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高压液相色谱法检测食品中棒曲霉素的研究

蒋雄图 虞左向

( 食品科学与工程系)

摘要 用高窟液相 色谱法从果品加工食品 中分 离和刚定了一种引起果品霉烂
,

主要

引起苹果霉烂的真 菌代谢有毒产物棒曲霉素
。

样品经 乙酸 乙 醋革取后
,

时果汁用碳

酸钠溶 液纯化
,

时果酱用甲苯
一

水作洗脱 剂
,

硅胶柱层析处理
,

分离出棒曲霉素
。

文

章提出 了分 离棒曲霉素的最佳分 离条 件
。

在 1C
8 M i c or aP k M C

一
H柱或 件一

B
o n d a

p a k柱上
,

用四氮吠喃
一

水溶液作流动相
,

用 2 7 6 n m 或 25 ll4 m 紫外吸收波长
,
以反相

液相色谱法测 定棒曲霉素
。

棒曲李素浓度与峰 面积间具有 良好的线性关 系
,
回收率

达 9 0%
,

变异 系数 小于 10 %
,

最小检 测约 1
.

5一 2件g / I
。

主题词 棒曲霉素 ; 辰青霉素 ;
一

真菌毒素 ; 高压 液相 色谱
-

棒曲霉素 ( P
a t lu i n) 又称展青霉素

,

化学名称 4 羚基
一 4H

一

吠喃 ( 3
.

2 C )骄毗喃
一
2 ( 6H )酮

,

是青霉属
、

曲霉属
、

裸囊菌属和丝衣霉属中某些真菌 的内醋代谢产物
。

动物病理试验发现棒

曲霉素对某些动物具有致畸
、

致癌与致突变性 1[ 一` ]
。

据 资料介绍棒曲霉素污染果蔬等食品的情况相当广泛
,

特别在霉烂 苹 果
、

梨
、

杏
、

甜樱

桃
、

桃子
、

蕃茄
、

葫萝 卜
、

山渣
、

葡萄中均都检出到棒曲霉素 [5一 “ l ,

污染程度也相 当严重
,

世界卫生组织 ( W H O )已规定在稀释后供饮料用的苹果汁中
,

棒曲霉素的最高允 许 限 量 为

5 0林g / 1[
’ ` 1

。
.

检测棒曲霉素的方法最早用微生物法 〔̀ “ 1
、

纸色谱法 〔̀ 3一 ’ 4
仪 19 6 5年开始用薄 层 色 谱 法

15[
一 ’ 9j ,

目前
,

A O A C法 f ZO I仍然是薄层色谱法
。

近年
,

刘勇等用双向展开薄层 色谱法测定了

苹果等样品中的棒曲霉素【2`〕。

但由于薄层色谱法本身存在的短处
,

准确度
、

灵敏度 和 分 析

速度都不够理想
,

70 年代P o hl a n
d[

2 2 1与S o ot t[ 23 ]等相继用气相色谱法和色一质法检测棒曲霉

素素
,

W
a r e
等【’ ” l与W ar

e 百“ 4 1提出用高压液相色谱法测定
,

之后
,

高压液相色谱法巳有取代

薄层色谱法的趋向 25[ 1
。

本研究采用通用的反相高压液相色谱法
,

在碳 18 键合型
,

硅胶柱上用四 氢吠喃 /水 溶 液

为流动相作等强度洗脱
,

用 2 7 6 n m 波长紫外光度检测器
,

对果品加工食品中的棒曲霉素测定

方法进行了探索
,

工作中对样品的预处理作了比较深入的探讨
。

实验证明
,

本方 法 的 灵 敏

度
、

回收率与重复性都能达到令人满意的程度
,

这一测定方法在国内尚属首次提出
,

填补了

霉菌毒素检测方法方面的一项空白
。

本文 1 9 8 9年 8 月 6 日收到
.

.

现在瑞典 农业科学大学食品卫生系学习
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1实验部分

1
。

1试剂

乙酸乙酉旨 人
。

R

四氢映喃 A
。

R

三氯甲烷 A
.

R

无水碳酸钠 A
。

R

无水硫酸钠 A
。

R

无水乙醇 A
。

RO
。

5协 mF H过滤脱气

甲 醇 A
。

R

超 纯 水 煮沸
, 。

.

45 林m H A过滤脱气

硅 胶 层析级 ( 6 0一 10 0目 ) 1 1 0℃活化 Z h

消 毒 剂 铬酸洗液
, 5%次氯酸钠溶液

, 1%过硼酸钠溶液
,

一般接触过棒曲霉素的器

皿
,

场所用 5%次氯酸钠溶液浸泡或擦洗即可达到消毒目的
,

对皮肤
、

手可用 l % 过硼 酸钠溶

液消毒
,

用铬酸溶液洗涤的器皿
,

可不再用其它消毒剂洗涤
。

细 海 砂

棒曲霉素 色谱纯 (美国 ( iS g m a公司进 口 )
, 。℃以下贮藏

。

棒曲霉素标准溶液 称取 色谱纯棒曲霉素约 Zm g ,

用少量三氯甲烷溶解
,

并定容于 25 m l

棕 色容量瓶中
,

配成约 8 0件 g / m l的棒曲霉素溶液
,

取此溶液 1
.

0 m l于 5m l容量瓶中
,

在氮气流

下
,

40 ℃水浴上蒸发至干
,

立即往瓶 中加入无水 乙醇至刻度
,

摇匀
.

按下述方法测定其浓度
。

取此溶液于 cI m石英比色皿中
,

同时以无水乙醇作参比溶 液
,

在 2 7 6 n 。 处测 定 其 吸 光

度
,

然后根据下式计算棒曲霉素溶液的浓度
:

棒曲霉素 (协g / m l )
=

A x M x l 0 0 0 x C :
/

e x 稀释倍数 ( 5 / 1 )

式中

A一一吸光度 M一一棒曲霉素的分子量

C ,
一一仪器校正因子 [“ “ 1

8
一一摩尔吸光系数 12 2 ] 1 4 6 0 0

经准确确定浓度的棒曲霉素标准溶液用铝箔包裹
,

贮存于 O℃冰箱中
,

使用前将溶 液 恢

复至室温
,

再解开铝箔
。

C ,的测定溶解一定量的基准级重铬酸钾于。
。

。0 9 m ol H Z S O `
溶液 中

,

配成 4 x 1 -0 ` m ol
,

2 x 1 0
一 4 m o l

, l x 1 0
一 4 m o l三种标准溶液

,

在 l e m 石英比色 皿中
,

以 3 5 0 n m
,

并以 0
。

0 0 9

m ol H Z S O 。
液作参比液

,

分别测定三种标准溶液的吸光度
,

计算出 重铬酸钾的摩 尔 消光 系

数
。

由此计算校正因子 fC

C , = 3 1 6 0 /
e 平均

3 1 6 0为重铬酸钾的摩尔消光系数
, C 平均 为测得的重铬酸钾摩尔消光系数 , 本方法用岛
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U V一 2 40 紫外可见分光光度计
,

测得C ,
值为

:

C , = 3 1 6 0 / 3 2 8 3 = 0
。

9 6

棒曲霉素工作溶液 准确移取一定体积的棒曲霉素标准溶液于棕色容量瓶中
,

在氮气流

下 40 ℃左右水浴上蒸发至干
,

用 p H 4的水溶液 定 容 至 刻度
,

由此再稀释成合适浓度的棒曲

霉素工作溶液
。

p H 4水溶液 用醋酸调节超纯水的 p H至 4左右

1
。
2 主要仪器

高压液相色谱仪 W
a t e r s 5 1 0型

一

V a r i a n 5 0 0 0型 数据处理机 7 3 0型 S P 4 2 7 o积分

器紫外光度检测器 M 44 1型
、

U V一 10 0可变紫外检测器

旋转蒸发器 Z F Q一 81 型 (上海医械专机厂 )

超级恒温水浴 5 01 型 (上海实验仪器厂 )

调速多用振荡器 H Y一 4型 (江苏金坛国华仪器厂 )

紫外可见分光光度计 U V一 24 0型 (日本
、

岛津 )

酸度计 pH S一 2型 (上海分析仪器厂 )

样品过滤器

1
。

a 色谱操作条件

林B o n d a p a k C ; 8 3
.

9 x 3 0 0 ( 8一 1 0 )妙m 色谱柱或 M i e r o p a k M C l l一 5 4 x 1 5 0 5 “ m 色满招
:
E

流动相 0
.

6或 0
.

8%四氢峡喃 ( T H F ) / 水等强度洗脱

流 量 1
.

o m l /m i n

检测器 紫外分光光度检测器

波 长 2 7 6 n m
,

在仪器条件限制时
,

可用 2 5 4 n m

柱 温 25 一 35 ℃ ,
进样量 10 州

,

自动进样

1
。

4 实验方法

1
。

4
。

1 样品预处理

( 1) 果汁
、

果晶类 取适量样品加超纯水稀释成饮用果汁
,

取此果汁25 m l
,

加入乙酸乙

醋 3 x 2 5m l
,

分别萃取 3 次
,

每 次 振 荡 3 m in
,

弃 去 水 相
,

合 并 有 机 相
,

用 10 m l0
。
5%

N a
C O 3

溶液迅速洗涤有机相
,

洗涤时间控制在 1 m in 内
,

待静置分层后
,

分离水 相 与 有机

相
,

水相再用少量乙酸乙醋洗涤一次
。

合并有机相
,

然后将有机相在 38 ℃水浴上
,

用旋转蒸

发浓缩器减压蒸发至干
,

并立即用少量 乙酸 乙醋淋洗瓶璧 3一 4次
,

所得溶液在 38 一 40 ℃水浴

上通氮挥去溶剂
,

再用 pH 4 的水定容至 1 m l
。

溶液经样品过滤器过滤后
,
移取一定量 作 色

谱测定
。

( 2) 果酱类 称取 g5 果酱与 g5 左右无水 N a ZC O 3
及 15 9左右细海砂混合

,

搅拌成分散 的团

块状或颗粒状
,

然后加入 3 x 2 5m l乙酸乙醋
,

分 3 次萃取
,

每次振荡 s m i n ,

合并分出的有机

相
,

于有机相中加入无水 N a ZS O 硬2叱
,

干燥 30 m i n ,

分出有机相
,

用少量乙酸乙醋洗涤 无水

万
“ :

5 0 ;一次
,
合并有机相

。
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将此有机相在 8 3℃水浴上用旋转蒸发浓缩器减压蒸发至约 0 3 m l
,

加入 甲苯调整 体 积 约

l o o m l
,

备用
。

在 20 x 3 00 m m 带活塞的层析柱底部填进少许清洗干净的玻璃纤维
,

柱中加入 10 m l甲苯
,

称取 1 5 9活化处理的硅胶
,

用 25 m l甲苯调成糊状
,

注 入 柱 中
,

于 硅 胶 顶 部 复 盖 1 59 无
.

水

N aa S O 组 ,

然后开启活塞
,

流去甲苯直至到达 N a Z S O `层顶部为止
。

夕夕夕夕夕夕夕夕夕夕
///////////////////

///////////////////
///////////

/////////

///////// ///////////

/////// /////////////

///////////////////

/// }}}}}}}}}}}}}}}}}

,。树只喊

将甲苯样品液缓缓注入柱中
,

流去多余的

溶剂直至液面降至硫酸钠层顶部为止
,

然后用

7 0 :
30 甲苯

: 乙酸 乙醋作洗脱剂
,

控制洗脱速

度约 l o m l / m i n ,

弃去最初流出的 2 5 m l
,

收集

馏分约 2 5 o m l
。

将收集的馏分在 60 ℃左右水浴上
,

减压旋

转蒸发至干
,

用少许乙酸 乙醋 洗 涤 瓶 璧 3一 4

次
,

然后在 38 一 40 ℃水浴上通氮挥去溶剂
,

再

用 pH 4的水溶液定容至 1m l
,

此试液经样品 过

滤器过滤后
,

作高压液相色谱测定
。

1
。
4

.

2 定量结果计算

( 1 )标准溶液 配制不同浓度的棒曲霉素

工作溶液
,

依次 1 0时定量进样
,

绘制工作液浓度

一一峰面积 曲线
,

得棒曲霉素标准曲线如图 1 。

标准曲线的浓度范围可根据要求规定
。

4
.

卜g /m l

图 l 棒曲霉素标准曲 线

( 2) 计算方法 样品中棒曲霉素的含量按下式计算 (以饮用果汁计 )

棒曲霉素 (林g / l ) = C x i / 2 5 x i 0 0 0

C为从标准曲线上查得的棒曲霉素浓度 (协g / m l )
, 1 / 2 5为浓缩倍数

。

,
。

5 实验条件选择

1
。

5
。

1 样品纯化处理条件

( 1) 碱洗法纯化条件的选择 按照文献〔 1 1〕
、

〔 2 8〕提出的碱洗纯化条件
,

回收率很 不 理

想
,

为了确定最优纯化条件
,

采用五因素四水平正交试验考察了碱洗法纯化预处理过程中
,

若干主要操作对加标回收的影响
。

设计的正交试验方案如下

补补臀臀
AAA BBB CCC DDD EEE

蒸蒸蒸发温度度 革取时间间 碳酸钠 浓度度 加 标 量量 碱洗时间间
(((((℃ ))) ( m i n ))) ( % ))) (协 g /m l ))) ( m i n

)
,,

11111 3 555 111 0
。
555 5

。

9 888 111

22222 4 000 333 1
。
555 1 1

。

4 222 222

33333 4 555 555 2
。

555 2 0
。

7 333 333

44444 5 OOO 777 3
。

555 4 1
。

4 777 444

通过试验
,

得出最优化条件为硫酸钠浓度 。
。

5% ,
碱洗 1 m i n ,

蒸发温 度 35 ℃
,

加 标适
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量
,

萃取 1 m i n 。

为防止棒曲霉素在整个碱处理过程中发生降解
,

增加方法的安全性
,

适 当

缩短碱洗时间
,

从 l m in 减至 O
。

s m i n ,

将蒸发温度从 35 ℃适当提高至 38 ℃
,

以便缩短完 成蒸

发的加热时间
,

萃取时间增至 3 m i n ,

以增加萃取的完全程度
,

在此确定的优化条件下测得
,

回收率基本稳定在 90 %
。

(2 )柱层析优化条件的选择 对于基质十分复杂的样品可采用柱层析纯化处理
,

由 于 通

过柱层析的溶剂总体积约有 30 0m l
,

为了避免棒曲霉素的损失
,

缩短收集和蒸发时间
,

减 小

棒曲霉素在蒸发洗脱剂的较高温度下分解的可能
,

需要确定收集棒曲霉素高含 量 的 馏 分区

间
。

: 实验证明
,

棒曲霉素的最大含量集中在 50 一 25 0二 1的馏分区
。

一

本实验在使用 20 x 3 00 m m层析柱时
,

弃去首尾各25 m l洗脱剂
,

收集中间馏分约 25 o m l
,

保证将棒曲霉素全部收集 `
一 ”

1
。

:.-S 2
一

碳柱的选择
一

在反相高压液相色谱中常用键合型碳柱作分离柱
。

本实验对下列 几 种

碳柱的柱效进行了评价
,

列表于下
。

规规 格格 杜度度 板数 /米米 分离离保留时间间 柱温温 流 动 相
---

((( m m ))) (件 ))) x 1 0 222 度度 ( m i n ))) (℃ ))) ( T H F / H
Z
O )))

333
。

9 X 3 0 000 8一 1 000 1 4 666 4
。

000 1 0
。

4 000 2 0一 2 555 O
。

8% O
。

6%%%
444 X 3 0 000 555 2 3 000 5

。

444 9
。

7 333 2 555 O
。
8 %%%

444 X 1 5 000 555 2 7 555 3
。

888 1 4
。

7 333 3 0一 3 555 O
。

8 %%%

444
。

6 x 2 5 000 777 3 4 000 7
。

000 8
。

5 000 2 888 0
。
6 %%%

11111111111 3
。

7 0000000

实验证明上述 4 支碳柱都可使用
,

在本实验中选用保留时间较短的件
。

B
o n d a p a k和 M i o r

o p a k M C H
一 5 4 x 1 5 0柱为分离柱

。

1
。

`
.

3 流动相的选择 本实验中比较了水和四氢吠喃 /水溶液两种流动相
,

发现用水作流动

相时
,

棒曲霉素在一大杂质一 5经基
一 2一糠醛 (H M F )[ ’ ” , 2 4 , “ “ , 2 , ]之前流出

。

.

微量组分若在大含量组分前 流出
,

则受到的干扰小
,

从这方面考虑用水作流动较好
,

但

其缺点是柱压较高
,

分析时间较长 ; 若用四氢吠喃 /水溶液作流动相则 H M F峰在棒曲霉素峰

之前
,

分离时间缩短一倍多
,

柱压也较低
,

分离度也大有提高
,

图 2 ( 1) 与 (2 )分别为用此 两

种流动相洗脱苹果汁样品的色谱图
,

并将两种流动相对棒曲霉素的分离情况列表比较于下
:

色 谱 柱
流 量
(。 1/ m i n )

柱 压
( a t m )

分离度
保留时间
( m i n )

柱温
(℃ )

附 注

nUù11甘

:
,二1上M i e r o p a k M C H一 5 8 0

1 0 2

3
。
4

1
。

8

图 2 ( 1 )

4 义 1 5 0

流动 相

O
。

8 %
T H F /
H ZO

H
ZO

8
。

4 9

1 9
。

4 1 图 2 ( 2 )

同时发现流动相中 T H F含量的多少会对棒曲霉素峰与前后两杂峰间的分离度产 生 明 显

影响
,

T H F量增加棒曲霉素峰后移
,

与 H M F 峰的分离度增大
,

而与后小杂峰 的 分 离 度 变

小 ; 当 T H F含量为0
.

6一 0
.

8%时
,

棒曲霉素峰与其前后杂峰的分离情况达到最佳
。
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0 1用 i a
0 1即 m几口

图 2 ( 1)0
.

8%T H F /H ZO作流动相的 色语图 图 2 () 2纯水作流动相 的色语 图

1
。 。 .

4最大吸收波长的选择 用紫外光谱扫描测得棒曲霉素标样的最大 吸 收 波长 为 275一

7 26 nm (图朴
。

测得的波长与文献值〔 20〕完全一致
。

用 W
ot e r s

高压液相色谱仪
,
对样品作紫外停流扫描 (图叼其最大紫外吸收波长 也为27 5

一 2 7 6 n m
。

套
U V一 2 40 紫外分光尤度计

溶剂
:

无水 乙醉

图 3 棒曲霉素标样 的紫外光谱扫描图

色谱柱 : 协
.

B o n d a p a k

C一e 3
。
9 x 3 0 0

流动相
: 0

.

8% T H F / H
ZO

流 量 : 1
。
Om l/ m i n

波 阶 : Z n m

图 4 样品 中棒曲霉素紫外停流扫描 图
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、

一 ~
` , . . .

~
喇自呷 侧. . . . ~ , 闷口. . . . . . .

1
。

6 测定结果

1
.

6
.

1 样品测是
( 1) 苹果原汁

样品 编 号 样品来源

1 1

14

1 8

2 2

少东五莲食品 厂

山 东五莲食品 厂

山东五莲食品 厂

山 东五莲食品 厂

山东乳山果汁厂

1一 4

6 , 飞0

1 2一 1 3

1 5一 1 7

1 9一 2 1

A

山 东五莲食品厂

山 东乳山 果汁厂

市售霉烂苹果 自絮!

B
l
- 霉烂
经 自

苹果
然发

自制
酵

曲 霉素含量 …平均含量 }标准偏 差…变异 系数 } 。 二

, ,

矛企
门 ’

_

了
,
六 }

’ , 一七乳户 }
. ’ `

’

犷
月̀

李于 }~ 二豁
J

之
, ` } 附 注`稀 汁

: ; g / ` , }`
协 g /`) { S

、

D { (% ,
.

}
’ ” ’

俘

8 6
.

6
.

9 0
.

0
.

8 4
.

2 }
。 。 。

l
。 ,

!
。 ,

’

}
。 。 。 一 。 一 二 } 6 己 一 U } 乙 . f 1 0 一 1 }

兑竺,三上止竺生竺— }一

—
一一

—
!—

- -

一
}

—
—2 9

。

8
。

2 7
。

2
。

3 2
。

2 } 。 。 。 l 。 ,

} , n }
。 , 。 一 。 . 福 } 乙 沙 . 0 { 乙 . 1 } 了 . ` }

三二旦丝少生生竺一一 }

—
}

—
}

—
}

—
2 4

。

4
。

2 7
。

4
。

2 6
。

7 }
。 。 ,

}
。 ,

】 。 。
!

。 。 , 一 。 二

人 } ` 0 . 任 】 ` . 1 } 0 . V I

`兰二鱼上兰生竺主一一
一

}

—
}

—
}

—
!

—
8 6

。

8
。

9 2
。

0
。

1 0 3
。

{ 。 。 。 } 。 , } 。 八 }
。 . 。 。

。 ` 。 , .1 U O . 己 } O . J } 0 . 廿 }

色= 些竺丝二生鱼丝 }

—
}

—
一}

—
{

—
1 2

。

5
。

1 3
。

8
。

1 1
。

5 1
, 。 。

l
, 。

}
n :

}

一
{州华

一

…州一一

竺…习二1二…一一 堂翌一…一…一{一1兰卫丝里
木检 出 } 一 } 一 { 一 1

(2 ) 其它样品

样 品 名 称

菠萝晶
`
1

.

2

山渣原汁
’

1

.

2

山渣浓桨
’
1

.

2

样 品 来 源
棒曲霉素含量

稀汁
、 件g / 1 )

广州市桥糖果厂 未检 出

河湘兴隆茅山

果品加工厂
未检 出

山东酒厂 未检 出 柱层析纯化

鲜桃晶
’
1

.

2

常熟天 然饮料食品厂
未检 出
痕量 < 2

草 毒 晶
’
1

.

.

2
常熟天然饮朴食品厂 未检 出

利梨原汁
’
1

.

2

贵州雷山 饮料厂 木检 出

.
, , ’

l
攀工 木 酉 扔京果品食品厂 未检 出

月. 口目 . . , ` . ~ . . ` . 曰.

一
, . . .目 . . ~ .

J . , . . , . . , , . . . 留 . 门 . ;

~
。 . . . . . . . . . 认口. . . . . . . . . . . . 口 ,
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图 5为4 1号苹果原汁样品的色谱图
。

。

6
。

2回收率

样品 中棒曲霉素
( 协 g/ l )

加 标 量
( 件 g/ l )

刚得量( 协 g/ I )

7 8 1
。

3, 1 8 5
。

4

1 7 6
。

1 , 1 8 0
。

4

1 8 5
。
4 , 1 7 5

。

2

回收率 (% )
平均回收率

(% )

未检 出 1 9 2
。

3 9 3
。

7

未检 出 1 1 3
。

3

8 9
。

8 ,

9 4
。

8
,

9 9
。

8

9 5
。

9

9 1
。
9

7 9
。

3 ,

8 3
。

7 5

8 8
。

1

8寸
。
6

8 1
。

1 8 3
。

4

未检 出 6 7
。

2

62
。

8 , 6 4
。
4

6 2
。

1 , 5 4
。

2

5 6
。

0 , 5 3
。

8

9 3
。

4 ,
9 5

,

8

9 2
。

4 ,
8 0

。

7

8 3
。

3 , 8 0
。

0

8 7
。
6

未检 出 3 6
。

8 9 1
。

9

回收总平均值 8 9 , 2%
。

图 6 ( 1 )
、

( 2 )
、 一

( 3) 为不同水平加标回收的苹果汁色谱图
。

犷|陌日
ó

阳叭

10 1 `1 1盆 ` 切 甩认 .

日日日日日日日日ǔ
。

测 定条件
:

色柱谱 协 ,

B o n d a p a k C
l , 3 ,

9 x 3 0 0

流 动 相
: 0 , 6% T H F / H

ZO
. 、

一
; 一

`

流 量 : 1
5
0% m l / m i n

入 2 5 4 n m

灵 敏 度
:

0
。

02 A U F S A T = 8

进 样 量
:

10 时

图 5 苹果原汁 14 号样品 的色谱图

图 6 ( 1 ) 样品号 1 7

,

刚 定条件 同图 5

原样品 中未检 出棒曲霉素

图
’

6 ( i ) 加标 3 e
.

s 协g / 1棒 曲霉

素的苹果
.

汁色谱 图
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PA 丁 U LI N

口 5
`

10 ml几

样品号8 未检 出棒 曲霉素

测 定条件同图 5进样量 5协 g/ 1

图 6 ( 2) 加标 1 2 9
。

3卜 g/ l苹果汁的色谱 图 图 6 ( 3)

U
_

艺
;一

’

协
.

考_ .

二

样品10 未检 出棒曲霉 素

测 定条件均同图 5进样童 5卜 g/ l

加标 1 1 3
.

3件 g/ l苹果汁的色语 图

1
,
6

,

忿 最小检测浓度
一

根据定义
:

灵敏度 S = A /平 / F
,

A为峰面积
. ,

W为进样量
,

F为流动相流速

检测限 cD
二 Z RN / S

,
「

R N 为噪音强度
。

矶为最小检测量
。

W尹
二 C Z·

.F YI / 2
·

D
。

C Z
为纸速倒数

,

lY / 2为半峰宽

最小检测浓度 cC
o` 秘产/V

,
V为进样体积

测得 S = 1 8 3之巨签0
.

4 6 2 0
.

名 x 1 0久 1 0
一 3 = 1

.

0 6 x l o 6

D
。 = 2 x 4 4 / 1

。

0 6 x 1 06 = 8
。

3 x 1 0
一 “

= 4 x 0
.

4 6 x 0
.

l x 8
.

3 x 1 0
一 , , 1

。
5 x 1 0一 5林g

_ 1
。

5 x 1 0
一 5

1 0
二 1

.

5卜 g /1

oc oc

WC

1
,
6

.

4 重复性 取标样的系列工作溶液定量进样
,

测得重复性如下表
:

.

此 值为积分仪打 印数据 , 灵敏度定义中的其它计算因予已由积分仪计算在内
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0 4 1

3
。
3 1

0
。
0 4 4

1
。

7 5

3
。
6 6

0
。

1 2 7

3
。

4 7

5
。

4 7

0
。

0 7 0

1
。

2 8

…
一!

…
1
.

!

…
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一
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Un
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2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

了 (协g /m l )

S
。

D

C
。

V ( % )

。
0 2 5

-

。

1 0

S
。

刀标准偏 差

测定条件
: M i e r o p a k M C H一 5 4 x 1 5 0 ( 5协 )

流动相 0
.

8% T H F / H
ZO 流量

入 27 6n m 灵敏度

C
。

V 变异 系数

1
。
0m l / m i n

0
。

0 1A U F S

2 讨 论

( 1) 食品的基质组分很复杂
,

定量采用 内标法有困难
,

故本方法采用标准曲线法 定 量
,

由棒曲霉素工作溶液制得的标准曲线线性关系良好
,

相关系数可达 0
.

9 9 9 5以上
,

线性范围很

宽
,

从 0
.

8一 3 4
.

4 3协g / m l
,

最小检测浓度达 1
.

5协g l/
,

回收率可大于 90 %
。

( 2) 据文献介绍样品纯化处理有碱洗法〔 ”̀ , “ , “ 4 ,

28] 和柱层析法 〔2“ ,

到两种
,
本实验 比 较 了

这两种纯化方法发现用碱洗法处理的样品
,

色谱图上杂峰少
,

纯化效果好
,

柱层析处理的样

品色谱上杂峰较多碱法纯化步骤简单
,

洗涤浓缩整个过程不超过半 h
,

柱层析法步 骤 多
,

先

后共需约 3 h
,

碱法纯化
、

碱洗时间长短
,

温度高低
,

都会影响棒曲霉素的稳定性
,

.

从而影响

测定结果的准确性
,

而柱层法对棒曲霉素的稳定性基本上无影响
,

柱层法溶剂用量多
,

甲苯

有毒性
,

碱法用碳酸钠溶液对人体无害
,

但层析法中层析柱只能用一次
,

重复使用时
,

柱效

下降
,

纯化效果变差
。

( 3) 碱洗时间
,

碱液浓度 与蒸发温度对测定结果的影响 棒曲霉素结 构 中 的卜内 醋 在

O H作用下发生水解而开环
,

碱洗时间长或碱液浓度大都有利于此水解反应的进行
,

蒸发 温

度的升高可加快此水解反应速度
,

所以适 当降低碱浓度和碱接触时间
,

降低蒸发温度都可增

加棒曲霉素的稳定性
,

提高其回收率
。

(4 )本方法与 A O A C法的比较 1 9 8 4年 14 版A O A C分析棒曲霉素的标准法 12“ 1仍采 用 硅
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胶柱层析纯化
,

薄层色谱法
,

今就 A O A C推荐的薄层 色谱法与本方法的优缺点大体 比较 如

下表
:

方 法

样品预处理 步骤

}
A O A C标 “ 法 ( T L C法 ,

本方 法 ( H P L C )

革取
、

脱水
、

柱层析纯化浓缩

测 定 方 法

分 析 时 间 约 s h

分 离 情 况 斑点有重重象严现较等扰尾干拖质或杂叠

准 确 性

线 性 范 围

半定量
,

有可能假 阳性检 出
需作进一步确证

约 2 0件g / l

( 1) 碱洗法
: 革取

、

碱洗
、

二次浓
缩

。

( 2) 柱层析法
:

同A O A C法

(1 ) 色谱分离
( 2) 根据峰面积

,

标准曲线定量

城洗法 < 1 11

柱层析法约 3 11

与相邻杂质峰完全分开
,

分

离度 > 1
.

5

可准确 定性
,

定量
变异 系数 小于 10 %

0
。

8一 3 4
。

4 3协g / m l

~ 1
。

5卜g / 1

~ 9 0 %

限率测检 收回

由表列 内容可知
,

本方法在分离情况
、

分析时间
、

准确性
、

检测限等方面都优于 A O A C

法
。

(5 )本方法与国外文献介绍的方法比较 本方法在 F or b i ot 〔’ ` ’

和M ol le r 〔28] 工 作 的 基 础

上
,

在碱浓度
、

碱洗时间
、

浓缩温度及流动相组成等方面作了改进
,

经过如此改进后的方法

在分离度
、

检测 限与回收率等方面都有了明显提高
,

今就分离度等三方面作比较于下
:

分离度 采用本方法的分离条件
,

并用与 F o r b i ot 法相同的色谱柱和高压液相 色谱仪
,

得苹果汁的色谱图如图 7
,

与 F o r b i ot 提供的色谱图 (图 8 ) 比较
,

本方法所得的色谱峰 峰形

尖陡又窄
,

基线稳定
,

棒曲霉素峰与相邻峰的分离度大于 2
.

8
,

分离 完 全
,

而 在 F or ib ot 的

色谱图上峰间分离度小于 1
。

检测限

M o l l e r法 [ 28 1 F o r b i t o 法 [川 本 方 法

检汉呀限 (卜g / l )

本方法的最低检出浓度低于文献报道值
。
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P A TU LI N
.

s u` / L

么一,I口白V头

0 “ 一
’

6
-

一 一 10 芯她

演lJ定条件
: “ B o n d a p a k C

, 8
( 8一 1 0件 )

3
.

9 x 3 0 0柱 ( W
a t e r s )

流动相 : O
。
6%

`

f H F

入* 2 5 4 n m

灵敏度
: o

.

o Z A
.

u F S

积分仪 : A r = 4

图 7 加入 3 6
.

8协g P a t u l i n / 1的苹果汁 色谱 图

回收率

汉l]定条件
: 协B o n d a p a k C

:。柱 ( W a t e r s )

流动相 : 0
.

8% T H F 水溶液 (含 O
。

02 %

叠氮梦 )

流 量 : 1
.

0 m l / m i n

久: 2 5 4 n m

灵敏度
: 0

。

01 A u F S

图 8 加入 3 0件 g P a t u l i n / l的苹果汁色语图

F o r b i t o J
.

A O A C 6 8 ( 5 ) 1 9 8 5 [川

方 法 M o l l e r法 F o r b i t o 法 } 本
·

方 法

加标量 (卜g / 1)

平均回收率 (% )

变异 系数 (% )

5 t r a y 带 [27 1

1 0
。

4一 2 4
。

0 0

8 2
。
6

1 0
。

4一 5 1
。

8

7 0一 7 5

2
。

8

1 0
。

4一 4 1
。

6

> 7 5

1 4
。

0

3 6
。
8一 1 9 2

。
只

8 9
。

2

4
。

6

. 柱层析纯化

本方法所得的回收率高于相近条件测定的文献值
、
偏差小

, 回收稳 定
。

3 结 论

( 1) 本方法通过正交试验法及各项条件试验确定了样品处理与定量测定时的各项最 优 条

件
,

达到了灵敏
、

快速
、

准确的要求
。

(2 )本方法具有满意的回收率 (一 90 % )和重复性
,
变异系数小于 10 写

,

棒曲霉素浓 度 与

峰面积间有良好的线性关系 (Y = 0
.

9 99 5)
,

最小检测限约 1、 5一 2
.

0卜 g l/
。

( 3) 用本方法测定同类样品时
,

因果品品种
、

产地
、

收获季节
、

堆放时间和条 件
、

加 工
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情况
、

成品贮藏条件以及色谱柱与试剂性质等的差别
,

有可能在同一测定条件和同一分析仪

器上
,

测得的色谱图形不完全相同
。

( 4) 应用本方法测定了 10 类样品
,

其中国产苹果原汁样品 22 个
,

发现部分国产苹果 汁 中

有棒曲霉素
,

也有一些样品其所含棒曲霉素量已超出世界卫生组织 ( W H O )规定的限 量
,

这

说明国产苹果原汁在加工时
,

原料中混进了霉烂次品
,

其它大多数果品加工食品尚未发现受

棒曲霉素的污染
。

( 5) 本方法流动相采用 0
.

6一 0
.

8% 四氢映喃 ( T H F )水溶液
,

实验证明
,

用这种流动相在

使 5怒基
一 2 `糠醛 ( H M F )与棒曲霉素的分离问题上

,

比用纯水作流动相具有 更 多 的 优 点
,

但流动相中
,

T H F的含量应适 当
,

T H F量过小或过大都会引起棒曲霉素色谱峰 的 前 后 位

移
,

棒曲霉素峰的前后位移会与其前后杂峰靠近
,

导致分离度降低
。

( 6 )本实验中使用了W
a t e r s 5 1 0 V a r i a n 5 0 0 0两台高压液相色谱仪和卜 B o n d a p a k C :。 、

M i
-

。 r o p a k M C H “ 5两支色谱柱
,

并采用了 27 6和 2 5 4 n m两种检测 波长
,

这样有便于基层单位根据

本单位条件选择应用
,

对于只具有定波长紫外光度检测器的高压液相色谱仪一般可 选 用 25 4

n m
,

选用 2 5 4 n 贝时的灵敏度约低于2 7 6 n m测定时的 32 %
,
但与相邻杂峰的分离情况 仍 令人

满意
。
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