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检测分析

高效液相色谱法定量检测玉米油中玉米赤霉烯酮的

溶剂萃取预处理方法研究

朱文倩，黄健花，金青哲，王兴国

（江南大学 食品学院，江苏省食品安全与质量控制协同创新中心，江苏 无锡 ２１４１２２）

摘要：研究了高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）定量检测精炼玉米油中玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）的溶剂萃取预
处理方法，优化了溶剂萃取预处理条件并进行了方法的评估。结果表明：溶剂萃取预处理的最优条

件为乙腈－水（体积比９∶１）混合溶液萃取、料液比１∶４、超声萃取时间２０ｍｉｎ，该萃取预处理条件可
实现ＺＥＮ准确定量测定，检出限达４．５μｇ／ｋｇ；１０、１００、１０００μｇ／ｍＬ加标水平下的加标回收率分别
为７７．９％、１０５．７％、９５．０％，相对标准偏差 ２．０５％ ～８．４３％，优于传统免疫亲和柱净化预处理
方法。
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　　玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）是一种由镰刀菌属霉菌产
生的有毒代谢物［１］，具有免疫毒性、肝毒性和细胞

毒性［２］。玉米油作为玉米制品，在收获、加工、运输

等过程中易受镰刀菌污染产生ＺＥＮ。
目前，国内外测定食品中ＺＥＮ的方法主要有酶

联免疫法［３－４］、胶体金快速测试法［５］、薄层色谱

法［６］、液相色谱法［７－９］等。前３种方法多用于定性

检测，定量检测则以液相色谱法（ＨＰＬＣ）最为常用，

且常与免疫亲和柱（ＩＡＣ）层析［１０］、净化柱层析［１１］的

预处理方法结合使用。对于食用油中 ＺＥＮ的定量
分析，同样以 ＨＰＬＣ最为常用。我国食品安全国家
标准 ＧＢ５００９．２０９—２０１６规定食用植物油中 ＺＥＮ
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的含量采用ＩＡＣ－ＨＰＬＣ（荧光检测器ＦＬＤ）测定，但
该法检出限仅为１０μｇ／ｋｇ［１２］。ＩＡＣ－ＨＰＬＣ定量检
测受ＩＡＣ品质、操作人员熟练程度等影响较大，且
ＩＡＣ价格昂贵。近期有文献报道，不进行ＩＡＣ净化，
而采用溶剂萃取预处理即可采用ＨＰＬＣ进行玉米油
ＺＥＮ的定量检测，该方法采用紫外检测器（ＵＶＤ），
检出限达 ５．０μｇ／ｋｇ，具有良好的重现性，但由于
ＺＥＮ的等外响应较弱，导致该法所测定谱图峰形较
宽，峰高较小，信噪比不佳，ＺＥＮ质量浓度为１０００
μｇ／ｋｇ的样品对应峰面积仅为４０７．９［７］。

鉴于此，本文采用 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ进行 ＺＥＮ的定
量测定，探讨预处理对定量测定的影响。首先评估

了ＩＡＣ预处理对ＨＰＬＣ测定精炼玉米油（以下简称
玉米油）中ＺＥＮ含量的影响，其次优化了溶剂萃取
条件，并将其与传统的 ＩＡＣ进行了比较，为建立一
种简单、稳定的玉米油中 ＺＥＮ定量检测方法提供
基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

ＺＥＮ标准品（纯度不低于９９％），购自百灵威公
司；市售玉米油（国标方法和本实验方法均未检出

ＺＥＮ）加标配制成 ＺＥＮ含量为１０００μｇ／ｋｇ的玉米
油样品；某６个主流品牌的ＺＥＮ免疫亲和柱；乙腈、
甲醇均为色谱纯；吐温２０为化学纯；其余试剂均为
分析纯。

ＡＲ２１４０电子天平，梅特勒 －托利多仪器（上
海）有限公司；ＭｉｘＰｌｕｓ旋涡振荡仪；超声波清洗机；
ＧＴ１６－３高速台式离心机；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色
谱仪（ＨＰＬＣ－ＦＬＤ），美国安捷伦科技公司。
１．２　实验方法
１．２．１　ＩＡＣ预处理提取油样中ＺＥＮ

参考ＧＢ５００９．２０９—２０１６方法［１２］，将最后所得

过ＩＡＣ柱的甲醇洗脱液经 ５０℃氮吹后加入０．８ｍＬ
５０％甲醇水溶液复溶、混匀，待测。
１．２．２　溶剂萃取预处理提取油样中ＺＥＮ

玉米油样２．０ｇ，按一定的料液比加入萃取溶
剂，混匀后２５℃超声萃取，４８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
取上清液８ｍＬ，５０℃氮吹，加入１ｍＬ５０％甲醇水溶
液复溶、混匀，测定 ＺＥＮ质量浓度，计算玉米油的
ＺＥＮ含量和回收率。
１．２．３　ＨＰＬＣ测定ＺＥＮ含量

ＣｌｏｖｅｒｓｉｌＯＤＳ－Ｃ１８柱（５μｍ×４．６ｍｍ×１５０
ｍｍ）；流动相为乙腈－甲醇－水（体积比４６∶４６∶８）；
流速１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ；柱温３５℃；荧光检测

器激发波长２７４ｎｍ，发射波长４４０ｎｍ。外标法计算
得测定液中 ＺＥＮ质量浓度。同时进行空白实验测
定ＺＥＮ质量浓度。
１．２．４　ＺＥＮ含量的计算

ＩＡＣ－ＨＰＬＣ测得样品中 ＺＥＮ的含量，按 ＧＢ
５００９．２０９—２０１６［１２］计算。

溶剂萃取－ＨＰＬＣ测得样品中ＺＥＮ的含量按下
式计算：

Ｘ＝
（ｃ１－ｃ０）×Ｖ
ｍ×Ｖ２

×Ｖ１×１０００

　　式中：Ｘ为油样中 ＺＥＮ的含量，μｇ／ｋｇ；ｃ１为
ＨＰＬＣ进样液中 ＺＥＮ的质量浓度，μｇ／ｍＬ；ｃ０为空
白实验 ＨＰＬＣ进样液中 ＺＥＮ的质量浓度，μｇ／ｍＬ；
Ｖ为用于溶解氮吹后 ＺＥＮ的 ５０％甲醇水溶液体
积，为１ｍＬ；Ｖ１为萃取溶液的体积，ｍＬ；Ｖ２为用于
氮吹的上清液体积，为 ８ｍＬ；ｍ为称取样品的质
量，为２ｇ。
１．２．５　加标回收实验

玉米油中添加不同量的ＺＥＮ标准品，进行加标
回收实验，评估方法的准确度和精密度。配制 ＺＥＮ
质量浓度分别为１０、１００、１０００μｇ／ｋｇ玉米油。每天
选取每个加标水平的样品 ３份，进行溶剂萃取 －
ＨＰＬＣ定量检测，连续检测６ｄ，计算加标回收率和
日间精密度。

２　结果与讨论
２．１　溶剂萃取条件优化
２．１．１　萃取溶剂对ＺＥＮ萃取效果的影响

ＺＥＮ不溶于水，但溶于乙腈、甲醇等有机溶
剂。因此，本文以不同体积比的乙腈水溶液为萃

取溶剂，在料液比１∶４、超声萃取２０ｍｉｎ条件下，考
察萃取溶剂对玉米油中 ＺＥＮ定量检测的影响。所
采用萃取溶剂分别为１００％乙腈及体积比分别为
９∶１、４∶１的乙腈水溶液，根据检测结果计算回收
率，结果如表１所示。由表 １可知，乙腈 －水（体
积比９∶１）的萃取效果最理想。
表１　不同萃取溶剂萃取玉米油中ＺＥＮ的回收率比较

萃取溶剂 回收率／％
１００％乙腈 ８５±３
乙腈－水（体积比９∶１） ９１±２
乙腈－水（体积比４∶１） ７２±６

２．１．２　料液比对ＺＥＮ萃取效果的影响
以乙腈－水（体积比９∶１）溶液为萃取溶剂，超

声萃取２０ｍｉｎ，考察料液比对玉米油中ＺＥＮ萃取效
果的影响，结果如图１所示。
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图１　料液比对ＺＥＮ回收率的影响

　　由图１可知，随着料液比的增加，ＺＥＮ回收率先
增加后降低。当料液比１∶４时，ＺＥＮ回收率最大，萃
取效果最佳，达９５．４％。
２．１．３　超声萃取时间对ＺＥＮ萃取效果的影响

在萃取液为乙腈－水（体积比９∶１）、料液比１∶４
的条件下，考察超声萃取时间对ＺＥＮ萃取效果的影
响，结果如图２所示。

图２　超声萃取时间对ＺＥＮ回收率的影响

　　由图２可知，当超声萃取时间较短时，随着超声萃
取时间的延长，ＺＥＮ回收率增加；但超声萃取时间超过
２０ｍｉｎ后，ＺＥＮ回收率逐渐下降。当超声萃取时间为
２０ｍｉｎ时，ＺＥＮ回收率最大，萃取效果最佳，达９５．５％。

综上所述，采用溶剂萃取预处理的最优条件为：

乙腈－水（体积比９∶１）混合溶液萃取，料液比１∶４，
超声萃取时间２０ｍｉｎ。
２．２　溶剂萃取－ＨＰＬＣ测定ＺＥＮ的效果评价
２．２．１　测定谱图

溶剂萃取后ＺＥＮ的色谱图如图３所示，该图同
时给出了ＩＡＣ预处理的色谱图。

图３　ＩＡＣ－ＨＰＬＣ和溶剂萃取－ＨＰＬＣ定量检测
玉米油中ＺＥＮ色谱图

　　由图３可知，预处理方法并不影响ＺＥＮ的出峰
时间。与ＩＡＣ预处理相比，溶剂萃取后的色谱图中
有一相邻杂峰，但该峰与ＺＥＮ峰实现很好的基线分
离，不影响 ＺＥＮ的定量检测。因此，采用溶剂萃取
预处理即可保证后续ＨＰＬＣ分析的有效分离检测。
２．２．２　检出限和定量限

以５０％甲醇水溶液为溶剂，分别配制 ０．０２５、
０．０５、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．７５、１μｇ／ｍＬ的ＺＥＮ
标准溶液，进行 ＨＰＬＣ分析，以质量浓度（ｘ）与峰面
积（ｙ）绘制标准曲线，得线性回归方程ｙ＝１０８８５３０ｘ＋
９４１３．８，Ｒ２＝０．９９８９。

方法检出限以加标样品检测色谱峰信噪比

Ｓ／Ｎ≥３确定，方法定量限以加标样品检测色谱峰信
噪比Ｓ／Ｎ≥１０确定。根据线性回归方程，得到该方
法对于成品玉米油中 ＺＥＮ的检出限为４．５μｇ／ｋｇ，
定量限为１５μｇ／ｋｇ，优于国家标准所述ＩＡＣ－ＨＰＬＣ
的检出限（１０μｇ／ｋｇ）和定量限（３３μｇ／ｋｇ）［１２］。
２．２．３　回收率和精密度（见表２）

表２　ＺＥＮ在不同加标水平下的加标回收率

以及相对标准偏差（ｎ＝６）

加标量／（μｇ／ｋｇ） 回收率／％ ＲＳＤ／％
１０ ０７７．９ ６．２３
１００ １０５．７ ８．４３
１０００ ０９５．０ ２．０５

　　由表２可知，在１０、１００、１０００μｇ／ｋｇ加标水平
下，６ｄ加标回收实验的平均回收率分别为 ７７．９％、
１０５．７％、９５．０％，相对标准偏差为 ２．０５％ ～
８４３％，可见ＺＥＮ在不同添加水平均具有较好的回
收率和方法重复性。

为进一步评估本提取方法，将其与传统 ＩＡＣ方
法进行比较。含１０００μｇ／ｋｇＺＥＮ的玉米油样，分
别经６个不同厂家ＩＡＣ柱预处理后，进行ＺＥＮ含量
测定，所有实验平行测定５次，ＺＥＮ平均回收率为
８８．０％，ＲＳＤ为６．４７％。

显然，溶剂萃取预处理优于 ＩＡＣ预处理，溶剂
萃取－ＨＰＬＣ测得的数据可靠性优于ＩＡＣ－ＨＰＬＣ。
３　结　论

高效液相色谱法定量检测玉米油中玉米赤霉烯

酮的溶剂萃取预处理的最优条件为乙腈 －水（体积
比９∶１）混合溶液萃取、料液比１∶４、超声萃取时间
２０ｍｉｎ，该萃取预处理条件能实现 ＺＥＮ的准确定
量，检出限达４．５μｇ／ｋｇ；１０、１００、１０００μｇ／ｍＬ加标
水平下的加标回收率分别为 ７７．９％、１０５．７％、
９５．０％，相对标准偏差为２．０５％ ～８．４３％，优于传
统ＩＡＣ预处理方法。

２４１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ６
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