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大叶种茶叶中游离氨基酸的提取条件研究

陈春月１，钏相龙１，曹喜念１，陈圆圆２，肖　涵１

（１昆明学院 化学科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４；
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摘要：茶汤游离氨基酸分布特征与茶叶风味、品质口感呈正相关．研究采用氨基酸分析仪作为测定仪器，
选取有代表性的滇产大叶种茶叶，对其游离氨基酸的水浸提条件进行初步的方法学研究．结果表明，大
叶种茶中游离氨基酸最佳提取方案为：茶叶粉碎至１００目，取 ５０００ｇ茶叶样品用 ４５０ｍＬ沸水冲泡
５ｍｉｎ，第２次冲泡液稀释过滤后直接检测．此外，发酵茶稀释倍数相应减少．在该条件下，茶汤游离氨
基酸组分出峰时间稳定，峰型良好，适用于定量分析．
关键词：大叶种茶；游离氨基酸；提取条件；氨基酸分析仪

中图分类号：ＴＳ２７２７　文献标识码：Ａ　文章编号：１６７４－５６３９（２０１８）０６－００３８－０５
ＤＯＩ：１０１４０９１／ｊｃｎｋｉｋｍｘｙｘｂ２０１８０６００８

ＳｔｕｄｙｏｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＣｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＦｒｅｅＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓｆｒｏｍＬａｒｇｅｌｅａｆＴｅａ

ＣＨＥＮＣｈｕｎｙｕｅ１，ＣＨＵＡＮＸｉａｎｇｌｏｎｇ１，ＣＡＯＸｉｎｉａｎ１，ＣＨＥＮＹｕａｎｙｕａｎ２，ＸＩＡＯＨａｎ１

（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＫｕｎｍｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ　６５０２１４；

２ＹｕｎｎａｎＳｈａｎｇｃｅＱｕａｌｉｔｙＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＳｅｒｖｉｃｅＣｏ，Ｌｔｄ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ　６５０１１７）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｒｅｉｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｔｅａｓｏｕｐａｎｄｔｈｅｆｌａｖｏｒａｎｄｑｕａｌｉｔｙｏｆｔｅａ
ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄａｎａｌｙｚｅｒｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔＴｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｔｅａｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｌａｒｇｅｌｅａｆｔｅａｆｒｏｍＫｕｎｍｉｎｇａｒｅａｓｗｅｒｅｃｏｌ
ｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｂｅｓｔｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｆｆｒｅｅ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｌａｒｇｅｌｅａｆｔｅａｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｔｅａｗａｓｃｒｕｓｈｅｄｔｈｒｏｕｇｈ１００ｓｃｒｅｅｎｍｅｓｈ５０００ｇｔｅａｓａｍｐｌｅｗａｓｂｒｅｗｅｄｗｉｔｈ４５０ｍＬ
ｂｏｉｌｉｎｇｗａｔｅｒｆｏｒ５ｍｉｎｕｔｅｓ；ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｎｆｕｓｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｆｉｌｔｒａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｄｉｒｅｃｔｌｙｔｅｓｔｅｄａｆｔｅｒｄｉｌｕｔｉｏｎ，ｂｕｔｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆ
ｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙＵｎｄｅｒｔｈｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｅｖｅｒｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎｔｈｅｔｅａｓｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｂｌｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｗｉｔｈｇｏｏｄ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｐｅａｋｓｈａｐｅ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌａｒｇｅｌｅａｆｔｅａ；ｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；ａｍｉｎｏａｃｉｄａｎａｌｙｚｅｒ

　　 茶是山茶属 （ＣａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓＬ）茶树的新
梢芽叶经不同特殊工艺［１］加工而制作的冲泡型饮

品．云南省是茶叶的原产地，产茶区水热条件良
好，土壤ｐＨ偏酸性，富含多种矿物质及有机质，
特别适合茶树生长．云南茶园主产大叶种茶，其成
品叶展大、芽头粗壮、香高味浓、口感鲜爽，具有

显著的风味特征［２－３］．

茶叶中富含多种物质，主要以冲泡的方式进

入茶汤，呈现其风味．其中游离氨基酸总量
（ＴｏｔａｌＦｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＴＦＡＡ）、茶多酚、咖啡碱
等生化成分［４］是茶汤风味和功效的主要贡献因

子［５］．目前，茶汤中已分离鉴定出 ２６种游离氨
基酸 （Ｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＦＡＡ），包括：天冬氨
酸、丝氨酸、苏氨酸、谷氨酸、茶氨酸、甘氨



酸、丙氨酸、α氨基丁酸、蛋氨酸、异亮氨酸、
亮氨酸、脯氨酸、酪氨酸、β丙氨酸、苯丙氨
酸、β氨基异丁酸、γ氨基丁酸、赖氨酸、色氨
酸、组 氨 酸、精 氨 酸、半 胱 氨 酸、缬 氨 酸

等［６－７］．其中游离氨基酸含量约占茶叶干质量的
２％ ～５％，而代表性氨基酸 －茶氨酸占干物质的
１％ ～２％［８］．茶叶中氨基酸含量与感官品质正相
关［９］．游离氨基酸不仅是茶叶中有效氨基酸摄入
的主要来源，还可抑制由咖啡碱引起的人体过度

兴奋，促进多巴胺的释放，使饮茶者心情愉悦、

情绪稳定，也是茶汤鲜爽口感、独特香气的主要

贡献因子［１０］，更是茶叶重要的质控指标［１１］．
目前茶叶 ＦＡＡ的提取一般采用３ｇ左右的茶

样，更换萃取剂，改变冲泡时间和次数进行前处

理；其后采用平面色谱法［１２］、比色法［１１－１４］、近红

外光谱法［１５］测定其ＴＦＡＡ．或衍生化法处理目标样
品，并采用氨基酸分析仪［１６］配合柱后衍生、柱前

衍生配合高效液相色谱法［３］或毛细管电泳法［１７］对

氨基酸各组分进行分离，光谱特征吸收波长采取定

性，峰面积进行定量．
水浸提法能模拟泡茶过程，操作简单，成本

低，应用范围广，但是浸提液能否充分提取茶汤中

ＦＡＡ，对研究茶叶氨基酸分布特征，判定其品质格
外重要．实验拟以氨基酸分析仪作为分析手段，对
不同浸提条件下的典型云南大叶种茶样中 ＦＡＡ的
提取情况进行探索，从而探讨不同提取方法对茶种

氨基酸的可能影响，以确定适宜的水浸提法提取方

案，结果可为茶产业研究提供参考，亦能为进一步

研究滇产茶叶风味特征奠定基础．

１　材料与方法

１１　样品
茶氨酸 （９９９％），ＢＲ级，１００ｍｇ／瓶 （上

海融禾医药科技有限公司）；游离氨基酸混合标

样 （１００ｍｍｏｌ／Ｌ，塞卡姆 （北京）科学仪器有限

公司）．
以市场采购的方式收集云南各茶区茶叶，并参

考课题组前期 ＴＦＡＡ测定结果［１３－１４］，自绿茶、普

洱熟茶中选择 ＴＦＡＡ较高和较低的１０个组分进行
分析．茶样粉碎过１００目筛后封袋编号．分类为：
绿茶Ｇ、红茶Ｂ、普洱生茶 ＰＥ、普洱熟茶 ＰＵ．真
空包装后避光冷藏．其详细信息见表１．

表１　茶样详细信息

茶叶种类 采样号 序号 芽叶数

绿茶

ＢＬＡＣＧ６ Ｇ１ 一叶、杆

ＡＸＭＧ１ Ｇ２ 一芽二叶～三叶

ＢＹＤＧ１ Ｇ３ 一芽两叶

ＢＬＨＧ１ Ｇ４ 一芽两叶

ＢＬＣＧ２ Ｇ５ 一芽两叶

ＢＢＮＧ３ Ｇ６ 一芽一叶

ＢＬＣＧ４ Ｇ７ 一芽两叶

ＢＹＹＧ１ Ｇ８ 一芽一叶

普洱

熟茶

ＣＤＬＰＵ２ ＰＵ１ 一芽两叶

ＢＬＨＰＵ２ ＰＵ２ 一芽两叶

１２　试剂
实验所需提取剂、缓冲溶液及显色剂均按赛卡

姆公司标准配置和使用．所涉及到的试剂见表２．
表２　实验试剂简况

试剂 级别 规格 厂家

苯酚 ９８％ ５００ｇ／瓶 广东光华

茚三酮 光学纯 ２０ｇ／瓶 德国塞卡姆

还原剂 １ｍＬ／支 德国塞卡姆

甲醇 色谱纯 ４Ｌ／瓶 德国Ｍｅｒｃｋ

硼酸 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

氯化锂 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

一水合氢氧化锂 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

一水合柠檬酸钠 ＡＲ ５００ｇ／瓶 广东光华

乙酸钾 ＡＲ ５００ｇ／瓶 国药

三水合乙酸钠 ＡＲ ５００ｇ／瓶 国药

盐酸 ＡＲ ５００ｍＬ／瓶 成都科龙

无水乙醇 ＡＲ ５００ｍＬ／瓶 天津风船

冰乙酸 ＡＲ ５００ｍＬ／瓶 天津风船

５磺基水杨酸 ＡＲ 广东光华

ＥＤＴＡ 优级纯 ５００ｇ／瓶 东京化成

茶氨酸 ＢＲ １００ｍｇ／瓶 上海融禾

氨基酸标样

（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）
２ｍＬ 德国赛卡姆

水 超纯水

１３　仪器及条件
全自动氨基酸分析仪：Ｓ４３３Ｄ德国塞卡姆公

司；色谱柱：ＬＣＡＫ０７／Ｌｉ；流动相：柠檬酸锂Ａ＝
ｐＨ２９０；Ｂ＝ｐＨ４２０；Ｃ≈ｐＨ８００；采用自动梯度
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洗脱 （程序从略）；流速：洗脱泵０４５ｍＬ／ｍｉｎ＋
衍生泵 ０２５ｍＬ／ｍｉｎ；检测器：ＤＡＤ，５７０ｎｍ＋
４４０ｎｍ；柱温：３８～７４℃梯度升温 （从略）．酸度
计：梅特勒－托利多集团 （瑞士）；电子天平：赛

多利斯科学仪器 （北京）有限公司．
１４　样品制备
１４１　标准溶液的配置

１）茶氨酸标准溶液：称取 ００８７ｇ茶氨酸，
样品稀释液定容至５ｍＬ，临测时取其中０５ｍＬ稀
释１０００倍，即为１００ｎｍｏｌ／Ｌ茶氨酸标液．样品制
备后４℃保存，３ｄ内使用．
２）系统混标：量取 ０５ｍＬ上述茶氨酸溶液

加入 ０５ｍＬ００２号溶液，用样品稀释液稀释至
５ｍＬ备用．

３）茶氨酸混标：准确量取 ２００μＬ００２号溶
液＋１８００μＬ样品稀释液混匀，临用现配．
１４２　茶样制备

称取５ｇ精确至０００１ｇ已研磨好的茶叶样品
（约１００目）放入５０ｍＬ具塞比色管中，准确加入
４５ｍＬ沸水，冲泡３次，每次５ｍｉｎ，过滤．然后
取２０ｍＬ滤液，加入样品稀释液定比稀释，过
０４５μｍ微孔滤膜过滤后备用．样品制备后 １２ｈ
内完成分析．

２　结果与讨论

２１　标样分离情况
茶氨酸为茶汤氨基酸主体成分，其质量分数约

占ＦＡＡ总量５０％左右．但茶氨酸较易变质，常规
系统混标中无此成分．为合理配制茶氨酸混标，对
混标各调整样品的出峰顺序、分离度、响应面积进

行观察，确定其添加最适比例．图１～图３为系统
混标、茶氨酸单标及自配混标谱图．

对比图１～图３可知，使用前期优化的分离条
件，得到的系统混标基线平稳，所有峰达到完全分

离，仪器条件稳定良好．茶氨酸单标略有杂质
（３７ｍｉｎ左右），但其保留时间与系统混标各组分
未见重叠，不影响定量结果．加入茶氨酸后的混标
溶液，基线平稳，噪音较低，所有峰均可分离，满

足定量要求．
２２　不同提取方式对茶叶中游离氨基酸含量的
影响

　　根据课题组前期研究结果［１３－１４］，选择前期实

验中，总游离氨基酸含量最高的绿茶样品 （编号

ＢＬＡＣＧ６）为研究对象，采用两种提取方式 （下

述Ａ和Ｂ）提取ＦＡＡ后，进行进样分析．
２２１　Ａ法

称取５０００ｇ样品于比色管中，加入适量水至
匀浆，加入沸水４５ｍＬ，在沸水浴中提取４５ｍｉｎ，
浸提完毕后立即趁热减压过滤，残渣用少量沸水洗

涤２～３次，滤液定容至５０ｍＬ，吸取２０ｍＬ滤液
于比色管中加入０４ｍＬ４％磺基水杨酸溶液，摇
匀，过０４５μｍ微孔滤膜，滤液进氨基酸分析仪
分析 （见图４）．
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２２２　Ｂ法
称取５ｇ精确至０１ｍｇ已研磨好的茶叶样品

（约１００目）放入５０ｍＬ具塞比色管中，准确加
入４５ｍＬ沸水，冲泡５ｍｉｎ，取首次冲泡液过滤，
取２０ｍＬ滤液，加入一定量的样品稀释液稀释，
０４５μｍ微孔滤膜过滤，滤液直接进样测定 （见

图５）．

对比图４和图５可知，两图基线都比较平稳，
说明仪器和试剂工作状态良好．图４中的鬼峰、噪
音较图５显著增加，说明其提取过程中杂质较多，
这可能是由于长时间高温提取下，部分含氨基化合

物也进入提取液，而原有提取液中不稳定氨基酸发

生了变质导致的．图５较图４峰型和分离度明显提
高，特别是在后期精氨酸的显著拖尾得到了改善，

有利于准确定量．
综合考虑各种因素，由于 Ｂ法提取成本低，

更能模拟日常冲泡过程，因此选择法 Ｂ作为浸提
方法．
２３　茶样不同提取次数ＦＡＡ分离情况

采用 Ｂ法条件，对 ＴＦＡＡ最高的绿茶 （Ｂ
ＬＡＣＧ６），最低的普洱熟茶 （ＣＤＬＰＵ２）进行提
取分离，每茶样提取３次，其结果见图６～图１１．
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从以上谱图比较可以看出，同一品种茶叶冲

泡过程中，首次冲泡和第２次冲泡，氨基酸响应
信号大致相当；第２次冲泡过程较第１次出现更
多微量氨基酸，各微量氨基酸含量亦有一定程度

增加；第 ３次冲泡茶汤中各氨基酸含量显著减
少；首次和第２次冲泡图谱出峰最多，峰面积响
应较高，信噪比低，各峰之间分离度较好．由此
可知，首次、第２次冲泡均能完整体现未知样品
的氨基酸含量特征，但第２次冲泡信息含量更为
丰富．

样品 ＦＡＡ均以茶氨酸为主流氨基酸．而绿茶
与普洱熟茶相比，ＦＡＡ无论从种类还是含量均显
著增高，这与茶叶风味品评中绿茶鲜爽而普洱熟

茶温和的结论吻合，也与已有文献 ［１８－１９］测
定结果相符．其原因是普洱熟茶在发酵后期堆渥
过程［２０］引入多重酶和细菌作用，氨基酸大量代谢

导致的．
综上所述，在后续研究工作中，宜以首次浸提

液为茶样 ＦＡＡ代表．此外，对于发酵茶 （红茶、

普洱熟茶）等 ＦＡＡ含量较低的茶种，可适当减少
稀释倍数，以保证响应信号定量的准确性．

３　结论

１）通过对大叶种茶中游离氨基酸最佳提取方案
进行研究，优选的方案为：茶叶粉碎过１００目筛，
５０００ｇ茶叶样品使用４５０ｍＬ沸水冲泡５ｍｉｎ，取
第２次冲泡液直接稀释过滤后进样检测．
２）发酵茶种受生产工艺影响，ＦＡＡ含量急剧

减少，其首次水提物稀释倍数应相应减少．
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