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啤酒中嘌呤类物质的测定研究
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摘 要： 建立了高效液相色谱法测定啤酒中嘌呤类物质含量的分析方法。 啤酒中的嘌呤类物质经高氯酸水解成

嘌呤碱，其优化水解条件为：啤酒∶高氯酸为 1∶1，100℃水解 30 min。优化色谱条件为：采用 Eclipse XDB-C18 反相色

谱柱，以 0.02 mol/L 的 KH2PO4-H3PO4 的缓冲溶液(pH4.00）为流动相，流速 1.0 mL/min，检测紫外波长为 210.4 nm，

柱温为 25℃。 结果表明，在优化的色谱条件下，4 种嘌呤碱的平均加标回收率为 92.91 %～102.48 %，方法精密度

为 4.51 %～5.47 %。 该方法的灵敏度高、操作简便、快速，能够满足啤酒中嘌呤类物质的高灵敏分析。
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Determination of PurineCompounds in Beer
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Abstract:The analytic method (HPLC) of purine compounds content in beer was developed. The purine compounds in beer were prehydrolyzed

to purines by perchlorate acid and the optimized hydrolysis conditions were as follows: the ratio of beer to perchlorate acid was 1∶1, and 30 min

hydrolysis at 100℃. The optimized chromatography conditions were the following: Eclipse XDB-C18 RP-column, 210.4 nm by UV detector with

0.02 mol/L of KH2PO4-H3PO4 buffer solution (pH = 4.00) as mobile phase, and flow rate at 1.0 mL/ min, and the column temperature was at

25 ℃ . The results showed that under the optimized chromatography conditions, the average recoveries of four purine bases were 92.91 %～
102.48 %, and the accuracy of the method as RSD of all four purine bases were 4.51 %～5.47 %. This method had the advantages including

high sensitivity and simple and fast operation and it could be used for high sensitive analysis of purine compounds in beer.
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人体内嘌呤的主要来源有 3 方面：体内合成、人体

组织中核酸分解以及从食物中摄取。 食品中摄取的嘌呤

除了游离碱基外，嘌呤主要以核酸、核苷酸和核苷的形

式存在。 这些含嘌呤物质的大分子和游离嘌呤碱总称为

嘌呤类物质。 由于人体内缺少有关尿酸分解酶，食物中

摄取的嘌呤类物质的最终代谢产物为尿酸。 正常人血浆

中的尿酸含量为 30～50 mg/L， 主要以尿酸及其钠盐形

式存在。 如果血液中尿酸(盐)的浓度超过 65～70 mg/L

时，即可称为高尿酸血症，有 5 %～12 %的患者会演变

成痛风症[1～2]。
对于痛风症，则不宜饮用啤酒，因为啤酒以麦芽为

主要原料，麦芽中的核酸含量为 0.2 %～0.3 %[3～4]。 在糖

化过程中，麦芽中的少量核酸酶受到激活，活性提高，核

酸逐步降解为核苷酸和核苷，并生成少量游离嘌呤和嘧

啶碱基。 在发酵初期，酵母吸收嘌呤碱基，可以加快合成

核酸，缩短酵母的延滞期和发酵时间。 酵母几乎可以利

用全部的游离嘌呤碱基，但不能吸收核苷酸和核苷等嘌

呤类物质[5]。 因此，啤酒中普遍含有较高的嘌呤类物质，
含量为 40～100 mg/L[6～8]，主要以核苷酸和核苷等大分

子嘌呤类物质存在。 而痛风就是一种嘌呤代谢异常而引

起的代谢性疾病,是由于嘌呤代谢紊乱引起血清尿酸浓

度过高,尿酸结晶沉积于关节、软组织、骨骼、软骨和肾

脏等处而引起的疾病。 所以除采用药物治疗外，必须限

制由饮食摄入过多嘌呤类物质，以控制病情[9～10]。因此检

测和控制啤酒中的嘌呤类物质的含量十分必要。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

仪器：Agilent 1100 高效液相色谱仪 (包括 Agilent

1100 系列在线真空脱气机、二元高压梯度泵、手动进样

器、恒温柱温箱、二极管阵列检测器（PDA）），采用 Agi-

lent 化学工作站和数据处理软件对信号进行采集和数

据处理；PHS-3CA 型精密酸度计（上海大普仪器有限责

任公司）；DK-2000-ML 电热恒温水浴锅 （天津市泰斯
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特仪器有限公司）；AR1140 电子天平（精确到 0.0001 g）
（梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司）；0.45 μm 水相

针头过滤器。
试剂：腺嘌呤(Ade)、鸟嘌呤(Gua)、黄嘌呤(Xan)、次

黄嘌呤(Hyp)、5'-腺苷酸(5'-AMP)和 5'-鸟苷酸(5'-GMP)

(国药集团化学试剂有限公司，纯度大于 98 %)；磷酸二

氢钾、磷酸（色谱纯）；娃哈哈纯净水；70 %高氯酸，稀磷

酸，氢氧化钠，硫酸，盐酸（分析纯）；市售啤酒。
1.2 嘌呤标样的制备

准确称取腺嘌呤(Ade)、鸟嘌呤(Gua)、黄嘌呤(Xan)、
次 黄 嘌 呤 (Hyp)、5'-腺 苷 酸 (5'-AMP)和 5'-鸟 苷 酸 (5'-
GMP)各 5.0 mg 用超纯水定容至 5 mL，配制成各标样浓

度为 1.0 g/L 的嘌呤标样（嘌呤不易溶于水可加入 NaOH

或 HCl 助溶）,置于 2～4℃冰箱冷藏保存。
1.3 色谱条件

色谱柱：Eclipse XDB-C18（4.6 mm×250 mm,5 μm）；
流动相：0.02 mol/L KH2PO4-H3PO4 缓冲溶液（pH4.00）；
流速：l.0 mL/min；柱温：25℃；检测器：二极管阵列检测

器，波长 Sig=210.4 nm；进样量：20 μL。
1.4 啤酒样品的制备[11～14]

取 10 mL 除 气 完 全 的 啤 酒 于 25 mL 具 塞 比 色 管

中，加入 10 mL 70 %高氯酸（HClO4）溶液，加塞后立即

置于沸水浴中， 在 100℃下水解 1 h， 然后用冰浴冷却

后，用 10 mol/LNaOH 溶液调整 pH 至 7.0，再用稀磷酸

（20 %磷酸）溶液调整至 4.0，以中性滤纸滤去沉淀物，滤

液加去离子水定容至 50 mL，再以 0.45 μm 针式过滤头

过滤，滤液进行 HPLC 分析。
1.5 分析方法

用高效液相色谱法检测啤酒中的嘌呤物质，采用保

留时间定性，峰面积外标法定量。 啤酒中总嘌呤类物质

含量 =CAde+CGua+CXan+CHyp+C5'-AMP+C5'-GMP。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的选择

2.1.1 色谱柱的选择

ZORBAX Eclipse XDB-C18 由于采用了更先进的硅

胶处理、键合以及封端技术，对于各类型化合物都可以

提供更卓越的峰形和更高的柱效。 特别是针对比较难分

离的碱性化合物 Eclipse XDB-C18 能够显著减少峰拖尾

现象。 例如，对于含有叔胺结构的一些碱性化合物，由于

其碱性较强，在反相条件下分离时容易与硅羟基相互作

用而导致峰的拖尾甚至峰变宽。 Eclipse XDB-C18 是为

在宽的 pH 范围（pH2～9)获得碱性，酸性和中性化合物

良好的峰形而设计的。 这一宽的 pH 范围实现了使用一

个系列的色谱柱进行方法开发的卓越灵活性。 Eclipse

XDB-C18 色谱柱可以用于低 pH （2～3） 的初始方法开

发， 且可提供所有类型化合物的高分离度和出色峰形。
同样的色谱柱还可用于中等 pH （6～8） 范围的方法开

发。 在中等 pH 范围，残留硅羟基基活性更大，峰拖尾的

相互作用更容易发生。 为了克服这些相互作用，eclipse

xdb 采用专利的工艺进行超密键合和双封端，以覆盖尽

可能多的硅羟基。 结果得到了 pH2～9 范围内碱性化合

物 的 出 色 峰 形，ZORBAX Eclipse XDB C18 柱 超 密 键 合

和双封端使其寿命延长,实现高速、高分离度、分析和制

备放大分离。
2.1.2 流动相的选择[15]

嘌呤是碱性化合物， 因此采用 0.02 mol/L KH2PO4-
H3PO4 缓冲溶液作为流动相。 流动相的 pH 值对各种嘌

呤的分离、 出峰的先后次序影响很大。 不同的 C18 色谱

柱，应选择不同的 pH 值以达到最佳的分离。实验结果表

明，选用 Eclipse XDB-C18 柱分离嘌呤类化合物时，最佳

的 pH 值为 4.0。
2.1.3 流速的选择

在 上 述 色 谱 条 件 下， 分 别 考 察 了 不 同 流 速 条 件

（0.8 mL/min、1.0 mL/min、1.5 mL/min）对嘌呤分离度的

影响。 实验结果表明，在 0.8 mL/min 的流速下，嘌呤物

质的分离度较好，但谱峰扩张增大，柱效下降，且分离

时间较长(20 min)；在 1.5 mL/min 的流速下，谱峰扩张

降低，柱效提高，峰形也比较尖锐，但分离度降低，将导

致啤酒样品中的杂质峰难以分开。 因此，选用常规流速

1.0 mL/min。 在此条件下，分离度及柱效都较好，且分离

时间适当。 图 1 为 6 种样品的混标图。

2.1.4 柱温的选择

一般情况下， 室温就可以满足 HPLC 的分离要求。
因此本研究柱温采用 25℃。
2.1.5 检测波长的选择

嘌呤类生物碱基均具有共轭离域大 π 键结构，在紫

外光区具有强烈的光吸收特性。 在 1.3 节所设定的色谱

条件下，用二极管阵列检测器（DAD）对嘌呤类物质标样

图 1 25℃时的混合标样色谱图
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图 2 嘌呤类物质全光谱图

进行检测，并保存全光谱，结果见图 2。

由谱图 2 可知， 当检测波长在 200～300 nm 时，4

种嘌呤和 2 种核苷酸有吸收， 且在 210.4 nm 处都有最

大吸收。 因此，本文选择 DAD 的检测波长为 210.4 nm。
2.2 啤酒样品水解条件的正交试验的建立

进行正交试验，结果以总嘌呤含量计，见表 1。 表 1

中Ⅰ、 Ⅱ和Ⅲ分别表示水平 A、B 和 C 的 3 次试验中总

嘌呤含量之和，极差 R 则是Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中的最大数减去最

小数的结果。

由表 1 中级差分析结果不难看出，影响水解条件的

因素重要性依次为：水解温度、高氯酸加量和水解时间。
根据正交试验结果，可能好的水平组合是啤酒：高氯酸

的比例 1∶1、水解温度 50℃和水解时间 45 min。 但是，随

着水解温度和水解时间的减少， 水解产物色度变浅，对

色谱结果可能造成影响。 为此进行验证试验得到的优化

条件结果是 74.96 mg/L（试验号 11），和试验号 6 进行比

较，两者相差很小。 因此，本试验确定水解条件为除气啤

酒和高氯酸的比例为 1∶1、100℃水解 30 min。
2.3 标准曲线方程、相关系数和检出限

准确配制含量分别为 0.1 mg/L、0.5 mg/L、1.0 mg/L、

5.0 mg/L、10.0 mg/L、50.0 mg/L、100.0 mg/L 6 种嘌呤类

物质样品标准溶液，按 1.3 节所列条件进行实验，以标

样浓度（X，mg/L）对相应的峰面积（Y）进行线性回归，考

察仪器的线性范围，结果见表 2。 按 3 倍信噪（S/N）计算

检出限，结果见表 2。

结果发现，6 种嘌呤类物质在 0.5～100 mg/L 的浓

度范围内，标准曲线的线性相关系数很好。
2.4 回收率与精密度实验

取已知含量的样品 1 份， 加入不同质量浓度的 4

种 嘌 呤 标 准 品 溶 液，制 备 成 高 (大 约 100 mg/L)、中 (约

10 mg/L)、低(约 2 mg/L)3 个浓度的混合液，按上述方法

和条件各平行测定 6 次，计算回收率和精密度。 并依 1.4

的条件， 对不同质量浓度的两种核苷酸进行水解后检

测，计算回收率和精密度，结果见表 3。

由表 3 可知，两种核苷酸进行水解，5'-腺苷酸(5'-
AMP)的回收率在 92.91 %～95.01 %，而 5'-鸟苷酸(5'-
GMP)的回收率可得 93.25 %～97.83 %。4 种嘌呤的回收

率，无论进行水解与否，回收率均在 94.50 %～102.48 %
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之间。
2.5 样品分析

啤酒样品的测定结果分析：对市售啤酒测定高氯酸

水解前后嘌呤类物质含量，结果见表 4。

从表 4 可看出，次黄嘌呤在啤酒中含量较低，而经

高氯酸水解后，腺嘌呤和鸟嘌呤含量变化很大，这是因

为啤酒在发酵过程中，酵母只代谢鸟嘌呤和腺嘌呤等游

离嘌呤碱基。 由于酵母不能吸收嘌呤类大分子物质，啤

酒中总嘌呤类物质含量仍然较高[16]。

3 结论

采用高效液相色谱仪对啤酒中的嘌呤类物质进行

了分析，得到了较满意的结果。 利用 HPLC 测定啤酒中

的嘌呤类物质含量方法的精密度为 4.51 %～5.47 %，嘌

呤类物质的回收率为 92.91 %～102.48 %， 满足分析要

求，同时呈现出了很好的线性关系，利用该法测定啤酒

中的嘌呤类物质含量，具有操作高效、快速、准确的特

点，并且还可以一次性检测全部嘌呤类物质，是分析啤

酒中嘌呤类物质的理想方法。
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经典董酒上市揭幕

董香地方标准颁布及经典董酒
上市新闻酒会在遵义召开

本刊讯：借 2008 中国（ 遵义）酒类博览会之机，中国老八大名酒董酒“ 董香地方标准颁布及经典董酒上市”新闻酒会在遵义召开。贵州

省、遵义市政府主管白酒行业领导及主管部门领导出席了“ 董香地方标准颁布及经典董酒上市”新闻酒会；瓦努阿图驻华大使罗治华先生

及夫人，密克罗尼西亚联邦公使卡尔·阿皮斯夫妇也应邀出席了新闻酒会；参加“ 董

香地方标准颁布及经典董酒上市”新闻酒会的还有贵州、广西、东北、山东、河南、河

北等地级市的客商。
“ 董香地方标准颁布”，标志着中国白酒业一个新流派、一种新香型得到确认；

表明“ 董酒品质”不断规范化、不断受到政府重视，将更进一步被行业和消费者确以

高度的认同。 在经典董酒的上市揭幕活动上，董酒公司介绍了品鉴经典董酒的品质

与特点。
董酒作为贵州酒的代表之一，以董香而驰名；董香型白酒目前也唯有董酒。 董

酒香型的独特在于其酿造工艺与其他白酒都不同。 董酒采用小曲小窖制取酒醅、大

曲大窖制取香醅、双醅串香生产工艺，经分级陈酿、科学勾兑而成。 董酒酒液清澈透

明，香气幽雅舒适，入口醇和浓郁，饮后甘爽味长，集“ 酯香、醇香、百草香”于一体。
董香型白酒地方标准的颁布， 填补了中国白酒行业在董香型白酒标准上的空

白。“ 董香地方标准颁布及经典董酒上市”新闻酒会的召开将进一步提高董酒品牌

的美誉度。 (孙悟)
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