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二甲亚砜提取—冷冻离心净化测定
食品中苯并［ ａ］芘及苯并［ ｅ］芘
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摘　 要：建立以二甲基亚砜作为提取溶剂，冷冻离心提取净化食品中的苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘，高
效液相色谱—荧光法检测的方法。替代传统的固相萃取小柱净化方式，能更快速、高效、准确检测
食品中苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘的含量。２种目标物在０． ５ ～ １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ范围内呈现良好线性关
系，在１ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ添加量下，回收率为８９． ０％ ～ ９１． ３％，相对标准偏差为１． １９％ ～ １． ２９％；仪器检
出限为０． ０１ ｎｇ ／ ｍＬ，植物油脂方法检出限为０． ０５ ｎｇ ／ ｇ，肉制品和动物油脂方法检出限为０． ０２ ｎｇ ／ ｇ。
该方法测定动植物油脂和肉制品中的苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘方便、快捷，适用于批量化检测。
关键词：二甲亚砜；苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘；动植物油脂；冷冻离心
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　 　 苯并［ａ］芘（ＢａＰ）结构为含有五个苯环的稠环 芳香烃［１］。是一种高活性致癌剂，是世界公认的三
大强致癌物质（黄曲霉毒素、苯并［ａ］芘、亚硝胺）之
一［２ － ３］。小剂量苯并［ａ］芘就能引起局部组织癌
变，也可引起大鼠外周血淋巴细胞ＤＮＡ、肺细胞以
及肝细胞损伤［４ － ６］。食品在加工过程中很容易产生
苯并芘，例如油料在晾晒过程中可能受到苯并芘污
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染，在浸出阶段温度过高可能产生苯并芘，在油料焙
烤时也可能产生苯并芘［７］。目前由食品污染导致
的疾病已成全世界最为广泛关注的食品安全问题，
许多国家已将苯并［ａ］芘列为食品有害物质检测的
重要内容之一，但是对苯并［ｅ］芘的检测并没有相
关国标方法支持。苯并［ｅ］芘是苯并［ａ］芘的同分
异构体，致癌性虽然没有苯并［ａ］芘强，但是仍然存
在潜在的致癌可能性。经过对大量油脂及肉制样品
的检测发现，所有样品中不仅有苯并［ａ］芘，还含有
苯并［ｅ］芘。所以对苯并［ｅ］芘的检测工作也需要
引起人们的关注。

食品中苯并［ａ］芘的检测方法主要有薄层层析
法、荧光分光光度法、高效液相色谱法和气相色谱—
质谱联用法。薄层层析法操作步骤繁琐，分析周期
长，不适用大批样品的处理。其它三种方法在生产
实践中应用较广泛。我国动植物油脂中苯并［ａ］芘
的检测标准主要是ＧＢ ／ Ｔ ２２５０９—２００８，该方法采用
反相液相色谱法，植物油脂类样品通过石油醚稀释，
经氧化铝固相萃取小柱净化［９ － １４］，荧光检测器检
测。液相色谱方法具有自动化程度高，荧光检测器
也具有高灵敏度，但固相萃取小柱由于容量固定，对
苯并［ａ］芘含量较高的样品检测回收率低，重复性
不好［１５ － １９］。本实验提出的采用二甲亚砜快速液—
液萃取、冷冻离心净化的方法，其萃取富集率高，结
果稳定性好。能有效地净化样品，缩短了处理周期，
达到快速又准确的目的。
１　 材料与方法
１． １　 试剂与仪器

二甲基亚砜（分析纯）：ｓｉｇｍａ公司；苯并［ａ］芘
（≥９９． ９％）和苯并［ｅ］芘（≥９９． ９％）：Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎ
ｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ公司；乙腈（色谱纯）：北京百灵威科技
有限公司。

ＲＸ － ＩＩ离心机：中国天美公司；岛津ＬＣ － ２０Ａ
高效液相色谱仪：日本岛津公司；ＤＨＧ － ９０７３ＢＳ － ＩＩ
电热恒温干燥箱：上海新苗医疗器械制造有限公司；
ＩＫＡ圆周振荡器：德国ＩＫＡ公司；ＸＢ２２０电子天平：
普利赛斯国际贸易（上海）有限公司；ＤＳ － １电动组
织捣碎机：上海精科实业有限公司。
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 样品处理

粮食、肉制品和动物油样品置于组织捣碎机中
捣碎均匀，称取样品２． ５００ ｇ，置于烘箱１０５ ℃将水

分烘干，约２ ～ ３ ｈ，趁热加入５． ００ ｍＬ二甲基亚砜，
涡旋提取２ ｍｉｎ。放入冷冻离心机中，在２０ ℃、
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下冷冻离心１０ ｍｉｎ，下层液体即为待测
液，０． ２２ μｍ尼龙滤膜过滤后上机进样。

称取植物油脂１． ００ ｇ于离心管中，加入５． ００
ｍＬ二甲基亚砜，涡旋提取２ ｍｉｎ后，放入冷冻离心
机中，在－ ４ ℃的温度下、５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下离心１０
ｍｉｎ，放入温度为－ ４ ℃冰盐浴中，弃去上层的植物
油脂，在室温下融化凝固的二甲基亚砜，过０． ２２ μｍ
尼龙滤膜后上机进样。
１． ２． ２　 标准溶液配制

准确称取苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘标准品各
１０． ０ ｍｇ，于１０ ｍＬ容量瓶中，用乙腈定容至刻度，得
到苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘浓度均为１ ｍｇ ／ ｍＬ的混
合标准储备液。量取１ ｍｇ ／ ｍＬ的混合标准储备液
０． １０ ｍＬ于１００ ｍＬ容量瓶中，用乙腈定容至刻度，
得到１． ００μｇ ／ ｍＬ的混合标准中间液。分别取该混
合标准中间液０． ０５、０． １０、１． ００、５． ００、７． ５０、１０． ００
ｍＬ于１００ ｍＬ容量瓶中，用乙腈定容刻度，得到浓度
分别为０． ５０、１． ００、１０． ００、５０． ００、７５． ００、１００． ００ ｎｇ ／
ｍＬ的６个混合标准溶液，在高效液相色谱仪中进行
测定，检测器为带荧光检测器，得到苯并［ａ］芘和苯
并［ｅ］芘的标准曲线。
１． ２． ３　 色谱条件

色谱柱：岛津ＯＤＳ － ＳＰ柱，５ μｍ，４． ６ × ２５０ ｍｍ；
流动相：超纯水＋乙腈（超纯水和乙腈的体积比为
１５∶ ８５；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０． ０ ℃；荧光激发波
长：３８４ ｎｍ；荧光发射波长：４０６ ｎｍ；进样量：２０ μＬ。
２　 结果与分析
２． １　 分离效果

图１为苯并［ｅ］芘和苯并［ａ］芘标准色谱图，苯
并［ｅ］芘出峰时间为１０． ０５ ｍｉｎ，苯并［α］芘出峰时
间为１０． ６６ ｍｉｎ，苯并［ｅ］芘和苯并［ａ］芘峰型对称，

图１　 苯并［ｅ］芘和苯并［ａ］芘色谱图



粮油食品科技第２５卷２０１７年第２期 质量安全

７１　　　

分离度好，说明该色谱条件能满足苯并［ｅ］芘和苯
并［ａ］的同时检测。

二甲基亚砜是一种非质子极性溶剂，有很强的
萃取能力，可以作为芳香烃类抽提溶剂，两种苯并
芘都是典型的芳香烃类化合物，二甲基亚砜可与
苯并芘无限混溶，又具有与油脂不溶的特点，因此
可以高效从油脂中萃取苯并芘。再利用二甲基亚
砜熔点为１８． ５ ℃，可以和植物油脂在－ ４ ℃下冷
冻离心，形成二甲基亚砜固体下层和植物油脂液
体上层，达到净化的目的；可以和动物油脂在２０

℃下离心，形成二甲基亚砜液体下层和动物油脂
固体上层，到达净化目的。最后利用苯并芘的荧
光特性，经过高效液相色谱仪，检测并计算出样品
中苯并芘的含量。
２． ２　 回收率及精密度

通过不同加标量下的回收率来比较两种方法的
精密度，在６份同一种阳性菜籽油样品中加入苯并
［ａ］芘和苯并［ｅ］芘，制备不同质量体积浓度的６份
加标样品。分别按ＧＢ ／ Ｔ ２２５０９—２００８和本方法来
进行实验，结果如表１所示。

表１　 加标回收率和精密度测定结果（ｎ ＝ ６）

添加浓度
／（ｎｇ ／ ｇ）

ＧＢ ／ Ｔ２２５０９—２００８ 本方法
本底浓度
／（ｎｇ ／ ｇ）

实测浓度
／（ｎｇ ／ ｇ）

回收率
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

本底浓度
／（ｎｇ ／ ｇ）

实测浓度
／（ｎｇ ／ ｇ）

回收率
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

１ ６． ３ ７． １９ ８９ ６． ３ ７． ２１ ９１

苯并［ａ］芘 １０ ６． ３ １５． ０７ ８７． ７ ４． ８６ ６． ３ １５． ２３ ８９． ３ １． １９

１００ ６． ３ ８７． ５２ ８１． ２ ６． ３ ９７． ６２ ９１． ３

１ ０． ７５ １． ６５ ９０ ０． ７５ １． ６４ ８９

苯并［ｅ］芘 １０ ０． ７５ ９． ２７ ８５． ２ ４． ３７ ０． ７５ ９． ８８ ９１． ３ １． ２９

１００ ０． ７５ ８３． ３４ ８２． ６ ０． ７５ ９１． １３ ９０． ４

　 　 由表１可以看出国标方法回收率随样品中苯并
芘添加量的增加而降低。而本方法回收率随样品中
苯并芘含量的增加表现稳定，均保持在８９． ０％ ～
９１． ３％之间，检测浓度范围可以达到１． ００ ～ １００． ００
ｎｇ ／ ｇ，比国标ＧＢ ／ Ｔ ２２５０９—２００８适用检测范围更
广。相对标准偏差在１． １９％ ～ １． ２９％之间，表明该
方法准确度和精密度较好，能够满足苯并芘含量的
检测要求。
２． ３　 净化效果比较

图２中色谱图ａ为不经过固相萃取柱净化的
样品，色谱图ｂ按国标ＧＢ ／ Ｔ ２２５０９—２００８的方法
处理，色谱图ｃ按本方法处理的油脂样品液相色
谱图。

ａ国标法未经固相萃取柱净化

　 　 　 　 　 ｂ国标法

　 　 　 　 ｃ本方法
图２　 净化效果图

从图２可以看出未净化油脂样品的色谱图中，
杂质峰很多。按国标方法对油脂样品进行，固相
萃取小柱净化后，能有效除去杂质峰。而本发明
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方法也能有效除去样品中的杂质，杂质峰明显减
少，且能达到检测要求，其与国标中氧化铝固相萃
取小柱净化效果相当。但比起国标固相萃取法又
方便、快捷，且回收率稳定，适用于大批量样品的
检测。

王浩等用溶剂直接稀释植物油样品上机进行分
析，操作非常简单快速，且重现性好。但因油样未经
净化处理，会污染色谱柱降低柱效，缩短使用寿命，
也可能因杂质的存在干扰检测结果的准确性［１７］。
本方法既结合了液液萃取法简便快捷的特点又达到
了国标固相萃取的净化效果，有效地降低杂峰的
干扰。　

２． ４　 标准工作曲线的线性回归方程、相关性系数、
线性范围、最低检出限

以线性范围评价该方法的检测浓度范围，以最
低检出限评价该方法灵敏度，结果见表２。由表２
可知，当３倍信噪比对应的浓度为仪器检出限，由于
苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘互为同分异构体，光谱行为
相似，荧光强度相似，所以苯并［ａ］芘和苯并［ｅ］芘
最低响应浓度均为０． ０１ ｎｇ ／ ｍＬ，植物油脂样品采用
稀释５倍的形式进行前处理，两种苯并芘方法检出
限均为０． ０５ ｎｇ ／ ｇ；肉制品和动物油脂样品采用稀释
２倍的形式进行前处理，两种苯并芘方法检出限均
为０． ０２ ｎｇ ／ ｇ。

表２　 线性回归方程、相关性系数、线性范围、检出限及精密度

组分名称 线性范围
／（ｎｇ ／ ｍＬ） 回归方程 相关系数

（Ｒ２）
３倍信噪比
／（ｎｇ ／ ｍＬ）

植物油脂中
检出限／（ｎｇ ／ ｇ）

肉制品中检出限
／（ｎｇ ／ ｇ）

苯并［ａ］芘 ０． ５ ～ １ ０００ ｙ ＝ １４５． ７９ｘ ＋ １５． ９６９ ０． ９９９ ６ ０． ０１ ０． ０５ ０． ０２

苯并［ｅ］芘 ０． ５ ～ １ ０００ ｙ ＝ １２７． ４１ｘ － ２． ９３７ ０． ９９９ ９ ０． ０１ ０． ０５ ０． ０２

２． ５　 适用性实验
在市场随机抽取食用油样品２０份，大米样品

２０份，烤肉样品２０份，按照本实验方法检测上述样
品中２种苯并芘的含量。２０份食用油中均含有两
种苯并芘，苯并［ａ］芘含量为０． ６ ～ ２７． ４ ｎｇ ／ ｇ，苯并
［ｅ］芘含量为０． １ ～ ６． ３ ｎｇ ／ ｇ，其中有３份食用油样
品中苯并［ａ］芘的含量超过国家标准限量１０． ０ ｎｇ ／
ｇ，菜子油和胡麻油中苯并芘含量较多，橄榄油、花生
油中含量较少，这与压榨工艺有很大关系。２０份大
米样品中２种苯并芘含量均小于１． ０ ｎｇ ／ ｇ。２０份
烤肉样品中以烤制的样品不同，苯并芘含量也有很

大区别。如在烤鱼、烤猪蹄、烤香肠等样品中２种苯
并芘含量均小于１． ０ ｎｇ ／ ｇ，这是因为样品中脂肪少，
多为蛋白和淀粉类物质不易产生苯并芘。但在烤肉
中苯并［ｅ］芘含量为１． ８ ～ １１． ４ ｎｇ ／ ｇ，苯并［ａ］芘含
量为３． ３ ～ ２７． ５ ｎｇ ／ ｇ，而且有１０份烤肉样品中苯并
［ａ］芘含量超过国家标准限量５． ０ ｎｇ ／ ｇ，所采集烤
肉样品中大部分以大块肥肉为材料，经过长时间高
温烤制或油炸，很容易产生苯并芘，仅有１份炭火烤
肉样品为３块瘦肉加１块肥肉为材料，其苯并芘含
量为４． ５７ ｎｇ ／ ｇ。食用油脂及烤肉类样品检测数据
如表３所示。

表３　 样品检测结果

样品 苯并［ｅ］芘
／（ｎｇ ／ ｇ）

苯并［ａ］芘
／（ｎｇ ／ ｇ） 样品 苯并［ｅ］芘

／（ｎｇ ／ ｇ）
苯并［ａ］芘
／（ｎｇ ／ ｇ） 样品 苯并［ｅ］芘

／（ｎｇ ／ ｇ）
苯并［ａ］芘
／（ｎｇ ／ ｇ）

花生油－ １ ０． ３３ ２． ４３ 菜籽油－ １ ２． ５２ ９． １３ 炭火烤肉－ ２ ２． ６８ １８． ４７

花生油－ ２ ０． ４９ ５． ６３ 菜籽油－ ２ ６． ２７ ２７． ３８ 炭火烤肉－ ３ ０． ６４ ４． ５７

花生油－ ３ ０． １６ １． ５５ 菜籽油－ ３ １． ９２ ６． ３９ 电烤肉－ １ ３． ８４ ２０． ４２

大豆油－ １ １． ５３ ９． ２６ 香油－ １ ０． ９７ ６． ７５ 电烤肉－ ２ ２． １６ １７． ３８

大豆油－ ２ ０． ４８ ３． ０７ 香油－ ２ １． ０４ ７． ７２ 电烤肉－ ３ ２． ６７ ２１． ５３

大豆油－ ３ ２． ７５ １４． ３９ 香油－ ３ ０． ６６ ５． ２８ 大串烤肉－ １ ５． ６２ ２６． ８０

橄榄油－ １ ０． ２１ ２． ０４ 烤鱼－ １ ０． １２ ０． ８５ 大串烤肉－ ２ １１． ３５ ２７． ５１

橄榄油－ ２ ０． ２８ ２． ３１ 烤鱼－ ２ ０． ０９ ０． ９２ 大串烤肉－ ３ ７． ３４ ２５． ９４

橄榄油－ ３ ０． １３ ０． ６８ 烤鱼－ ３ ０． ０７ ０． ７８ 烤香肠－ １ ０． ６８ ４． １５

胡麻油－ １ ３． ８２ １９． ４３ 烤猪蹄－ １ ０． ０８ ０． ７６ 烤香肠－ ２ ０． ５９ ４． ６７

胡麻油－ ２ １． ８３ ８． ９４ 烤猪蹄－ ２ ０． １１ ０． ９８ 烤香肠－ ３ ０． ５４ ２． ７４

胡麻油－ ３ １． ０６ ７． ４８ 烤猪蹄－ ３ ０． ０９ ０． ９０ 油炸肉串－ １ ３． ２５ １７． ９４

玫瑰籽油－ １ １． １１ ８． ８６ 炭火烤肉－ １ １． ８５ １４． ８７ 油炸肉串－ ２ ２． ８４ １９． ４８

玫瑰籽油－ ２ ０． ８９ ７． ６９
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３　 结论
本方法以二甲基亚砜作为提取溶剂，二甲基亚

砜可与苯并芘无限混溶，又具有与油脂不溶的特点，
因此可以高效的从油脂中萃取苯并芘。再利用二甲
基亚砜熔点为１８． ５ ℃，可以和植物油脂在－ ４ ℃下
冷冻离心，形成二甲基亚砜固体下层和植物油脂液
体上层，达到净化的目的；可以和动物油脂在２０ ℃
下离心，形成二甲基亚砜液体下层和动物油脂固体
上层，到达净化目的。最后利用苯并芘的荧光特性，
经过高效液相色谱仪，检测并计算出样品中苯并芘
的含量。

本方法建立的高效液相色谱—荧光法检测动植
物油脂和肉制品中的苯并芘，具有回收率高，稳定性
强，检测范围广，操作简便易行，省时等特点，适用于
批量检测动植物油脂和肉制品中苯并芘的前处理，
有效地解决了国标方法的缺点。
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