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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由中科检测技术服务（广州）股份有限公司提出。

本文件由广东省质量协会归口。

本文件起草单位：中科检测技术服务（广州）股份有限公司、广东轻工职业技术学院、中科广化检

测技术服务（深圳）有限公司、广东环境保护工程职业学院、广州城市职业学院、广州华鑫检测技术有

限公司、广东省粤科标准化研究院、广东省质量协会、肇庆市粤科标准化研究院、肇庆市工程师学会、

广东理工学院。

本文件主要起草人：周卓为、程静秋、杨兰、林海龙、方靖、岑水斌、黄利华、许均图、苏家杰、

王诗琦、张玮亮、郭玮群、陈鸿韬、张建波、黄乙书、吴少敏、陶功浩、江曼、禤俊文、马少佳、朱莉

莉、黎会友、曹彦卿、魏嫚、刘文红、陈伟华、李子耀、谢中阳、何衍锋。
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食品中含硫氨基酸的测定

1 范围

本文件规定了用氨基酸自动分析仪(茚三酮柱后衍生离子交换色谱仪)测定食品中含硫氨基酸的方

法。

本文件适用于食品中含硫氨基酸的测定，包括胱氨酸、半胱氨酸、蛋氨酸3种氨基酸。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

JJG 1064 氨基酸分析仪

3 术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4 原理

食品中的含硫氨基酸经氧化和水解生成游离氨基酸，经离子交换色谱法分离，与茚三酮溶液产生颜

色反应，再通过可见分光光度计检测，外标法定量。

5 试剂和材料

一般要求

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682中规定的一级水。

试剂

5.2.1 盐酸（HCl）:浓度≥36％。

5.2.2 苯酚（C6H5OH):色谱纯。

5.2.3 偏重亚硫酸钠（Na2S2O5）。

5.2.4 氢溴酸（HBr）:浓度为 48％。

5.2.5 硫二甘醇（C4H10O2S）。

5.2.6 柠檬酸钠（Na3C6H5O7•2H2O）。

5.2.7 氢氧化钠（NaOH）:优级纯。

5.2.8 硝酸银（AgNO3）。

5.2.9 甲酸（HCOOH）:浓度为 88％。

5.2.10 过氧化氢（H2O2）:浓度为 30％。

5.2.11 茚三酮（C9H6O4）。

5.2.12 磺基丙氨酸（C3H7NO5S）:纯度≥99.0％。

5.2.13 蛋氨酸砜（C5H11NO4S）:纯度≥99.0％。

5.2.14 氨基酸标准贮备液:含 3 种蛋白水解液分析用氨基酸（胱氨酸、半胱氨酸、蛋氨酸），各组分

浓度均为 2.50 μmol/mL。

试剂配制

5.3.1 盐酸溶液（6 mol/L）:量取盐酸（5.2.1）500 mL，用水稀释至 1 000 mL，混匀。
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5.3.2 盐酸溶液（6.8 mol/L）:量取盐酸（5.2.1）1 133 mL,用水稀释至 2 000 mL，混匀。

5.3.3 过甲酸溶液Ⅰ:将过氧化氢（5.2.10）+甲酸（5.2.9）=1+9，混合，并按每毫升添加 5 mg 比例

加入苯酚（5.2.2），于室温下放置 1 h，置冰水浴中冷却 30 min。临用现配。

5.3.4 过甲酸溶液Ⅱ:过甲酸溶液Ⅰ（5.3.3）中按每毫升 3 mg比例加入硝酸银（5.2.8）。

5.3.5 过甲酸溶液Ⅲ:过甲酸溶液Ⅰ（5.3.3）中加入适量硝酸银（5.2.8），每毫升添加量按式(1)计

算：

푚푅 ≥ 1.454 × 푚 × 퐶푁················································ (1)

式中：

푚푅——每毫升过甲酸中硝酸银的量，单位为毫克（mg)；
퐶푁——样品中氯化钠含量，％；

푚——样品质量，单位为毫克（mg)。
5.3.6 氢氧化钠溶液（7.5 mol/L）:取氢氧化钠（5.2.7）30 g，加水溶解并定容至 100 mL。
5.3.7 柠檬酸钠缓冲液:称取柠檬酸钠（5.2.6）19.6 g，用水溶解后加入盐酸（5.2.1）16.5 mL，硫

二甘醇（5.2.5）5.0 mL，苯酚（5.2.2）1 g，用水定容至 1 000 mL，过滤。

5.3.8 偏重亚硫酸钠溶液:量取偏重亚硫酸钠（5.2.3）33.6 g，加水溶解并定容至 100 mL。
5.3.9 洗脱用柠檬酸钠缓冲溶液:按仪器说明书配制或购买。

5.3.10 茚三酮溶液:取茚三酮（5.2.11）适量，按仪器说明书配制或购买。

5.3.11 磺基丙氨酸-蛋氨酸砜标准贮备液:精确称取磺基丙氨酸（5.2.12）105.7 mg 和蛋氨酸飒

（5.2.13）113.3 mg，加水溶解并定容至 250 mL，浓度均为 2.50 μmol/mL，2℃～8 ℃保存，有效期 1

年。

5.3.12 混合氨基酸标准工作液:吸取磺基丙氨酸-蛋氨酸砜标准贮备液（5.3.11）和氨基酸标准贮备液

（5.2.14）各 1.00 mL，置于 50 mL的容量瓶中，加柠檬酸钠缓冲液（5.3.7）定容，混匀。各组分浓

度均为 50 nmol/mL，2 ℃～8℃保存，有效期 3个月。

6 仪器和设备

实验室用组织粉碎机或研磨机。

匀浆机。

电子天平:感量 0.1 mg和 0.01 mg。
氮吹仪。

水解管:耐压螺盖玻璃试管或安瓿瓶，体积为 20 mL～30 mL。
恒温干燥箱:温度可达（110±2）℃。

氨基酸自动分析仪:具备阳离子交换柱、茚三酮柱后衍生装置及 570 nm和 440 nm光度检测器。

7 样品处理

试样制备

固体或半固体试样使用组织粉碎机或研磨机（6.1）粉碎,液体试样使用匀浆机（6.2）打至匀浆；

将试样密封、冷冻保存,用时将其解冻后使用。

样液制备

平行做两份试验，称取试样50 mg～75 mg（约含蛋白质7.5 mg～25 mg，精确至0.1 mg），置于20

mL试管中，于冰水浴中冷却30 min后加入已冷却的过甲酸溶液Ⅰ（5.3.3），如样品是浓缩液，视其氯

化钠含量加过甲酸溶液［氯化钠含量≤3％的加入过甲酸溶液Ⅱ（5.3.4），氯化钠含量＞3％加入过甲

酸溶液Ⅲ（5.3.5）］2 mL，加液时需将样品全部润湿，但不可摇动，盖好瓶塞，连同冰水浴一道置于

0℃～4 ℃冰箱中，反应16 h。
以下步骤依使用不同的氧化终止剂而不同：

a) 若以氢溴酸为终止剂:于各管中加入氢溴酸（5.2.4）0.3 mL振摇，放回冰浴，静置 30 min，
然后移到氮吹仪（6.4）上，在 60 ℃、低于 3.3×10³ Pa（25 mm Hg）下浓缩至干。用浓度为



T/GDAQ 00006—2022

3

6 mol/L盐酸溶液（5.3.1）约 15 mL将残渣定量转移到 20 mL安瓿瓶或水解管（6.5）中，封

口或旋紧管盖，置恒温干燥箱（6.6）中，（110±2）℃下水解 22 h～24 h。取出安瓿瓶或水

解管（6.5），冷却，用水将内容物定量地转移至 50 mL容量瓶中，定容。充分混匀，过滤，

取 1 mL～2 mL滤液，置于氮吹仪（6.4）中，在低于 50 ℃的条件下，氮吹至干。加少许水重

复蒸干 2 次～3次。准确加入一定体积（2 mL～5 mL）的柠檬酸钠缓冲液（5.3.7）振摇，充

分溶解后离心，取上清液供仪器测定用；

b) 若以偏重亚硫酸钠为终止剂:则于样品氧化液中加入偏重亚硫酸钠溶液（5.3.8）0.5 mL，充

分摇匀后，直接加入浓度为 6.8 mol/L的盐酸溶液（5.3.2）17.5 mL，于（110±2）℃的恒温

干燥箱（6.6）中水解 22 h～24 h。
警告：在水解开始时，不要封安瓿瓶瓶口或旋动水解管的管帽，待水解1 h后再封口或旋紧管帽，

否则容易引起水解管爆裂。

取出安瓿瓶或水解管（6.5），冷却，用水将内容物转移到50 mL容量瓶中，用氢氧化钠溶液（5.3.6）

中和至pH值约2.2，并用稀释上机用柠檬酸钠缓冲液（5.3.7）定容，离心，取上清液供仪器定测用。

8 分析步骤

使用混合氨基酸标准工作液（5.3.12）注入氨基酸自动分析仪（6.7），适当调整仪器操作程序及

参数和洗脱用缓冲溶液试剂配比，应符合JJG 1064的要求并保证蛋氨酸砜与天门冬氨酸的分辨率大于

85％，其标准溶液色谱图见图 A.1，测定中每5个样品（即10个单样）为一组，组间插入混合氨基酸标

准工作液（5.3.12）进行校准。以保留时间定性，单点外标法定量。试样中氨基酸的峰面积应在相应标

准工作液该峰面积的30％～200％之间，否则应用柠檬酸钠缓冲液（5.3.7）稀释后重测。

9 试验数据处理

试样中胱氨酸（蛋氨酸）含量以其质量分数ω表示，数值以克/100克（g/100 g）表示，按式（2）

计算：

ω = 푛×퐴푖×푉×푐×푀×푉푠푡
퐴푠푡×푚×푉푖×106

···················································(2)

式中：

Ai ──试样溶液中磺基丙氨酸（蛋氨酸砜）的峰面积；

V ──试样水解液体积，单位为毫升（mL）；

c ──标准工作液中磺基丙氨酸（蛋氨酸砜）的浓度，单位为纳摩尔每毫升（nmol/mL）；

Vi ──试样溶液进样体积，单位为微升（μL）；

n ──试样水解液稀释倍数；

Vst ──氨基酸标准溶液进样体积，单位为微升（μL）；

Ast ──氨基酸标准溶液中磺基丙氨酸（蛋氨酸砜）的峰面积；

m ──试样质量，单位为毫克（mg)；
M ──胱氨酸（蛋氨酸）的摩尔质量，单位为克/摩尔（g/mol)。（胱氨酸实为胱氨酸与半胱氨酸

之和，以胱氨酸计；其M胱氨酸=240.3；其M蛋氨酸=149.2）。

以两个平行样品测定结果的算术平均值报告结果，保留两位小数。

10 精密度

该方法对食品中三种含硫氨基酸的定量限均为0.01 g/100 g。在重复性条件下，获得的两次独立测

定结果与其他算术平均值的差值，当含量不大于0.5％时，不超过这两个测定值算术平均值的5％；含量

大于0.5％，不超过4％。
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附 录 A

（资料性）

混合氨基酸标准工作液色谱图

混合氨基酸标准工作液色谱图见图A.1.

图 A.1 混合氨基酸标准工作液色谱图
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