ｇ４７．CHENZ,ZHANG M

L,YINT,etal．Effectsoffourkindsofproteasesonproperties

ofsilvercarpfishbonesoup[J]．JournalofHuazhongAgriculＧ

turalUniversity,２０１９,３８(６):４１Ｇ４７(inChinesewithEnglish

abstract)．
[２３]MAJIDANOSA,KHUHAWARMY,ZOUNRRA,etal．DeＧ

terminationofaminoacidsinjams,fruitsandpharmaceutical

preparationsbygaschromatographyusingtrifluoroacetylaceＧ

toneandethylchloroformateasderivatizingreagents[J]．AnaＧ

lyticalmethods,２０１５,７:３１４８Ｇ３１５６．
[２４]VANCOMPERNOLLEB,CROESK,ANGENONG．OptimiＧ

zationofagaschromatographyＧmassspectrometry method

withmethylchloroformatederivatizationforquantificationof

aminoacidsinplanttissue[J/OL]．Journalofchromatography

B,２０１６,１０１７:２４１Ｇ２４９(２０１６Ｇ０４)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．

org/１０．１０１６/j．jchromb．２０１６．０２．０２０．
[２５]LEEJ,HARNLYJM．Freeaminoacidandcysteinesulfoxide

compositionof１１garliccultivarsbygaschromatographywith

flameionizationandmassselectivedetection[J]．JournalofagＧ

　　 riculturalandfoodchemistry,２００５,５３(２３):９１００Ｇ９１０４．
[２６]LIG,WUD,XIEWY,etal．Analysisofaminoacidsintobacco

byderivatizationanddispersiveliquidＧliquid microextraction

basedonsolidificationoffloatingorganicdropletmethod[J/

OL]．JournalofchromatographyA,２０１３,１２９６:２４３Ｇ２４７(２０１３Ｇ

０６Ｇ２８)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．http://dx．doi．org/１０．１０１６/j．chroma．

２０１３．０３．０７６．

[２７]LIZQ,WUJ,JIAL．AnalysisofaminoacidsinbloodbycomＧ

biningzeoliticimidazolateframeworkＧ８ＧbasedsolidphaseexＧ

tractionandcapillaryelectrophoresis[J/OL]．JournalofpharＧ

maceuticalandbiomedicalanalysis,２０１９,１６８:３０Ｇ３７(２０１９Ｇ０５Ｇ

１０)[２０１９Ｇ０９Ｇ２５]．https://doi．org/１０．１０１６/j．jpba．２０１９．０２．

０１５．

[２８]陈蓉,张超,顾倩,等．柱前衍生ＧHPLC法同时测定不同产地茯

苓中１８种氨基酸含量[J]．药物分析杂志,２０１７,３７(２):２９７Ｇ

３０３．CHENY,ZHANGC,GUQ,etal．PreＧcolumnderivation

HPLCdeterminationof１８aminoacidsinPoriafromdifferent

areas[J]．Chinesejournalofpharmaceuticalanalysis,２０１７,３７

(２):２９７Ｇ３０３(inChinesewithEnglishabstract)．

[２９]孔谦,陈栋,陈庄,等．柱前衍生Ｇ反相高效液相色谱测定茶叶中

１９种氨基酸含量[J]．食品科技,２０１８,４３(１０):３２０Ｇ３２５．KONG

Q,CHEND,CHENZ,etal．Determinationofaminoacidsin

teabyreversedhighperformanceliquidchromatography[J]．

Foodscienceandtechnology,２０１８,４３(１０):３２０Ｇ３２５(inChinese

withEnglishabstract)．

[３０]YINB,LIT,ZHANGS,etal．Sensitiveanalysisof３３freeamiＧ

noacidsinserum,milk,andmusclebyultraＧhighperformance

liquid chromatographyＧquadrupoleＧorbitrap high resolution

massspectrometry[J]．Foodanalyticalmethods,２０１６,９(１０):

２８１４Ｇ２８２３．

[３１]黄艳．常见果蔬中游离氨基酸含量的测定[J]．安徽农业科学,

２０１３,４１(９):４０８８Ｇ４０８９．HUANGY．DeterminationoffreeaＧ

minoacidsincommonfruitsandvegetables[J]．JournalofAnＧ

huiagriculturalsciences,２０１３,４１(９):４０８８Ｇ４０８９(inChinese

withEnglishabstract)．

[３２]沈冬莲,徐巧娣,张奇．应用高效液相色谱测定水果中游离氨基

酸的含量[J]．浙江农业科学,１９８８(６):３８Ｇ４０．SHENDL,XU

QD,ZHANGQ．Determinationoffreeaminoacidsinfruitsby

highperformanceliquidchromatography[J]．JournalofZheＧ

jiangagriculturalsciences,１９８８(６):３８Ｇ４０(inChinesewith

Englishabstract)．

１３１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３９卷　

Analysisoffreeaminoacidsincitrusbygaschromatography
afterisobutylchloroformatesecondderivatization

LIXiaoqing,CAIYing,PANSiyi,LIXiujuan

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthispaper,thesinglefactortestwasusedtooptimizethesecondderivatizationcondiＧ
tionsofisobutylchloroformate,andagaschromatographyquantitativedetectionmethodfor１８freeamiＧ
noacidsincitruspulpwasestablished．Theresultsshowedthattheanalysisconditionswerethebest
whenpyridine,２ＧmethylＧ１Ｇpropanol,firstisobutylchloroformateandsecondisobutylchloroformatewere
addedintheamountof２０μL,１２０μL,５０μLand５０μL,respectively,andtheextractionsolventwasdiＧ
chloromethane．The１８aminoacidsshowedgoodlinearitiesintheirrespectivelinearranges,andthecorＧ
relationcoefficientR２ weregreaterthan０．９９．Thedetectionlimitswereintherangeof０．０２Ｇ０．３５

μg/mL,andtherelativestandarddeviationsof５repeatedtestswerenomorethan１０．５７％．TherecoverＧ
iesinfivekindsofcitrusextractswerebetween７２．８２％and１３２．９７％．Themethodissimple,accurate,

reproducible,lowincost,stableinderivatives,whichcanbeusedforthedetectionof１８freeaminoacids
incitruspulp．

Keywords　citrus;freeaminoacid;isobutylchloroformate;secondderivatization;ultrasonicexＧ
traction;gaschromatography;quantitativedetection
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