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摘要!建立了冷冻离心净化$高效液相色谱测定植物油中苯并"+#芘含量的方法% 样品经乙腈$丙酮

"体积比Yc>#提取!采用冷冻离心净化!mO7*+T,-M#[柱分离!在乙腈$水"体积比&c##为流动相$流速

#9" *I:*,/$激发波长 %>? /*$发射波长 Y"> /*条件下!采用荧光检测器检测% 结果表明'苯并

"+#芘在 "9! _!"

#

0:I范围内线性关系良好"7̀ "9&&& '#&植物油样品中苯并"+#芘低$中$高 % 个

水平的平均加标回收率在 [#9%Z _&"9[Z之间!相对标准偏差为 #9%?Z _!9&'Z&检出限和定量

限分别为 "9#%

#

0:;0和 "9?

#

0:;0% 该方法准确$简单!适于植物油中苯并"+#芘含量的测定%

关键词!苯并"+#芘&高效液相色谱&植物油&冷冻离心&净化
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@@苯并"+#芘是由一个苯环和一个芘分子稠合

而成的一种污染最广(毒性最大的多环芳烃类化

合物$其化学性质稳定$易溶于正己烷(乙醚(甲

苯(丙酮等有机溶剂% 植物油中苯并"+#芘来源主

要有两种途径,# $!-

&

!

油料作物生长过程中$从空

#!#
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气(水体及土壤中吸收富集苯并"+#芘$最终转移

到油脂产品中!

"

油料作物在转运和加工环节$如

原料在收获(运输(晾晒(烘干等过程中可能接触

到苯并"+#芘而受污染$在加工环节因炒制受热不

均$局部温度过高$导致部分油脂发生聚合反应生

成苯并"+#芘以及浸提溶剂直接带入等% 董广彬

等,%-收集并测定了 #& 种(!>! 份国内外食用植物

油样品的苯并"+#芘含量$结果显示苯并"+#芘检

出率为 &[9?Z$超标率为 !9%Z% 因此$植物油作

为人们日常烹饪必需品$加强该类产品安全监管

及苯并"+#芘污染物检测尤为重要% 我国在 GQ

!'>!)!"#'/食品安全国家标准 食品中污染物限

量0中明确规定植物油中苯并"+#芘残留量不得超

过 #"

#

0:;0% 目前有关苯并"+#芘检测方法的研究

报道较多$如酶联免疫法,Y-

(荧光光度法,?-

(高效液

相色谱法,> $##-

(气相色谱 $质谱联用法,#! $#%-等%

酶联免疫法虽然检测快速$但检测易造成假阳性结

果!荧光光度法前处理步骤烦琐$试剂消耗量大$且

灵敏度有限!气相色谱 $质谱联用法作为较为常用

的苯并"+#芘测定方法$虽具有较好的分离能力及

较高的灵敏度$但对仪器温度条件及色谱柱要求比

较高$结果稳定性比高效液相色谱法差!高效液相色

谱法具有更好的分离效果$更高的精密度(准确度及

更低的检出限等优点,#Y-

$与其他常用分析方法相

比$具备明显优势$应用也最为广泛%

植物油的主要成分是脂肪酸甘油酯$并含植

物甾醇(多酚类化合物(维生素 (等物质,#?-

$基体

成分复杂$前处理是成功测定植物油中苯并"+#芘

含量的关键% 目前植物油中苯并"+#芘含量测定

前处理净化方法主要有皂化法净化,#>-

(中性氧化

铝柱层析净化,#'-

(分子印迹柱净化,#'-

(凝胶渗透

色谱净化,#[ $#&-等% 皂化法净化后提取溶剂消耗

量大$耗时长$且净化效果欠佳$稳定性不足!固相

萃取小柱净化法则耗材费用较高!而凝胶渗透色

谱净化法存在设备价格高(耗时长等劣势% 本文

利用植物油在低温状态会凝结这一物理特性$采

用冷冻处理提取液$使植物油冷凝固化$利用密度

差异$采用冷冻离心沉淀提取液中残留的植物油

悬浮物$从而达到净化提取液的目的$然后采用反

相液相色谱分离$荧光检测器检测苯并"+#芘含

量% 该方法能够有效消除干扰$简便(环保(准确(

稳定且成本低%

>?材料与方法

#9#@试验材料

油茶籽油(菜籽油(大豆油$市售!乙腈(正己烷(

石油醚均为分析纯$上海凌峰化学试剂有限公司!丙

酮$分析纯$杭州双林化工试剂有限公司!乙腈$色谱

纯$德国默克公司!超纯水!苯并"+#芘标准溶液"!"

#

0:*I#$农业部环境保护科研监测所%

E0,-4/P#!>" J/8,/,P=JJ高效液相色谱仪"含四元

泵(自动进样器(柱温箱(荧光检测器#!JmEjD %

Q+T,6涡旋混匀器!D+OP7O,3TQDE!!"!D 电子天平!东

旺BG!"me冷冻离心机!CO0+/7*+P,7/ F$(]El##!

氮吹仪!j4O6; j,--,$h超纯水仪!澳柯玛QM:Q\$

?>"BM"F(#冰柜%

#9!@试验方法

#9!9#@标准工作溶液的配制

准确吸取 #9" *I苯并 "+#芘标准溶液 "!"

#

0:*I#于 #" *I容量瓶中$乙腈定容至刻度线$得

到质量浓度为 !

#

0:*I标准储备液% 把标准储备

液用乙腈稀释得到 "9!(#(?(#"(!"

#

0:I的系列标

准工作溶液%

#9!9!@样品处理

称取 !9"" 0植物油样品于 ?" *I离心管中$加

入 !" *I乙腈$丙酮"体积比 Yc>#$高速涡旋提取 !

*,/$将其置于 $!"n冰柜中冷冻处理 ! R$待油样

完全呈现白色凝固状态$放入冷冻离心机$于

$#?n 下 #" """ O:*,/ 离心 ? *,/!分取上层提取

液 Y *I于 Y"n水浴氮气吹至近干$# *I乙腈"色

谱纯#定容$过 "9!!

#

*微孔滤膜$收集于进样瓶

中$待上机测定%

#9!9%@色谱条件

mO7*+T,-M#[ 色谱柱 " Y9> **a!?" **$ ?

#

*#!流动相为乙腈 $水"体积比 &c##$流速 #9"

*I:*,/!柱温 %?n!进样量 !"

#

I!激发波长 %>?

/*$发射波长 Y"> /*%

#9!9Y@加标回收率和精密度测定

选择苯并"+#芘含量低于检出限的油茶籽油作

为空白试样$向其中添加苯并"+#芘标准工作溶液$

加标量分别为 #(?(#"

#

0:;0$按照 #9!9! 进行处理$

在 #9!9% 色谱条件下上机测定苯并"+#芘含量$计

算加标回收率和精密度% 每个添加水平重复测定

> 次%

#9!9?@市售植物油中苯并"+#芘含量分析

按照 #9!9! 方法对市售的 ? 批次油茶籽油(?

批次菜籽油(#" 批次大豆油进行处理$在 #9!9% 色

谱条件下上机测定苯并"+#芘含量%

@?结果与分析

!9#@荧光检测器激发波长的选择

GQ?""&9!')!"#>/食品安全国家标准 食品中

!!#

MWJFECJID EF\NEBD@@@@@@@@@@@@@@!"!# ]7-̂Y> F7̂?



苯并"+#芘的测定0仪器参考条件中荧光检测器激

发波长 %[Y /*$发射波长 Y"> /*% 将发射波长固定

为 Y"> /*$激发波长围绕 %[Y /*进行调节$以仪器

对苯并"+#芘灵敏度及方法检出限的高低为考量依

据$选择最佳激发波长% 对配制的质量浓度 #"

#

0:I的苯并"+#芘标准工作溶液在不同激发波长

下进行峰面积测定!选取空白试样$加入苯并"+#芘

标准工作溶液$加标量为 #

#

0:;0$按 #9!9! 步骤处

理$所得待测液在不同激发波长下测定$并以 % 倍信

噪比计算方法检出限$记录其变化情况% 结果如图

# 所示%

图 >?不同激发波长下苯并#.$芘标准溶液

峰面积变化及方法检出限变化

@@由图 # 可知$随着激发波长的增大$峰面积呈先

增大后减小的趋势$激发波长为 %[Y /*时峰面积最

大$响应最佳!随着激发波长的增大$方法检出限先

降低后升高$当激发波长为 %[Y /*时$方法检出限

为 #9"Y

#

0:;0$当激发波长为 %>? /*时$获得最低

方法检出限"为 "9#%

#

0:;0#$比 %[Y /*处降低了

"9&#

#

0:;0$降幅达 ['9?Z% 可见灵敏度和方法检

出限的变化规律并不一致$灵敏度最高时方法检出

限不一定最低$方法检出限最低时灵敏度也不一定

最高% 考虑到激发波长为 %>? /*时苯并"+#芘标

准工作溶液的峰面积为 %[Y /*时峰面积的

&"9?Z$而相较于 %[Y /*激发波长$激发波长为

%>? /*时基线更平直$仪器基线噪声更低"见图 !(

图 %#$更有利于降低仪器检出限及方法检出限$将

激发波长定为 %>? /*%

图 @?激发波长 BHD +5%发射波长 DAF +5下

苯并#.$芘标准溶液#>A

!

([C$色谱图

图 B?激发波长 BFE +5%发射波长 DAF +5下

苯并#.$芘标准溶液#>A

!

([C$色谱图

!9!@提取溶剂的选择

以正己烷(石油醚(乙腈(丙酮(乙腈 $水"体积

比 &c##(乙腈 $丙酮"体积比 &c##为提取溶剂$对

植物油中苯并"+#芘进行提取试验% 在称取的 > 份

空白试样中加入苯并"+#芘标准工作溶液$使其在

样品中含量为 #"

#

0:;0$轻摇混匀$分别加入上述

提取溶剂各 !" *I$高速涡旋提取 ! *,/$置于

$!"n环境中冷冻处理 ! R后观察发现&以正己烷(

石油醚为提取溶剂$植物油样完全溶解其中$冷冻处

理后未出现凝固现象$油脂与提取溶剂未能有效分

离$未达到冷冻净化的目的!以乙腈(丙酮(乙腈 $

水"体积比 &c##(乙腈 $丙酮"体积比 &c##作为提

取溶剂$经冷冻处理后植物油样呈白色凝固状态$

上层提取液澄清$表明除油效果明显% 取上层提

取液按 #9!9! 后续步骤进行处理$按 #9!9% 色谱

条件上机测定$计算苯并"+#芘加标回收率% 结果

发现$当提取溶剂为乙腈 $丙酮"体积比 &c##时$

获得最佳的苯并"+#芘加标回收率$故选其作为提

取溶剂%

以不同体积比的乙腈 $丙酮作为提取溶剂$按

上述方法测定苯并"+#芘含量$考察不同体积比乙

腈$丙酮对苯并"+#芘加标回收率的影响$结果如

图 Y 所示%

图 D?以不同体积比的乙腈Q丙酮作为提取

溶剂时苯并#.$芘的加标回收率

@@由图 Y 可知$随着丙酮在提取溶剂中比例的增

大$加标回收率呈先增加后降低趋势% 当丙酮比例

在 #"Z _>"Z区间时$加标回收率由 '!9?Z逐渐增

%!#
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至 &"9[Z!而随着丙酮比例继续提升$加标回收率

则呈不断下降的趋势$当丙酮比例为 &"Z时$加标

回收率仅为 >!9YZ% 丙酮对植物油的溶解力强于

乙腈$且从植物油中提取苯并"+#芘的能力较乙腈

好% 试验过程中发现随着提取溶剂中丙酮比例的提

高$提取液中含油量会随之增加$当含油量达到一定

量后$加标回收率降低明显$其主要原因是乙腈溶解

油的能力较弱$部分苯并"+#芘仍溶于植物油中$经

微孔滤膜过滤后$乙腈相与未能溶解的植物油分离$

从而造成苯并"+#芘含量的损失% 当乙腈与丙酮体

积比为 Yc> 时$分取的提取液虽仍含微量油脂$但可

获得较好的苯并"+#芘加标回收率$故选定乙腈 $

丙酮"体积比 Yc>#为提取溶剂%

!9%@标准曲线及方法检出限

取一定量 #9!9# 配制的苯并"+#芘系列标准工

作溶液在 #9!9% 色谱条件下$上机测定% 以苯并

"+#芘标准工作溶液质量浓度"P#为横坐标$以相应

的峰面积",#为纵坐标$绘制标准曲线$得到线性回

归方程为 ,̀ %9>YP$"9Y#$相关系数为 "9&&& '$表

明苯并"+#芘在 "9! _!"

#

0:I范围内线性关系

良好%

取空白试样$加入苯并"+#芘标准工作溶液$加

标量为 #

#

0:;0$按 #9!9! 方法处理$按 #9!9% 色谱

条件上机测定$以基线 % 倍信噪比计算得方法检出

限为 "9#%

#

0:;0!以基线 #" 倍信噪比计算得 "9Y%

#

0:;0$取 "9?

#

0:;0作为定量限%

!9Y@方法加标回收率和精密度

按 #9!9Y 方法进行方法的加标回收率和精密度

测定$结果见表 #%

表 >?植物油中苯并#.$芘加标回收率及精密度#&TF$

加标量:

"

#

0:;0#

测定值:

"

#

0:;0#

回收率:

Z

平均

回收率:Z

相对标准

偏差:Z

# "9'[[ _"9[?Y '[9[ _[?9Y [#9% !9&'

? Y9#> _Y9Y> [%9! _[&9! [>9? !9YY

#" [9&% _&9!' [&9% _&!9' &"9[ #9%?

@@由表 # 可知$% 个加标水平下的苯并"+#芘平均

加标回收率在 [#9%Z _&"9[Z之间$相对标准偏差

在 #9%?Z _!9&'Z之间% 结果表明该方法重现性

及精密度较好$测定结果稳定可靠%

!9?@实际样品测定

对市售的 ? 批次油茶籽油(? 批次菜籽油及 #"

批次大豆油共计 !" 批次植物油样中的苯并"+#芘

含量进行测定% 结果显示$!" 批次样品中有 #[ 批

次检出苯并"+#芘$检出率达 &"Z% 其中&油茶籽油

样品 # 批次未检出$检出的 Y 批次样品苯并"+#芘

含量范围在 "9>> _%9!

#

0:;0!菜籽油样品 ? 批次全

部有检出$苯并 "+# 芘含量范围在 "9&! _?9&

#

0:;0!大豆油样品 # 批次未检出$检出的 & 批次样

品苯并"+#芘含量范围在 "9'" _Y9>

#

0:;0%

B?结?论

本研究在 GQ?""&9!')!"#> 基础上优化了植

物油中苯并"+#芘含量的分析方法$以冷冻离心作

为前处理净化的主要方法$并对提取溶剂及仪器的

激发波长进行了选择$建立了一种冷冻离心净化 $

高效液相色谱测定植物油中苯并"+#芘含量的分析

方法% 以乙腈 $丙酮"体积比 Yc>#为提取溶剂$提

取液经冷冻离心净化后上机分析$流动相为乙腈 $

水"体积比 &c##$激发波长 %>? /*$发射波长 Y">

/*% 本方法中苯并"+#芘在 "9! _!"

#

0:I范围内

线性关系良好"相关系数为 "9&&& '#$植物油样品

中苯并"+#芘低(中(高 % 个水平的平均加标回收率

在[#9%Z _&"9[Z之间$相对标准偏差为 #9%?Z _

!9&'Z$检出限和定量限分别为 "9#%

#

0:;0和 "9?

#

0:;0% 本方法准确(简单$适于植物油中苯并"+#

芘含量的测定%
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