
第 8卷 第 5期 食品安全质量检测学报 Vol. 8 No. 5 

2017年 5月 Journal of Food Safety and Quality May. , 2017 

 

                            

*通讯作者: 秦菁, 主要研究方向为保健食品的质量检测。E-mail:151837270@qq.com 

*Corresponding author: QIN Jing, By-Health Co., Ltd, Zhuhai 519040, China.E-mail: 151837270@qq.com 
 

全自动氨基酸分析仪测定支链氨基酸粉中 

牛磺酸的含量 

秦  菁*, 魏鲜娥, 蔡伟江, 陈彩云, 梁洁仪 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的   建立全自动氨基酸分析仪测定支链氨基酸粉中牛磺酸。方法  样品经上样缓冲液(pH 2.2)溶

解提取, 按照氨基酸分析仪设定的钠体系程序洗脱, 用 Na型离子交换色谱柱分离, 与茚三酮反应液在 135 ℃

下反应, 生成可在 570 nm和 440 nm检测到的蓝色物质, 采用外标法定量。结果  牛磺酸在 4.1065~20.5326 

μg/mL浓度范围内有良好的线性, r2=0.999, 回收率为 101.28%, RSD为 2.1%, 检出限为 15 mg/100 g。结论  该

方法准确可靠, 不需要剧毒衍生试剂, 适用于支链氨基酸粉中牛磺酸的测定。 
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Determination of taurine in branched amino acid powder by automatic 
amino acid analyzer 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of taurine in branched amino acid powder 

by automatic amino acid analyzer. Methods  The sample was extracted by loading buffer (pH 2.2), and 

eluted according to the sodium system procedure by the amino acid analyzer, separated by Na-ion exchange 

chromatographic column, and reacted with ninhydrin at 135 ℃ . The reaction was carried out at 570 nm and 

440 nm of the blue material, using external standard method for quantitation. Results  Taurine had a good 

linear relationship in the range of 4.1065~20.5326 μg/mL (r2=0.9999), the average recovery was 101.28%, 

RSD was 2.1%, and the limit of detection was 15 mg/100 g. Conclusion  The method is accurate and 

reliable, and do not need toxic reagents, which is suitable for the determination of taurine in branched chain 

amino acid powder. 
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1  引  言 

牛磺酸(taurine)是一种含硫的 β-氨基乙磺酸, 主要以

游离状态存在于组织间液和细胞内液中, 作为生理营养的

活性物质, 对人体起着十分重要的生理调节作用, 尤其是

增强免疫力和抗疲劳[1]。目前测定牛磺酸的主要方法有薄

层色谱法、高效液相色谱法、衍生化高效液相色谱法、氨

基酸分析仪法等[2-5]。现有的国家标准 GB 5413.26-2010《婴

幼儿食品和乳品中牛磺酸的测定》[6]第一法采用茚三酮柱

后衍生, 用高效液相色谱荧光检测器进行检测; 第二法为
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丹磺酰氯柱前衍生法, 用紫外或荧光检测器检测。GB/T 

5009.169-2003《食品中牛磺酸的测定》[7]第一法采用邻苯

二甲醛(o-phthaldialdehyde, OPA)柱前衍生用高效液相色谱

紫外检测器进行检测; 第二法采用薄层色谱法。其中丹磺

酰氯对光和湿敏感不稳定, 且需衍生反应 2 h, 耗时久。衍

生试剂 OPA剧毒, 柱前衍生易损伤色谱柱, 且具有相同基

团的化合物经过衍生后对牛磺酸的检测有干扰, 衍生步骤

繁杂, 色谱柱平衡时间久, 且需 2 min内进样测试[8-10]。而

薄层色谱法对薄层板的要求较高。 

本研究建立了全自动氨基酸分析仪测定支链氨基酸

粉中牛磺酸的含量[11-13], 样品用上样缓冲液溶解超声提取, 

用全自动氨基酸分析仪进行测定。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器设备 

支链氨基酸粉(汤臣倍健股份有限公司)。 

柠檬酸钠、浓盐酸、氢氧化钠、氯化钠、硫二甘醇、

苯酚、异丙醇 (分析纯 , 国药集团 )、茚三酮缓冲液

(biochrom)、牛磺酸对照品(CHEM, 批号 :421-65D, 含量

99%)。 

Biochrom 30+系列全自动氨基酸分析仪 (英国

Biochrom公司); XP 205电子天平(感量 0.01 mg, 瑞士梅特

勒公司); KQ-500E型超声仪(上海舒美公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  仪器条件 

(1) 色谱条件 

分析柱: PEEK 钠或锂预洗柱和分析柱或同等性能的

分析柱(biochrom Na+ Sodium Column或同等性能的色谱

柱); 进样量: 20 μL; 检测波长: 570 nm和 440 nm。 

(2) 钠系统程序设置 

 
A 钠系统再生程序 

缓冲液 温度( )℃  时间(min) 流速(mL/h) Nin Rec

5 98 5 35 OFF OFF

6 98 4 35 OFF OFF

1 98 3 35 OFF OFF

0 45 2 OFF OFF OFF

1 45 9 44 OFF OFF

1 45 1 44 ON OFF

1 45 1 35 ON OFF

注: Nin为缓冲液通道,  Rec为茚三酮缓冲液通道。 

B 钠体系样品程序 

缓冲液 温度
( )℃

时间
(min)

流速 
(mL/h)

Nin Rec commands

1 45 1 35 ON OFF  

1 45 0 35 ON OFF Reset 

1 45 1 35 ON OFF Load 

1 45 1 35 ON OFF  

1 45 0 35 ON OFF Reset 

1 45 5 35 ON ON  

2 47 12 35 ON ON  

5 47 1 35 ON ON  

5 98 17 35 ON ON  

6 98 4 35 ON ON  

1 98 3 35 ON ON  

0 45 2 OFF OFF OFF  

1 45 9 44 OFF OFF  

1 45 1 35 ON OFF  

1 45 1 35 ON OFF  

 
2.2.2  标准品溶液的配制 

精密称取 50 mg对照品至 50 mL棕色容量瓶中, 加入

适量上样缓冲液(pH 2.2)超声溶解并定容至刻度, 摇匀, 即

得 1 mg/mL的贮备液。 

精密吸取牛磺酸标准贮备液 2 mL至 100 mL容量瓶, 

加上样缓冲液(pH 2.2)稀释至刻度, 摇匀, 然后再分别吸取

该稀释液 5.0、10.0、15.0、20.0、25.0 mL至 25 mL容量

瓶, 加上样缓冲液(pH 2.2)定容至刻度, 摇匀, 经 0.45 μm

的滤膜过滤作为标准品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的配制 

称取研磨均匀的粉末样品 0.2 g 至 50 mL 容量瓶中, 

加入 0.5 mL 6 mol/L盐酸溶液润湿, 再加适量上样缓冲液

(pH 2.2)超声(功率 500 W, 频率 50 kHz, 35 )25 min℃ , 取出

放冷, 用上样缓冲液(pH 2.2)定容至刻度, 摇匀, 经 0.45 

μm的滤膜过滤作为供试品溶液。 

2.3  钠体系蛋白水解缓冲液配方 

钠体系蛋白水解缓冲液配方见表 1。 

3  结果与讨论 

3.1  样品前处理方法的选择 

参考 GB5009.124-2003采用 6 mol/L盐酸对样品进行 
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表 1  钠体系蛋白水解缓冲液配方 
Table 1  The formulation of sodium system proteolytic buffer 

 
上样缓冲液 缓冲液 1 缓冲液 2 缓冲液 5 缓冲液 6 

PH 2.2 3.2 4.25 6.45 NaOH 

Na离子浓度(mol/L) 0.2 0.2 0.2 1.2 0.4 

柠檬酸钠(g) 19.6 19.6 19.6 19.6 — 

浓盐酸(mL) 17.3 13.5 9.3 0.7 — 

氢氧化钠(g) — — — — 16 

氯化钠(g) — — — 58.4 — 

无水乙醇(mL) 20 2 — — — 

80%苯酚(mL) 1.2 1.2 1.2 1.2 — 

异丙醇(mL) — 20 — — — 

加超纯水至(L) 1 1 1 1 1 

 

 
酸水解[14], 用上样缓冲液(pH 2.2)进行溶解, 因样品支链

氨基酸粉中标志性成分为牛磺酸和支链氨基酸(亮氨酸、异

亮氨酸、缬氨酸), 支链氨基酸需经盐酸消解转化, 而牛磺

酸为游离型氨基酸, 因此采用本方法测定牛磺酸时色谱峰

无干扰。 

3.2  仪器洗脱条件的选择 

因牛磺酸为磺化氨基酸, 与树脂结合不紧, 最先被洗

脱[15], 通过试验, 根据蛋白水解分析程序进行优化, 能快

速将牛磺酸洗脱出来, 出峰时间为 4.5 min, 然后进行再生

程序。 

3.3  线性范围 

在试验条件下, 对牛磺酸标准工作溶液进行测定。结

果表明, 牛磺酸在 4.1065至 20.5326 μg/mL范围内有良好

的线性关系 , 线形方程为  Y= 44189X-2.004, 相关系数

r2=0.999, 见图 1。 

3.4  精密度实验 

在试验条件下, 制备 6 份供试品溶液, 测定样品中的

牛磺酸含量, 6份样品测定结果的 RSD为 1.2 %, 说明本方

法的精密度良好。 

3.5  稳定性实验 

将牛磺酸标准品溶液分别在室温下放置 0、30、60、

90、120、240 min时测定牛磺酸的峰面积, RSD为 0.7%, 表

明牛磺酸标准品溶液在室温下 4 h内的稳定性良好。 

3.6  检出限和定量限 

以牛磺酸标准溶液的色谱响应值计算, 当信噪比(S/N)

为 3 时, 检出限为 0.1628 μg/mL, 换算得到方法的检出限

为 15 mg/100 g。当信噪比(S/N)为 10时, 测得仪器的定量

限为 0.5372 μg/mL, 方法的定量限为 50 mg/100 g。 

3.7  方法的回收率试验 

精密称取 9 份样品, 分成 3 组, 每组 3 份样品, 每组

按 50%、80%、100%分别准确加入牛磺酸标准溶液(牛磺

酸浓度为 0.0296604 mg/mL) 5.0、8.0和 10 mL进行加标回

收试验 , 结果见表 2。经测定 , 本方法的平均回收率为

101.28 %, RSD为 2.1%。 

3.8  样品检测与分析 

采用本方法对样品和标准品进行测试, 样品溶液牛

磺酸色谱图和标准品溶液牛磺酸色谱图见图 2 和图 3, 从

图中可看出, 样品与标准品的牛磺酸色谱峰出峰位置一致, 

且无杂质峰干扰。 

 

 
 

图 1  牛磺酸的标准曲线 

Fig. 1  The standard curve of taurine 
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表 2  加标回收率实验(n=3) 
Table 2  The spiked recoveries (n=3) 

名称 加标体积 样品质量(g) 
样品浓度
(mg/mL) 

理论加标量
(mg) 

实测加标量
(mg) 

回收率
(%) 

平均回收率
(%) 

平均回收率
(%) 

RSD(%) 

牛磺酸 

5.0 mL 

0.20515 0.008888 0.148302 0.14877885 100.321

100.54 

101.28 2.1 

0.20252 0.008829 0.148302 0.14961868 100.887

0.20239 0.008811 0.148302 0.14890601 100.407

8.0 mL 

0.21843 0.011143 0.2372832 0.24239237 102.153

103.55 0.21993 0.011224 0.2372832 0.24428087 102.949

0.21998 0.011349 0.2372832 0.25045882 105.552

10.0 mL 

0.21805 0.012155 0.296604 0.29353995 98.966 

99.74 0.21679 0.01225 0.296604 0.30010561 101.18 

0.21892 0.012187 0.296604 0.29388628 99.083 

 

 
 

图 2  样品溶液的色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of sample 
 

 
 

图 3  牛磺酸标准品溶液的色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of taurine standard 
 

4  结  论 

支链氨基酸粉中牛磺酸的理论含量在 0.9至 1.8 g/kg, 

根据 GB/T 5009.169-2003的方法检测结果只有 0.29 g/kg, 

加标回收率只有 30%~40%, 结果偏差大, 其中衍生试剂

OPA 剧毒, 柱前衍生易损伤色谱柱。OPA 是快速反应剂, 

有些氨基酸反应极其不稳定, 且样品中具有相同基团的

化合物经过衍生后对牛磺酸的检测有干扰, 影响结果的

准确性。 

本方法通过对样品进行简单的样品前处理, 采用氨

基酸分析仪对样品进行分析, 检测结果为 1.4 g/kg 左右, 

加标回收率为 101.28%。前处理操作简单, 且不用剧毒衍

生试剂 OPA, 降低安全风险, 减少了人工衍生带来的误差, 

而且不损伤柱子, 衍生化反应在氨基酸分离后, 避免其他
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杂峰干扰[16], 结果回收率高, 分析时间快, 适用于保健食

品支链氨基酸粉中牛磺酸的含量检测。 
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