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反相高效液相色谱法分析米曲霉发酵液中的圆弧偶氮酸

赵　珊1 　李业鹏2 　计　融2 　贺玉梅1 　李玉伟2

(11北京市疾病预防控制中心 ,北京　100013 ;21中国疾控中心营养与食品安全所 ,北京　100021)

摘　要 :为建立米曲霉培养液中圆弧偶氮酸的检测方法 ,采用 4 %乙酸水溶液 (三氟乙酸调至 pH

212)与乙腈配比做流动相 (55 + 45) ,选择 280 nm紫外吸收波长 ,测定米曲霉发酵液中的圆弧偶氮

酸 ,圆弧偶氮酸在 C18色谱柱上获得良好的分离 ,检出限为 01002μgΠmL ;麦芽汁 - 蛋白胨培养液、

麦芽汁 - 酵母膏培养液、马铃薯 - 酵母膏培养液中的圆弧偶氮酸回收率分别为 9314 %、9512 %、

9617 % ; RSD分别为 413 %、314 %、312 %。该方法适宜米曲霉发酵液中圆弧偶氮酸的检测。

关键词 :色谱法 ,高压液相 ; 曲霉 ,米 ; 真菌毒素类

Analysis of cyclopiazonic acid in Aspergillus oryzae

liquid media by reversed2phase high2performance liquid chromatography

Zhao Shan , et al .

(Beijing Center for Disease Prevention and Control ,China , Beijing　100013)

Abstract : A new and efficient method for analyzing cyclopiazonic acid in Aspergillus oryzae liquid media by

reversed2phase high2performance liquid chromatography ( RP2HPLC) was developed. The cyclopiazonic acid

was well separated on a C18 column using acetonotrile24 % acetic acid (pH 212 adjusted with trifluoacetic ac2
id) (45 + 55) as the mobile phase , followed by an UN detection at 280 nm. The detection limit was 01002

μgΠmL. The spiked recoveries in wort2yeast culture , wort2peptone culture and potato2yeast2sugar culture were

9314 % , 9512 % and 9617 % , respectively. The RSD values were 413 % , 314 % and 312 % respectively.
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　　圆弧偶氮酸 (Cyclopiazonic acid , CPA)是由曲霉

属和青霉属的真菌产生的有毒代谢产物。其分子式

为 C10 H20 N2O3 , 分子量为 336115。1985 年 Rao 和

Husain首次报道了由 Aspergillus flavus 和 Aspergillus

tamarii 产生的 CPA 引起的人类真菌毒素中毒。[1 ]

CPA可引起大鼠的肝、肾组织及免疫系统的损伤 ,
[2 ]

往往与黄曲霉毒素同时存在 ,因此 CPA 的中毒往往

被黄曲霉毒素中毒所掩盖。[3 ]目前 ,国内尚无 CPA

的检测方法 ,本文建立了米曲霉培养液中 CPA的反

相高效液相色谱法。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1 　菌种来源 　VE - 328、UE - 336、3042、3811

购自北京市食品发酵研究所。

1. 1. 2 　马铃薯 - 葡萄糖琼脂培养基 　马铃薯 100

g ,葡萄糖 20 g ,琼脂 20 g ,蒸馏水 1 000 mL , 115℃,

15 min。[5 ]

1. 1. 3　麦芽汁　购自北京市啤酒厂。

1. 1. 4　马铃薯汁　取去皮马铃薯 200 g ,切成小块 ,

加入 1 000 mL蒸馏水 ,煮沸 20 min ,纱布过滤。[4 ]

1. 1. 5　麦芽汁 - 酵母膏培养液 (简称麦 - 酵) 　1 %
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酵母膏的麦芽汁溶液 ,115℃,15 min。[4 ]

1. 1. 6 　麦芽汁 - 蛋白胨培养液 (简称麦 - 蛋) 　

011 %蛋白胨的麦芽汁溶液 ,115℃,15 min。[4 ]

1. 1. 7 　马铃薯 - 酵母膏 - 蔗糖培养液 (简称马 -

酵) 　1 %酵母膏和 10 %蔗糖的马铃薯汁溶液 ,

115℃,15 min。[4 ]

1. 1. 8　培养液的制备　将各菌种分别转种于马铃

薯 - 葡萄糖琼脂培养基斜面 (28±1) ℃,培养 5 d ,确

证为纯培养物后 ,分别接种于麦芽汁 - 酵母膏、麦芽

汁 - 蛋白胨及马铃薯 - 酵母膏 - 蔗糖培养液中 ,置

(28±1) ℃培养 14 d。培养液经流动蒸汽 1 h 后过

滤 ,所得滤液用于高效液相色谱法检测。[4 ]

1. 1. 9　试剂　冰乙酸 ,分析纯。三氟乙酸 ,Merck公

司。乙腈 ,色谱纯 , Fisher 公司。圆弧偶氮酸标准

品 ,Sigma公司。

圆弧偶氮酸标准储备液　精确称取圆弧偶氮酸

标准品 1100 mg ,用甲醇溶解 ,定容至 1010 mL ,即配

成 0110 mgΠmL的标准溶液。

1. 2　仪器设备

Waters2690型高效液相色谱仪。996 型二级管

阵列紫外检测器 ,美国 Waters 公司产品。Milli2
Q2150型超纯水器 ,美国 Millipore 公司产品。KQ2
500型超声波清洗器 ,昆山市超声波仪器厂产品。

113　试样溶液预处理

分别取 1010 mL 麦芽汁 - 酵母膏培养液、麦芽

汁 - 蛋白胨培养液和马铃薯 - 酵母膏 - 蔗糖培养

液 ,超声震荡 10 min ,用 0145μm微孔过滤膜过滤 ,

滤液用做 HPLC分析。

1. 4　色谱条件

色谱柱 , Waters XTerra
TM

RP18 319 mm×150 mm

5μ; 流动相 , 4 %乙酸水溶液 (三氟乙酸调至 pH

212) + 乙腈 = 55 + 45 ; 检测波长 , 280 nm ; 流速 ,

110 mLΠmin ; 进样量 , 3010μL。

2　结果与讨论

2. 1　色谱条件的选择

2. 1. 1　流动相的选择　参照有关霉菌毒素及霉菌

二次代谢产物文献报道 ,并根据圆弧偶氮酸化合物

的性质 ,选择在弱酸性条件下分离该化合物 ,经过系

列条件实验 ,当 4 %乙酸水溶液与乙腈配比为 55 +

45 时 ,圆弧偶氮酸在色谱柱上即可获得分离 ,只是

色谱峰拖尾 ,进一步采用三氟乙酸调 pH , 当 pH为

212时圆弧偶氮酸在色谱柱上获得良好峰型。色谱

图如图 1所示 ,光谱图如图 2所示。

2. 1. 2　检测波长的选择

从图 2 所示 200～400 nm范围内的圆弧偶氮酸

光谱图来看 ,圆弧偶氮酸在 280 nm紫外吸收最强 ,

在此波长下测定圆弧偶氮酸灵敏度最高。

图 1　反相条件下

圆弧偶氮酸色谱图

图 2　圆弧偶氮酸

200～400 nm光谱图

2. 2　检测浓度的线性范围

分别配制浓度为 011、015、1、5、10、50μgΠmL 的

圆弧偶氮酸标准溶液 ,在给定仪器条件下进行 HPLC

分析 ,以峰面积对浓度做校正曲线 ,得线性回归方程

和相关系数分别为 y = 9126×10
4

x - 2100×10
4

, r =

01999 9。

检出限为 01002μgΠmL。

2. 3　回收率及精密度的测定

分别取 6份 5 mL麦芽汁 - 酵母膏、麦芽汁 - 蛋

白胨、马铃薯 - 酵母膏本底培养液 (未产生圆弧偶氮

酸的培养液) ,各加入 015 mL 圆弧偶氮酸标准储备

液 ,再加入 40 %甲醇水溶液定容至 1010 mL ,相当于

每毫升溶液含有 5μg的圆弧偶氮酸 ,超声萃取 1010

min ,过 0145μm微孔滤膜 ,进样。麦芽汁 - 酵母膏、

麦芽汁 - 蛋白胨、马铃薯 - 酵母膏培养液中圆弧偶

氮酸的回收率分别为 9314 %、9512 %、9617 % ; RSD

分别为 413 %、314 %、312 %。

2. 4　麦 - 蛋、麦 - 酵、马 - 酵培养液的测定

根据上述试样测定步骤 ,对不同条件下的麦芽

汁 - 酵母膏、麦芽汁 - 蛋白胨、马铃薯 - 酵母膏培养

液中圆弧偶氮酸含量进行 HPLC测定 ,色谱图如图

3、4、5所示 ,检测结果见表 1。12份培养液中均检出

了圆弧偶氮酸。

图 3　麦 - 蛋试样色谱图
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图 4　麦 - 酵试样色谱图 图 5　马 - 酵试样色谱图

表 1　麦 - 蛋、麦 - 酵、马 - 酵培养液中

圆弧偶氮酸的含量 μgΠmL

培养液 VE - 328 UE - 336 3042 3811

麦 - 蛋 1126 0123 0112 0138

麦 - 酵 0115 0115 0117 0112

马 - 酵 0117 0138 0122 0111

215　结论

本文建立了反相高效液相色谱法测定米曲霉发

酵液中的圆弧偶氮酸 ,采用 4 %乙酸水溶液 (三氟乙

酸调 pH = 212)与乙腈配比做流动相 ,选择 280 nm

紫外吸收波长 ,测定米曲霉发酵液中的圆弧偶氮酸 ,

圆弧偶氮酸在 C18色谱柱上获得良好的分离 ,本方

法简便、快速、灵敏度高并具有较宽的线性范围。
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