
基金项目:建德市科技项目(编号:2011C17)
作者简介:徐渊金(1980-),男,建德市质量计量监测中心工程师,硕

士。E-mail:hzic2001@163.com
收稿日期:2014-12-25

第31卷第2期

2015年3月
ＯＯＤ＆ＭＡＣＨＩＮＥＲＹ
食 品 与 机 械

Vol.31,No.2
Mar.2015

DOI:10.13652/j.issn.1003-5788.2015.02.021

腐乳中桔霉素提取条件优化及检测方法研究
Studyonmethodofdetectionandoptiminzationof

extractedconditionsforcitrinininsufu

徐渊金1

XUYuan-jin1
　

王向阳2

WANGXiang-yang2

(1.建德市质量计量监测中心,浙江 杭州　311600;2.浙江工商大学食品与生物工程学院,浙江 杭州　310018)
(1.JiandeCityCenterofSupervision&InspectiononQualityandMeasurement,Hangzhou,

Zhejiang311600,China;2.CollegeofFoodScienceandBiotechnologyEngineering,

ZhejiangGongshangUniversity,Hangzhou,Zhejiang310018,China)

摘要:对腐乳中桔霉素提取条件进行优化,确定最佳提取条

件为 甲 苯—乙 酸 乙 酯—甲 酸 (7∶3∶1,V/V)超 声 处 理

10min,提取温度50℃,提取3次,提取液经浓缩后甲醇定

容。建立高效液相色谱荧光检测器法测定腐乳中桔霉素,采

用 HypersilODS2(250mm×4.6mm,5μm)为分析柱,水

(pH2.5)—乙腈(70∶30,V/V)为流动相,流速0.8mL/min,
采用荧光 检 测 器 分 析,外 标 法 定 量。结 果 表 明:桔 霉 素 在

0.01~100.00μg/mL范围内线性良好(R2=0.99999),检

出限0.005mg/kg,样品加标回收率为90.4%~107.9%,相

对标准偏差(RSD6)小于6%,该方法操作简便、结果可靠。
关键词:桔霉素;检测;高效液相色谱;腐乳

Abstract:Extractedconditionsforcitrinin wereoptimizedinsufu.
Citrininwasextractedcompletelybytoluene-ethylacetate-formicacid
(7∶3∶1,V/V)at50 ℃,with10 minultrasonicprocessing.A
methodfordeterminingcitrinininsufuwasestablishedbyhighper-
formanceliquidchromatography (HPLC)withfluorescencedetec-
tion.Citrininwasseparatedbymobilephaseofwater(pH2.5)-ace-
tonitrile(70∶30)on HypersilODS2column.Theresultswere
showedthattherewasgoodlinearrelationshipbetweenthefluores-
cencedetectionvaluesandcitrininconcentrationintherangeof
0.01~100.00μg/mL(R2=0.99999).Thelimitofdetectionwas
0.005mg/kgandtherecoveryofcitrininwerebetween90.4% and
107.9%andrelativestandarddeviation(RSD,n=6)valuewereless
than6%.
Keywords:citrinin;detection;HPLC;sufu

腐乳(sufu)又称豆腐乳,是中国传统的具有民族特色的

发酵食品之一,已有1500多年历史。腐乳种类繁多,风味各

异。按产品的颜色和风味大体上可分为红腐乳、白腐乳、青

腐乳、酱腐乳及各种花色腐乳;按生产中所用微生物类型可

分为细菌型和霉菌型腐乳;按产品的规格又可分为太方腐

乳、中方腐乳、丁方腐乳和棋方腐乳[1]。桔霉素(citrinin)是

霉菌 [如 青 霉 (Penicillium)、曲 霉 (Aspergillus)、红 曲 霉

(Monascus)等]代谢产生的一种真菌毒素,由 WangH 等[2]

从红曲霉菌中分离出,并由法国学者 Blance等[3]用吸收光

谱、MS、NMR方法进行了结构特征分析证实。桔霉素是一

种对人畜有害的真菌毒素,具有明显的肾毒性,可引起试验

动物的肾脏肿大、尿量增多、肾小管扩张和上皮细胞变性坏

死等症状。桔霉素还具有致癌致畸作用[4,5]。现代研究[6-9]

发现桔霉素广泛存在于利用霉菌作用的传统食品及受霉菌

污染的食品,目前中国对桔霉素的检测研究[10-13]主要集中

于红曲米及红曲色素等方面。腐乳是利用霉菌发酵的产品,

存在桔霉素风险。孙伟伟等[14]分析了腐乳中存在的安全隐

患,但对于腐乳中桔霉素的研究还未见报道。目前有行业标

准涉及食品中桔霉素的检测,分别是 SN/T2916—2011《出

口食品中桔霉素的测定方法 免疫亲和柱净化—高效液相色

谱法》[15]和SN/T2426—2010《进出口粮谷中桔霉素含量检

测方法 液相色谱法(中英文版)》[16]。前者采用甲醇—水提

取样品中桔霉素,提取液再经免疫亲和柱净化,桔霉素的纯

化主要靠免疫亲和柱。后者采用乙腈—异丙醇—水提取样

品中桔霉素,提取液再 C18固相萃取柱净化,谷类中桔霉素

干扰物质较少,可以不需要免疫亲和柱纯化。标准采用极性

较大的甲醇、乙腈和水作为提取剂,提取物杂质较多,需采用

净化柱净化,操作较为繁琐,且操作步骤增加容易造成目标

物流 失,回 收 率 降 低。桔 霉 素 具 有 荧 光 特 性[17],使 用

HPLC—FLD法可以避免其他非荧光物质的干扰,提高检测

201



准确性,黄志兵等[18]采用该技术检测橙色红曲菌 As3.4384
及其诱变体发酵产物中的桔霉素,但目前没有采用该技术检

测腐乳中桔霉素的报道。本试验拟对腐乳中桔霉素提取条

件进行优化,减少所提取的桔霉素中的干扰杂质,并通过建

立高效液相色谱荧光检测器法(HPLC—FLD)进一步减少杂

质对桔霉素检测的干扰,来检测腐乳中桔霉素含量,为监测

腐乳产品桔霉素风险提供检测依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

腐乳:市售;

桔霉素:北京泰乐琪科技有限公司;

甲醇:色谱纯,临海市浙东特种试剂厂;

乙腈:色谱纯,天津赛孚科技有限公司;

乙酸乙酯:分析纯,浙江杭州双林化工试剂厂;

甲苯:分析纯,杭州化学试剂有限公司;

甲酸:分析纯,杭州高晶精细化工有限公司。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱仪:LC-20A型,日本岛津管理(中国)有限

公司;

荧光检 测 器:RF-20A 型,日 本 岛 津 管 理 (中 国)有 限

公司;

旋转蒸发仪:R-220型,瑞士步琦有限公司;

真空泵:V-710型,瑞士步琦有限公司;

低温冷却循环泵:DLSB-20/30型,郑州长城科工贸有限

公司;

超声波清洗器:SK5200LH 型,上海科导超生仪器有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　 色 谱 条 件 选 择 　 采 用 HypersilODS2 色 谱 柱

(250mm×4.6mm,5μm),柱温25℃,检测波长Ex=331,

Em=500,分别以水(pH2.5)—甲醇、水(pH2.5)—乙腈为

流动相,比较不同流动相配比对桔霉素的分离效果,并考察

流动相流速的影响。

1.3.2　标准溶液配制　准确称取桔霉素标准品5.00mg,

用甲醇溶解并稀释定容,配置成100μg/mL 的储备溶液,

4℃冰箱保存备用。临用时,用甲醇稀释上述标准储备溶液,

用甲醇稀释为100.00,10.00,1.00,0.10,0.01μg/mL的桔

霉素标准溶液,上机测定。

1.3.3　样品处理

(1)提取剂对桔霉素提取效果的影响:称取5份经均质

的加标腐乳样品,每份5g,置于锥形瓶中,分别采用15mL
甲醇、乙酸乙酯、甲醇-乙酸乙酯(1∶1,V/V)、甲醇-氯仿

(1∶1,V/V)和甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)5种

萃取剂提取样品中桔霉素,提取温度为室温,超声提取时间

10min,提取3次,合并提取液。提取液经减压旋转蒸发浓

缩至干 后,用 甲 醇 复 溶 并 定 容 到 5 mL,然 后 用 孔 径 为

0.45μm 的有机膜过滤,滤液备用。

(2)提取时间对桔霉素提取效果的影响:称取6份经均

质的加标 腐 乳 样 品,每 份 5g,置 于 锥 形 瓶 中,分 别 加 入

15mL甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)萃取剂,提取

温度为室温,超声提取时间分别为5,10,15,20,25,30min,

提取3次,合并提取液。提取液经减压旋转蒸发浓缩至干

后,用甲醇复溶并定容到5mL,然后用孔径为0.45μm 的有

机膜过滤,滤液备用。

(3)提取温度对桔霉素提取效果的影响:称取6份经均

质的加标 腐 乳 样 品,每 份 5g,置 于 锥 形 瓶 中,分 别 加 入

15mL甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)萃取剂,超声

提取时间10min,提取温度分别为20,30,40,50,60,70 ℃,

提取3次,合并提取液。提取液经减压旋转蒸发浓缩至干

后,用甲醇复溶并定容到5mL,然后用孔径为0.45μm 的有

机膜过滤,滤液备用。

1.3.4　定性定量方法　采用标准物质的保留时间对样品峰

进行定性,另外收集样品峰进行 GC—MS定性验证。外标

法以峰面积计算定量,依次配制不同浓度的桔霉素标准溶液

进样分析,以质量浓度(μg/mL)为横坐标,以峰面积为纵坐

标绘制标准曲线。

2　结果与分析

2.1　色谱条件试验结果

选用水(pH2.5)—甲醇、水(pH2.5)—乙腈作为流动

相,并调节流动相中水的比例,结果表明,水(pH2.5)—乙腈

(70∶30,V/V)作为流动相,流速0.8mL/min条件下,目标

物出峰时间较合适,并且与杂质完全分离。GC—MS证实该

出峰物质是桔霉素。
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图1　桔霉素标准溶液色谱图

Figure1　HPLC—FLDchromatogramofcitrinin

2.2　桔霉素提取条件试验结果

2.2.1　桔霉素提取剂试验结果　采用甲醇-乙酸乙酯-甲

酸(7∶3∶1,V/V)的萃取效果最好,提取率达85%以上,乙

酸乙酯、甲醇-乙酸乙酯(1∶1,V/V)和甲醇-氯仿(1∶1,

V/V)3种萃取剂对桔霉素的提取率均低于60%,甲醇提取

剂则含有较多的干扰物质,影响 HPLC检测结果,各提取剂
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的提取效果见表1。本试验萃取剂试验结果与陈蕴等[19,20]

的选择一致,故采用甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)

作为萃取剂。

表1　萃取剂对桔霉素的提取效果

Table1　Extractingeffectofdifferentsolventfor

citrinininsufu

萃取剂 桔霉素提取率/%

甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V) 88.6

乙酸乙酯 46.9

甲醇-乙酸乙酯(1∶1,V/V) 56.8

甲醇-氯仿(1∶1,V/V) 45.4

甲醇 95.6

2.2.2　桔霉素提取时间试验结果　在10min内,随着超声

提取时间的延长,桔霉素的提取率会增加,在10min时达到

最高值,此后再延长超声时间对提取效果影响很小,超声提

处理时间对桔霉素提取效果见表2。这表明超声提取10min
即可完全有效提取样品中桔霉素。

表2　超声处理时间对桔霉素的提取效果

Table2　Extractingeffectwithultrasonic

processingforcitrinininsufu

超声处理时间/min 桔霉素提取率/%

5 65.8

10 88.6

15 88.6

20 88.8

25 88.9

30 88.9

2.2.3　桔霉素提取温度试验结果　在50℃内,随着提取温

度的提高,桔霉素的提取率随之增加,在50 ℃时达到最高

值,超过50℃之后提取率反而下降(表3)。这可能是因为桔

霉素的荧光生色团对温度敏感[17],温度太高使得桔霉素的

荧光生色团失效,从而影响提取液的荧光强度,最终表征为

含量下降。靳赛等[21]研究发现随着烘干温度的增加,同一

红曲米测出的桔霉素的量在减少。这一研究结果与本试验

结果一致,表明高温处理影响样品桔霉素检出水平。

2.3　线性方程及检出限

在试验条件下,测定1.3.2配置的桔霉素标准溶液,以

峰面积响应值对桔霉素标准液浓度作标准曲线,见图 2。

图2表明在试验条件下,桔霉素浓度与峰面积呈良好的线性

关系,y=1604491x+4043,R2=0.99999。检测结果中色

谱峰高为噪声高3倍(S/N=3)相对应的浓度为检出限,本

方法检出限为0.005mg/kg。

表3　提取温度对桔霉素的提取效果

Table3　Extractingeffectindifferenttemperature

forcitrinininsufu

提取温度/℃ 桔霉素提取率/%

20 81.4

30 89.5

40 94.6

50 98.2

60 93.5

70 85.7
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图2　桔霉素标准曲线

Figure2　Standardcurveofcitrinin

2.4　回收率及重复性

采用添加回收的方法,测定回收率。分别添加高、中、低

3个水平,加标样品按1.3.3处理,并按1.3.1的色谱条件进

行检测,每个添加水平平行检测6次,回收率和重复性数据

见表4。结果表明,方法回收率在90.4%~107.9%,相对标

准偏差(RSD6)小于6%,可见本方法有较高的准确度和可

靠性。

表4　桔霉素的回收率和重复性测定结果

Table4　Recoveryrateanddeterminationprecisionof

citrinindeterminations

本底值/

(mg·kg-1)

加标量/

(mg·kg-1)

平均

回收率/%

RSD6/

%

0.08 0.5 107.9 5.69

0.08 10.0 94.6 3.90

0.08 40.0 90.4 4.36

2.5　样品测定

采用本方法对8个市售腐乳样品进行桔霉素含量测定,

结果见表5。由表5可知,试验的8个腐乳产品均检出桔霉

素,并且 桔 霉 素 含 量 差 别 较 大,桔 霉 素 含 量 最 低 的 只 有

0.08mg/kg,而最高达8.69mg/kg。这主要是腐乳是利用霉

菌发酵作用的传统食品,容易受到桔霉素污染,同时由于生产

工艺不同、菌种不同等因素影响,腐乳产品桔霉素含量差别

较大。
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表5　腐乳桔霉素含量测定结果

Table5　Determinationresultsofcitrinincontentinsufu

样品 检测结果/(mg·kg-1) 样品 检测结果/(mg·kg-1)

腐乳1 0.08

腐乳2 0.78

腐乳3 5.26

腐乳4 3.63

腐乳5 8.69

腐乳6 0.69

腐乳7 1.92

腐乳8 6.86

3　结论

本试验采用甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)作

为提取剂,超声处理10min,提取温度50℃,能有效提取腐

乳中桔霉素,减少杂质干扰。建立了高效液相色谱荧光检测

器法检测腐乳中桔霉素含量,其目标物分离效果好、回收率

高、重现性好,试验方法可用于腐乳产品桔霉素含量检测。

另外提取液未经净化处理,操作简便,分析时间短。对市售8
个腐乳产品进行桔霉素含量检测,检测结果表明所捡的8个

腐乳样品普遍受桔霉素污染,但受污染程度相差较大,可能

是因为腐乳产品桔霉素含量水平受产品生产工艺和菌种的

影响较大。建议建立腐乳产品桔霉素污染数据库,改进生产

工艺,选用低风险菌种,降低甚至清除腐乳产品桔霉素污染。
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