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和田红葡萄汁熬煮过程中游离氨基酸检测与分析 
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摘   要: 目的  研究和田红葡萄汁在熬煮过程中, 游离氨基酸含量随糖度升高的变化趋势。方法  利用

AccQ-Tag-高效液相色谱法对和田红葡萄熬煮汁中游离氨基酸进行定量检测。结果  脯氨酸和精氨酸在慕萨莱

思中含量最多, 其次是赖氨酸、丝氨酸、谷氨酸、丙氨酸、苯丙氨酸, 甲硫氨酸含量最少, 半胱氨酸未检出。

熬煮过程中多数氨基酸含量平稳上升, 天冬氨酸和甘氨酸含量略有下降; 当糖度达到 26 °Brix 之后, 丝氨酸、

谷氨酸和甲硫氨酸含量有所下降。结论  氨基酸的变化明显受到美拉德反应的影响, 总氨基酸的浓缩为慕萨

莱思自然发酵及其香味积累提供了前提条件。 
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Detection and analysis of free amino acids during the cooking process of 
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ABSTRACT: Objective  To study the change trend of free amino acid content with the increase of sugar content 

during the cooking process of Hetian red grape juice. Methods  AccQ-Tag-high performance liquid chromatography 

was used to quantitatively detect free amino acids in Hetian red grape cooking juice. Results  Proline and arginine were 

the most abundant in Musales, followed by lysine, serine, glutamic acid, alanine, and phenylalanine. The content of 

methionine was the least, and cysteine was not check out. During the cooking process, the content of most amino acids 

increased steadily, and the content of aspartic acid and glycine decreased slightly; when the sugar content reached 

26 °Brix, the content of serine, glutamic acid, and methionine decreased. Conclusion  The changes of amino acids are 

obviously affected by the Maillard reaction. The concentration of total amino acids provides a prerequisite for natural 

fermentation and accumulation of flavor in Musales. 

KEY WORDS: AccQ-Tag-high performance liquid chromatography; free amino acid; boiling; fermentation broth of 
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1  引  言 

据《阿克苏市志》记载: 清光绪年间流传一种低醇度

的葡萄酒 , 当地人们会遵循祖辈的经验 , 将葡萄手工取

汁、浓缩、移入大缸后进行自然发酵, 这种葡萄饮品即为

慕萨莱思[1,2]。 
葡萄汁中含有多种含氮化合物, 酵母可同化的 2 类主

要含氮化合物是铵离子和氨基酸, 氨基酸是形成蛋白质的

原料, 是一些杂醇油的前体, 其含量与酒的芳香有关, 此
外, 氨基酸也是人体的营养成分。氨基酸中氮素占总同化

氮的 60%左右, 是酵母菌重要的生长因子, 可影响酵母的

生长、发酵速率、发酵持续时间及糖代谢速率[3‒5]。葡萄汁

中的可同化氮素不足会造成酒精发酵停滞, 进而影响葡萄

酒的香气成分和质量[4,6‒8]。慕萨莱思是由和田红葡萄皮渣

熬煮汁与其原汁混合后, 再经熬煮后得到的混合物, 其氨

基酸含量在熬煮过程中不断发生变化, 熬煮过程中基于

氨基酸与葡萄糖的美拉德反应是决定成品感官品质的重

要反应[9]。AccQ-Tag 方法是 Waters 公司专为柱前衍生高

效液相分析氨基酸而开发的创新方法, 其核心在于名为

AQC(6- 氨 基 喹 啉 -N 羟 基 琥 珀 酰 亚 氨 基 甲 酸 酯 , 
6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate)的专利

衍生剂能与所有含氨基的化合物发生快速、定量反应
[10‒12]。葡萄汁浓缩程度不同, 产品品质也不相同, 对此本

研究采用 AccQ-Tag 高效液相色谱法对不同熬煮程度的和

田红浓缩汁中游离氨基酸含量进行测定和分析, 把握其

变化规律, 考察不同浓缩度下的葡萄汁中游离氨基酸的

变化, 为慕萨莱思产品在熬煮工序中浓缩度的选择提供

理论基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

和田红葡萄: 购买于新疆阿瓦提县。 
磺基水杨酸(分析纯, 北京凯瑞基生物科技有限公司); 

乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠 (ethylene-diamine-tetra-acetate, 
EDTA)(分析纯, 上海雅吉生物科技有限公司); 盐酸(优级

纯, 上海国药公司); Waters AccQ-Fluor 试剂盒(包括硼酸缓

冲液 I、衍生剂粉 2A、稀释液 2B); 混合氨基酸标准液[含
17 种氨基酸, 分别为天冬氨酸(Asp)、丝氨酸(Ser)、谷氨酸

(Glu)、甘氨酸(Gly)、组氨酸(His)、精氨酸(Arg)、苏氨酸

(Thr)、丙氨酸(Ala)、脯氨酸(Pro)、半胱氨酸(Cys)、酪氨

酸(Tyr)、缬氨酸(Val)、甲硫氨酸(Me)、赖氨酸(Lys)、异亮

氨酸(Ile)、亮氨酸(Leu)、苯丙氨酸(Phe), 美国 Waters 公司]; 
乙腈(色谱纯, 美国 Honeywell B&J 公司); 实验用高纯水

(美国 MiliQ 公司)。 

2.2  仪器与设备 

Waters-2695 高效液相色谱仪(配有 2475 荧光检测器

及色谱工作站, 美国 Waters 公司); EYELA 真空旋转蒸发

仪(日本东京理化器械株式会社); CL-20M 高速冷冻离心

机(湖南赛特湘仪离心机仪器有限公司); SK-1型快速混匀

器、 HH-S 数显恒温水浴锅 (江苏金坛医疗仪器厂 ); 
SK-2000LH 超声波清洗器(上海科导超声仪器有限公司); 
GZX-9140 MBE 电热鼓风干燥箱(上海博迅实业有限公司

医疗设备厂)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 
吸取 2 mL 葡萄汁于 10 mL 离心管, 准确加入 50 g/L

磺基水杨酸 2 mL, 混匀, 放置 1 h, 使蛋白质沉淀。准确加

入 10 g/L EDTA溶液 1 mL和 0.06 mol/L盐酸溶液 1 mL, 混
匀, 离心 15 min, 将上清液用微孔膜(0.45 μm)过滤。吸取

滤液 1 mL 蒸干。用重蒸水定容至 5 mL, 待衍生。 
2.3.2  衍生处理 

取样品滤液 20 μL 和硼酸缓冲液 70 μL, 加入衍生剂

10 μL(6-氨基喹啉-N 羟基琥珀酰亚氨基甲酸酯), 在混合器

上充分混合, 在 55 ℃恒温 10 min, 待测。 
2.3.3  色谱条件 

色谱柱: Waters AccQ·Tag 氨基酸分析柱 C18(3.9 mm× 
150 mm, 4 μm); 柱温: 37 ℃; 流速: 1 mL/min; 进样量 10 μL; 
荧光检测: 激发波长 250 nm, 发射波长 395 nm; 流动相 A: 
醋酸盐-磷酸盐缓冲液, 使用时以 1:10(V:V)用 MilliQ 高纯

水稀释; 流动相 B: 乙腈; 流动相 C: MilliQ 高纯水。流动

相经超声脱气后使用。梯度洗脱程序如表 1。 
2.3.4  氨基酸的定性和定量测定 

根据氨基酸标准品的保留时间和荧光光谱对样品中

的氨基酸定性, 用 Waters 色谱工作站测定纯度后, 据外表

曲线计算氨基酸的含量(mg/L)。 

3  结果与分析 

3.1  氨基酸标准溶液的色谱分离 

配制浓度分别为 0.0125、 0.025 、 0.05、 0.075 、       
0.1 μmol/mL 氨基酸混标溶液, 每一标准液按上述方法进

行衍生化处理后取 10 μL 进行测定。17 种氨基酸混合标准

液 AQC 衍生物的色谱分离见图 1, 所有衍生物均可获得较

好的分离。 

3.2  方法的回归方程及相关系数 

以各氨基酸溶液浓度 X(mg/L)为横坐标, 峰面积 Y
为纵坐标 , 绘制氨基酸的标准工作曲线 , 由表 2 可知 , 
线性回归方程的相关系数 r 均大于 0.9994, 呈良好的线

性关系。 
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表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Conditions of gradient elution 

 时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/% 流动相 C/% 曲线 

1 0.01 1.00 100.0 0.0 0.0 6 

2 0.50 1.00 99.0 1.0 0.0 11 

3 18.00 1.00 95.0 5.0 0.0 6 

4 19.00 1.00 91.0 9.0 0.0 6 

5 29.50 1.00 83.0 17.0 0.0 6 

6 33.00 1.00 0.0 60.0 40.0 11 

7 36.00 1.00 100.0 0.0 0.0 11 

8 45.00 1.00 100.0 0.0 0.0 6 
 
 

 
 

图 1  标准氨基酸衍生物的分离色谱图 
Fig.1  Chromatograms of amino acids derivatives in standard by diode array detection 

 
表 2  线性回归方程及相关系数 

Table 2  Linear regression equation, correlation coefficient of amino acids derivatives 

序号 氨基酸 保留时间/min 线性回归方程 相关系数 r 

1 天冬氨酸 Asp 11.358 Y=325.5Χ‒4610.1 0.9997 

2 丝氨酸 Ser 12.730 Y=808.5Χ‒7642.0 0.9998 

3 谷氨酸 Glu 13.345 Y=294Χ‒3431.8 0.9998 

4 甘氨酸 Gly 14.540 Y=1008Χ‒23015 0.9995 

5 组氨酸 His 15.086 Y=693Χ‒39833 0.9995 

6 精氨酸 Arg 18.857 Y=483Χ‒18039 0.9998 

7 苏氨酸 Thr 19.523 Y=703.5Χ‒26550 0.9998 

8 丙氨酸 Ala 20.807 Y=180.2Χ‒30450 0.9998 

9 脯氨酸 Pro 24.147 Y=420Χ+45951 0.9999 

10 半胱氨酸 Cys 24.967 Y=90393Χ‒1828.9 0.9997 

11 酪氨酸 Tyr 25.226 Y=703.5Χ‒31363 1.0000 

12 缬氨酸 Val 26.236 Y=137.8Χ‒25407 1.0000 

13 甲硫氨酸 Met 26.801 Y=924Χ‒1309 0.9999 

14 赖氨酸 Lys 29.438 Y=117.7Χ‒262.5 0.9997 

15 异亮氨酸 Ile 30.117 Y=148.4Χ‒22156 0.9999 

16 亮氨酸 Leu 30.666 Y=159Χ‒27839 1.0000 

17 苯丙氨酸 Phe 31.823 Y=190.8Χ‒59387 0.9999 
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3.3  原汁及不同熬煮程度的和田红浓缩汁中 17种游

离氨基酸的含量 

采用 AccQ-Tag 高效液相色谱法对和田红葡萄原汁及

不同熬煮程度和田红浓缩汁中 17 种游离氨基酸含量进行

测定, 结果如表 3 所示。 
从表 3 可看出, 和田红浓缩汁与原汁中氨基酸种类较

为丰富, 同时氨基酸的组成相同, 但其含量上具有一定差

异。和田红浓缩汁中大部分氨基酸(丝氨酸、谷氨酸、组氨

酸、精氨酸、苏氨酸、丙氨酸、脯氨酸、缬氨酸、甲硫氨

酸、赖氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸)含量远高于原

汁, 随酿造过程的进行, 氨基酸总量也逐渐增加。同时随

着酿造的进行, 天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、甲硫氨酸的

含量有所降低。原汁与熬煮过程均未检出半胱氨酸。在含

量减少的氨基酸中, 甘氨酸的变化趋势极为明显, 原汁中

甘氨酸的含量为 22.76 mg/L, 发酵液中 (30 °Brix) 为    
6.83 mg/L, 由此可见, 在和田红浓缩汁发酵过程中, 其氨

基酸为微生物发酵营养素来源之一。甲硫氨酸和半胱氨酸

是含硫氨基酸, 在正常发酵过程中, 硫化氢的形成主要由

含硫氨基酸经酵母代谢分解产生, 和田红浓缩汁中甲硫氨

酸和半胱氨酸含量极低, 因此能在一定程度上降低硫化氢

的合成, 提高酒的品质。 
原汁与 11 °Brix 和田红浓缩汁的糖度相差不大, 但其

氨基酸含量相差较大。11 °Brix 和田红浓缩汁中除甘氨酸

和酪氨酸含量在减少外, 其他氨基酸含量均比原汁高, 其
中天冬氨酸、丝氨酸、组氨酸、精氨酸、苏氨酸、缬氨酸、

异亮氨酸、亮氨酸及苯丙氨酸含量增加显著; 谷氨酸与甲

硫氨酸含量略有增加。甘氨酸、酪氨酸含量降低的原因主

要是皮渣熬煮过程中溶解或水解得到的甘氨酸和酪氨酸含

量低, 使得原汁中氨基酸被稀释, 同时熬煮过程中甘氨酸

和酪氨酸与糖发生了美拉德反应 , 因此降低了其总体水

平。天冬氨酸、丝氨酸、精氨酸、脯氨酸等含量显著增加

的原因主要是皮渣在熬煮过程中游离氨基酸溶出, 部分蛋

白质或小分子肽也水解得到的氨基酸, 此外, 熬煮过程中

慕萨莱思发酵液糖度增加了 1 °Brix, 略有浓缩。在熬煮过

程中, 和田红浓缩汁中组氨酸、精氨酸、苏氨酸、丙氨酸、

脯氨酸、酪氨酸、缬氨酸、赖氨酸、异亮氨酸、亮氨酸和

苯丙氨酸的含量都保持较平稳上升, 这主要是熬煮过程中

水分蒸发, 氨基酸浓缩所致; 天冬氨酸含量持续下降, 甘
氨酸先保持相对稳定, 当糖度达到 26 °Brix 后含量开始下

降, 这主要是受美拉德反应的影响, 因美拉德反应损失的

量高于蒸发浓缩的量; 当糖度达到 26 °Brix 后, 丝氨酸、谷

氨酸和甲硫氨酸含量有所下降, 这可能随着糖度的升高, 
美拉德反应加剧, 消耗更多的氨基酸。在过去的研究中发

现, 醇香与焦糖香为慕萨莱思特征香气[13,14]。同时也有研 

 
表 3  原汁及不同熬煮程度和田红浓缩汁中 17 种游离氨基酸的含量(mg/L) 

Table 3  Content of 17 kinds of free amino acids in the original juice and different cooking degrees of Hetian red concentrated 
juice (mg/L) 

氨基酸 
原汁 和田红浓缩汁 

10 °Brix 11 °Brix 21 °Brix 26 °Brix 30 °Brix 

天冬氨酸 Asp 8.86 14.63 12.85 11.96 8.28 

丝氨酸 Ser 17.57 30.15 35.82 38.66 35.95 

谷氨酸 Glu 29.01 30.79 44.48 51.33 46.67 

甘氨酸 Gly 22.76 11.00 11.09 11.01 6.83 

组氨酸 His 15.01 24.08 30.14 33.17 38.66 

精氨酸 Arg 138.86 269.00 389.16 449.25 652.27 

苏氨酸 Thr 14.06 22.53 28.42 31.37 41.03 

丙氨酸 Ala 34.40 37.90 39.83 40.80 43.28 

脯氨酸 Pro 284.68 435.10 649.67 756.98 996.83 

半胱氨酸 Cys ND ND ND ND ND 

酪氨酸 Tyr 23.53 17.71 18.13 18.34 19.20 

缬氨酸 Val 12.34 21.05 23.89 25.30 29.72 

甲硫氨酸 Met 2.96 3.74 4.01 4.15 3.16 

赖氨酸 Lys 92.76 95.81 97.40 98.20 105.58 

异亮氨酸 Ile 9.50 14.57 17.13 18.41 21.17 

亮氨酸 Leu 14.87 23.84 28.97 31.54 39.40 

苯丙氨酸 Phe 15.88 27.47 38.99 44.75 60.47 

总量 737.05 1079.37 1469.98 1665.22 2148.50 

注: ND 表示未检出。 
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究证明, 甘氨酸、丙氨酸、天冬氨酸等氨基酸于 100 ℃
和等量葡萄糖反应可产生焦糖香气, 这与本结果分析吻

合 [15,16]。综上, 和田红葡萄汁在熬煮过程中随浓缩度的增

长, 其氨基酸种类含量大部分随之增长, 且均比原汁中氨

基酸含量要高。当达到 26 °Brix 时虽然总氨基酸含量低于

30 °Brix, 但避免了部分氨基酸受美拉德反应的影响造成

损失。 

4  结论与讨论 

本研究采用 AccQ-Tag 高效液相色谱法测定和田红葡

萄原汁和不同熬煮程度和田红葡萄汁中游离氨基酸的含量, 
结果准确度高, 稳定性好, 共检出 16 种游离氨基酸, 脯氨

酸和精氨酸是和田红原汁及浓缩汁中氨基酸的主体, 占游

离氨基酸总量的 50%以上。和田红葡萄汁熬煮过程中组氨

酸、精氨酸、苏氨酸、丙氨酸、脯氨酸、酪氨酸、缬氨酸、

赖氨酸、异亮氨酸、亮氨酸和苯丙氨酸的含量均保持平稳

上升, 天冬氨酸含量持续下降。本研究为慕萨莱思产品在

熬煮工序中工艺控制及品质提升提供了科学参考。 
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