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TLC及HPLC测定红曲产品中的桔霉素
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摘要：阐述了定性致定量测定缸曲产品中桔霉素含量的几种方法．采用板层析(TI。C)。在点样量

为1 mL、点样长度5 cm条件下通过目观法，标准桔霉素溶液的最低检测质量浓度可遗0，2 mg／l，，

艇层姆可馋为定幢糗骚缸曲产品中转霉案番奇麓诬方法．握据缸曲睇嚣赣处理方法夏HP￡。C齄测器

的木霹，确定了霸套准确可靠薛定量检测方法．高技液霸色谣结合癸兜检瓣荀最低检穗{礁为0。60

ng．HPLC上群液最讯可捡溅蜒质量浓度舞0，t mg／L，杏0．1～10 mg／I，的质量浓建楚弱穗，椽准

辖霉素溶液秘臻量浓震与峰函耘秘巍褴美袭趣好，R2=0．998．缸薅秘品檐霉索酌灞定培萋重复娃

较好．

荚键词：薄板屡析；高教液相色谱；缸曲；桔嚣索

中圈分类号：Q949．32 文献檬识码：A

Analysis of Citrinin in Monascus Products by TLC and HPLC

CHEN Yunl，XU Oan。ton91，GU Yu—meil，Philippe BI。ANC2
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Abstract：The methods for the determination of citrinin contents in削jmfK#5 produets were deseribed

in this paper。The detectlng limit for the standard eitrinin solution is 0．2 mg／L when spotting lm|of

standard eitrinin onto TLC with the length of 1em by observing trader UV(365 nm)with naked eye．

Three types of methods were employed by using different HPI．C detectors and the pretreatment of the

samples，and two of them were found satisfied in recovery rate，repeatability test and acetlragy，The

{owest detecting{im“of lhe citrinin by}{PLe with fluorescence detector is 0，6 ng，The lowest detect一

{ng concentratio：tx of the eitrinin solution by t王sing HPLC遮8．1 mg／i。．+Fhe jinear relationship between

the contents of the standard eitrlnin and the peak area is satisfied with the value of Ro being 0 998．

Key words：TLC；HPLC；Monczscus；eitrinin
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关注．在禹辨，掣藏将掊霉素俸为食晶污染的严格

控懿接挺，为拽臻辨辩学塞已摸索感一些定性、定

量溅定巷霉寰静努法，魏薄板层橱法、厦糖高教滚
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相色谱法络台荧光梭测法、高效液相色谱淡(紫外

俭测)及酶免疫法等．据Blanc等报道【l，⋯．红曲液态

发酵液经酸化、攀敢厝，有机褶用磁胶60制静性薄

援墨辑，袭紫纷灯(x=350 rim)下定性褴潮痰禧霉

素，将含括霉索的娃娃取下，用溶剂溶出，辩进行高

效液枢色谱的定爨测定，采用的热谱键为C；。Nu—
cleosil column．戮攀簖．承为流羲鞠送行梯震洗脱．

日本的红曲色素样晶经离子树脂吸附法处理后进

行HPLC的测定，此法以V乙腈：V水：V篓氟己酸=

100：100：0 t为淡动糕，色谱柱巍化学蜒会的ODS

≤5 Hm)(个丸遴僚资瓣)．蘅兰研究者Monica

Sahater报道的方法”j，是用氯仿。甲醇溶泼(v氯债：

V￥#=50：50)萃敬缝燕米糕，萃取糖经滚缭蒸发，

无需采滔校壤斩，撼硐流动据溶解厢，簋接粥HPI，C

定量，流动相为V磷瞬：V己腈：V鼻谢醇嚣75：25：5(混

合液pH为2，5)，色谱拄是Deactivated Chmmspher

B酶免疫法溅定搪繇索辩含量，灵敏霾蕊，毽嚣霉

试剂债格器舞，测试赞用较高

在我匿，缒曲中楼霉素的测定是一个薪魏课

题。两置我黧瓣荭魏声鑫中色素客最菇，穗对捂霉

素的含量较低，测定德度较大．因而建立瓤稿产品

中锆霉素检测的标准方法非常有必鼹

1靖辫与方法

1。1红曲样品

实验室蠹翻数中、法等蓬蔽集褥戮．

1．2桔霉素的测定方法

1．2．1红曲米预处理方法

先后采餍r 3枣|l不同曲羲娃蠼方法．方法l秘

2在孛国袋弼，方法3在法国栗弼。方法1每方法2

都采用了校朦析裙疹分离色素．筐粼者的警要区别

是藏者栗耀T 2敬60℃承浴浓缭，厝者来缀浓壤；

方法3采掰蠹室低溢(40℃)浓缩，柬避行扳屡析

方法1在50mI。离心管中，称取红曲米粉3．0

g，加八V艺腈(或甲醇)：V硫酸f20％)篇99：1的混台溶

液20～30 mL，怒声渡处理15 min嚣．毒心魏圭清

楚(3 000 r／rrlin，20m汛)，重复共3次。攀取液合并，

60℃水浴浓然至千，加甲酵溶解，取l。0～2，0 mI。

点撵遗行锻堪褥．红熬米粉质量诤为u，，承辫磊蒸

干物的甲醇溶解液的体积计为v，，点撵撼汁为

V2，

方法2离心翦的方法同方法i，毽离心藏屡露

豫重，离心磊掰乙骑(我币醇)孙足簌凌爨，穗匀，离

心(3 000 r／min，20 rain)，用移液管精密蹙取t，0～

2、O mL上清液．用于税藤析堇【曲米粉质量计为

w，萃取液体积计为v1．

方法3在50 mI，三角瓶中，称入红曲米粉0 l

--0，5 g《睾辇龟素及穗霉素食繁瓣定)，蔫荦醇一懿傍

溶液(v《辣：v氯仿=1：1)分3淡萃取，每次萃取对，

农磁撼拌下持续1 h．攀取滤台并，用旋转式冀意蒸

发器(Buch；1Rotavap。r R。t34)礁∞℃蒸发享予，奔i

甲醇溶解，稀释后，直接阁HPI．C测定

1．2．2薄板层析(TI。C)

潮板：H-60硅腔(毒黯海洋诧工集匿产)与

0+5％羧率蕊纤维素溶液混合+铸摄禹置于100℃

滔化30 rain．将活化的礁胶搬放入0 5 tool／!。的罐

酸爷醇溶液中浸渍l rain，鸯然藩予，蒜∞℃活讫l

h+嚣予平燥器内备用

点样：将样品点成一赢线，点上标准桔霉索(质

量浓度约20 rag／I，)，以确定腱开厩槠霉素的位溉．

溅最蠡择簿襁强，一般为l mI。

展野：罔展开莉v学荤：Vo敬己豫：V甲酸=了：3：i

壤开，紫乡卜灯下(x=350～365 nm)观察，德霉素酶

靛，：：0。7～0．8。显示淡赞惫荧港，将含禧霉襄游硅

胶刮下，露撩放在离心管中，分3次加入乙艄，过

滤，60℃水浴浓缩至千(与预处理方法1相同)或

采用预处理方法2，在板艨析的硅艘中。加‘定体秘

筑谱缱擎辩+麓超声渡疑攥5 mln厝恢复蠹俸躐，密

封静霞l h，吸取上清液，微滤瑶粼HPI。C测定

在法隧，还使用了一种窝照像熟带荧光显藏撩

承，屡轿扳郄使点样量撮步(100"I。以下)，也麓程

紫外灯下观察到桔霉素的斑点．

1．2．3 离敞液相色谱仪及色谱条件HP 1100液

秘色谱枝。惫谱桂l；Eclipse XDB Reversed—phase

Ci8，5 pm，D 4 5 mm×250 mm；流确榴1：V甲醇：V球

=55：45．麓磷酸调pH 4．0；捡测器：紫外检测嚣，^

=254 rt：rn；荧光硷溅嚣，^。=331 i3m+沁。=：500 nm；

瓶避：1．0 ml／rnin；柱温：28℃

2结慕与讨论

2．1薄板滕{5f『最低检测浓鹰

耀鱼制薄板层辑可避行砖霉褰懿定性检测，曼

方矮簿萃，德黪晌四素镁多．缓洼撵鑫中鱼素{!|穹多

少怒最主爱的影响因素，点样量的彩少往往由牿露

素禽盘的黼低而定如果将样品：集中点在 个最

上，蓉点撵撼太少，则无法蕊察到壤德素蛉存在，藤

点襻量太多又不羁分离，所秘祷襻晶羲在‘壹线

上．在20 cm×20口l的援±=(硅胶浆60 mI^点摊
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菠露凝攮筏涮竣整懿窭验对，露赣袭褒，当箕囊黎

滚嶷为0 2 mg／I。霹，穗开蕊，在紫终搿下扔麓露斟
辖姆紫的惫纹．

2．2辫熬液梧爨诺测定橼濑擦襟素溶液与雌瑟穰

的线性燕聚

2．2+l 采壤需盼检测器母栋准楼喾裳溶液与峰遗

积的袋挂羲襄藩惩蘩卦糗溅嚣，将箍霉素蠡准撵

避稽HPLC,粼寰，簿撵露赞滚菠磐剿舅2+5，5，12。

5，25。50，100 mg／L．以漳蕊袄为辍坚掭，话霉豢骚

量浓艇为骥坐标，结果觅圈l+程北楚飘内线牲是蕊

蘸艏，R2；0．9983．当桔辩索藤爨浓度为1 mglL

时，用紫外检测器也能够梭出．

篷1黎辨箍嚣辩摄建箍霉褰溶液斡疆霎攮壤与色谱

姆嚣靛豹线娃关系

F毽、l Th*{☆mr棚幽《蝻泽betwxtm攀稚area andthe

‘：ontettts of standa曲eileintn by 1】st秣Uv dete#*
撕r

2．2。：采并1荧光检测器时标准桔霉索溶液与峰曲

积的蠖性奘毫

凌予茨兜缝舞器戆菱镀发蕊，将穗霉素稼撵爨

壁滚发努潮耩鞲势0、1，0。2。8。s，l，§，5，0，掩+8

mg／I。+疆蜂筒积菇缴叠髂，牯霉褰鼹嚣浓度为横嫩

参示．越荣忍辫2．张这一莲爨肉蠛拣荧系良好，震2；

0 9980，

耋
娄
S

霎
熏
襄

牿霉素质巅浓删／(mg几J

图#荧光槛测黠标准桔霉鬻滚滚的浓壤毒色谱蝰藤

器瓣辖性装蒹

鞭g*2糯l缸黼瞧磷娃蛾啦betweett辩睦3瀚鞠畦{瓤
∞撼en宅s of staRdard蛳{舛#i嚣酶#sing 8洳噼轴
eelll detec轴r

囊枯霉索援量浓度为0，l mg／L时，用荧光稔

濑器籀够捡凄。鸯紫静稔测器襁斑，荧光稔测嚣鹩

荧羲袋撵蔫了{O僚+与澄静缀毒基零耩魏。

紫}}菠浏器逑合手溺定疆霉豢激囊鹋褒姻释

黼，僚魏素对冀村～定的干扰作用，菪截辫分鬻不

好，较雅鄹断穗撼黎的磁媾。霹采耀荧觉检测，旗搴

匕不存在色素干扰，灵敏艘离．

2．3鑫效液撩鬯落法测定橡罐桔霉綮的鼹低捻测

羧

在上述高教滚辐惫避豢舞下≤袋礤荧毙蹙溺

嚣)，驻两待信噤磁计，标准旗霉素骛簸德裱灞罐为

0。60 ng．

0+4标准秸颦豢的圈牧率

实验中发现，巍采用预处理方法1处骥同～样

鼯辩多个乎{亍撵醛，HPI。e分耩所得剿簿钴聚链往

穗夔投戈．嚣袋瓣方滚2酶赣暴露袋凳绫⋯。其鞭

辫蹙嚣秀襻磊薹亟拳敬蕊熬霸转磐，造艘糖髯豢损受

较大．为此作者聚耀了两种方法测定檬准嵇霉豢溶

滚的黧段率一耪魁热热处理法，一静魁不糯热她

理法．均采用荧光橡洲嚣检测．

2．4，1加热处魈法 将标穗桔霉索溶液点掇。经

挺篷麟后，巅下娃驳，瘸擎酵努3探孳取醴黢中媲

结霉索，3玫摹琏液合井瑟，褒承器@℃蒸麓，浓媾

至⋯窘髂积后，爝翠瓣寇套，皴滤磊臻HPLC涮邂．

劂收率妇表1膨琢．此法与样品预处璎涤l槲假，国

魏{正鹾拍热洼始避时恭麟豢的擐失较大+斌榉参反

转穆也造成损失．

裘l加热姓蠛法糍攀榛霉素溶藏静秘牧窜

Tab；I The reeove掣'rate日}the sl{mdard citrinlrl 0mI㈣{#％{一
蝴谤evapo}aliotl戢辅℃

编号雠揪稽霉．gg黎髂!(mg涟的tL)艟黧霰ra素鳃g／，)侧妒7
ZKl，17．6

ZKl．17～7

gKt．i7．嚣

ZKi+i?，擘

ZKt。i7。髓

l

5

{n

∞

50

0 4248

2．576

5．578

1{，769

35。135

42 48

5I。48

55 78

58 84

70 27

2+4．2苇加热鲰艘法

将标准桔谋裟溶液点板，经板层析脯，刚下硅

胶，期八5 mI。甲髂艏礤趋声波处理，然霹嬲甲髂檄

爱舞嚣f髂积。嚣懿。敏主渣渡，激滤后进行黼羧菠耀

瞧游翁定量瓣定．稀敢警霹裘2新示。

t黢囊与样箍焱妊释法2裙骰．襻菇ZKt、17一勰

静燃l|雯攀力2啦．s筠，可携楚巍于含量震髓，HP[，C

检测时基线不稳．邋碱蜂筒秘计算有误，部分榉晶

：蕈

擀

㈣

㈣

g

6

《

2

蒜鞋嚣l|蒜嚣辩嵇猫麟撼
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固收率超过100％可能是因为误差所致．不加热处

理的回收率有明显提高，因此，采用荧光检测时，待

测试样中掊霉素质量浓度一一般应拄翩在1 5～10

rag／L之『霹

表2不加热处理法2标准撼霉豢溶液的回收率

Tab．2 The recovery rate of the standard citrinin without

heating treatment

嫱皂 标准桔霉索溶液的 测得摧霉索的 回收率／
钢’
质僚浓度／(mg／L)震量浓度／(mg／L) ％

ZKl—17—20 0 4 1 130 282 5

ZKl，17，2l

ZKl，17．23

ZKl．17-24

2

8

10

2．073

8 616

9 290

103 65

107 70

92 86

2．5离效液耱色谱测定的精密度试验

对标准拮霉索进群精密度试验用质量浓度为

12 5 mg／[．的标样重复避样5次，RSD=0．001(采

用紫外检测器检测)

对低搐霉素含量及高桔霉素禽量的样品测定

进行重复性试骏(预处理方法2，荧光检测)

wM+971跫一株低产桔霉索的菠种，用此菌株

生产的红曲米经萃取、薄板屡椒后用HPI。C测定，

重复5次，结果见表3．低桔霉素含黉的样品定量测

定的熏复性较好

裘3低桔霉素含量样品的测定结果

Tab．3 Analysis of eitrinin at lower concentration

编号 桔霉素质量浓度／(mg／L)

WM，971，1

WM，971．2

WM．971 3

WM一97l一4

WM，971。5

3 233

3 568

3 648

3 874

3 852

ZH 12是一株高产桔霉素的菌种，用此菌种生

产的经曲米经萃取、薄板层柄后耀HPI。C测定，重

复5次，结果觅表4．

表4高桔霉素含量样品的测定结果
Tab．4 Analysis of citrinin at higher concentration

编号 秸霉素质量浓度／(mg／L)

1858 68

2105 90

216l 13

1936 55

1887 13

高桔霉索含嚣的样品的定量测定的重复性不

太好，这可能与色素的存在有关色价较高的红曲

产晶往往桔霉素的含量也较高，有的样品经萃驭、

薄板层析以后仍然带色素，这对HPI，C的测定有一

定的干扰．因此摹敬时样品磺缀可遗当减少，试样

适当稀释蹙必要的

2．6样品分析

2．6．1 高效液相色谱结合紫外检测

将自涮的红蛹米粉经预处理和板屡析后，再进

行高效液相色谱分析，采用紫外簸测器，色谱翻觅

图3．

t／rain t／rain

标准桔霉素色谱鞫 样品桔霉鬟色谱黼

飘3紫外检测桔霉素色谶强

Fig．3 The chromatogram of citrinin using UV detector

标准桔霉索样品哟保霞时闻为7 023 min，样

品中秸霉素的保留时I鼋为7 074 min．(流动相中甲

酵比倒商于材料与方法中所述的条件)；由于桴品

经过预处瑗和板屡析的初步分离，注入HPI，C的样

品中杂质含量大为减少，对拮霉素检测几乎没有干

扰但如果采藤紫终检测嚣，且不对样品进行板层

析．则红荫样品中的色索对秸霉素的干就很大

2．6．2高效液相色谱法结合荧光检测

将鑫削的红睦米粉经预处理相板屡析岳，用

HPI。C检测，色谱图见图4．

标准棱霉索样品的保留时间为12。190 min，样

品中撼霉素的儇留时闻为12 306 min，

采用荧光检测器，由于槠霉素本身具有在激发

态下产生荧光的特性(x。。。331 i2m，x。。=500 rim)，

而其它色素在这⋯波长范尉内不具备激发荧光的

条件，因而即使不对样品进行板层析处理，蠢接进

样，精霉素的测定也不受予扰而且荧光检测的灵

敏度较高，弹晶只需经过简单的萃取，稀释倍数较

大也可观察到出峰，可进一步减少色素可能引起的

干扰．
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Fig·4 The chromalogram of citrinin using fluorescent detector

爝摄屡柝法可初步判断级懿产最中是否含有

磕霉豢，佟巍一穆定性方洼憝霹抒鲍．定量努辑戆

霉素酌几种预处理方法中，方法1由于糖热处理囊

样品多次转移所造成的损失较大，因而回收率低，
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