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摘要!目前"酚类抗氧化剂3M>m的常用检测方法存在前处理烦琐'耗时长'单次只能测定一个样品

的问题"因此亟需建立一种高通量'快速准确的检测方法% 为此"将高效薄层色谱!>i3C6#分离与

$"$ #二苯基#! #三硝基苯肼!Dii>#还原变色反应'图像像素定量分析相结合"建立了一种快速

筛检酚类抗氧化剂3M>m的方法% 在此基础上"以食用油'面包和蛋糕为代表性样品"验证所建方

法的实际应用性能% 结果显示*所建方法检测3M>m的检测限为 2" +/(.G+S!18 U/(,/#"定量限为

$7" +/(.G+S!2" U/(,/#"定量限低于 IM!2%"&!"$7 规定的使用限量!!"" U/(,/#$通过对比分

析"样品提取物中共存的背景基质对目标物定量的干扰可以忽略"证明了该方法具有良好的选择

性$目标物在 $8" =88" +/(.G+S范围内表现出良好的线性!!

!

j"&'9' !#$多次平行!( j1#测试和

国标规定使用限量水平附近的加标回收率测试结果证明了该方法具有较好的精密度和准确度% 综

上"该方法具有基质耐受性强'定量准确'简便可靠且分析通量大等优点"特别适合粮油食品中各种

抗氧化剂的快速定量筛查"具有凝炼成为相关领域国家标准的潜力和价值%

关键词!>i3C6$Dii>$3M>m$粮油食品
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US;NGd ;GdS;S*;3M>mPXc2" +/(.G+S(18 U/(,/)% ;NSH-U-;Gb̂ _X+;-b-*X;-G+ PXc$7" +/(.G+S(2"

U/(,/)% X+d ;NSH-U-;Gb̂ _X+;-b-*X;-G+ PXcHGPSW;NX+ ;NSH-U-;Gb_cS(!"" U/(,/) cOS*-b-Sd -+ IM

!2%" #!"$7&3NWG_/N *GUOXWX;-QSX+XH0c-c% ;NS-+;SWbSWS+*SGb;NSaX*,/WG_+d UX;W-R*GSR-c;-+/-+ ;NS

cXUOHSSR;WX*;G+ ;NS;XW/S;^_X+;-;0*G_Hd aS-/+GWSd% PN-*N OWGQSd ;NX;;NSUS;NGd NXd /GGd

cSHS*;-Q-;0&3NS;XW/S;cNGPSd /GGd H-+SXW-;0-+ ;NSWX+/SGb$8" #88" +/(.G+S(!

!
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WSH-XaHS+Scc% X+d HXW/SX+XH0;-*XHbH_R&3NSWSbGWS% -;-cOXW;-*_HXWH0c_-;XaHSbGWWXO-d ^_X+;-;X;-QS

c*WSS+-+/GbQXW-G_cX+;-GR-dX+;Xdd-;-QSc-+ *SWSXHX+d G-HbGGd% X+d NXc;NSOG;S+;-XHX+d QXH_SGb

aS*GU-+/X+X;-G+XHc;X+dXWd -+ WSHX;Sd b-SHdc&

D=2 E5?>3+>i3C6* Dii>* 3M>m* *SWSXHX+d G-HbGGd

55自由基链式反应引起的油脂氧化是造成食用油

以及面包!蛋糕等富油脂食品在加工储藏过程中品

质劣变的主要原因之一%其除了对感官产生严重负

面影响的酸败气味外%氧化过程中产生的副产物

(如醛和酮)具有潜在的致癌和致畸变毒性%对人体

健康危害极大" 为了抑制油脂氧化%延长货架期%通

常会向油脂和食品配料中添加一定量的抗氧化剂"

值得注意的是%大量毒理学研究结果表明过量的酚

类抗氧化剂可能对人体健康有严重的负面作用" 例

如+4*N-HdSWUX+ 等-$. 研究发现%丁基羟基茴香醚

(M>A)及其醌代谢产物在人体细胞内代谢过程中

产生的氧化应激可能是 M>A毒性和致癌性所必需

的遗传和细胞损伤的原因*高剂量叔丁基对苯二酚

(3M>m)会导致实验动物产生胃肿瘤前兆和 D@A

损伤-! #1.

*高浓度的 !%% #二叔丁基 #7 #甲基苯酚

(M>3)可作为动物组织中肿瘤的诱发剂或促进剂%

并且具有一定的致癌性-7.

" 在现有毒理学研究数

据的基础上%欧盟食品安全部发布了一系列法规

(D-WS*;-QS'8(!(L6% '7(18(L6以及 !""%(8!(L6)

限制酚类抗氧化剂的滥用%我国 IM!2%"/!"$7 也

对酚类抗氧化剂的使用限量(

&

!"" U/(,/)和应用

范围有严格的规定"

目前%酚类抗氧化剂的测定方法有很多%其中最

常用的是高效液相色谱-8 #%.

!气相色谱-2 #9.等柱色

谱法%尽管这些方法灵敏度和准确度高%但对样品前

处理要求较高%并且测定时间长%单次只能测定单一

样品%无法实现大量样品的快速筛检" 相反%仪器化

的高效薄层色谱法 (>-/N OSWbGWUX+*S;N-+ HX0SW

*NWGUX;G/WXON0% >i3C6)具有前处理简单!高通量!

兼容性好!快速准确的特点%是一种理想的替代方

法" 此外%>i3C6#Dii>联用法是酚类抗氧化剂

检测中极有潜力的一种简便的分析方法" KG*XUGWX

等-'.通过 >i3C6联合微量化学(Dii>!对茴香醛

和氯化铁)衍生化或生物化学(

!

#淀粉酶!乙酰胆

碱酯酶)衍生化快速评估了成分高度复杂的几种

植物精油的抗氧化活性!多酚含量和 A6NL抑制

活性" ?aWXN-U等-$".将 >i3C6色谱板用 EGH-+ #

6-G*XH;S_试剂衍生后联用 Dii>分析法成功应用

于测定苜蓿种子萌发 $$ d期间多酚含量与自由基

清除能力的相关性%并通过比较 1 种不同的图像

分析软件确定采用 ?UX/S[软件进行图像的定量

分析%其在精密度!准确度和灵敏度方面有着较明

显的优势"

在前期的研究中%我们曾提出了以>i3C6为平

台%结合光密度扫描仪对 Dii>显色结果进行扫描

定量分析的方法-$$ #$!.

%并将其纳入国家标准(计划

号+!"!"8"28 #3#7!7)中" 不过这一方法在实际

应用中遇到了仪器(光密度扫描仪)价格昂贵和通

用性差的问题" 使用数码相机对 >i3C6结果进行

数字化成像是其他色谱工具所不具备的独特优势%

这一分析方法不仅为分析者提供了关于色谱分离结

果最直观的视觉印象%也使得基于像素灰度分析定

量替代昂贵的光密度扫描仪成为可能" 目前%很多

专业的图像分析软件不断被应用到这一领域%其中

?UX/S[是一个基于 )XQX的公共的专业图像处理软

件%该软件不仅可以免费使用%并且操作简便!功能

齐全!兼容性强!可编程%因此是用于>i3C6图像像

素分析的理想工具"

本文创新性地建立了高效准确检测食用油!烘

焙食品中抗氧化剂 3M>m的方法%解决了酚类抗氧

化剂常规检测方法存在的问题%并且使用图像数字

化处理软件?UX/S[代替衍生硅胶板常用的 >i3C6

%"$
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定量搭配仪器光密度扫描仪%达到显著的经济节约

目的%为粮油食品中各种抗氧化剂的快速定量筛

查提供了方法依据%可推动相关快速筛检领域的

发展"

$%材料与方法

$&$5实验材料

$&$&$5原料与试剂

3M>m标准品(纯度q'':%分析纯)%中国上海

阿拉丁公司*3C6E!87 硅胶板 (分析型%序列号

>Y%$!$"9!'%规格 $" *Uk!" *U)%德国 JSW*, 公

司*面包!蛋糕(经实验测试确定未添加 3M>m)%江

南大学忆江南糕点房*稻米油!大豆油(经实验测定

确定未添加 3M>m)%江南大学国家工程实验室

提供"

$&$&!5仪器与设备

JM$"7L型电子天平%瑞士 JS;;HSW#3GHSdG公

司*6NWGUX4OWX0?型点样仪%自制*AD6#! 型全自

动>i3C6展开仪!3C6#c*X++SW1 薄层色谱扫描

仪%瑞士 6AJAI公司*DD2" 型 >i3C6成像仪%德

国M-Gc;SO公司"

$&!5实验方法

$&!&$5标准溶液的配制

精确称取($"&" p"&$)U/3M>m标准品%溶于

甲醇并定容至 $" UC%得到 $ U/(UC3M>m标准储

备液%置于棕色容量瓶中%在 7n冰箱中恒温避光保

藏%保质期 $ 周" 准确吸取 $ UC3M>m标准储备

液%与 ' UC甲醇混合%得到 "&$ U/(UC3M>m标准

溶液%需现用现配"

$&!&!5样品的制备

称取 $ /面包或蛋糕样品%与 8 UC乙醇混合%

将混合物在涡旋混匀器上振荡 $ U-+%然后以 8 """

W(U-+离心 8 U-+%取上清液%用注射器过 "&78

"

U

纤维素滤膜去除其中的固体微粒%备用"

$&!&15硅胶板预洗

实验中使用的所有硅胶板%使用前均需进行预

洗前处理" 取 $" *U k!" *U的硅胶板放于AD6#

! 型全自动>i3C6展开缸中%之后将 $" UC色谱级

甲醇从仪器上部两侧槽中注入展开缸%以其作为流

动相进行展开预洗%展开至硅胶板顶端后取出%最后

用薄层加热器在 $!"n下干燥 !" U-+%降至室温后%

用锡纸包装并保存于密封袋中备用"

$&!&753M>m的检测

$&!&7&$5>i3C6分离

为了获得定量且可控的点样结果%样品溶液和

标准溶液都通过薄层点样仪在 "&8 JiX氮气(载

气)的协助下以条带状吹扫到硅胶板上" 具体参

数+条带宽度 % UU%距离硅胶板底边 9 UU%进样速

度 $""

"

C(c%预排体积 "&!

"

C" 第 $ 个条带中心距

离硅胶板左边缘 $8 UU%所有条带间距通过软件自

动计算得出" 点样结束后%将原点区域于 8"n干燥

$ U-+以除去残留溶剂" 点有样品的硅胶板在全自

动>i3C6展开仪中进行色谱分离" 色谱分离条件+

相对湿度控制时间 8 U-+%硅胶板预平衡时间 $"

U-+%流动相为乙酸乙酯 #氯仿 #无水乙醚(体积比

$o9o$)%展开距离 9" UU" 待流动相前沿到达预定

高度%展开过程自动停止" 此后%将硅胶板取出%放

在 8"n薄层加热器上烘烤 1 U-+%使得残留在硅胶

板上的流动相溶剂挥发"

$&!&7&!5Dii>还原变色反应和成像

将完成色谱分离后的硅胶板通过自动浸渍装置

浸入Dii>衍生液中%移动速度 1 UU(c%停留时间 1

c" 然后将蘸有 Dii>衍生液的硅胶板置于避光处

反应 !" U-+" 当硅胶板的红棕色背景出现明显的浅

黄色抗氧化剂斑点后%使用配备佳能 LB4 2""D相

机的成像系统对衍生后的硅胶板进行成像记录%

相机参数设定为白光底部透射光源%自动对焦和

校正"

$&!&7&15光密度扫描定量分析

拍照成像后%使用薄层色谱扫描仪进行光密度

扫描定量%扫描参数设置如下+吸光模式%氘灯和钨

灯%激发波长 !8! +U%光栅 1&"" UU k"&1" UU

(J-*WG)%扫描速度 !" UU(c%分辨率 $""

"

U(c;SO"

数据采集和处理均使用e-+*X;c软件($&7&7 版)"

$&!&7&75?UX/S[图像分析软件定量

拍照成像后%用?UX/S[软件打开所得图像%将

所需的轨道由#矩形$选择工具勾画出来" 轨道宽

度应进行调整%以保持均匀的带厚度" 通过使用

#A+XH0.S$下拉菜单%然后选择 #ISHc$%最后选择

#iHG;HX+Sc$选项来生成斑点线条轮廓图" 使用

#4;WX-/N;H-+S$选择工具绘制所需峰的基线" 为每个

峰定义封闭区域后%使用#eX+d ;GGH$测量峰面积"

?UX/S[数字化图片处理流程如图 $ 所示" 计算出

峰面积与3M>m浓度之间的线性关系式%进一步计

算出样品中3M>m的含量"

2"$
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5注+(X)E-HS#BOS+ 扫描图导入软件*(a)A+XH0.S#ISHc#

4SHS*;b-Wc;HX+S(4SHS*;b-Wc;HX+S)界定目标区域 $(!!1!7!8)*

(*)A+XH0.S#ISHc#iHG;HX+Sc生成斑点线条轮廓图*( d)

4;WX-/N;H-+S选择工具绘制基线%eX+d ;GGH测量峰面积"

图 $%#80<=a数字化图片处理流程

&%结果与讨论

!&$5>i3C6分离条件的优化

在>i3C6分离中%对硅胶板分离效果评估的方

法一般是目测检视法" 本研究采用AD6#! 型全自

动>i3C6展开仪进行薄层色谱展开%全自动化的预

饱和硅胶板平衡有效避免了#边缘效应$问题" 按

$&!&7 方法%使用不同流动相进行 >i3C6分离条件

优化" 结果表明%在流动相为乙酸乙酯 #氯仿 #无

水乙醚(体积比 $o9o$)时%3M>m的比移值(!

b

)为

"&%$%同一轨道上的目标物质与干扰杂质能够实现

良好的分离" 因此%选择乙酸乙酯 #氯仿 #无水乙

醚(体积比 $o9o$)为流动相" 图 ! 为在最优流动相

条件下%按 $&!&7 方法将 "&$ U/(UC3M>m标准溶

液依次点样 $&8!!&8!1&8!7&8!8&8

"

C%得到的

3M>m标准溶液薄层展开图及?UX/S[生成的峰图"

图 ! 中 $ =8 斑点分别对应 3M>m标准溶液 $&8!

!&8!1&8!7&8!8&8

"

C的点样量" 由图 ! 可见%

3M>m标准溶液经 >i3C6分离后%再用 Dii>浸

渍%Dii>均匀分布于整块薄层板上%含有 3M>m的

区域(图 ! 中间变色区域)由浅紫色变为浅黄色%而

其他区域则保持浅紫色不变"

注+ $ =8 3M>m浓度分别为 $8"!!8"!18"!78"!88" +/(.G+S"

图 &%MQP̀ 标准溶液薄层展开图%0&

及#80<=a生成的峰图%A&

!&!5定性分析

采用目测检视法进行定性分析" 目测检视法可

以获得关于>i3C6分离效果和目标物浓度范围最

为直观的印象%是最有效的评估方法" 不同样品薄

层展开图及光密度扫描峰图如图 1 所示"

5注+$&面包样品 $* !&面包样品 $ h3M>m标准溶液* 1&面包样品 !* 7&面包样品 ! h3M>m标准溶液* 8&3M>m标准溶液

("<$ U/(UC)* %&蛋糕样品 $* 2&蛋糕样品 $ h3M>m标准溶液* 9&蛋糕样品 !* '&蛋糕样品 ! h3M>m标准溶液* $"&3M>m标

准溶液("&$ U/(UC)* $$&大豆油样品* $!&大豆油样品 h3M>m标准溶液* $1&稻米油样品* $7&稻米油样品 h3M>m标准溶

液" 样品h3M>m标准溶液为 $ /样品%"&8 UC的 $ U/(UC3M>m溶液与 7&8 UC乙醇混合提取液" 点样量 7

"

C"

图 '%样品薄层色谱展开图%0&及光密度扫描峰图%曲线部分&

55由图 1 可知%未添加 3M>m的面包!蛋糕样品 中%3M>m位置无明显信号产生%且光密度扫描结果

9"$
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显示此类位置无吸收峰%这表明样品提取物中共存

的背景基质对目标物定量的干扰可以忽略%证明了

该方法具有良好的选择性" 3M>m标准溶液和混合

溶液(样品h3M>m标准溶液)分离后的条带位于同

一水平(!

b

j"&%$)%表明该水平位置为同种物质

3M>m" 这里要强调薄层色谱分离的重要性%其可

以将样品或标准品的杂质部分与目标物分离%以避

免假阳性现象%同时也将样品或标准品中其他类抗

氧化物质与目标物分离%以避免产生协同增效作用%

降低系统误差"

!&15定量方法验证

!&1&$5方法检测限(CBD)和线性关系

根据&食品检验工作规范'(食药监科3!"$%4$2"

号)第十九条要求%需要建立具有良好线性的检测方

法*而在实际应用中%方法的定量限(CBm)(CBD和

其选择性至关重要" 在 $8" =88" +/(.G+S的范围内

对3M>m进行曲线的绘制%将斑点 3M>m浓度与

?UX/S[测定计算的相应斑点光密度峰面积值分别作

为标准曲线的横坐标和纵坐标%结果如图 7所示"

图 (%薄层板上MQP̀ 浓度与!NNP变色反应的

信号关系曲线

55由图 7 可见%对衍生结果的?UX/S[软件分析检

测给出了良好的线性结果%!

!为 "&'9' !" 随后根据

D?@1!%78 方法计算得到方法的 CBD和 CBm%其置

信度超过 '8:%计算结果 CBD为 2" +/(.G+S% CBm

为 $7" +/(.G+S%以上样量 $"

"

C计算%CBD为 18

U/(,/%CBm为 2" U/(,/"

!&1&!5方法精密度和准确度

将 $ /样品与 "&8 UC3M>m标准溶液("&!!"&7

U/(UC)!7&8 UC乙醇混合提取得到 ! 种加标溶液%

通过测定目标物 3M>m的加标回收率(分别进行了

! 个水平实验%每个添加水平重复 1 次)对本方法的

精密度和准确度进行验证%结果如表 $ 所示"

由表 $ 可见%7 种谷物烘焙样品和 ! 种食用油

样品中 3M>m的加标回收率在 '1&8: =$$7:之

间% 相对标准偏差均小于 $":%这说明本方法具有

良好的准确度和精密度"

表 $%方法的精密度和准确度

样品
加标水平(

(U/(,/)

检测水平

平均值(

(U/(,/)

回收率(

:

相对标准

偏差(:

面包 $

面包 !

蛋糕 $

蛋糕 !

大豆油

稻米油

$"" $"1 $"1&" 1&9

!"" $'% '9&" %&$

$"" '' ''&" 7&7

!"" !$" $"8&" 1&8

$"" '8 '8&" 9&$

!"" $92 '1&8 1&!

$"" $"" $""&" %&9

!"" $99 '7&" 8&'

$"" $"% $"%&" 7&$

!"" !!9 $$7&" 8&2

$"" '9 '9&" !&7

!"" !"$ $""&8 7&2

!&1&15与国标方法的对比

根据IM8""'&1!/!"$% 和 IM(3!$8$!/!""9

食品及食用植物油中 3M>m检测方法的 CBD为

"&8 =$" U/(,/%虽然本方法的 CBD比国标方法高%

但本方法的 CBm小于 IM!2%"/!"$7 规定的使用

限量(!"" U/(,/)%且方法精密度符合国标要求"

'%结%论

本文通过图像分析软件建立了薄层硅胶板上

3M>m与Dii>变色反应的浓度与图像分析得到的

峰面积值之间对应关系的标准曲线%随后使用

?UX/S[软件对样品色谱显色图进行精确检测" 结

果显示%所建方法检测限和定量限分别为 2" +/(.G+S

(18 U/(,/)!$7" +/(.G+S(2" U/(,/)%在 $8" =88"

+/(.G+S范围内得到 !

! 为 "&'9' ! 的线性关系曲

线%'1&8: =$$7:的加标回收率和小于 $":的精

密度%证明了本方法具有可行性%适合粮油食品中各

种抗氧化剂的快速定量筛查%具有凝炼成为相关领

域国家标准的潜力和价值"

参考文献!

-$. 46>?CDLKJA@i% K>?[@4M̀ KILKL% Ve?@IJA@@

?% S;XH& ?+d_*;-G+ GbGR-dX;-QS D@A dXUX/S X+d

S+NX+*SUS+;Gb*SHHOWGH-bSWX;-G+ -+ N_UX+ H0UONG*0;Sc-+

Q-;WGa0a_;0HX;Sd N0dWGR0X+-cGHS- [.&6XW*-+G/S+Sc-c%

$''8% $%(1)+ 8"2 #8$!&

-!. L4ZA@DA@?J% >AJ?4>L>ZAK@% DBCA3AMAD?[L

@&60;G;GR-*-;0X+d D@A dXUX/SOWGOSW;-ScGb"$%"#
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