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固相萃取一反相高效液相色谱法测定

刘春风1’2，

小麦中的嘌呤类物质

李崎¨”， 李永仙1’2， 郑飞云1’2， 顾国贤1’2
(1．江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214122；2．江南大学生物工程学院，

江苏无锡214122)

摘 要：采用Sep—Pak C。。萃取柱，建立了固相萃取一反相高效液相色谱法测定啤酒酿造辅料小麦中

的嘌呤类物质含量的方法。该方法准确可靠，重现性好，4种嘌呤的回收率为90．6 0A～96．4％，相

对标准偏差(RSD)小于3％。腺嘌呤(Ade)、鸟嘌呤(Gua)、黄嘌呤(Xan)和次黄嘌呤(Hyp)的最低

检测限依次为0．1，0．2，0．1，0．5 mg／L。
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Determination of Purines in Wheat by Solid Phase Extraction—Reverse

Phase High Performance Liquid Chromatography
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Abstract：An analytical method of purines in beer was established by RP-HPLC．The recoveries of

purines were between 90．6—96．4％，and the relative standard deviation was below 3％．The limit

of detection for ademine，guamine，xanthine and hypoxanthine were 0．1 mg／L，0．2 mg／L，

小麦具有作为啤酒酿造原料的基本因素，且某

些特性优于大麦。在啤酒酿造中，小麦最早是作为

辅料用来降低成本，以小麦作为主要原料的小麦啤

酒的研制也有40多年的历史。国内对小麦啤酒的

研究正在逐渐兴起。然而，许多研究认为，啤酒和

痛风的形成存在较高的依存关系：卜2。。2004年，美

国人证明了啤酒是痛风的相关独立因素Ⅲ。最近，

日本人对啤酒与嘌呤基的代谢影响也作了研究Ⅲ，
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得出了相似的结论。

图1显示了核酸合嘌呤类物质的组成示意图。

构成核酸的碱基除了腺嘌呤和鸟嘌呤，还包括嘌呤

合成和分解代谢过程的中间体黄嘌呤(Xan)和次黄

嘌呤(Hyp)等。此外，自然界存在许多重要的嘌呤

衍生物，如嘌呤的代谢物尿酸和一些生物碱如茶叶

碱、可可碱和咖啡碱等[5](图2)。

降解 降解
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图1核酸和原呤类物质的组成

Fig．1 Composition of nucleic acid and porine compound
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Fig．2 Some common purine bases

Dale等[6蜘使用凝胶柱、电泳等对啤酒中的核

苷酸、核苷和嘌呤进行了分步收集、分别测定。更

早些时候，Somers等【91对麦汁和啤酒中的核苷酸类

物质利用紫外吸收原理进行了测定。Qureshi A

等【l叫也使用HPLC检测了啤酒和麦汁中包括多

酚、嘌呤类物质等多种风味物质。最近有人[1卜121利

用毛细管电泳方法测定啤酒中的嘌呤类物质。目

前，已经建立了检测啤酒酿造原料大麦及大米中的

嘌呤类物质的方法‘13]，而针对日益兴起的小麦啤酒

的酿造原料小麦中嘌呤类物质的相关检测分析方

法还未见报道。

作者在前人研究的基础上，采用Sep-Pak C。s萃

取柱对样品进行预处理，最终建立了一种检测小麦

中嘌呤类物质的准确可靠的反相高效液相色谱法，

在某种程度上可以为啤酒厂及时跟踪控制整个啤

酒酿造过程中的嘌呤类物质提供一定的指导。

1材料与方法

1．1实验材料

小麦1、小麦2、小麦芽1、小麦芽2：国内某啤酒

厂提供。

1．2主要试剂

嘌呤标准样品：Sigma公司产品；H。PO。(优级

纯)、高氯酸(分析纯)、KH：PO。(分析纯)、氨水(分

析纯)：国药集团化学试剂有限公司产品。

1．3主要仪器

Waters高效液相色谱系统(1525泵，2487双波

长检测器，717自动进样器和Breeze3．3工作站)：

美国Waters公司产品；KQ3200DB型数控超声波

清洗器：昆山市超声仪器有限公司产品；KNF型真

空除气装置：德国Laboport公司产品；PHS-3精密

pH计：UNICO(上海)公司产品；EBC磨：德国

Buhler Miag公司产品；BTG8A型糖化仪：杭州博

日科技有限公司产品。

1．4主要分析方法

1．4．1 色谱条件 色谱柱：Atlantis·C18内径5

“m，4．6 mm x 150 mm；流动相：0．02 mol／L

KH：PO。缓冲液，用氨水将pH调至8．oo，使用前用

0．45／．tm有机相膜进行抽滤，并超声波除气15

min；流量1．0 mL／min，检测波长254 rim，进样体

积10“L，柱温25℃。数据由Breeze色谱工作站进

行处理。

1．4．2标样配制 准确称取腺嘌呤、鸟嘌呤、黄嘌

呤和次黄嘌呤各25 mg，用超纯水溶解于25 mL的

容量瓶中，制成1 g／L的储备液，储存于2～4℃的

冰箱，用前稀释到一定浓度。嘌呤不易溶于水，可

以加入40“I。4 mol／L NaOH溶液助溶。

1．4．3样品的前处理 协定糖化法[1引：用EBC磨

将小麦(小麦芽)13目粉碎，协定糖化法浸提。糖化

结束后，用滤纸过滤。取滤液10 mL除气于50 mL

容量瓶中，加入10 mL高氯酸溶液(体积分数

70％)，置于沸水浴中水解45 min[”]。迅速进行冰

浴冷却，用10 mol／L KOH溶液调整pH至7，再以

稀氨水溶液调整pH至8．0。以滤纸滤去大部分沉

淀物，滤液加二次水至50 mL，并以氨水调pH至

8．0，用注射器和0．45“m滤膜再滤一遍，取0．5

mL滤液上Sep-Pak C1。小柱过滤，用0．5～1 mL的

超纯水洗脱小柱，收集洗脱液至2 mL的容量瓶中。

吸取一定量的样品进样。标样、小麦及小麦芽中4

种嘌呤的液相分析图谱见图3～5。
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图3 4种嘌呤混合标样的图谱

Fig．3 Chromatogram of four purine standard samples

Fig．4 Chromatogram of four purine in wheat
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图5小麦芽样品中的嘌呤检测图谱

Fig．5 Chromatogram of four purine in wheat malt

8

1．4．4定性定量分析 试验采取保留时间定性，

外标法定量。

2结果与讨论

2．1方法的有效性评价

2．1．1 线性关系和线性范围以及精密度的测定

将4种嘌呤样品储备液进行梯度稀释(分别配制

100，50，10，5，1，0．5，0．1 rag／L)成7个不同质量浓

度的样品标准溶液，按照1．4．1的色谱条件进行分

析，以峰面积与样品质量浓度作线性回归；同时取

质量浓度为50 mg／L的嘌呤混合标准样品，在同一

天连续进样10次测定精密度，结果用相对标准偏

差(RSD)来表示，结果见表1。

表1方法线性范围和精密度(厅=10)

Tab．1 Linear range and accuracy of the method(万2 10)

浓藿爻虢) 回归方程 相关R张2 RS％D7

由表1可以看出，在0．1～100 mg／L范围内，

质量浓度和峰面积呈良好的线性关系。4种嘌呤测

定时的重复性高，精密度高(RSD<3％)。

2．1．2加标回收率 取已知含量的小麦芽样品1

份，加入不同质量浓度的4种嘌呤标准品溶液，按

上述方法和条件各测定3次，求回收率的平均值。

结果如表2所示。

表2加标回收率(n=3)

Tab．2 Results of recovery(力=3)

由表2可知，4种嘌呤的回收率均较高(>

96％)，其中黄嘌呤和腺嘌呤的回收率在99％以上。

2．1．3最低检出限(LOD)的测定最低检出量系

指色谱条件下，被测物质给出可测定响应信号的最

小量，LOD往往取决于其信噪比(S／N)，一般认为

S／N=3为HPLC方法的检出限Ll3。。在本研究中，腺

嘌呤(Ade)、鸟嘌呤(Gua)、黄嘌呤(Xan)和次黄嘌呤

(Hyp)的最低检测限依次为0．1，0．2，0．1，0．5 mg／L。

2．2小麦中嘌呤含量的测定

针对两个不同品种的小麦样品中的嘌呤类物

质进行了检测分析，结果见表3。

由表3可以看出，两种小麦的总嘌呤物质质量

分数比较接近，差别并不显著，这也可能与样本总

数偏少有关；但是，不同小麦中的嘌呤碱质量分数

差别较大，小麦中的嘌呤类物质和游离嘌呤碱主要
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是次黄嘌呤、腺嘌呤和鸟嘌呤，其含量占总量的

90％以上，黄嘌呤质量分数很低。

表3小麦中的嘌呤类物质质量分数

Tab．3 Contents of four purine in wheat samples

2．3小麦芽中嘌呤质量分数的测定

试验针对两个不同品种的小麦芽样品中的嘌

呤类物质进行了检测分析，结果见表4。

表4小麦芽中的嘌呤类物质质量分数

Tab．4 Contents of four purine in wheat malt

由表4可以看出，4种嘌呤物质在小麦芽中都

可以检测出来，其中含量较多的两种嘌呤物质为次

黄嘌呤和腺嘌呤。两种小麦芽的总嘌呤物质含量

存在一定差异，不同小麦芽中的嘌呤碱含量差别也

较大，这可能是由于麦芽溶解度不同，其中的核酸

分解程度也不相同的原因。小麦芽与小麦相比，无
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