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ＵＰＬＣ测定食用油中的３种香兰素类物质含量
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摘要：为解决现有检测方法存在前处理净化不完全、不彻底的情况，建立了超高效液相色谱

（ＵＰＬＣ）测定食用油中香兰素、甲基香兰素和乙基香兰素含量的分析方法。用乙腈提取食用油中
目标物，以乙腈饱和的正己烷萃取净化，冷冻分层后，再经ＯａｓｉｓＰＲｉＭＥＨＬＢ固相萃取柱净化，采用
Ｃ１８色谱柱分离，以０．５％甲酸水溶液－乙腈为流动相进行ＵＰＬＣ测定，外标法定量。结果表明：３种
香兰素类物质在０．１～１００．０ｍｇ／Ｌ范围内线性关系良好，相关系数大于０．９９９，检出限均为０．０３
ｍｇ／ｋｇ，定量限均为０．１ｍｇ／ｋｇ；在 ０．１、０．２、１．０ｍｇ／ｋｇ３个添加水平的平均回收率为８６．６％ ～
１０８．１％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为２．０％～８．８％。同时，采用本方法与ＢＪＳ２０１７０５中方法对食用油
中的３种香兰素类物质进行测定，两种方法结果间无显著性差异。综上，建立的方法采用两步净
化，减少了杂质对香兰素类物质的干扰，适用于食用油中香兰素类物质含量的测定。
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　　香兰素类化合物，作为食品中的风味增强剂或
稳定剂，被用于提升食品的口感和风味，最近研究发

现其还有增强食欲的作用［１－２］；但过量摄入香兰素

可能会对人体产生一定的伤害，比如导致头疼、恶

心、呕吐、呼吸困难、肝肾损伤等［３－４］。所以，关注食
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品中的香兰素类化合物，对于保障食品安全和人类

健康具有重要意义。植物油是人类日常生活中必需

品，也一直是政府部门监管的重点，ＧＢ２７６０—２０１４
《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》中规定

植物油中不得添加任何食品用香料、香精。然而近

年来频频有植物油产品中检出香兰素的报道［５－６］，

因此建立一种有效可行的检测植物油中香兰素类物

质的方法，有助于提高监管能力和规范市场。

目前香兰素类物质的检测方法主要有分光光度

法［７－８］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［９－１１］、气相色谱法
（ＧＣ）［１２－１４］、液相色谱串联质谱法 （ＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）［１５－１７］、气相色谱串联质谱法 （ＧＣ－ＭＳ／
ＭＳ）［１８－２０］等。植物油中香兰素的检测方法已有报
道，如：食品补充检验方法 ＢＪＳ２０１７０５《食品中香兰
素、甲基香兰素和乙基香兰素的测定》和曲宝成

等［２１］采用乙腈提取，正己烷脱脂净化，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
检测；徐彦辉［２２］采用固相萃取－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测；
刘强欣等［２３］采用改良的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
检测。但在实际应用中发现，现有的净化方法对于

部分油脂有净化不完全、不彻底的情况。针对此情

况，本研究提供了一种检测植物油中 ３种常见香
兰素类物质（香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素）含

量的可靠方法，即对提取液先采用乙腈饱和的正

己烷脱脂处理去除油脂中的大部分脂溶性杂质，

再通过固相萃取进一步净化去除残留的非脂溶性

杂质，最后利用超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）进行分
析。该方法通过两步净化，可减少杂质对香兰素

类物质的干扰，有利于保证目标物质的稳定性和

检测的准确性。

１　材料与方法
１．１　实验材料

大豆油、核桃油、猪油、花生油、葵花籽油、芝麻

油、橄榄油、菜籽油、玉米油，购自长春本地超市，用

于方法学考察的样品经确认均不含３种香兰素类物
质（香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素）。

香兰素（纯度≥９９．０％）、甲基香兰素（纯度≥
９８．０％）、乙基香兰素（纯度≥９７．０％），中国标准物
质中心；乙腈、正己烷、甲酸，色谱纯，赛默飞世尔

公司。

Ｈ－Ｃｌａｓｓ超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）仪、Ｏａｓｉｓ
ＰＲｉＭＥＨＬＢ固相萃取柱，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；ＫＱ－
６００超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；
ＶＯＲＴＥＸ３涡旋混匀仪、ＲＶ１０旋转蒸发仪，德国ＩＫＡ
公司；ＭＳ２０４／Ａ电子天平，梅特勒 －托利多国际贸
易（上海）有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液的配制

标准储备溶液（１０００ｍｇ／Ｌ）：准确称取一定量
香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素，分别置于１０ｍＬ
容量瓶中，用乙腈溶液溶解并定容，混匀。

混合标准中间液（１００ｍｇ／Ｌ）：分别准确吸取上
述标准储备溶液各１０．０ｍＬ于１００ｍＬ容量瓶中，用
乙腈定容，于４℃贮存。

混合标准系列工作溶液：分别准确吸取０．０１、
０．０５、０．１、０．５、２．０、５．０、１０．０ｍＬ混合标准中间液，
用体积分数３０％的乙腈溶液定容至１０ｍＬ，配制成
质量浓度分别为 ０．１、０．５、１．０、５．０、２０．０、５０．０、
１００．０ｍｇ／Ｌ的混合标准系列工作溶液。
１．２．２　样品前处理

称取５ｇ（精确至０．０１ｇ）均匀食用油样品于离
心管中，加入１０ｍＬ乙腈，涡旋振荡１ｍｉｎ后离心
（４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ；下层油液再用５ｍＬ乙腈
重复提取一次，合并两次提取液，加入１０ｍＬ乙腈饱
和的正己烷，涡旋振荡１ｍｉｎ，－１８℃冷冻２ｈ，取下
面乙腈层，旋转蒸发至近干，用体积分数３０％的乙
腈溶液定容至 ５．０ｍＬ，先取约 ２ｍＬ润洗 Ｏａｓｉｓ
ＰＲｉＭＥＨＬＢ固相萃取柱，流干后弃去流出液，再另
取２ｍＬ加入到固相萃取柱上，保持以１滴／ｓ的速
度通过，收集流出液，供ＵＰＬＣ检测。
１．２．３　ＵＰＬＣ检测条件

ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１００
ｍｍ，１．７μｍ）；流速 ０．３ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长 ２８０ｎｍ；
进样量 ５μＬ；柱温 ３５℃；流动相 Ａ为体积分数
０．５％的甲酸水溶液，流动相 Ｂ为乙腈；梯度洗脱程
序为 ０～４ｍｉｎ３０％ ～８０％Ｂ，４．１～７ｍｉｎ９０％Ｂ，
７．１～１０ｍｉｎ３０％Ｂ。
２　结果与讨论
２．１　提取溶剂的选择

３种香兰素类化合物均有—ＯＨ，所以３种化合
物在极性有机溶剂中溶解性均很好。在空白花生油

样品中加入混合标准中间液（１００ｍｇ／Ｌ），制成
１ｍｇ／ｋｇ的阳性试样，分别以甲醇、乙腈、二氯甲烷为
提取溶剂，按 １．２．２方法进行样品前处理后，按
１．２．３条件进行 ＵＰＬＣ检测，计算回收率，考察３种
有机溶剂对３种香兰素类化合物的提取效果，结果
见图１。由图１可知，３种提取溶剂对香兰素类化合
物的回收率从大到小分别为乙腈、甲醇、二氯甲烷。

其中甲醇、乙腈作为提取溶剂时，３种香兰素类化合
物回收率均大于８５％，但甲醇提取物中杂质多，因
此本实验使用乙腈作为提取溶剂。
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图１　不同提取溶剂对３种香兰素类化合物的提取效果
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎ

ｔｈｒｅｅｖａｎｉｌｌｉｎｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

２．２　色谱条件的优化
分别考察了甲醇－水和乙腈－水两个体系作为

流动相时对３种香兰素类物质的洗脱效果。结果表
明，乙腈－水作为流动相时，３种香兰素类化合物的
响应均明显大于甲醇－水体系的。另外，考虑到３种
香兰素类化合物在溶液中呈弱酸性，所以在流动相中

加入一定量的酸以增强目标物和色谱柱的相互作用，

以改善分离效果。本研究考察了不同甲酸加入量对

分离效果的影响，结果发现水相中加入体积分数

０．５％甲酸，样品中杂质与待测物以及待测物间得到
了很好的分离，因此选择０．５％甲酸水溶液－乙腈作

为流动相。图２为以０．５％甲酸水溶液－乙腈作为流
动相，１ｍｇ／Ｌ混合标准溶液的色谱图。

图２　１ｍｇ／Ｌ混合标准溶液的色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ１ｍｇ／Ｌｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．３　方法学考察
２．３．１　线性关系

将１．２．１混合标准系列工作溶液依次进超高
效液相色谱仪中，按照１．２．３的检测条件，测定相
应香兰素类化合物的峰面积，以混合标准系列工

作溶液的质量浓度（ｘ）为横坐标，相应香兰素类化
合物峰面积（ｙ）为纵坐标，绘制标准曲线，结果如
表１所示。

表１　线性方程、相关系数、检出限、定量限
Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ，ａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

化合物 线性方程 相关系数 线性范围／（ｍｇ／Ｌ） 检出限／（ｍｇ／ｋｇ） 定量限／（ｍｇ／ｋｇ）
香兰素 ｙ＝７４７８．４ｘ＋８９８４．７ ０．９９９９ ０．１～１００．０ ０．０３ ０．１
甲基香兰素 ｙ＝７２６２．５ｘ＋８９５５．９ ０．９９９６ ０．１～１００．０ ０．０３ ０．１
乙基香兰素 ｙ＝９４９７．９ｘ＋９２１６．３ ０．９９９７ ０．１～１００．０ ０．０３ ０．１

　　由表 １可看出，３种香兰素类物质在 ０．１～
１００．０ｍｇ／Ｌ内线性关系良好，相关系数均大于０．９９９。
２．３．２　方法检出限与定量限

向空白植物油中加入一定量的混合标准溶液，

按１．２．２方法进行前处理，按１．２．３条件进行ＵＰＬＣ
测定。计算信噪比，将信噪比３∶１时对应的溶液质
量浓度确定为方法的检出限，将信噪比１０∶１时对应
的溶液质量浓度确定为方法的定量限。３种香兰素
类物质的检出限和定量限如表１所示。

由表１可看出，３种香兰素类物质的检出限均
为０．０３ｍｇ／ｋｇ，定量限均为０．１ｍｇ／ｋｇ。
２．３．３　回收率与精密度

选择大豆油、核桃油、猪油为空白样品，向其中添

加定量限（０．１ｍｇ／ｋｇ）、２倍定量限（０．２ｍｇ／ｋｇ）、１０
倍定量限（１．０ｍｇ／ｋｇ）３个添加水平，每个添加水平
做１个空白样品和６个平行样品。经１．２．２方法进
行前处理，按１．２．３条件进行 ＵＰＬＣ测定，计算平均
加标回收率及相对标准偏差（ＲＳＤ），结果见表２。

表２　回收率与精密度结果（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ｎ＝６）

化合物 加标量／（ｍｇ／ｋｇ）
大豆油 核桃油 猪油

回收率／％ ＲＳＤ／％ 回收率／％ ＲＳＤ／％ 回收率／％ ＲＳＤ／％
０．１ ９０．７ ４．６ ８６．６ ４．１ ８９．９ ５．８

香兰素 ０．２ ９６．０ ３．４ ９６．３ ２．０ ９８．９ ４．９
１．０ ９３．１ ３．１ １００．４ ２．４ ９７．３ ５．６
０．１ ９３．８ ５．１ ９３．８ ５．１ ９３．６ ８．４

甲基香兰素 ０．２ １００．９ ６．７ １０１．６ ７．０ ９７．９ ５．１
１．０ ９４．０ ８．８ ９７．８ ２．９ １０１．２ ６．２
０．１ ９４．４ ３．４ １０１．２ ６．５ ８８．８ ６．６

乙基香兰素 ０．２ ９９．９ ５．９ １０３．０ ５．３ ９８．４ ３．７
１．０ ９９．８ ５．３ １０２．１ ５．９ １０８．１ ５．７
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　　由表２可看出，在３种加标水平下香兰素类化合
物的回收率为 ８６．６％ ～１０８．１％，ＲＳＤ为 ２．０％ ～
８．８％，满足ＧＢ／Ｔ２７４０４—２００８《实验室质量控制规
范 食品理化检测》对回收率（８０％ ～１１０％）和 ＲＳＤ
的要求（０．１ｍｇ／ｋｇ，ＲＳＤ１５％；１ｍｇ／ｋｇ，ＲＳＤ１１％）。
２．４　方法比较

取花生油空白样品，以２００μｇ／ｋｇ的加标水平，
制成加标阳性样品，分别按照本方法和食品补充检

验方法ＢＪＳ２０１７０５《食品中香兰素、甲基香兰素和乙
基香兰素的测定》（标准方法）进行测定，每种方法

平行测定６次，对２种方法样品检测结果进行 ｔ检
验，结果见表３。

由表３可看出，本方法与标准方法在检测食用
油中的３种香兰素类物质时，检测结果相差不大，经
ｔ检验发现，２种方法的检测结果无显著性差异
（ｐ＞０．０５），证明本方法准确可靠，实际可行。

表３　２种方法比较结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

化合物
测定结果／（μｇ／ｋｇ） ＲＳＤ／％

本方法 标准方法 本方法 标准方法
ｔ检验结果

香兰素 １８６．２ １８５．５ ４．０９ ４．１３ 无显著性差异

甲基香兰素 １９１．３ １９４．２ ５．４４ ６．４５ 无显著性差异

乙基香兰素 ２０１．９ ２０２．３ ２．４４ １．８９ 无显著性差异

２．５　实际样品测定
应用所建立的方法对不同品种食用油样品（共计

３０个）中的３种香兰素类化合物进行测定，结果见表４。
表４　食用油中香兰素、甲基香兰素和乙基香兰素含量的

检测结果（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖａｎｉｌｌｉｎ，ｍｅｔｈｙｌｖａｎｉｌｌｉｎ，ａｎｄｅｔｈｙｌ

ｖａｎｉｌｌｉｎｉｎｏｉｌｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３） ｍｇ／ｋｇ

食用油 香兰素 甲基香兰素 乙基香兰素

大豆油 ０．１５±０．０５ ＿ ＿
芝麻油１ ０．８９±０．０９ ＿ ＿
芝麻油２ ０．４１±０．１１ ＿ ＿
芝麻油３ ０．５３±０．０８ ＿ ＿
芝麻油４ ０．１３±０．０２ ＿ ＿
花生油 ０．２９±０．０９ ＿ ＿
菜籽油 ０．３６±０．１２ ＿ ＿

　注：－表示未检出
　Ｎｏｔｅ：＂－＂ｍｅａｎｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

由表４可知，食用油样品中只检出香兰素，检
出含量范围为０．１３～０．８９ｍｇ／ｋｇ，其中芝麻油中香
兰素类化合物含量较高。

３　结　论
建立了食用油中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰

素的ＵＰＬＣ检测方法，样品经乙腈提取，乙腈饱和的
正己烷和ＯａｓｉｓＰＲｉＭＥＨＬＢ固相萃取柱两步净化，
以０．５％甲酸水溶液－乙腈洗脱，Ｃ１８色谱柱分离，外
标法定量，３种化合物线性关系良好，回收率在
８６．６％及以上，检出限为０．０３μｇ／ｋｇ。该方法与标
准方法（ＢＪＳ２０１７０５）测定结果无显著性差异（ｐ＞
０．０５），且操作简便，净化效果好、灵敏度高、重复性
好，能有效满足食用油中香兰素、甲基香兰素、乙基

香兰素含量的测定。
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