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要!$目的%建立超声波辅助提取 高效液相色谱法检测干酪中
B

种生物胺的测定方法&$方法%首先样品经

超声波辅助溶剂提取%滤液经柱前衍生%高效液相色谱分离和测定%外标法定量#然后选择提取溶剂的种类%研究

不同超声时间和温度对回收率的影响%并进行方法学验证&$结果%以质量分数为
"Y

的三氯乙酸溶液
!%n

超声

波提取
&"K3+

%连续提取
$

次%滤液合并后经丹磺酰氯衍生%液相色谱测定#

B

种生物胺衍生物在各自的线性范围

内线性关系良好%相关系数均大于
%?BB

%回收率为
C#?!Y

"

B%?&Y

%相对标准偏差为
&?%BY

"

C?I"Y

%检出限为

%?!EK

4

1

W

4

%定量限为
&?$"K

4

1

W

4

&将本研究提出的方法用于天然干酪样品的检测%不同样品间生物胺种类和

含量差异较大%总含量为
$?II

"

CE?&K

4

1

W

4

&$结论%本研究提出的方法适用于干酪中
B

种生物胺的定量检测%

可为生物胺形成机制和食品安全评价研究提供技术支持&
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干酪是乳类在凝乳酶或其他凝乳剂的作用下凝固后排放乳清而得到的固态或半固态食品)

&

*

%它的种

类众多%工艺不尽相同%其加工过程中常有微生物参与将糖类转化成有机酸或由凝乳酶作用使蛋白质凝

固)

$

*

&干酪含有丰富的蛋白质%在成熟过程中在微生物分泌的蛋白酶等作用下%产生大量的氨基酸%一方

面形成干酪特有的风味和品质)

!DI

*

%另一方面微生物产生的酶也会对游离氨基酸产生脱羧基作用而生成

生物胺)

"

*

&盐的含量)

#

*

(

M

Q

)

C

*

(成熟温度和时间)

E

*等会影响生物胺的形成&干酪中常见的生物胺有色

胺(苯乙胺(腐胺(尸胺(组胺(酪胺(精胺和亚精胺等)

BD&&

*

&生物胺的活性与生物胺的含量关系较大%少量

的生物胺具有多种生理活性)

&$D&I

*

%但摄入过量的外源性生物胺时%有可能产生心悸(头痛(血压变化等不

良症状)

&"

*

&

国内外对生物胺的检测方法有高分辨质谱法)

&#

*

(液相色谱 质谱法)

&CD&E

*

(液相色谱法)

&BD$%

*

(离子色谱

法)

$&

*

(气相色谱 质谱法)

$$

*等%在这些方法中%高效液相色谱法是最稳定(最常用的方法之一&

>313*,

等)

$%

*采用
%?#K(-

1

]

的高氯酸溶液振荡提取了酸奶中的生物胺%建立了反向高效液相色谱检测酸奶中

生物胺的检测方法&刘继超等)

$!

*采用三氯乙酸溶液振荡提取
#%K3+

%连续提取两次%高效液相色谱法测

定了乳制品中的生物胺%生物胺的总量范围为
&%?!%

"

!I?%%K
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&刘蕾等)

B

*将干酪样品用
%?&K(-

1

]

的盐酸溶液匀浆提取
!%K3+

%重复两次%且经过
M

Q

调整(正丁醇 三氯甲烷溶液反复提取和盐析等净化

程序%采用高效液相色谱法分析了传统干酪中的
E

种生物胺含量&当前%乳制品中生物胺的提取方法多

采用振荡提取或匀浆提取方式%并经过有机溶剂反复提取(盐析等复杂的净化过程再衍生化处理%前处理

时间较长%操作繁琐&干酪在加工成熟过程中易形成生物胺且基质复杂%有必要进一步研究适合干酪中

生物胺的提取溶剂(提取方式和快速检测方法&

本研究建立了超声波辅助提取 高效液相色谱法同时检测干酪中
B

种生物胺的测定方法%优化生物

胺提取溶剂和超声波提取条件%可以提高样品的提取效率%同时简化样品净化过程%缩短前处理时间#并

将其应用于市售干酪样品的测定分析&
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%北京曼哈格生物科技有限公司#丹磺酰氯!

A,+7

9

-;0-(*3<1

"%上海安谱实验科技股份有限公司&

试剂'乙腈(正己烷%均为色谱纯%德国
G1*;W

公司#盐酸(三氯乙酸(乙醚(丙酮(乙酸(乙酸铵(氢氧

化钠%均为分析纯%国药集团化学试剂有限公司&
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仪器与设备

沃特世
O;

f

)38

9

O*;

高效液相色谱仪%紫外检测器
$BBE

%美国沃特世公司#

NO$%%I

电子天平%上海舜

宇恒平科学仪器#

G3--3Dh

超纯水仪%美国密理博公司#

>cX=Ji$

旋涡混合器%德国艾卡公司#

$D&#_

离心

机%德国西格玛公司#

A:DE"&%A=Q

超声波清洗器%上海生析超声仪器有限公司&
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方
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法

&?!?&
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仪器条件

表
;

!

流动相梯度洗脱程序
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时间1
K3+

流动相体积分数1
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采用沃特世
F&E

色谱柱!

$"%KK\I?#KK

%
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"分离%紫外检

测波长
$"I+K

%流动相
O

为
&%Y

乙酸铵!

%?%&K(-

1

]

%含
&Y

乙酸"1

B%Y

乙腈%

Z

为
B%Y

乙酸铵!

%?%&K(-

1

]

%含
&Y

乙酸"1

&%Y

乙腈#进样

量为
$%?%

%

]

#柱温为
!"n

#流速为
%?EK]

1

K3+

&流动相洗脱程序见

表
&

&

&?!?$

!

溶液的配制

标准储备液的配制'以
%?&K(-

1

]

的盐酸溶液为溶剂配制质量浓

度为
&K

4

1

K]

的单标储备液&

混合标准使用液的配制'准确吸取单标储备液
&?%K]

至同一

&%K]

容量瓶中%用
%?&K(-

1

]

的盐酸溶液定容%配制成质量浓度为

&%%K

4

1

]

的混合标准溶液%冰箱
In

保存&

标准系列溶液的配制'吸取混合标准溶液%以
%?&K(-

1

]

的盐酸配制成
%?"

"

"%?%K

4

1

]

系列标准

工作液&

丹磺酰氯衍生化溶液配制'准确称取丹磺酰氯%以丙酮为溶剂配制成质量浓度为
&%K

4

1

]

的标准使

用液%冰箱
In

保存&

&?!?!

!

标准品的衍生

分别吸取
&K]

生物胺系列标准溶液于
&%K]

具塞试管中%依次加入饱和碳酸氢钠
&K]

%氢氧化钠

溶液!

&K(-

1

]

"

&%%

%

]

%衍生化试剂
&K]

%涡旋振荡%恒温箱中
#%n

反应
&"K3+

后取出&加入谷氨酸钠

&%%

%

]

%

#%n

继续反应
&"K3+

后取出%加入
&K]

纯水混匀%

I%n

氮吹除去丙酮%

"K]

乙醚涡旋提取%吸

出上层乙醚层%再提取一次%合并提取液%

I%n

氮吹仪吹干%

&K]

乙腈溶解%

%?$$

%

K

滤膜过滤后待测&

&?!?I

!

提取溶剂的选择

以干酪样品作为基质添加混合标准溶液%分别采用
%?&K(-

1

]

的盐酸溶液(质量分数为
"Y

三氯乙

酸溶液作为提取溶剂%超声波提取
!%K3+

%进行提取溶剂选择&

&?!?"

!

超声时间&温度的选择

以干酪样品为基质添加混合标准溶液%在功率为
"%%a

(温度为
!%n

时分别超声
"

(

&%

(

&"

(

!%K3+

%

进行超声时间选择研究#选择合适的超声时间%

I%n

超声波提取%进行超声温度选择&

&?!?#

!

样品提取和衍生

将适量干酪样品研磨均匀%准确称取
"

4

于
"%K]

具塞离心管中%加入
&$?"K]

质量分数为
"Y

的

三氯乙酸溶液涡旋振荡
$K3+

%

!%n

超声波提取
&"K3+

%

E%%%*

1

K3+

离心
"K3+

%转移上清液至另一离心

管中%连续提取两次%合并上清液%滤纸过滤&移取上述滤液
"K]

于
&"K]

离心管中%加入等体积正己

烷%涡旋振荡
$K3+

#静置分层%弃去上层正己烷层%下层样液待衍生&

取待衍生试液
&K]

%按照
&?!?!

节中衍生化步骤进行衍生&

&?!?C

!

方法学验证

在干酪样品基质中分别添加低(中(高三个不同水平的混标溶液%按照
&?!?#

节方法提取%以及
&?!?!

#!"
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节的方法衍生#同时做空白对照试验%考察加标回收率和相对标准偏差&

>

!

结果与分析

><;

!

标准样品图谱

按照
&?!?&

节的色谱条件%试剂的空白色谱图见图
&

%图中显示试剂空白在
$BK3+

左右有一个明显

的杂质峰&

B

种生物胺经丹磺酰氯衍生化后色谱峰在
!"K3+

内完全分离%如图
$

所示%出峰顺序依次为

色胺(苯乙胺(腐胺(尸胺(组胺(章鱼胺(酪胺(亚精胺和精胺%各生物胺质量浓度均为
$"K

4

1

]

%分离效果

较好&

图
;

!

试剂的空白色谱图

C#

/

<;

!

F0*(K,8(

4

*,K7(.*1,

4

1+8U-,+W

&

$色胺#

$

$苯乙胺#

!

$腐胺#

I

$尸胺#

"

$组胺#

#

$章鱼胺#

C

$酪胺#

E

$亚精胺#

B

$精胺&

图
>

!

B

种生物胺色谱图

C#

/

<>

!

F0*(K,8(

4

*,K7(.BW3+<7(.U3(

4

1+3;,K3+17

><>

!

提取溶剂的选择

食品中生物胺的提取溶剂常用的有盐酸)

B

*

(三氯乙酸)

$!

*

(高氯酸)

$I

*等%本试验采用
%?&K(-

1

]

的盐

酸溶液和质量分数为
"Y

的三氯乙酸溶液提取干酪中的生物胺&结果表明%盐酸溶液和三氯乙酸均可沉

淀蛋白质%但是经过超声波处理以后%样品的盐酸提取液变得较为混浊%离心后溶液仍然混浊且难以过

滤%提取液损失较大#而三氯乙酸超声波提取液离心后溶液较清%易于过滤&因此%选择质量分数为
"Y

的三氯乙酸溶液作为干酪提取溶剂&

><?

!

超声时间的选择

超声波提取是利用超声波形成的能量声场对溶液进行声空化作用来提取目标物质&郭慧)

$"

*采用功

率为
"%a

的超声波处理生物胺混标
#%K3+

%发现超声波对生物胺没有破坏作用&本试验考察了在温度

为
!%n

时超声时间对不同生物胺回收率的影响%结果如图
!

所示&由图
!

可知%色胺在
"

"

&%K3+

内随

C!"
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着超声时间的延长回收率逐渐升高%超声
&%K3+

时回收率最高%之后有所下降#其余
E

种生物胺在
"

"

&"K3+

时间内%随着超声时间的延长回收率逐渐增大#所有生物胺在超声
&"

(

!%K3+

时%回收率变化趋于

平缓%均达到
E%Y

左右及以上&综合考虑%选择
&"K3+

的超声时间作为以后生物胺的提取时间&

图
?

!

超声时间对生物胺回收率的影响

C#

/

<?

!

J..1;8(.)-8*,7(+3;83K1(+*1;(61*

9

*,817(.U3(

4

1+3;,K3+17

><@

!

超声温度的影响

图
@

!

超声温度对生物胺回收率的影响

C#

/

<@

!

J..1;8(.)-8*,7(+3;81K

M

1*,8)*1(+

*1;(61*

9

*,817(.U3(

4

1+3;,K3+17

超声温度对提取也会有一定的影响&郭慧)

$"

*优化了

水产品中生物胺的超声波提取条件%超声温度
"%n

(超

声时间
$"K3+

为最优组合&本试验采用
&"K3+

的超声

时间%考察了
!%

(

I%n

超声温度对干酪生物胺回收率的

影响%结果如图
I

所示&由图
I

可知%

!%n

时
B

种生物胺

的回收率在
E%Y

"

&%%Y

之间%

I%n

时回收率较
!%n

时

稍有降低&因此%选择回收率较高(处理温度相对温和的

!%n

作为生物胺超声波提取时的温度&

><A

!

线性方程)检出限和定量限

分别配制质量浓度为
%?$"

(

%?"

(

&?%

(

$?"

(

"?%

(

&%?%

(

&"?%

(

$"?%

(

"%?%K

4

1

]

系列标准混合溶液%以标准品峰

面积为纵坐标%质量浓度为横坐标%绘制标准曲线&生物

胺的线性方程(检出限和定量限见表
$

&由表
$

可知%

C

种生物胺!

=*

9

(

_01

(

_)8

(

F,<

(

Q37

(

c;8

(

=

9

*

"在

%?$"

"

"%K

4

1

]

范围内线性关系良好%线性相关系数均在
%?BB#

"

%?BBB

之间#

$

种生物胺!

:

M

<

(

:

M

K

"在

%?$"

"

$"K

4

1

]

范围内线性关系良好%线性相关系数分别为
%?BB!

和
%?BB"

&

B

种生物胺检出限为

%?!EK

4

1

W

4

%定量限为
&?$"K

4

1

W

4

&

表
>

!

生物胺的线性方程(检出限和定量限

=+230>

!

]3+1,*1

f

),83(+

%

]cA7,+<]ch7(.U3(

4

1+3;,K3+17

生物胺
线性范围1

!

K

4

4

K]

P&

"

线性方程
线性

相关系数

检出限1

!

K

4

4

W

4

P&

"

定量限1

!

K

4

4

W

4

P&

"

色胺
%?$"

"

"% .[&?"!\&%

"

5 $̂?"%\&%

I

%?BBB %?!E &?$"

苯乙胺
%?$"

"

"%

.[&?B"\&%

"

5P&?%I\&%

"

%?BBB %?!E &?$"

腐胺
%?$"

"

"% .[!?C&\&%

"

5 #̂?""\&%

"

%?BB# %?!E &?$"

尸胺
%?$"

"

"%

.[!?I"\&%

"

5 $̂?I#\&%

"

%?BBE %?!E &?$"

组胺
%?$"

"

"% .[!?!%\&%

"

5 &̂?&"\&%

"

%?BBB %?!E &?$"

章鱼胺
%?$"

"

"%

.[$?#I\&%

"

5PC?EI\&%

I

%?BBB %?!E &?$"

酪胺
%?$"

"

"% .[!?&%\&%

"

5PI?!%\&%

I

%?BBB %?!E &?$"

亚精胺
%?$"

"

$"

.[!?%I\&%

"

5 &̂?E&\&%

"

%?BB! %?!E &?$"

精胺
%?$"

"

$" .[$?"I\&%

"

5 &̂?!C\&%

"

%?BB" %?!E &?$"

E!"
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><B

!

加标回收与相对标准偏差

在干酪基质中分别添加低(中(高三个水平的混合标准溶液%选择优化的条件即质量分数为
"Y

的三

氯乙酸溶液提取(超声时间为
&"K3+

(超声温度为
!%n

%进行加标回收试验%生物胺的回收率与相对标准

偏差见表
!

&由表
!

可知%

B

种生物胺的平均回收率为
C#?!Y

"

B%?&Y

!

3[!

"%相对标准偏差为
&?%BY

"

C̀I"Y

!

3[!

"%这说明本研究提出的方法的重复性和精密度良好%适用于干酪中
B

种生物胺的测定分析&

表
?

!

生物胺的回收率与相对标准偏差

=+230?

!

X1;(61*

9

*,817,+<X:A(.U3(

4

1+3;,K3+17

生物胺
加标量1

!

K

4

4

W

4

P&

"

回收率1
Y

相对标准

偏差1
Y

生物胺
加标量1

!

K

4

4

W

4

P&

"

回收率1
Y

相对标准

偏差1
Y

色胺
!

$" E&?! !?$&

"% E#?" &?"$

&%% E"?$ "?!#

章鱼胺

$" EC?C I?##

"% E%?" !?&!

&%% EC?# "?&E

苯乙胺

$" E#?I $?#"

"% E!?B &?%B

&%% EC?I !?#"

酪胺
!

$" E$?E I?%"

"% E"?& $?$B

&%% E%?I !?I"

腐胺
!

$" CC?E "?I$

"% CB?" #?E&

&%% E$?E !?E"

亚精胺

$" C#?" I?BB

"% E&?E !?$C

&%% E$?& I?BI

尸胺
!

$" CE?I I?$$

"% EE?# !?$"

&%% E%?! !?BI

精胺
!

$" C#?! "?"C

"% E&?C I?&$

&%% CE?# #?"E

组胺
!

$" E&?" $?EE

"% B%?& #?IC

&%% EI?" C?I"

><D

!

实际样品的测定

将本研究建立的生物胺测定方法用于市售天然干酪样品的检测%干酪样品中生物胺含量测定见表

I

&由表
I

可知%

C

个样品中均检测出不同含量的生物胺%生物胺总含量范围为
$?II

"

CE?&K

4

1

W

4

%各类

生物胺的含量为未检出至
""?IK

4

1

W

4

%不同样品间生物胺种类和含量均有较大的差异&在这些样品中

共检测出
C

种生物胺%腐胺在所有样品中均被检出%含量范围为
&?$E

"

C?"&K

4

1

W

4

&于华宁等)

$#

*在市售

的
#

种
F,K1KU1*8

干酪中也均测定出了腐胺&

"

个样品中检出了组胺%含量为
&?E"

"

""?IK

4

1

W

4

#

I

个

样品中检出了亚精胺%含量为
&?!I

"

$?E#K

4

1

W

4

#分别有
!

个样品中检出尸胺和酪胺%各有
&

个样品检

出苯乙胺和精胺%所有样品均未检出色胺和章鱼胺&所测
B

种生物胺中%含量最高的为样品
$

中的组胺

""?IK

4

1

W

4

%其次为酪胺
&%?$K

4

1

W

4

&干酪中生物胺的产生和含量受微生物(环境因素(贮存时间(干酪

种类等多方面因素的影响%其中能够产氨基酸脱羧酶的微生物是最重要的因素%如乳酸链球菌可将组氨

酸转化成组胺%瑞士乳杆菌具有形成酪胺的性能等)

$C

*

#腐胺则主要由于受精氨酸的脱羧和转氨基的作用

形成鸟氨酸%鸟氨酸再经脱羧作用形成腐胺)

$E

*

%一些发酵剂或非发酵剂的菌株都可能促使腐胺的生成&

当前%欧盟推荐食品中组胺含量不得超过
&%%K

4

1

W

4

%酪胺不得超过
&%%

"

E%%K

4

1

W

4

)

$B

*

%本试验所测的

这几种生物胺含量均远低于推荐限量值&

表
@

!

干酪样品中生物胺含量测定

=+230@

!

A181*K3+,83(+(.U3(

4

1+3;,K3+173+;011717,K

M

-17

!

K

4

1

W

4

"

生物胺 样
&

样
$

样
!

样
I

样
"

样
#

样
C

色胺 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出

苯乙胺 未检出 未检出
#?$!o%?$#

未检出 未检出 未检出 未检出

腐胺
$?IIo%?&$ C?"&o%?%" &?$Eo%?&I !?$Eo%?%E $?#Co%?$! $?%$o%?&B &?#Co%?!$

尸胺 未检出
$?&#o%?$!

未检出
$?%Io%?$&

未检出 未检出
&?I!o%?&#
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表
@

!续"

生物胺 样
&

样
$

样
!

样
I

样
"

样
#

样
C

组胺 未检出
""?Io%?!I &?E"o%?%B $C?$o%?&& $?!$o%?!"

未检出
&I?Io%?$!

章鱼胺 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出

酪胺 未检出
&%?$o%?&B

未检出 未检出
"?%Co%?I# &?IEo%?&#

未检出

亚精胺 未检出
$?E#o%?%C &?CBo%?!" $?#$o%?I$ $?C&o%?&B &?!Io%?%B $?&Io%?%C

精胺 未检出 未检出 未检出
&?!$o%?%I

未检出 未检出 未检出

总量
$?IIo%?&$ CE?&o%?&E &&?$o%?$& !#?"o%?&C &$?Eo%?!& I?EIo%?&" &B?#o%?$I

?

!

结
!

语

本研究建立了基于超声波辅助提取干酪中
B

种生物胺的高效液相色谱快速检测方法&生物胺在各

自线性范围内线性关系良好%方法回收率高%精密度和重现性好&将本研究提出的方法用于市售干酪样

品分析%不同样品间生物胺种类和含量差异较大%需持续关注&本研究提出的方法简化了乳制品中生物

胺的提取和净化流程%提高了分析效率%适合干酪中多种生物胺的快速检测%可为深入研究乳制品中生物

胺形成机制和安全评价提供技术手段&
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