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摘 要： 综述了啤酒中嘌呤类物质的几种测定方法，同时介绍了啤酒样品测定前的几种预处理方法，包括啤酒中

二氧化碳的去除方法和啤酒中嘌呤类物质的几种水解方法。
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Abstract: Some kinds of determination methods of purine compounds in bee r were reviewed in this paper. Besides, the relative pretreatment
methods before beer samples determination were introduced including the degassing of CO2 and the hydrolysis methods of purine compounds in
beer.
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核苷酸、 核苷和碱基的分析方法目前主要有毛细管
电泳法、离子交换色谱法、离子对色谱法、反相高效液相
色谱法、薄层色谱法等，各种方法对样品的前处理以及测
定的嘌呤类物质结果不尽相同[1～3]，国内外对啤酒中嘌呤
的测定和检测的研究也鲜有报道。 本文主要综述了检测
啤酒中嘌呤类物质含量的研究进展， 并且介绍了啤酒样
品的几种前处理方法。

1 啤酒中嘌呤类物质含量的测定方法

1.1 啤酒样品制备中除去二氧化碳的方法
啤酒是富含二氧化碳的低酒精饮料， 在进行啤酒理

化指标分析中，为确保每项指标的精确性，常常需要在样
品制备过程中除去二氧化碳。 啤酒样品的脱气方法有许
多种，每种去除方法各有优缺点，现在我国推行的国家标
准测定方法中有倒杯法和过滤法， 国际上使用的有超声
波法，ASBC法（美国酿造化学家协会分析法）等[4]。
水浴法：啤酒除气(测 pH 值)是将啤酒放在 40℃(温

度偏差不大于 0.5℃)水浴锅内，30 min 摇动次数不少于
6次即可。
注流法： 取预先在冰箱中冷至 10～15 ℃的啤酒

500～700 mL于清洁、干燥的 1000 mL搪瓷杯中，让啤酒
以细流注入同样体积的另一搪瓷杯中， 且两搪瓷杯之间
距离 20～30 cm。 这样反复注流 50 次 （一个反复为一
次），以充分除去酒中二氧化碳，静置。

过滤法：将 200 mL恒温至 15～20℃样品经过漏斗
（漏斗上复一张 24 cm 513 级滤纸） 滤入 250 mL三角烧
瓶。 样品一旦倒入漏斗，立即用铝箔盖好漏斗口。 尽量减
少蒸发。
摇荡法：倒出瓶中大部分啤酒，留少量即可，然后用

酒精纱布（剪小块纱布放入 75 %vol 的酒精中备用）盖住
瓶口，摇荡除气至完全。
低温放置法： 瓶装啤酒在 4℃条件下放入敞口容器

中 12 h，除气。
超声波池法： 将 200 mL 恒温至 15～20 ℃的啤酒

样品倒入 500 mL 三角烧瓶中， 用铝箔将该瓶盖好，置
于含 10 cm 水的超声波池内， 用 40～90 kHz 超声波处
理 15 min。
超声波 + 过滤法：样品用上述方法在超声波池内处

理 10 min，随后经过漏斗（漏斗上覆一张 24 cm 513 级滤
纸）将样品滤入 250 mL三角烧瓶。 样品一旦倒入漏斗，
立即用铝箔盖好漏斗口。

ASBC 法： 将 200 mL 样品倒在 500 mL 三角烧瓶
内，先轻轻摇动，然后激烈摇动，直到啤酒中没有气体溢
出为止。
1.2 啤酒样品水解法
啤酒中的嘌呤类物质以游离态、 结合态两种形式存

在，其中以结合态为主，因此测定啤酒中嘌呤类物质的含
量要以酸来消化样品 [5～8]，使核苷、核苷酸转化成游离的
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鸟嘌呤、腺嘌呤、黄嘌呤、次黄嘌呤，然后进行检测，以对
啤酒中的嘌呤类物质进行定性、定量分析。
1.2.1 高氯酸水解法[9]

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/L NaOH溶液调整 pH至 7.0， 再用稀磷酸溶液调
整 pH 至 4.0，用滤纸滤去大部分沉淀物，并在过滤残渣
中加超纯水洗涤残渣，滤液定容至 50 mL，再以 0.45 μm
针式过滤头过滤，滤液进行分析。
高氯酸水解法的优点： 高氯酸水解的啤酒样品中的

腺嘌呤、黄嘌呤、次黄嘌呤、鸟嘌呤分离效果较好，准确度
和精密度高。
高氯酸消化法的缺点： ①样品用高氯酸水解 1 h，用

碱中和即生成大量的沉淀物，需过滤除去杂质，并用水洗
涤杂质中残留的嘌呤，这一操作繁锁，费时长；②消化过
程产生大量的氯气，有毒；③高氯酸反应剧烈，使生成的
嘌呤进一步氧化， 导致 HPLC外标定量法测定各嘌呤含
量其变异系数大，各种嘌呤回收率总体偏低。
1.2.2 硫酸水解法[10]

取 2 mL 除气完全的啤酒于 25 mL 具塞比色管中，
加入 2 mL3 mol/L硫酸溶液，加塞后立即置于沸水浴中，
在 100℃下水解 10 min，然后用冰浴冷却后，用 10 mol/L
KOH 溶液调整 pH 至 2.0～8.0 范围，加去离子水定容至
10 mL，再以 0.45 μm针式过滤头过滤，滤液进行分析。
硫酸水解法的优点：①水解时间短，消化后用碱中和

没有产生大量的沉淀物，免过滤，操作简便、快速；②不产
生有毒气体；③啤酒嘌呤的加标回收率高，嘌呤含量的重
复性好。
硫酸水解法的缺点： 硫酸盐在高温冷却后会析出结

晶（硫酸钠在水中溶解度较大，对温度变化也敏感，通常
室温都能获得很好的晶型和得率， 起结晶体为十水硫酸
钠，温度超过 32℃将失去结晶水，因此在 32℃以下为晶
体，而温度超过 32℃体系将转为溶液；水中，0℃时硫酸
钾的溶解度为 1.75 g，室温下（20℃）为 5.3 g，随温度的
升高而迅速升高，高温冷却后会析出晶体,结晶）。
1.2.3 三氟乙酸水解法[8～10]

取 10 mL除气完全的啤酒于 50 mL圆底烧瓶中，加
入 10 mL三氟乙酸与甲酸(1∶1)混合液（加甲酸可保护嘌
呤），在 98～101℃油浴锅中进行回流水解 1 h 后，迅速
冰浴冷却，用 15 mol/L KOH 溶液中和，将 pH 值调至 7，
再用稀 H3PO4 调 pH 值至 3.0，用滤纸过滤，然后加超纯
水定容至 50 mL， 再用 0.21 μm 滤膜过滤， 滤液进行分
析。
三氟乙酸水解法的优点：4 种嘌呤能基线分离，且与

啤酒中的其他杂质分开，可用于定量分析；用三氟乙酸与
甲酸(1∶1)混合液水解的啤酒嘌呤的含量高，能完全水解
啤酒中的核苷和核苷酸，且不会氧化水解出的嘌呤；检测
时间短。
三氟乙酸水解法的缺点： 副产物较多， 影响检测精

度。
此外，也有用磷酸、盐酸、乙酸水解啤酒中嘌呤类物

质的。
1.3 啤酒中嘌呤类物质含量的测定方法
1.3.1 毛细管区带电泳测定啤酒中嘌呤含量[11]

毛细管电泳方法特别是毛细管区带电泳已经成为了

一种通用的方法和质量控制技术， 并且可取代普通的色
谱方法。因此，这些技术越来越多地被用于分析真实样品
中的各种不同的溶质，包括在食品化学方面的应用。越来
越多的文献报道毛细管区带电泳用途的研究， 它可以用
来测定如低分子量有机酸、碳水化合物、蛋白质、维生素
或无机离子等一系列食品和饮料中的重要分析物。
毛细管区带电泳法测定啤酒样品中的嘌呤和嘧啶是

用毛细管区带电泳分离嘌呤碱基， 使用紫外检测器在
254 nm 检测，质谱检测器采用电喷雾接口，质谱检测器
采用负离子模式， 干燥氮气的流速维持在 1.4 L/min，四
极温度维持在 100℃，分光计在单离子监测模式下运行，
记录所有所选择的质荷比和在整个时间范围保留时间为

50 ms 的，含有 0.25 %二乙胺的 2-正丙醇:水为 80∶20 的
套液流速为 4 μL/min。 方法检测限在 0.1～0.3 mg/L 的
范围内，并且校准图是线性的至少两个数量级。这种先进
的分析实际样品的方法适用于分析一些啤酒样品中物质

的含量， 欧洲一系列不同啤酒厂的熟啤酒样品和一定数
量的完全不同种类的啤酒使用先进的毛细管电泳方法，
采用紫外检测器在 254 nm检测，研究了其中被测嘌呤和
嘧啶的含量。
结果表明， 毛细管电泳法测定嘌呤基的方法适用于

各种产地的各种各样的啤酒测定。 这种方法的主要优点
是简单、快速，在分析啤酒样品前除了脱气和稀释外无需
其他的预处理。 这种先进的分析方法的线性和检出限足
够用来测定啤酒样品中被测组分。 所研究的啤酒中嘌呤
和嘧啶的含量显示和文献中的数据一致。 基于二乙胺的
强碱性的载液用于整个检测过程中以确保样品的峰形充

分的分离。 此外，由于其挥发性，它也允许使用 ESI-MS
分析检测来得到更精确的分离峰形。 毛细管区带电泳法
的优缺点：高效毛细管电泳法具有很高的分离效率，能将
各种核苷酸很好地分离， 但目前这种新型仪器主要靠进
口，价格昂贵，使用这种仪器受到一定条件的限制。
1.3.2 高效液相色谱法测定啤酒中嘌呤含量
高效液相色谱（HPLC）的主要优点是：①分辩率高于
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其他液相色谱法； ②速度快， 十几分钟到几十分钟可完
成；③重复性高；④高效相色谱柱可反复使用；⑤自动化
操作，分析精确度高。高效液相色谱在生物领域中广泛用
于下列产物的分离和鉴定：①氨基酸及其衍生物；②有机
酸；③甾体化合物；④生物硷；⑤抗菌素；⑥糖类；⑦卟啉；
⑧核酸及其降解产物；⑨蛋白质、酶和多肽；⑩脂类等。因
此，在食品和药物分析中检测嘌呤类物质，使用高效液相
色谱方法[12～17]可得到较好的结果。
测定方法： 经除气水解后的啤酒样品用 0.45 μm 针

式过滤头过滤，滤液进行高效液相色谱分析。样品测定的
色谱条件 [10]：色谱柱：BDS Hypersil C18(250 mm×4.6 mm,
5 μm)； 柱温：25℃； 流动相：0.02 mol/L KH2PO4-H3PO3

缓冲溶液（pH=4.0）；流速：1.0 mL/min；进样量：5 μL；检
测器：紫外检测器，检测波长为 254 nm。
研究表明，采用 BDS Hypersil C18、酸消化法分析啤

酒中的嘌呤，操作简便，分离效果好，嘌呤含量的重复性
好、回收率高。此方法为研究啤酒中嘌呤类物质提供了快
捷、可靠的检测手段。
1.3.3 反相离子对色谱法测定啤酒中的嘌呤类物质
离子对色谱(IPC)能够简化离子和非离子化合物的

分离。 嘌呤类物质在 pH＞3 时带负电荷，因此 IPC 是常
用分析工具[18]。 反相离子对色谱(RP-IPC)兼有反相高效
液相色谱和离子色谱的特点， 保留了反相液相色谱操作
简单、柱效高的优点，适用于分离离子型化合物和中性化
合物。 该方法先采用酸水解将啤酒中的嘌呤类物质水解
成腺嘌呤、鸟嘌呤、黄嘌呤和次黄嘌呤 4 种嘌呤，然后用
RP-IPC进行分离测定。
测定方法： 经除气水解后的啤酒样品用 0.45 μm 针

式过滤头过滤，滤液进行反相离子对色谱分析。 样品测
定的色谱条件 [3]： 色谱柱 ：μBondapak C18 10 μm，
125A，4.6 mm×300 mm；流动相为水∶甲醇∶冰乙酸∶四丁基
氢氧化铵为 883 ∶5 ∶100 ∶15 ∶1.5 (V/V/V/V)， 流速为 1.0
mL/min；柱温为 25℃；进样量：10 μL；检测器：紫外检测
器，检测波长为 254 nm。
采用反相离子对色谱法测定啤酒中的嘌呤类物质，

样品水解方法简单，操作方便、准确度高、精密度及回收
率高，并且可以一次性检测全部嘌呤类物质，也是分析啤
酒中嘌呤类物质的理想方法。
1.3.4 塔层析法分析麦芽汁和啤酒中的嘌呤核苷和自由
基含量[28]

当含有嘌呤或吲哚团的低分子堆复合物在高性能规

模排阻层析法支持下 (Superose12 和 Superdex75)，用色
层法分离时，展示出吸附基的保持特性。研究该现象就能
够发展对麦芽汁和啤酒中的嘌呤核苷和自由基进行定量

分析的方法。 以前麦芽汁和啤酒中核酸派生物定量估计

的方法受到分析前活性炭吸附／解吸附效率的限制。使用
塔层析法对麦芽汁和啤酒进行直接分析方法的发展缓解

了这一问题，并且使个体复合物离析有了实质性提高。适
用于麦芽汁和啤酒中核酸派生物分析的塔层析法的原理

是以阴离子交换层析法和规模排阻层析法为基础的。 应
用于麦芽汁和啤酒分析的 FPLC 方法的应用结果表明以
基质 Superose12 为基础的琼脂糖相对于惯用的规模排
阻层析基质提供了比个体低分子堆成分更进步的离析。
我们通过分析啤酒在两种高性能规模排阻层析基质(Su-
perose12 和 Superdex75) 中的淘析分布的全部特征证实
了对麦芽汁和啤酒中嘌呤核苷和自由基直接进行定量分

析的方法。
原料及方法： 商用瓶装啤酒在 4℃条件下放入敞口

容器中 12 h 来除气。 鲜亮的啤酒样本直接适用于 Su-
perose12 和 Superdex75 塔, 在分析前将含有混浊体或泡
沫的啤酒通过过滤薄膜(0.22 μm 平均孔径)或远心沉淀
澄清。 塔层析法：由生产厂家(法马夏生物技术公司)提供
包装前的 Superose12 和 Superdex75 塔(HR10/30)。 每一
塔在相同条件下连同一个法马夏 DFBHPLC 系统一起操
作。适用于每一塔的麦芽汁、啤酒或层析法标准的容量是
200 μL。塔的淘析是在室温(20～25℃)条件下，与不含缓
冲剂的 100 mmol/L 氯化钠溶液在塔洗提液持续流速在
0.25 mL／min 条件下进行的。 使用 VMW2141 多种渡卡
监测器(法马夏生物技术公司)测定塔洗提液的紫外线吸
收峰集中在 260 nm和 280 nm。 通过分馏蛋白质单位(发
酵乙醇脱氢酶 Mrl50.000，牛浆蛋白质 Mr67000，卵清蛋
白 Mr44.000 和细胞色素 Mrl3.300)可以研究出两个塔的
规模排阻色层分离法的特征。
麦芽汁和啤酒中的低分子堆溶质通过 Superose12

和 Superdex75 的色层分离反应，对它的研究有利于提高
估测嘌呤核苷和自由基浓度时定量分析方法。 本研究所
显示的结果充分证实了这种分析技术。 这种方法可以对
不经任何处理的麦芽汁和啤酒直接进行分析并且可以替

代以阴离子交换层析法为基础的方法。 这些方法实施的
快速性和简便性说明它不但适用于常规质量管理分析，
并且可以作为研究手段调查在酿造过程中核酸派生物的

演变。
此外，Dale等[19～20]使用凝胶柱、电泳等对啤酒中的核

苷酸、核苷和嘌呤进行分步收集、分别测定；Somers 等[21]

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。

2 结束语

通过介绍啤酒样品的前处理即啤酒中二氧化碳的去

除方法、啤酒样品的水解方法和测定方法，以及对各种方
法的可靠性（优缺点）进行了综述，为研究啤酒中嘌呤类
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物质提供了几种快捷、可靠的检测手段，采用这些方法可
以为啤酒中嘌呤类物质的测定提供参考。 在以后的研究
中，应更加深入地研究更好的水解方法，找到操作简便、
准确度和精密度高、水解时间短、嘌呤含量的重复性好、
回收率高的水解方法，改进分离测定条件，从而为研究啤
酒中嘌呤类物质提供更加快捷、可靠、准确的检测手段和
理想的分析方法。
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