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摘要：采用高效液相色谱法对啤酒中脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）进行分析检测。选用色谱柱
Ｚｏｒｂａｘ　Ｅｃｌｉｐｏｓｅ　ＸＤＢ－Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－０．０５％磷酸水溶液（体积
比２０∶８０），柱温３０℃，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２１０ｎｍ。在此条件下，ＤＯＮ得到很好分离，
在０．７５～１００ｍｇ／Ｌ范围内线性关系良好，Ｒ２＝０．９９９　３，外加标回收率在８５．３６％～９６．９２％之
间，ＲＳＤ为４．２１％，该方法可以简便、准确地测定啤酒中ＤＯＮ含量。
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ｂｅｅｒ，ＨＰＬＣ

　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，缩写为

ＤＯＮ）于１９７０年由日本诸罔信一首先分离提纯，化
学名称为３α，７α，１５－三羟基草镰孢菌－９－烯－８－酮．属
单端孢霉烯族化合物，因一定剂量ＤＯＮ能使动物
呕吐故又名呕吐毒素（后文脱氧雪腐镰刀菌烯醇均
以呕吐毒素简称），结构式见图１。纯品为白色长方
形结晶，相对分子质量２９６．３，熔点为１５１～１５３℃，
主要是由于感染镰刀菌的小麦、大麦、玉米等谷物，

在田间生长过程或制麦过程中产生，从而将毒素带
入啤酒。国外学者研究发现在酿造过程中，麦汁煮
沸时呕吐毒素含量增加了３倍［２］，呕吐毒素从原料

到成品大约有６０％～８０％残留［３］。目前国内外采
用酶联免疫法、高效液相色谱或气相色谱法对酿造
原料及产品中呕吐毒素进行检测［４－９］，由于酶本身不
稳定，可能产生假阳、阴性结果，重复性差，检测精
度有待于提高，气相色谱检测则需要对样品进行衍
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生化处理。所以液相或液相质谱是近年来使用最
为广泛的方法。作者建立一种高效液相色谱－紫外
检测法测定啤酒中呕吐毒素含量的方法。

图１　呕吐毒素化学结构图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ

１．１　材料与仪器
啤酒样品：市售与公司送样；脱氧雪腐镰刀菌

烯醇标样：购自Ｓｉｇｍａ公司，纯度≥９９％；甲醇：色
谱纯；水：Ｍｉｌｉ　Ｑ；三氯甲烷、石油醚、磷酸：均为国
产分析纯。

Ｗａｔｅｒｓ　６００高效液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ　６００泵，

Ｗａｔｅｒｓ　Ｐｌａｔｆｏｒｍ　ＺＭＤ　４６００，Ｂｒｅｅｚｅ色谱工作站，真
空旋转蒸发仪。

１．２　色谱条件
色 谱 柱： ＺＯＲＢＡＸ　 Ｅｃｌｉｐｏｓｅ　 ＸＤＢ－Ｃ１８

（４．６ｍｍ×２５０ ｍｍ，５μｍ），流 动 相 为 甲 醇 －
０．０５％（体积分数）磷酸水溶液（体积比２０︰８０）等
浓度洗脱，检测波长２１０ｎｍ［５］，柱温３０℃，进样量

１０μＬ。

１．３　实验方法

１．３．１　标样配制 　准确称取呕吐毒素固体标准样
品１ｍｇ，（精确到０．０１ｍｇ），转移到１０ｍＬ容量瓶，
在２０℃下用色谱纯甲醇定容到刻度，作为储备液
储存于２～４℃的冰箱。

１．３．２　样品预处理　取１００ｍＬ除气啤酒，加入６
ｇ　ＮａＣｌ混合均匀后，倒入２５０ｍＬ分液漏斗，取１００
ｍＬ氯仿，分３次萃取（４０，３０，３０ｍＬ），静置分层，取
下层液体，最后合并萃取剂，于４５℃下旋转蒸发至
干，再分别用５０ｍＬ石油醚与３０ｍＬ体积分数

８０％甲醇水溶液溶解萃取物倒入２５０ｍＬ分液漏
斗，摇匀静置分层后，取下层液体，再于５５℃旋转
蒸发至干，１ｍＬ流动相洗脱并定容，用０．２２μｍ无
机滤膜过滤，冷冻保存备用。

２．１　色谱条件的选择

２．１．１　流动相条件对分离的影响　分别考虑了用
甲醇和乙腈作为流动相，发现分离效果差不多，但
是甲醇的毒性与价格都相对较低。然后比较了甲
醇－水（含体积分数０．０５％磷酸）体系含甲醇体积分
数１００％、９０％、８０％、７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、

２０％、１０％，发现在２０％时杂质与呕吐毒素能有效
分离，分离度较好。作者选择甲醇－０．０５％（体积
分数）磷酸水溶液（体积比２０︰８０）作流动相。

２．１．２　流速对分离的影响　在上述色谱条件下，
考察了流速分别为０．５、０．８、１．０ｍＬ／ｍｉｎ对分离度
的影响。结果表明，采用１．０ｍＬ／ｍｉｎ的流速时啤
酒中的呕吐毒素分离度最好，柱效较高，样品的杂
质峰与目的峰能够明显分开，结果见图２～４。

图２　呕吐毒素标样ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ
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图３　市售啤酒ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｒｋｅｔ　ｂｅｅｒ

图４　由镰刀菌污染麦芽制成啤酒ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ．４　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｅｅｒ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｍａｌｔ

２．１．３　加盐量对萃取效果的影响　选取质量浓度

０、３、６，９ｇ／ｄＬ四个梯度的加盐量进行实验，每个做

３次重复，考察其对呕吐毒素萃取效果的影响。结
果见图５。啤酒中水分含量很高，加盐可以改变呕
吐毒素在水相和有机相中比例，使毒素尽可能进入
有机相，有利于萃取。通过比较发现，加盐的质量
浓度超过６ｇ／ｄＬ之后，峰面积基本保持不变，故选
择质量浓度６ｇ／ｄＬ的加盐量。

２．２　方法有效性研究

２．２．１　线性关系与检出限　将呕吐毒素标样分别
配成１５０、１００、７５、３０、１５、７．５、５．、０．７５、０．５ｍｇ／Ｌ　９
个不同质量浓度标准溶液，采用上述色谱条件分
析。以样品的质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐
标，绘制标准曲线得到线性回归方程为：ｙ＝３３
４３４ｘ－８　２１５．２，Ｒ２＝０．９９９　３，呕吐毒素标准液在

０．７５～１００ｍｇ／Ｌ，线性关系良好。最低检出限（Ｓ／

Ｎ＝３）为０．０２ｍｇ／Ｌ，最低定量限（Ｓ／Ｎ＝１０）为

０．０６ｍｇ／Ｌ，见图６。

图５　不同ＮａＣｌ质量浓度下啤酒中呕吐毒素峰面积
Ｆｉｇ．５　Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ　ｐｅａｋ　ａｒｅａ　ｏｆ　ｂｅｅｒ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＮａＣｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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图６　呕吐毒素标准曲线
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ

２．２．２　精密度　取３０ｍｇ／Ｌ的呕吐毒素标准溶
液，连续进样９次，测定呕吐毒素标样色谱峰面积，

考察标样的ＲＳＤ为０．９８％；采用同样的色谱条件
检测啤酒样品处理溶液，测定样品呕吐毒素色谱峰
峰面积，采用外标法定量，同一个样品连续测定５
次，计算样品的ＲＳＤ为１．５８％。从上述结果可知，
此检测方法的ＲＳＤ＜２％，精密度良好。

２．２．３　稳定性　取某一污染啤酒样品按照１．３．２
方法预处理后，室温下放置０、４、８、１２、２４、４８ｈ后进
样，测定呕吐毒素色谱峰峰面积，计算 ＲＳＤ 为

１．６８％，表明供试溶液室温放置４８ｈ内基本稳定。

２．２．４　回收率　分别取３种已知呕吐毒素含量
（采用竞争酶联免疫法，通过呕吐毒素试剂盒测定，
视为标准含量，方法参照 ＧＢ／Ｔ５００９．１１１－２００３）的
啤酒１００ｍＬ，分别添加３０ｍｇ／Ｌ的标准溶液１
ｍＬ，每种加标的啤酒样作３次平行，按照本研究建
立的方法测定，计算平均回收率，结果见表１。

表１　啤酒加标回收率

Ｔａｂ．１　Ｐｅｒｃｅｎｔ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｂｅｅｒ

组号
加标前质量浓度／

（ｍｇ／Ｌ）
加标水平／
（ｍｇ／Ｌ）

加标后平均
质量浓度／（ｍｇ／Ｌ）

回收率／
％

平均
回收率／％

１　 ０．１００　０　 ０．３０００　 ０．３５１　４　 ８７．８５　 ８７．８１

０．３４１　５　 ８５．３６

０．３６０　８　 ９０．２１

２　 ０．４３０　１　 ０．３００　０　 ０．６４７　１　 ８８．６５　 ９１．５５

０．６７７　６　 ９２．８２

０．６８０　１　 ９３．１７

３　 ０．７９１　２　 ０．３００　０　 １．０２５　２　 ９３．９５　 ９５．５３

１．０４４　６　 ９５．７３

１．０５７　６　 ９６．９２

　　通过对样品进行加标测定，可以看出回收率在

８５．３６％～９６．９２％范围内，说明该方法准确性较
好，基本可以保证测量结果的可靠性。

２．３　啤酒中呕吐毒素质量浓度的检测
按照作者所建立的方法检测一系列啤酒中呕

吐毒素质量浓度（市售啤酒与染镰刀菌麦芽酿制啤
酒），结果见表２。

　　从表２可知，除了由染镰刀菌麦芽酿制啤酒中
呕吐毒素的质量浓度相对较高，目前国内普通市售
啤酒中呕吐毒素质量浓度很低或者未检出。虽然
在很多国家已有不同的法规［１０－１１］，但是普遍限值在

１ｍｇ／ｋｇ，欧盟准备设定谷物重最高限值标准，德国

政府通过了征求标准，谷物产品中的最高限值是

０．５ ｍｇ／ｋｇ，但 是 面 包 和 相 关 产 品 则 为 ０．３５
ｍｇ／ｋｇ，荷兰暂时允许的限值０．５ｍｇ／ｋｇ，瑞士已规
定谷物中的限值标准０．５ｍｇ／ｋｇ。参照以上规定，

本研究中 ＨＰＬＣ方法的最低定量限为０．０６ｍｇ／Ｌ
是可以满足检测要求的。

表２　不同啤酒中呕吐毒素质量浓度

Ｔａｂ．２　Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｂｅｅｒ

序号
酶联免疫法

测定结果／（ｍｇ／Ｌ）
本法液相

测定结果／（ｍｇ／Ｌ）

污染啤酒１　 ０．４３０１　 ０．４５１１

污染啤酒２　 ０．７９１２　 ０．７７２０





ＰＥＮＧ　Ｘｉａｏ－ｂｉｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ　ｉｎ　Ｂｅｅｒ

续表２

序号
酶联免疫法

测定结果／（ｍｇ／Ｌ）
本法液相

测定结果／（ｍｇ／Ｌ）

市售啤酒１　 ０．１００　０　 ０．１０５　２

市售啤酒２　 ０．０８２　７　 ０．０８０　０

市售啤酒３　 ０．０７１　８　 ０．０７５　５

市售啤酒４　 ０ 未检出

市售啤酒５　 ０ 未检出

市售啤酒６　 ０ 未检出

市售啤酒７　 ０ 未检出

市售啤酒８　 ０ 未检出

　　采用反相高效液相色谱测定啤酒中呕吐毒素，
精密度、重复性、稳定性的 ＲＳＤ＜２％，回收率在

８５．３６％～９６．９２％之间，方法简便，成本较低，操作
方便。准确度较高、精密度高，是分析啤酒中呕吐
毒素的有效方法。
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