中国水产科学  2014年3月, 21(2): 351(360
Journal of Fishery Sciences of China  

研究论文
360
中国水产科学
第21卷

第2期
刘云等: 烟台近海3种贝类中呈味核苷酸和氨基酸的测定及比较分析
359

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2014.00351

烟台近海3种贝类中呈味核苷酸和氨基酸的测定及比较分析
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摘要: 对水产品中呈味核苷酸和氨基酸的高效液相色谱检测方法进行了优化, 并对烟台近海长牡蛎(Ostrea gigas)、栉孔扇贝(Chlamys farreri)和中国蛤蜊(Mactra chinensis)3种贝类中呈味核苷酸和氨基酸的含量进行了比较分析, 从而为开发贝类复合调味料提供科学依据。以纯水提取呈味物质, 采用DABS-Cl柱前衍生反相高效液相色谱法测定游离氨基酸, 流动相为17 mmoL/L柠檬酸溶液(pH 6.4, 含4%DMF)和乙腈溶液(含4%DMF), 梯度洗脱, 检测波长436 nm。反相离子对色谱法测定呈味核苷酸, pH 4.5的磷酸二氢钾溶液和乙腈溶液为流动相, 磷酸二氢钾溶液内含5 mmoL/L四甲基氢氧化氨(TMAOH), 梯度洗脱, 检测波长254 nm。方法加标回收率为90.2%~108%, 相对标准偏差(RSD)为0.7%~7.1%。准确度、精密度均满足分析要求。测定结果显示: 长牡蛎中牛磺酸、丙氨酸和谷氨酸含量较高, 栉孔扇贝中甘氨酸、牛磺酸和丙氨酸含量较高, 中国蛤蜊含有较多的甘氨酸、牛磺酸和丙氨酸; 3种贝类中, 丙氨酸、谷氨酸的TAV均大于1, 栉孔扇贝和中国蛤蜊中, 甘氨酸的TAV大于1, 对呈味具有显著贡献。呈味核苷酸中, 长牡蛎中IMP含量最高, 占总呈味核苷酸的80%, 其次是GMP。中国蛤蜊中AMP含量最高, 其次是IMP。而栉孔扇贝中仅检测到IMP。3种贝类中呈味核苷酸含量虽然都较低, TAV未超过1, 但核苷酸之间、核苷酸和氨基酸之间的协同增效作用, 会对贝类的呈味产生重要影响。本研究通过对烟台近海3种贝类中各类鲜味物质和多种辅助呈味物质的含量、比例关系及其相互作用规律进行探讨, 旨在为充分利用贝类营养氨基本作为复合调味料及其功能性开发和评价提供科学依据。
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贝类中广泛存在着氨基酸、核苷酸等非挥发性含氮呈味物质, 不同贝类中这些呈味物质的组成和含量有所不同, 因而会呈现出各具特色的特征滋味 [1]。贝类中呈味氨基酸的含量均较高, 谷氨酸是海产贝类中共有的鲜味贡献者; 甘氨酸是贝类中共有的甜味贡献者; 高含量的丙氨酸、精氨酸等也对贝类的特有风味有贡献; 牛磺酸的呈味贡献可能与体系的pH有关, 在高pH体系中, 它对贝类的特征滋味也有贡献[2]。核苷酸关联化合物对海产品滋味也有着重要贡献, 不仅是主要的鲜味成分之一, 同时还与某些氨基酸协同作用, 对总体风味的提升有重要作用。目前, 国外已有许多学者对水产品呈味物质方面进行了广泛的研究[34], 国内关于贝类呈味氨基酸的报道多见于营养成分分析研究, 例如关志强等[5]研究了冻藏条件下文蛤和波纹巴非蛤氨基酸含量的变化。杨凤影等[6]研究了辽宁、山东、江苏和广东4个不同地理种群栉孔扇贝的营养成分; 迟淑艳等[7]对华南沿海5种养殖贝类营养成分进行了比较分析; 苏键[8]研究了广西北部湾主要贝类食用品质及其冻藏变化等等, 这些研究中检测的是总氨基酸 [910]。张智翠等[11]研究了山东沿海牡蛎糖原、游离氨基酸及重金属含量的季节变化, 但是没有说明样品的具体种类, 也没有涉及呈味核苷酸。陈德蔚等[12]对广西北部湾牡蛎、文蛤和波纹巴非蛤的呈味核苷酸和糖原进行了分析及评价, 刘亚等[13]采用高效液相色谱法测定了马氏珠母贝等水产品中的ATP关联物等, 这些研究大多只是针对南方部分地区的贝类研究其风味物质, 而对北方沿海常见贝类的相关研究较少。

滋味成分的含量和阈值在呈味中起重要作用, 不同贝类的滋味活性成分的构成和含量均有明显差异, 而同种贝类在不同地域或不同季节滋味成分的含量也有差异。水产调味料呈现什么样的味道, 是由水产品中呈味物质的阈值、含量及其协同相互作用来决定的。贝类中含有丰富的牛磺酸和人体必需的多种氨基酸[14], 高含量的氨基酸对复合调味料的开发具有重要意义。人们对调味料的要求正在向复合的天然风味型、营养型和功能型方向发展, 所以研究各种海产贝类的呈味特点及呈味物质的比较分析对调味料的开发至关重要。
烟台地处黄渤海, 海域辽阔, 水产贝类资源丰富, 是山东省重要的贝类产地之一。长牡蛎(Ostrea gigas)又称“太平洋牡蛎”, 自然分布于日本、中国和韩国, 是世界上养殖范围最广、产量最大的海洋贝类, 目前, 长牡蛎在中国南北沿海均有养殖 [15]。栉孔扇贝(Chlamys farreri)产于中国北部沿海, 尤以山东半岛为多。山东的长岛、威海、蓬莱、石岛、文登和辽宁大连、长山岛等是主产地[16]。中国蛤蜊(Mactra chinensis), 俗称“飞蛤”, 为黄渤海常见种类, 主要分布在辽宁、山东, 日本、朝鲜也有分布[17]。这3种贝类是烟台近海最常见的贝类。因此, 本实验选用这3种贝类, 通过改进样品前处理方法和优化色谱条件建立了方便有效的贝类呈味核苷酸和氨基酸的液相色谱分析方法, 并阐明烟台地区常见贝类的特征滋味及其构成, 深入研究贝类中各类鲜味物质和多种辅助呈味物质的含量、比例关系及其相互作用的规律, 为贝类复合调味料和功能性调味料的开发和评价提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  样品与试剂
1.1.1  样品  长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊, 2013年3月购买于烟台利民水产品批发市场, 均为健康活体, 去壳, 取整个软体部位, 绞碎备用。长牡蛎(平均体质量: 102 g, 壳长: 10 cm)、栉孔扇贝(平均体质量: 26 g, 壳长: 7 cm)、中国蛤蜊(平均体质量: 10 g, 壳长: 4 cm)。每种贝类测定3个批次, 每批次重复测定2次。
1.1.2  试剂  标准品: 腺苷酸(AMP, 纯度＞99%)、鸟苷酸(GMP, 纯度＞99%)、肌苷酸(IMP, 纯度＞99%)均购于Sigma公司; 天冬氨酸(Asp)、牛磺酸(Tau)、谷氨酸(Glu)、甘氨酸(Gly)、丙氨酸(Ala)、精氨酸(Arg)、甲硫氨酸(Met)、赖氨酸(Lys), 纯度≥98%, 购自Dr. Ehrenstorfer公司。

甲醇、乙腈均为色谱纯(Merck 公司); 磷酸二氢钾、柠檬酸、磺基水杨酸、碳酸氢钠、氢氧化钠、四甲基氢氧化钠、N, N-二甲基甲酰胺(DMF)、磷酸、无水乙醇均为分析纯。

标准溶液的配制: 准确称取各标准品10.0 mg, 用水溶解并定容至10 mL, 得到浓度为1 mg/mL的标准储备液, 于2~8℃避光保存; 使用前, 分别移取适量1 mg/mL的标准储备液, 配制混合标准溶液。
衍生试剂: 二甲基氨基偶氮苯磺酰氯DABS-Cl(4-Dimethylaminoazobenzol-4′-sulfonylchlorid, 纯度＞98%, Merck公司)。称取0.013 g DABS-Cl, 用乙腈溶解, 并定容至10 mL, 4℃避光保存。

衍生反应终止液: 配制50 mmol/L磷酸二氢钾溶液, 用2 mol/L氢氧化钠溶液调至pH 7.0, 再加等体积无水乙醇。

1.2  仪器与设备

FA25匀浆机(上海Fluko公司); 2695-2996美国Waters高效液相色谱系统; 离心机(上海安亭TDL-40C); 超声仪(KQ-600E); 分析天平(BA210S); 酸度计(奥立龙868); Milli-Q Gradient型超纯水机。
1.3  实验方法  

1.3.1  样品前处理  称取2.5 g样品, 加入纯水并定容至50 mL, 超声10 min, 4 000 r/min离心20 min。吸取上清液2 mL置于离心管中, 加入60 g/L磺基水杨酸溶液2 mL旋涡混匀之后4 000 r/min离心10 min, 取上层清液用2 moL/L氢氧化钠溶液调节pH至6~8, 用水稀释至5 mL。
1.3.2 游离氨基酸测定  衍生: 取样品稀释液30 μL于1.5 mL具塞离心管中, 加0.1 mol/L碳酸氢钠溶液30 μL、衍生试剂溶液60 μL, 涡旋混匀30 s, 70℃水浴中衍生反应, 2 min时取出涡旋混匀1次, 继续于70℃水浴中反应13 min, 反应结束后取出迅速冷却, 加入衍生反应终止液630 μL, 过0.22 μm滤膜, 供高效液相色谱分析。氨基酸混合标准溶液同法衍生、测定。

色谱条件: 色谱柱: MG-C18柱, 250 mm×4.6 mm (内径), 粒度5 μm; 流动相: A: 17 mmoL/L柠檬酸溶液(pH 6.4, 含4% DMF); B: 30%A+70%乙腈(含4% DMF); 进样量: 20 μL; 流速: 1.4 mL/min; 柱温: 35℃; 检测波长: 436 nm, 梯度洗脱程序见表1。
表1  氨基酸梯度洗脱程序

Tab. 1  gradient elution program of amino acids

	时间/min
time
	流动相A/%
mobile phase A
	流动相B/%
mobile phase B

	0
	75
	25

	17.2
	44
	56

	20.6
	14
	86

	23.2
	14
	86

	24.2
	0
	100

	29.2
	0
	100

	29.5
	75
	25

	40
	75
	25


1.3.3  核苷酸测定  取样品稀释液1 mL过0.22 μm滤膜, 供高效液相色谱分析。
色谱条件: 色谱柱: MG-C18柱, 250 mm×4.6 mm (内径), 粒度5 μm; 流动相: A: 0.02 moL/L的磷酸二氢钾溶液(含5 mmoL/L四甲基氢氧化氨)调节pH 4.5, B: 乙腈; 进样量: 20 μL; 流速: 1 mL/min; 柱温: 40℃; 检测波长: 254 nm, 梯度洗脱程序见表2。

表2  核苷酸梯度洗脱程序

Tab. 2  gradient elution program of nucleotides

	时间/min
time
	流动相A/%
mobile phase A
	流动相B/%
mobile phase B

	0
	100
	0

	6
	100
	0

	12
	94
	6

	18
	100
	0

	20
	100
	0


1.3.4  数据处理方法  每种贝类测定3个批次, 每批次重复测定2次。用EXCEL2010进行统计计算, 结果以平均值±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD )表示。

2  结果与分析

2.1  样品前处理方法的选择

呈味物质的测定中, 样品前处理常采用高氯酸溶液[18]和流动相[19]等方法进行提取, 由于呈味物质易溶于水特别是热水[20], 因此本实验样品前处理过程中, 分别采用纯水、10%高氯酸和流动相(KH2PO4)3种不同提取剂按1.3.1方法进行提取, 结果显示采用3种不同提取剂, 测得游离氨基酸、核苷酸含量无明显差异, 考虑到简单、安全、方便、易操作等因素, 最终确定采用纯水提取法。
2.2  色谱条件的选择

2.2.1  氨基酸测定色谱条件的选择  采用流动相: A: 17 mmoL/L柠檬酸溶液(pH 6.4, 含4%DMF); B: 30%A+70%乙腈(含4%DMF); 梯度洗脱程序见表2。此条件下, 可以使所需测定的呈味氨基酸与基质完全分离, 且峰形尖锐, 无拖尾现象。图1为中国蛤蜊样品的氨基酸谱图。

2.2.2  核苷酸测定色谱条件的选择  本实验采用0.02 moL/L的磷酸二氢钾(pH 4.5, 含5 mmoL/L四甲基氢氧化氨)—乙腈梯度洗脱来分离3种核苷酸。GMP、IMP和AMP达到完全分离, 峰形较好。图2为核苷酸标准溶液色谱图。

2.3  方法的精密度和准确度

2.3.1  氨基酸测定方法的精密度和准确度实验
称取2.5 g长牡蛎样品, 分别加入8种氨基酸
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图1  中国蛤蜊样品氨基酸谱图
Fig.1  Spectrogram of amino acids in Sunray surf clam
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图2   核苷酸标准溶液色谱图(1.00 μg/mL)

Fig.2  Spectrogram of Nucleotide standard solution (1.00 μg/mL)

标准溶液适量, 按照1.3.1操作步骤进行样品处理, 每个添加水平做3个平行, 用外标法测定样品加标后实际含量, 计算平均回收率和标准偏差。结果见表3。

由表3可见, 8种氨基酸测定的相对标准偏差(RSD)在0.7%~7.1%, 平均回收率在95%~105%, 符合GB/T27404-2008要求[21]。说明该方法重现性好, 准确度较高。
2.3.2  核苷酸测定方法的精密度和准确度实验
称取2.5 g长牡蛎样品, 分别加入AMP、GMP、IMP标准溶液适量, 按照1.3.1操作步骤进行样品处理, 每个添加水平做3个平行, 用外标法测定样品加标后实际含量, 计算平均回收率和标准偏差。结果见表4。

由表4可见, 3种核苷酸测定的相对标准偏差(RSD)在0.9%~6.1%, 平均回收率在90.2%~108%, 符合GB/T27404-2008要求。说明该方法重现性好, 准确度较高。
2.4  样品的测定结果

2.4.1  3种贝类的游离氨基酸含量及味道强度值(TAV)  测定长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊3种贝类的游离氨基酸含量和味道强度值(TAV)的结果见表5。

味道强度值(TAV)是各呈味物质在样品中的含量与它对应的味道阈值之比[22], 通常认为, 当TAV大于1时, 该物质对样品的滋味有重要影响。

由表5数据可见, 长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊3种贝类中游离氨基酸总量分别是466.28 mg/(100 g)、677.51 mg/(100 g)、572.1 mg/(100 g)。在长牡蛎中, 含量最高的游离氨基酸是牛磺酸215.4 mg/(100 g), 占总游离氨基酸的46.2%, 其次是丙氨酸、谷氨酸和甘氨酸。栉孔扇贝和中国蛤蜊
表3  氨基酸测定方法的精密度和准确度实验  

Tab. 3  Precision and accuracy of amino acid determination

n=3
	氨基酸
amino acid
	样品均含量/(mg·1001·g1)
average content
 of sample
	加标量/(mg·1001·g1)
standard addition
	平均实测量/(mg·1001·g)
average real
 measurement
	平均回收率/%
average recovery rate
	相对标准偏差(RSD)/%
relative standard 
deviation

	牛磺酸
Tau
	199.1
	200
	400.1
	100.6
	6.2

	
	
	400
	586.7
	96.9
	3.1

	
	
	600
	778.2
	96.5
	4.9

	天冬氨酸
Asp
	5.4
	5
	10.5
	102
	5.8

	
	
	10
	15.2
	98
	1.9

	
	
	20
	25.6
	101
	2.4

	谷氨酸
Gln
	61.6
	50
	111.4
	99.6
	3.7

	
	
	100
	157.9
	96.3
	5.1

	
	
	200
	257.7
	98.1
	1.1

	精氨酸
Arg
	20.3
	20
	41.1
	104
	5.9

	
	
	40
	60.0
	99.3
	4.3

	
	
	80
	98.7
	98
	3.9

	甘氨酸
Gly
	40.9
	40
	78.2
	93.3
	6.8

	
	
	80
	120.7
	99.8
	3.9

	
	
	120
	159.9
	99.2
	2.5

	丙氨酸
Ala
	102.2
	100
	200.5
	98.3
	6.7

	
	
	200
	298.1
	98
	0.8

	
	
	400
	499.7
	99.4
	2.6

	甲硫氨酸
Met
	11.6
	10
	21.2
	96
	7.1

	
	
	20
	31.3
	98.5
	4.4

	
	
	40
	50.8
	98
	0.9

	赖氨酸
Lys
	10.9
	10
	21.4
	105
	6.4

	
	
	20
	29.9
	95
	3.3

	
	
	40
	50.2
	98.3
	0.7


表4  核苷酸测定方法的精密度和准确度实验  
Tab.4  Precision and accuracy of nucleotide determination

 n=3
	核苷酸
nucleotides
	样品均含量/(mg·1001·g1)
average content 
of sample
	加标量/ (mg·1001·g1)
standard addition
	平均实测量/ (mg·1001·g1)
the average real measurement
	平均回收率/%
average recovery rate
	相对标准偏差/%
relative standard
 deviation

	腺苷酸

Amp
	0.71
	1
	1.79
	108
	6.1

	
	
	2
	2.66
	97.5
	4.0

	
	
	5
	5.69
	99.6
	3.2

	鸟苷酸

Gmp
	1.35
	1
	2.40
	105
	5.3

	
	
	2
	3.33
	99.0
	3.9

	
	
	5
	6.27
	98.4
	4.4

	肌苷酸

Imp
	7.20
	5
	12.13
	98.6
	4.9

	
	
	10
	16.22
	90.2
	2.7

	
	
	15
	22.69
	103.3
	0.9


表5  长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊的游离氨基酸含量及TAV 

Tab. 5  Amino acid content and TAV in pacific oyster, farrer’s scallop and sunray surf clam
                                                                      n=6;
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±SD 
	氨基酸
amino acid
	含量 /(mg·1001·g1) content
	味道阈值/ (mg·1001·g1)
taste active value
	TAV
	味道特征

taste characteristics

	
	长牡蛎

Ostrea 
gigas
	栉孔扇贝

Chlamys 
farreri
	中国蛤蜊
Mactra
 chinensis
	
	长牡蛎

Ostrea 
gigas
	栉孔扇贝

Chlamys
 farreri
	中国蛤

Mactra
 chinensis
	

	牛磺酸Tau
	215.4±11.5
	163.7±5.79
	202.3±5.11
	
	
	
	
	

	天冬氨酸Asp
	6.22±5.09
	+
	+
	100
	0.06
	
	
	鲜/酸(+)

	谷氨酸Gln
	57.75±5.44
	33.95±0.35
	44.2±5.59
	30
	1.93
	1.13
	1.47
	鲜/酸(+)

	精氨酸Arg
	23.35±6.79
	38.15±6.12
	40.30±2.89
	50
	0.47
	0.95
	0.81
	苦/甜(+)

	甘氨酸Gly
	39.15±0.92
	298.3±7.20
	204.3±8.24
	130
	0.30
	2.29
	1.57
	甜(+)

	丙氨酸Ala
	101.5±5.32
	130.8±1.67
	71.90±3.25
	60
	1.69
	2.18
	1.20
	甜(+)

	甲硫氨酸Met
	11.51±3.5
	5.82±0.34
	2.33±0.89
	30
	0.38
	0.19
	0.08
	苦/甜()

	赖氨酸Lys
	11.40±0.68
	6.79±0.16
	6.77±0.78
	50
	0.23
	0.14
	0.14
	甜/苦()


注: “+”: 痕量; “”: 未检出.  

Note: “+”: trace amount; “”: Non-Detected.

中含量最高的游离氨基酸是甘氨酸, 分别占总游离氨基酸的44.0%和35.7%, 牛磺酸含量也较高, 分别占总游离氨基酸的24.2%和35.4%。

3种贝类中, 丙氨酸、谷氨酸的TAV均大于1, 对呈味具有显著贡献。高含量的丙氨酸对贝类的特有风味有贡献, 长牡蛎中丙氨酸的TAV为1.69, 说明丙氨酸对长牡蛎体系鲜味、呈味柔和性、海产风味和总体的呈味有显著的贡献[20]。栉孔扇贝和中国蛤蜊中甘氨酸的TAV分别是2.29和1.57, 表明甘氨酸对栉孔扇贝和中国蛤蜊的滋味具有重要的贡献。3种贝类中, 谷氨酸的含量虽然不太高, 但由于谷氨酸味道阈值低, TAV均大于1 , 表示谷氨酸对3种贝类的鲜味具有重要贡献。其他游离氨基酸的TAV小于1, 可以认为这些氨基酸对这3种贝类的呈味没有直接的影响[23]。

2.4.2  3种贝类的呈味核苷酸含量及味道强度值(TAV)  测定长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊3种贝类的呈味核苷酸含量和味道强度值(TAV)的结果见表6。

由表6数据可以看出, 不同贝类呈味核苷酸的种类和含量均有不同。长牡蛎和中国蛤蜊中3种呈味核苷酸均检测到, 其中长牡蛎IMP的平均含量最高为7.57 mg/(100 g), 占总呈味核苷酸的80%, 其次是GMP, 长牡蛎体内IMP含量高于栉孔扇贝和中国蛤蜊。本研究栉孔扇贝中只检测到IMP, 含量为0.75 mg/(100 g); 中国蛤蜊中AMP含量最高, 为2.77 mg/(100 g), 其次是IMP。 

3种贝类中呈味核苷酸的含量虽然都较低, TAV未超过1, 但核苷酸之间、核苷酸和氨基酸之间均具有协同增效作用, 会大大增加贝类的鲜味。

表6  长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊的呈味核苷酸含量及TAV 

Tab. 6  Nucleotide content and TAV in Pacific oyster, Farrer’s scallop and Sunray surf clam
                                                                   n=6;
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	核苷酸 nucleotides
	含量/(mg·1001·g1)  content
	味道阈值/(mg·1001·g1)
taste active value
	TAV

	
	长牡蛎

Ostrea gigas
	栉孔扇贝

Chlamys farreri
	中国蛤蜊

Mactra chinensis
	
	长牡蛎

Ostrea gigas
	栉孔扇贝

Chlamys farreri
	中国蛤蜊

Mactra chinensis

	鸟苷酸GMP
	1.1±0.14
	
	0.51±0.22
	12.5
	0.1
	
	0.04

	肌苷酸IMP
	7.57±2.70
	0.75±0.31
	0.73±0.39
	25
	0.3
	0.03
	0.03

	腺苷酸AMP
	0.74±0.11
	+
	2.77±1.20
	50
	0.01
	+
	0.06


注: “+”: 痕量; “”: 未检出.  

Note: “+”: trace amount; “”: Non-Detected.

3  讨论

3.1  游离氨基酸、呈味核苷酸测定方法的优化

3.1.1  游离氨基酸测定方法的优化  采用柠檬酸溶液-乙腈作为流动相体系, 精氨酸衍生物的出峰时间受流动相pH和离子强度的影响较大, 易和其他峰重叠[24]。以pH 6.4, 11 mmoL/L柠檬酸溶液(pH 6.4, 含4%DMF)和30%A+70%乙腈(含4%DMF)作为流动相时, 精氨酸和丝氨酸合并为一个峰, 无法达到分离。本实验对流动相中柠檬酸溶液的pH和浓度进行了优化, 最终采用17 mmoL/L柠檬酸溶液(pH 6.4, 含4%DMF)和30%A+70%乙腈(含4%DMF)作为流动相, 梯度程序洗脱, 使8 种游离氨基酸完全分离, 并且避免了样品基质干扰, 准确度、精密度均满足分析要求。

3.1.2  呈味核苷酸测定方法的优化  呈味核苷酸测定中, 在248 nm处, 只有IMP有较大吸收, 而在254 nm处, 3种核苷酸均有较大吸收, 所以选用254 nm作为检测波长。由于核苷酸是两性化合物, 根据其pKa值可知, 在pH 4~5时解离程度最低, 在C18柱上具有一定的保留性, 因而采用pH4.5的磷酸二氢钾溶液作为流动相主要组分, 用乙腈调节流动相体系的极性, 使A、G和I与杂质分离, 然而, 实验发现此流动相体系无法使G和I完全分离。由于核苷酸属于酸性离子化合物, 可以和阴离子作用形成疏水性离子对化合物[25], 增加被测物质与固定相的亲和力。所以本实验选用5 mmoL/L四甲基氢氧化氨, 检测波长为254 nm, pH4.5条件下, 3种核苷酸可以达到很好的分离效果, 准确度、精密度均满足分析要求。

3.2  长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊中游离氨基酸的比较分析

游离氨基酸呈味机理是由于α-
[image: image6.wmf]3
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和γ-COO两个基团之间产生静电吸引, 形成五元环结构[26]。本研究结果显示, 长牡蛎中, 含量最高的游离氨基酸是牛磺酸, 其次是丙氨酸、谷氨酸和甘氨酸, 丙氨酸、谷氨酸的味道强度值(TAV)均大于1, 对呈味具有显著贡献, 和汪何雅等[10]、张智翠等[11]研究牡蛎中不仅含有丰富的牛磺酸, 谷氨酸、甘氨酸和丙氨酸的含量也较高一致。栉孔扇贝和中国蛤蜊中含量最高的游离氨基酸是甘氨酸, 其TAV分别是2.29和1.57, 甘氨酸则是贝类中甜味的贡献者, 能呈现出令人愉悦的甜味, 虾、扇贝入口有甜味的原因正是由于含有大量的甘氨酸[1], 其次是牛磺酸和丙氨酸。3种贝类中, 丙氨酸含量均较高, TAV均大于1, 对贝类的特有风味具有显著贡献。谷氨酸的含量虽然不太高, 但由于谷氨酸味道阈值低, TAV均大于1, 所以谷氨酸对3种贝类的鲜味具有重要的贡献。迟淑艳等[7]对华南沿海养殖贝类进行比较分析, 得出谷氨酸在所有氨基酸中含量最高, 是主要的呈味物质, 与本研究结果不相同, 分析这可能是养殖贝类和野生贝类生长环境及摄取食物不同所致。

杨凤影等[6]研究不同地理种群栉孔扇贝氨基酸的含量, 谷氨酸、天冬氨酸、甘氨酸和丙氨酸含量最高, 并且从南往北含量呈逐渐减少的趋势。不同的地区和季节, 栉孔扇贝摄食饵料的种类和数量不同, 所以栉孔扇贝氨基酸组成具有地域差异性。本实验3种贝类呈味游离氨基酸组成相近, 但含量差别很大, 这可能与摄食饵料的种类和数量有关, 同种贝类的特征滋味还和生长条件、收货季节有关[1]。可见不同季节、不同地域的贝类呈味物质的组成和含量也有差别。正是由于这些氨基酸含量的不同, 才呈现出不同贝类自身特有的风味。牛磺酸在人体生理功能方面具有使脂肪乳化、调节渗透压、抑制胆结石的生成、抗肿瘤、减少胆固醇的吸收等作用[2728]。所以作为生理活性物质, 牛磺酸对营养功能型复合调味料的开发具有重要意义[29]。
3.3  长牡蛎、栉孔扇贝、中国蛤蜊中呈味核苷酸的比较分析

本实验测得3种贝类中呈味核苷酸的含量虽然都较低, TAV未超过1, 但核苷酸之间、核苷酸和氨基酸之间均具有协同增效作用, 会大大增加贝类的鲜味, 正如谷氨酸、天冬氨酸和核苷酸相乘效果产生的鲜味, 是贝类呈味的核心[30]。长牡蛎中含有较多的IMP、GMP和谷氨酸, 而肌苷酸钠和谷氨酸钠(MSG)按照1︰1比例配合后的鲜味比单独用MSG可增加7倍, 鸟苷酸钠和MSG按照1︰1比例配合后的鲜味比单独用MSG可增加30倍, 所以长牡蛎味道极其鲜美, 并有“海中牛奶”[2]的美誉。少量IMP存在条件下, 可以显著的提高甘氨酸和丙氨酸的甜味[31], 这正是栉孔扇贝入口微甜的原因。3种核苷酸在中国蛤蜊中均检测到, 但其TAV均小于1。相关研究已经证实AMP和IMP具有协同增效作用[32]。中国蛤蜊中富含的谷氨酸与核苷酸协同作用后, 会大大增加贝类的鲜味, 也可以改善甜味、鲜味和总体风味[33]。本实验与陈德慰等[6]的测定含量不同, 推测是不同地域, 不同季节贝类的摄食种类和数量不同, 不同贝类体内呈味核苷酸含量差别很大。只有嘌呤类的核苷酸呈现鲜味, 而嘧啶类的核苷酸则没有鲜味[34]。游离氨基酸及核苷酸等构成了水产调味料的鲜味, 但是不同水产贝类呈味物质的复杂体系赋予了水产调味料的独特风味[35]。

本实验中, 3种贝类均检测到不同含量的IMP。贝类中是否存在IMP积累目前尚有争议, 以往的观点认为在贝类等无脊椎动物中, 由于AMP脱氨酶活性很低或几乎不存在, ATP主要降解途径为ATP→ ADP→ AMP→ AdR→ HxR→ Hx, 没有IMP的蓄积现象, 例如陈德慰等[12]的研究中, 牡蛎只检测到GMP。后经实验证明, 在蛤、扇贝等多种贝类体内含有IMP, 例如冰藏牡蛎[36]和菲律宾蛤仔贮藏[37]过程中均发现有IMP蓄积, 刘亚等[13]在贝类中也检测到较高含量的IMP, 推测在贝类体内AMP也可能存在另一种降解途径, ATP→ ADP→ AMP→ IMP→ HxR→ Hx。ATP的降解途径及其产生的关联物可能与贝类种类及其生长环境有关[38]。

4  结论

采用DABSCl柱前衍生高效液相色谱法测定烟台近海长牡蛎、栉孔扇贝和中国蛤蜊3种常见贝类中游离氨基酸的含量。结果显示长牡蛎中, 含量最高的游离氨基酸是牛磺酸, 其次是丙氨酸和谷氨酸。丙氨酸和谷氨酸TAV均大于1, 对呈味具有显著贡献。栉孔扇贝和中国蛤蜊中含量最高的游离氨基酸是甘氨酸, TAV分别是2.29和1.57, 表明甘氨酸对栉孔扇贝和中国蛤蜊的滋味具有重要的贡献, 此外, 牛磺酸含量也较高, 分别占总游离氨基酸的24.2%和35.4%。3种贝类中, 丙氨酸含量均较高, TAV均大于1, 高含量的丙氨酸对贝类的特有风味有显著贡献。谷氨酸的含量虽然不太高, 但由于谷氨酸味道阈值低, TAV均大于1, 所以谷氨酸对3种贝类的鲜味具有重要的贡献。

采用反相离子对色谱法测定这3种贝类中呈味核苷酸AMP、GMP和IMP的含量, 结果显示长牡蛎和中国蛤蜊中3种呈味核苷酸均检测到, 长牡蛎中IMP的平均含量最高, 占总呈味核苷酸的80%, 其次是GMP, 长牡蛎体内IMP含量高于栉孔扇贝和中国蛤蜊。中国蛤蜊中AMP含量最高, 其次是IMP。而栉孔扇贝中只检测到IMP。3种贝类中核苷酸TAV均未超过1, 但是核苷酸之间、核苷酸和氨基酸之间的协同增效作用, 会对贝类的呈味产生重要影响。

烟台近海长牡蛎、栉孔扇贝和中国蛤蜊3种贝类富含呈味核苷酸和呈味氨基酸以及有利于人体健康的生理活性物质(如牛磺酸), 是制备海鲜复合型调味料理想的原料。

参考文献：

Weng S B, Sun H L. Marine umami substances and characteristic tastes of seafood[J]. China Condiment, 2007, 345(11): 2127.翁世兵, 孙恢礼. 海产鲜味物质及海产品特征滋味的研究进展[J]. 中国调味品, 2007, 345(11): 2127.
章超桦, 解万翠. 水产风味化学[M]. 北京: 中国轻工业出版社, 2012.
Solms J. The Taste of Amino Acids, Peptides and Proteins[J]. J Agr Food Chem, 1969,17(4): 686688.

Konosu S, Hayashi T. Determination of β-Alanine and Glycine Betaine in Sme Marine Inertebrates[J]. Bull Jpn Soc Sci Fish, 1975, 41(7): 743746.

Guan  Z Q, Li M, Song X Y, et al. Study on the effects of frozen storage conditions on nutritious constituents of meretrix linnaeus and paphia undulate[J]. Food Science and Technology, 2007 (4): 214218.关志强, 李敏, 宋小勇, 等. 冻藏条件对文蛤和波纹巴非蛤营养成分影响的实验研究[J]. 食品科技,  2007 (4): 214218.

Yang F Y, Zhang B. Comparative nutrition components in various populations of Chlamys farreri[J]. Journal of Anhui Agri. Sci. 2009, 37(9): 40734075.杨凤影, 张弼. 不同地理种群栉孔扇贝营养成分的比较分析[J]. 安徽农业科学, 2009, 37(9): 40734075.
Chi S Y, Zhou Q C, Zhou J B, et al. Comparative nutrition components in five cultured molluscs in Coastal South China[J]. Fisheries Science, 2007, 26(2): 7983.迟淑艳, 周歧存, 周建斌, 等.华南沿海5种养殖贝类营养成分的比较分析[J]. 水产科学, 2007, 26(2): 7983.

Su J. Study on the edible quality and changes during frozen storage of the important bivalve mollusks from Beibu Gulf in Guangxi[D]. Beihai: Guangxi University苏键. 广西北部湾主要贝类食用品质及其冻藏变化的研究[D]. 北海: 广西大学, 2011.

Li X Y, Dong Z G, Yan B L, et al. Analysis and evaluation of nutritional components in Cyclina sinensis and Meretrix meretrix[J]. Food Science, 2010, 31(23): 366370.李晓英, 董志国, 阎斌伦, 等. 青蛤与文蛤的营养成分分析与评价[J].食品科学, 2010, 31(23): 366370.

Wang H Y, Yang R J, Wang Z. Nutritional components and proteolysis of oyster meat[J]. Journal of Fisheries of China, 2003, 27(2): 163168.汪何雅, 杨瑞金, 王璋. 牡蛎的营养成分及蛋白质的酶法水解[J]. 水产学报, 2003, 27(2): 163168.
Zhang Z C, Xue C H, Li Z J. Food Research and Development,2006, 27(5): 68. 张智翠, 薛长湖, 李兆杰. 山东沿海牡蛎糖原、游离氨基酸及重金属含量的季节变化[J]. 食品研究与开发, 2006, 27(5): 68.

Chen D W, Su J, Liu X L, et al. Taste evaluation of Non-volatile taste compounds in bivalve mollusks from Beibu Gluf, Guangxi[J]. Food Science, 2012, 33(10): 165168.陈德慰, 苏键, 刘小玲, 等. 广西北部湾3种贝类中主要呈味物质的测定及呈味作用评价[J]. 食品科学, 2012, 33(10): 165168.

Liu Y, Zhang C H, Lu Z F. Detection of ATP related compounds of sea food by HPLC[J]. Food and Fermentation Industries, 2010, 36(6): 137141.刘亚, 章超桦, 陆子锋.高效液相色谱法检测水产品中的ATP关联化合物[J]. 食品与发酵工业, 2010, 36(6): 137141.

Malcolm C, Bourne. Texture Profile Analysis[J]. Food Technology, 1979, 7: 6266.

Wang Q Z, Li Q, Liu S K, et al. Estimates of heritabilities and genetic correlations for growth in Crassostrea gigas larvae[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2009, 16(5):736743.王庆志, 李琪, 刘士凯, 等. 长牡蛎幼体生长性状的遗传力及其相关性分析[J]. 中国水产科学, 2009, 16(5):736743.

林洪, 刘勇. 国际贸易水产品图谱[M]. 青岛:中国海洋大学出版社, 2008: 202.

Dong Y B, Yang k, Wang L T, et al. Tianjin Fisheries, 2011(1):2327. 董玉波, 王轲, 王林同, 等. 中国蛤蜊的国内研究概况[J]. 天津水产, 2011(1): 2327.
Qiu W Q, Chen G, Chen S S, et al. Simultaneous determination of six ATP- related compounds in aquatic product using IP- RPLC[J]. Journal of Fisheries of China, 2011, 35(11): 17451751.邱伟强, 陈刚, 陈舜胜, 等. 离子对反相高效液相色谱法同时检测水产品中6种ATP关联化合物[J].  水产学报, 2011, 35(11): 17451751.

Liu Y, Qiu C P. Detection of lactic acid and succinic acid in shellfish by HPLC[J]. Food Science and Technology, 2012, 37(1): 268271.刘亚, 邱创平. 高效液相色谱法检测贝类中的乳酸和琥珀酸[J]. 食品科技, 2012, 37(1): 268271.

李兆杰, 薛勇. 水产品化学[M]. 北京: 化工工业出版社, 2007.
GB/T27404-2008. 实验室质量控制规范. 食品理化检测[S].
CHEN Dewei, ZHANG Min. Non-volatile taste active compounds in the meat of Chinese mitten crab(Eriocheir sinensis)[J]. Food Chem, 2007, 104(3): 12001205.

Chen D W. Flavor and freezing technology of cooked Chinese mitten crab[D]. Wuxi: Jiangnan University, 2007.陈德慰. 熟制大闸蟹风味及冷冻加工技术的研究[D]. 无锡: 江南大学, 2007.

Wu C F, Lin H Z, Li L D, et al. Determination of 18 free amino acids in the muscle of shrimp by reversed-phase high performance liquid chromatography with DABS-CI precolumn derivatization[J]. Journal of Guangdong Ocean University, 2007, 27(6): 6266.吴成福, 林黑着, 李刘冬, 等. DABS-CI柱前衍生高效液相色谱法测定对虾肌肉中18种游离氨基酸[J]. 广东海洋大学学报, 2007, 27(6): 6266.

Xu S, Zhang S H. Determination of nucleotides in infant formula milk powder by reversed-phaseion pair chromatography[J]. China Dairy Industry, 2012, 40(4): 4547.许彬, 张仕华. 反相离子对色谱法测定奶粉中核苷酸质量浓度[J]. 中国乳品工业, 2012, 40(4): 4547.
He X, Yang R H. Umami substance and application in spice of seafoods[J]. China Condiment, 2005, 314(4): 39.何炘, 杨荣华. 鲜味物质及其在水产调味品中的应用[J]. 中国调味品, 2005, 314(4): 39.

Tan L Y, Zhang C H, Xue C H, et al. Journal of Zhanjiang Ocean University, 2000, 20(3): 7579.谭乐义, 章超桦, 薛长湖, 等.牛磺酸的生物活性及其在海洋生物中的分布[J]. 湛江海洋大学学报, 2000, 20(3): 7579.
Marques A, Teixeira B, Barrento S, et al. Chemical composition of Atlantic spider crab Maja brachydactyla: human health implications[J]. J Food Compos Anal, 2010, 23: 230237.

Sheng G H. Open a new page of Japanese condiment industry[J]. Global Food Industry, 2004(8): 2729.盛国华. 揭开日本天然调味料业界新帷幕[J]. 中外食品, 2004(8): 2729.

Lu H B, Liu J R. Current research status of fishery product seasoner[J]. Fisheries Science, 2005, 24(3): 4446.路红波, 刘俊荣. 水产调味料概述[J].水产科学, 2005, 24(3): 4446.

Kawai M, Okiyama A, Ueda Y. Taste enhancements between various amino acids and IMP[J]. Chem Sens, 2002, 27(8): 739745.

Fuke S, UEDA Y. Interactions between umami and other flavor characteristics[J]. Trends Food Sci Technol, 1996, 7(12): 407411.

Yamaguchi S, Yoshikawa T, Ikeda S. Measurement of the relative taste intensity of some α-amino acid and 5′-nucleotides [J]. J Food Sci, 1971, 36: 846849.
Konjo K, Imaik. Annual Congress Arg Chem Soc Jpn[M]. 1963(Abstract): 40.

Mi S L, Sun Z Y, Lu T,et al. Guangxi Journal of Light Industry, 2011(11): 2425. 米顺利, 孙忠义, 陆田, 等. 水产品调味料研究概述[J]. 广西轻工业, 2011(11): 2425.

Yokoyama Y, Sakaguchi M, Kawai F. Changes in concentration of ATP-related compounds in various tissues of Pacific oyster during ice storage[J]. Bull So Sci Fish, 1992, 58(11): 21252136.

Konosu S, Fujimoto K, Takashnna Y, et al. Constituents of the extracts and amino acid composition of the protein of short-necked clam [J]. Nippon Suisan Gakkaishi, 1965, 31: 680686.

Yang W G, Xu D L, Sun C L. Changes of taste components in sinonovacula constricta during iced storage-keeping alive[J]. Journal of Chinese Institute of Food Science and Technology, 2009, 9(3): 181186.杨文鸽, 徐大伦, 孙翠玲. 缢蛏冰藏保活期间呈味物质的变化[J]. 中国食品学报, 2009, 9(3): 181186.
Determination and comparative analysis of flavor-enhancing nucleotides and amino acids in three common shellfish from offshore Yantai

LIU Yun1,2, GONG Xianghong1, XU Yingjiang1, ZHANG Jian1, AN Honghong1,2, ZHANG Xiuzhen1,2
1. Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology of Shandong Province, Yantai 264006, China
2. Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 
Abstract: A high-performance liquid chromatography (HPLC) method was optimized for the determination of the free amino acids and flavor-enhancer nucleotides in aquatic products. The flavor-enhancer nucleotides and amino acids of Pacific oyster (Crassostrea gigas), Farrer’s scallop (Chlamys farreri) and sunray surf clam (Mactra chinensis) were determined to provide basic data for exploiting shellfish seasoning compounds. After sample preparation using purified water, free amino acids were determined by dabsyl chloride (Dabs-Cl) pre-column derivatization and reversed-phase HPLC. The best separation was obtained using a 17 mmol/L citric acid solution (pH 6.4, containing 4% dimethylformamide (DMF)) and acetonitrile (containing 4% DMF), gradient elution and a detection wavelength of 436 nm. Flavor nucleotides were determined by reversed-phase ion-pair HPLC, with a mobile phase of 0.02 mol/L KH2PO4 (pH 4.5, 5 mmol/L tetramethylammonium hydroxide (TMAOH)) and acetonitrile, and a detection wavelength of 254 nm. This method displayed better precision and higher accuracy in meeting the analytical requirements. Recoveries varied from 90.2% to 108% and RSD varied from 0.7% to 7.1%. The results showed that high levels of taurine, alanine and glutamic acid were found in Pacific oyster; glycine, taurine and alanine were the principal free amino acids in Farrer’s scallop and high percentages of glycine, taurine and alanine were detected in sunray surf clam. The taste activity values (TAVs) of alanine and glutamic acid in the three shellfish were >1; only the TAVs of glycine in Farrer’s scallop and sunray surf clam were >1, indicating that they make a significant contribution to taste. Regarding flavor-enhancing nucleotides, Pacific oyster contained more inosine 5′-monophosphate (IMP), accounting for 80%, while Farrer’s scallop contained the highest adenosine monophosphate (AMP) level followed by IMP; sunray surf clam contained IMP only. Although the concentration of flavor-enhancing nucleotides in three shellfish were low and TAVs were <1, the synergistic effect between nucleotides and amino acids has an important impact on shellfish flavor. Pacific oyster, Farrer’s scallop and sunray surf clam from offshore Yantai are rich in taste, and the flavor-enhancing nucleotides and amino acids, such as taurine, are valuable for human health. The study also provides basic data for the extraction of active substances for the preparation of seafood seasoning compounds. 
Key words: flavor-enhancing nucleotides; free amino acids; high-performance liquid chromatography (HPLC); Crassostrea gigas; Chlamys farreri; Mactra chinensis
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