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摘要：利用流动注射分析技术，在线蒸馏、提取，显色，建

立一种快速测定鱼肉及其制品中挥发酚残留量的连续流

动分析方法。结果表明：建立的检测方法线性范围是

０．００～４０．００μｇ／Ｌ，相关系数狉＝０．９９９９，方法检出限为

０．０３０ｍｇ／ｋｇ，ＲＳＤ范围为０．９５２％～６．５４３％ （狀＝１１），样

品加标回收率为７２．０００％～９０．８２７％，与标准方法比较，

该方法具有准确、高效、简便、环保等优势。
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酚类化合物是一种芳香族羟基化合物。根据沸点差

异，通常分为挥发酚（＜２３０℃）和不挥发酚（≥２３０℃）。

挥发酚是水产品常规监测项目，参考中国水产研究院［１］

建议鱼中挥发酚残留量标准≤０．２ｍｇ／ｋｇ。据文献［２］记

载有生活在中下层水中的鱼（如：青鱼、鲤鱼等）挥发酚残

留量很高。水产品中过量的酚能影响水产品血液中的各

项酶活性，酚能通过改变链接蛋白位置来对人体肠道上

皮细胞的功能产生阻碍作用［３］，酚还能抑制肠道乳酸菌

的活性［４］。此外，还有酚类化合物对人及哺乳动物有促

癌作用的报道［５］。目前，中国已有测定鱼肉中挥发酚含

量的标准方法（ＧＢ５００９．２３１—２０１６《食品安全国家标准

水产品中挥发酚残留量测定》），但无论是在蒸馏还是萃

取、比色过程中都存在诸多影响挥发酚检测准确性的

因素。

连续流动分析仪是近年来迅速发展起来自动化程度

高，环境污染小、人为误差低的自动生化分析仪［６］。其原

理是样品或标准溶液通过一个采样器被蠕动泵吸出流过

整个系统，同时反应所需要的试剂也通过泵自动加入，与

样品或标准溶液混合反应，并在最后流经检测器时完成对

目标物的检测和信号记录以及分析过程。根据检测方式

的不同分为流动注射分光光度法、流动注射原子光谱法、
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流动注射电化学分析法、流动注射荧光及化学发光法

等［７－１０］。该方法消耗的试剂量以及样品的取样量（以微升

为计量单位）较挥发酚含量标准检测方法（ＧＢ５００９．２３１—

２０１６）用量少，节约成本，废液少，环境污染小
［１１－１２］。

研究拟采用连续流动分析仪建立鱼肉及其制品中挥

发酚残留量快速检测的流动注射分光光度法，并与 ＧＢ

５００９．２３１—２０１６《食品安全国家标准 水产品中挥发酚残

留量测定》法进行方法学上比较，以期为检测机构及生产

企业提供检测技术指导及应用。

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂

１．１．１　材料

鲜鱼及鱼制品：湖北省食品质量安全监督检验研究

院日常监督抽检及风险监测的抽检样品。

１．１．２　仪器

电子分析天平：ＭＥ２０４型，梅特勒—托利多仪器（上

海）有限公司；

全自动连续流动分析仪：Ｓａｎ＋＋ 型，荷兰 ＳＫａｌａｒ

公司；

超声波双频清洗机：ＳＢ２５１２ＤＴＳ型，宁波新芝生物

科技有限公司；

均质器：Ｂ４００型，瑞士Ｂｕｃｈｉ实验室仪器公司；

超纯水器：ＰＵＲＥＬＡＢＣｈｏｒｕｓｌ型，英国ＥＬＧＡ公司。

１．１．３　试剂

氯化铵、氨水、ＮａＯＨ、铁氰化钾、硫酸、硫酸铜：分析

纯，国药集团化学试剂有限公司；

４氨基安替比林：德国Ｓｉｇｍａ公司；

苯酚标准储备溶液：浓度为１０００ｍｇ／Ｌ，北京坛墨质

检科技有限公司；

超纯水：电阻率≥１８．２Ｍ !

·ｃｍ，实验室自制。

１．２　试验方法

１．２．１　标准溶液的配制

（１）标准中间液：吸取１ｍＬ１０００ｍｇ／Ｌ苯酚标准溶

液于１００ｍＬ容量瓶中，用０．０１ｍｏＬ／ＬＮａＯＨ溶液定容

至刻度，混匀，即为１０．００ｍｇ／Ｌ苯酚标准中间液。

（２）标准使用液：吸取１０ｍＬ１０．００ｍｇ／Ｌ苯酚标准

中间液于１００ｍＬ容量瓶中，０．０１ｍｏＬ／ＬＮａＯＨ溶液定

容至刻度，混匀，待用，即为１．００μｇ／ｍＬ酚标准使用液。

（３）标准系列工作液：分别吸取１．００μｇ／ｍＬ酚标准

使用液０．００，０．２０，０．５０，１．００，１．５０，２．００，４．００ｍＬ 置于

１００ｍＬ容量瓶中，用０．０１ｍｏＬ／ＬＮａＯＨ溶液定容至刻

度，混匀，待用，即为０．００～４０．００μｇ／Ｌ标准系列液浓度，

临用配制。

１．２．２　样品前处理　鲜鱼去鳞、内脏、骨及刺，清洗后粉

碎机粉碎，均质器匀浆后装于密封袋，于－２０℃封口保

存，待测。鱼肉制品直接粉碎均匀，待测。前处理方法参

照文献［１３］稍作改变：称取粉碎后的样品４ｇ（精确至

０．００１ｇ）于 １００ ｍＬ 容 量 瓶 中，加 入 ７５ ｍＬ１００ｇ／Ｌ

ＮａＯＨ溶液，超声１０ｍｉｎ，滴入３滴甲基橙指示剂，然后

加入９．２ｍｏｌ／Ｌ硫酸至溶液呈橙红色，加入１００ｇ／Ｌ硫酸

铜溶液５ｍＬ，加蒸馏水定容至刻度，混匀，过滤，收集滤

液，过０．４５μｍ微孔水系滤膜，待上机。

１．２．３　样品测定方法　接通电源，依次打开软件工作站、

数据转换器、自动进样器等设备，迅速将取样器冲洗管及

３条试剂管放入纯水中，清洗５ｍｉｎ，后将取样器冲洗管放

入０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中，３条试剂管分别放入对应

试剂瓶（试剂瓶 Ａ：０．４ｍｇ／ｍＬ４氨基安替比林；试剂瓶

Ｂ：１ｍｇ／ｍＬ铁氰化钾；试剂瓶Ｃ：１０％磷酸溶液）中，运行

１０ｍｉｎ，将装满标准系列工作液及样品待测液的进样小

杯置于样品盘正确位置，后标准系列工作液与样品待测

液通过采样器被蠕动泵吸出流出整个系统，并吸入空气

将流体不断地输送，样品待测液与标准系列工作液与试

剂Ｃ混合后在线水蒸气蒸馏（加热器温度１３５℃），后馏

出液流出，依次与试剂 Ａ、试剂Ｂ混合，混合液在混合圈

中充分混合并反应，再经检测器检测，在５００ｎｍ滤光片

下测定。

全自动连续流动分析仪控制参数：波长５００ｎｍ，进样

针清洗时间６０ｓ，到达阀时间６３ｓ，加热器温度１４５℃，注

射时间９７ｓ，进样时间６０ｓ，冲洗时间１００ｓ。

１．２．４　样品挥发酚残留量计算　以浓度为横坐标，响应

值峰高为纵坐标，绘制标准曲线。用与绘制标准曲线相

同的仪器条件，测定空白与样品待测液的强度，按照线性

方程求出相应质量浓度，再按式（１）计算样品中挥发酚残

留量。样品均称取４．０００ｇ，提取后定容至１００ｍＬ容量

瓶中。

犡 ＝
（犃－犃０－犪）×狏

犽×犿×１０００
， （１）

式中：

犃０———空白溶液峰高响应值，ｃｍ；

犃———样品待测液测得的峰高响应值，ｃｍ；

狏———样品定容体积，ｍＬ；

犪———标准曲线截距；

犽———标准曲线斜率；

犿———鱼肉样品质量，ｇ；

犡———样品中挥发酚残留量（以苯酚计）的含量，

ｍｇ／ｋｇ。

１．２．５　数据统计分析　采用ＳＰＳＳ１２．０软件。

２　结果与讨论
２．１　方法线性及检出限

试验方法在０．００～４０．００μｇ／Ｌ范围内线性方程为

犢＝１．００２犡－０．１５２，相关系数犚２＝０．９９９９，标准曲线峰

０５
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形图如图１所示。表明连续流动化学分析仪测定挥发酚

（以苯酚计）质量浓度在０．００～４０．００μｇ／Ｌ范围内线性良

好，可以满足鱼肉及其制品中挥发酚残留量的检测需求。

　　按照１．２试验步骤进行１１次空白试验，经计算得批

内标准偏差犛犱 为０．３９８，以３犛犱 所对应样品中挥发酚

（以苯酚计）含量为检出限。计算得出挥发酚（以苯酚计）

图１　标准曲线峰形图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｅａｋｃｕｒｖｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

检出限为０．０３０ｍｇ／ｋｇ，低于ＧＢ５００９．２３１—２０１６《食品安

全国家标准 水产品中挥发酚残留量测定》标准规定的检

出限０．０５ｍｇ／ｋｇ要求，说明流动注射分光光度法检出限

低、方法可靠。

２．２　精密度及回收率

分别取代表性海水鱼（带鱼、大黄鱼）、淡水鱼（草鱼、

鲫鱼）、鱼肉制品（鱼丸、鱼糕）４ｇ，按照１．２步骤进行样品

前处理及测定，６次重复试验测得精密度结果见表１。由

表１可知：连续流动分析仪测定６种鱼肉及其制品中的

挥发酚残留量精密度为０．９５２％～６．５４３％，低于ＧＢ５００９．

２３１—２０１６《食品安全国家标准 水产品中挥发酚残留量测

定》规定的≤１０％的精密度要求。

分别取代表性海水鱼（带鱼、大黄鱼）、淡水鱼（草鱼、

鲫鱼）、鱼肉制品（鱼丸、鱼糕）４ｇ，按照１．２步骤的样品前

处理及方法测定要求，进行低、中、高３水平（０．０５，０．１０，

０．５０ｍｇ／ｋｇ）加标回收率试验。由表２可知，连续流动分

表１　精密度测定

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

样品
测定值／（ｍｇ·ｋｇ－１）

１ ２ ３ ４ ５ ６
标准偏差 平均值 ＲＳＤ／％

草鱼　 ０．４３７４ ０．４１２９ ０．３８４７ ０．４１８９ ０．４０７３ ０．３７４６ ０．０２３０ ０．３５１３ ６．５４３

鲫鱼　 ０．３８７４ ０．３９７４ ０．４０７３ ０．４０１５ ０．３９９６ ０．４０１３ ０．００６６ ０．３４３０ １．９２４

大黄鱼 ０．４００１ ０．３８９６ ０．３９７４ ０．４０５７ ０．４１８９ ０．４０４７ ０．００９８ ０．３４６６ ２．８３２

带鱼　 ０．４０１２ ０．３８９７ ０．４０９７ ０．４０４９ ０．４０５７ ３．８５３０ ０．００９７ ０．３４３７ ２．８２７

鱼丸　 ０．３９９２ ０．３９９６ ０．４０１４ ０．３９５３ ０．４０４１ ０．４０３７ ０．００３３ ０．３４３８ ０．９５２

鱼糕　 ０．３９６９ ０．３９９１ ０．３９９４ ０．３８９６ ０．３９７６ ０．４０１７ ０．００４２ ０．３４１２ １．２１９

表２　回收率测定

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

样品

０．０５ｍｇ／ｋｇ

测得值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

平均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

回收率／

％

０．１０ｍｇ／ｋｇ

测得值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

平均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

回收率／

％

草鱼　 ０．０３８ ０．０３９ ０．０３５ ０．０３７ ７４．６６７ ０．８２５ ０．８１４ ０．７９８ ０．８１２ ８１．２３３

鲫鱼　 ０．０４１ ０．０３５ ０．０３２ ０．０３６ ７２．０００ ０．９０１ ０．８９７ ０．７８２ ０．８６０ ８６．０００

大黄鱼 ０．０３５ ０．０３９ ０．０３９ ０．０３８ ７５．３３３ ０．８４３ ０．８０６ ０．８９２ ０．８４７ ８４．７００

带鱼　 ０．０３４ ０．０３９ ０．０３８ ０．０３７ ７４．０００ ０．７８９ ０．８０６ ０．７４８ ０．７８１ ７８．１００

鱼丸　 ０．０４２ ０．０４０ ０．０４４ ０．０４２ ８４．０００ ０．８６９ ０．８２９ ０．８９５ ０．８６４ ８６．４３３

鱼糕　 ０．０４１ ０．０４２ ０．０３８ ０．０４０ ８０．６６７ ０．８７３ ０．９１４ ０．８３４ ０．８７４ ８７．３６７

样品

０．５０ｍｇ／ｋｇ

测得值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

平均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

回收率／

％

草鱼　 ４．０１４ ３．９９６ ４．０２８ ４．０１３ ８０．２５３

鲫鱼　 ３．９９８ ４．０１１ ３．５９６ ３．８６８ ７７．３６７

大黄鱼 ４．１０４ ４．００５ ３．８９５ ４．００１ ８０．０２７

带鱼　 ４．０３１ ３．９９２ ３．７５２ ３．９２５ ７８．５００

鱼丸　 ４．００２ ４．５１２ ４．６２８ ４．３８１ ８７．６１３

鱼糕　 ４．０９８ ４．９０３ ４．６２３ ４．５４１ ９０．８２７
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析仪测定６种鱼肉及其制品中的挥发酚残留（以苯酚计）

加标回收率为７２．０００％～９０．８２７％，符合 ＧＢ／Ｔ２７４０４—

２００８《实验室质量控制规范 食品理化检测》中规定的检测

方法确认的回收率技术指标的要求，说明该方法测定鱼肉

及其制品中的挥发酚残留（以苯酚计）加标回收率较好。

２．３　方法验证

２．３．１　检测结果比对　采用ＧＢ５００９．２３１—２０１６《食品安

全国家标准 水产品中挥发酚残留量测定》与试验方法对

含一定含量的挥发酚（以苯酚计）样品测定，检测结果如

表３所示，试验方法测定６种样品的峰形图如图２所示。

由表３可知，试验方法与标准方法重现性较好，仪器比对

差异为２．０％～８．４％。另外，淡水鱼挥发酚残留量比海水

鱼低，可能是海水被石油等污染导致挥发酚残留量较高，

海水鱼较淡水鱼生活在更下层，污染较为严重，挥发酚残

留量浓度较高，与文献［１４－１６］报道一致。

２．３．２　测试效率比对　从检测样品数、试剂用量、废液产

生量及测试时间四方面进行比较，结果如表４所示。由

表４可知，试验方法比标准方法试剂用量节省９３％以上、

样品测定用时节省６５％、测试效率提升３倍。由于试验

方法所用样品待测液不足１．５ｍＬ，大大减少了分析过程

中与显色剂等试剂污染，废液产生量减少５６．５％。此外，

试验方法考虑了水蒸汽蒸馏过程的挥发酚残留量损失情

况，标准系列工作液于同样仪器条件下，经过蒸馏提取，

得到的线性方程使得样品待测液中挥发酚残留量浓度更

准确，这一点较标准方法更精确。

图２　样品峰形图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｐｅａｋｓｈａｐｅｄｉａｇｒａｍ

表３　连续流动分析法与标准方法比对

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｌｏｗａｎａｌｙｓｉｓ

ｍｅｔｈｏｄａｎｄａｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ

样品
连续流动分析

法／（ｍｇ·ｋｇ－１）

标准方法／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

平均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＲＳＤ／

％

草鱼　 ０．１０７ ０．１０３ ０．１０５ ３．８

鲫鱼　 ０．０９２ ０．０８８ ０．０９０ ４．４

大黄鱼 ０．１４４ ０．１３３ ０．１３９ ７．９

带鱼　 ０．１４９ ０．１３７ ０．１４３ ８．４

鱼丸　 ０．０９７ ０．０９３ ０．０９５ ４．２

鱼糕　 ０．１０１ ０．０９９ ０．１００ ２．０

表４　测试效率比较

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

方法
每小时处

理样品数

每个样本所用

试剂用量／ｍＬ

每个样本所产

废液量／ｍＬ

试验方法 ５０ ＜０．１ １１５

标准方法 ５ １．５ ２６５

３　结论
试验选择有代表性的淡水鱼、海水鱼及其鱼肉制品

为研究对象，通过在线水蒸汽蒸馏提取，探究了流动注射

分光光度法测定挥发酚残留量（以苯酚计），在仪器优化

条件下，挥 发 酚 残 留 量 （以 苯 酚 计）浓 度 在 ０．００～

４０．００μｇ／Ｌ的范围内遵循比尔定律，有良好的线性关系，

相关系数为０．９９９９，方法检出限、精密度均低于ＧＢ５００９．

２３１—２０１６《食品安全国家标准 水产品中挥发酚残留量测

定》规定的检出限０．０５ｍｇ／ｋｇ、精密度≤１０％的要求；加

标回收率符合ＧＢ／Ｔ２７４０４—２００８《实验室质量控制规范

食品理化检测》中规定的检测方法确认的指标要求；流动

注射分光光度法比标准方法试剂用量节省９３％以上，样

品测定用时节省６５％，废液产生量减少５６．５％，测试效率

提升３倍。试验证明，建立的方法具有检出限低、高效、环

保及大批量样品检验的优势，适用于检测机构及生产企

业推广应用。
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罐体流场和温度场进行计算对比。结果表明：送风管中

合理布置环形挡风圈导流板，在小幅度提高流阻的前提

下能够增加球罐内部气流向罐内四周流动，整个球罐温

度场和速度场的气流均匀性得到有效改善，茶叶做青温

度均匀及增加通风对流能有效提升茶叶品质，有利于茶

叶摇青工艺。

（３）球罐型３６０°茶叶摇青机风管加装导流板，球罐内

部不同点的实测最高温度与最低温度相差２Ｋ，球罐内气

流分布均匀，与模拟仿真结果相吻合。在相同做青工艺

参数（吹风时间、摇青时间、晾青时间、做青次数）下，新机

型茶叶做青品质明显优于传统滚筒式摇青机，茶叶品质

提升了一个等级。

（４）球罐型３６０°茶叶摇青机送风管结构还有待优化，

如进一步优化风管中第２块导风圈的尺寸以及与第３块

导风圈轴向距离，可以改善此区域送风管周边的流场。

此外，在送风管内外部加倾斜式的导风板，可改善罐体内

气流流动，避免顶部气流冲向罐底部。
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