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高效液相色谱法同时测定

植物固体饮料中
#"

种植物毒素
B"2"%8+,$2+),)-2",

(

'

5

2)2)9+,#+,7)2$,

5

#)3+.7"0"%$

*

"7

5

132%$'+

*

'

(

"%-)%8$,&"3+

@

1+.&'%)8$2)

*

%$

(

'

5

&)1

(

3".A+2'I1<='<!:

张鹏斐

O4"#$G<,

:

)

=

</

#湖南省怀化市食品药品检验所'湖南 怀化
!

A#$"""

%

#

4+'/&+'1,DE/E+E<

=

(A6((@',@HA+

:

0(,EA(;

'

4+'/&+'

'

4+,',A#$"""

'

0&/,'

%

摘要!建立了植物固体饮料中原百部碱!侧柏酮!香豆素!

黄连素!黄樟素!山道年!芦荟苷!细辛脑!异黄樟素!长叶

薄荷酮
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种植物毒素的
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结合超高效液相色

谱的检测方法#样品经乙腈提取"应用
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技术

净化"

T3>@5eE201E>N

$

液相色谱柱'

A=)00p!+"00

"

+

(

0

(分离"流动相为甲醇+

#"00G3

&

W

乙酸铵水溶液

'

F

O,=+

("通过
V'M
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阴性样品的
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个添加水平的平均回收率在
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#该方法操作简单"准确高

效"适用于植物固体饮料种
#"

种植物毒素含量的测定#

关键词!植物固体饮料$植物毒素$

Z<.N5.R[

$高效液相
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植物固体饮料是以植物及其提取物为主要原料加工

制成的一类冲泡型饮料'近些年被作为代餐减肥食品受

到了很多人青睐'然而其安全隐患也随之而来)从
!"

世

纪
("

年代!植物毒素"

,
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-这一名称的提出到最近几年关

于植物类食品安全隐患的研究报道,
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'均表明相关学

者对植物类食品的安全性提出了质疑)并且'欧盟+澳大

利亚和新西兰等国家和地区对饮料中
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种植物毒素#芦
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细辛脑+黄连素+黄樟素和异黄樟素+山道年+原百

部碱+长叶薄荷酮+侧柏酮+香豆素%的含量进行了严苛规

定,

)

-

'并以此管控中国出口产品'而中国相关标准与法规

还相对缺乏,

-

-
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目前'植物毒素的样品处理方法仅有传统的固相萃

取法,
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'且均用于液体饮料中'并不适用于固体饮料'

而且用该方法处理样品后提取液浑浊不清不适用于检

测)相较于上述方法'
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法操作简单+吸附性

高+效率高+提取液澄清,
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'更适用于成分复杂的植物

固体饮料成分提取)关于植物毒素的检测方法主要有气

相色谱法,
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+气相色谱(质谱法,
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+液相色谱法,
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及液相色谱(串联质谱法,
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-等'其中'高效液相色谱法为

主要方法'对于复杂组分分析有明显优势'且
'M'

检测

器能通过
'M'

图谱比对判断检测成分是否为所测成分)

综上考虑'试验拟采用
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方法对市售的植物固

体饮料进行提取+净化'用超高效液相色谱
'M'

定性定

量'以建立同时检测植物固体饮料中
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种植物毒素的方

法'以期为植物固体饮料的日常监督提供有利且客观的

技术依据)
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乙腈+甲醇$色谱纯'美国
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乙酸铵$色谱纯'美国
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公司&

甲酸$色谱纯'天津科密欧化学试剂有限公司&

氯化钠+无水硫酸镁+醋酸钠$分析纯'国药集团化学

试剂有限公司&
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石墨化碳黑#
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物科技有限公司&

分析样品#
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种植物固体饮料%$市售)
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标准溶液配制
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植物毒素标准储备液的配制
!

将
#"

种植物毒素

分别用甲醇配制成约
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的标准浓度的储备溶液'将

其放置在
Am

的冰箱里避光冷藏'可储存
)

个月)
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植物毒素混合标准溶液的配制
!

分别吸取上述适

量的
#"

种植物毒素的单标储备液'用
,"b

甲醇(
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的混合标准溶液)测试时'用
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甲醇(
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W

乙酸铵溶液#

F

O,=+

%将混合标逐步稀释成用

于检测灵敏度和线性范围分析配制的标准工作溶液)

#=A
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色谱条件的探索

之前有研究者,

$

-发现有些植物毒素更具碱性和极

性)进行
OVWN

检测时'容易出现色谱峰形状不佳'拖尾

和分离度不足等情况'参考已有液体饮料中
-

种植物毒

素的液相色谱测定方法,

(

-进行优化'固定甲醇为流动相

的一种'考察水+乙酸铵缓冲液+甲酸溶液等不同流动相

比例'以出峰时间+峰形及峰分离度为指标考察流动相比

例)同时'液相色谱柱的填充物对混合标液分离效果也

有较 大 的 影 响'对 比 了
T3>@5 eE201E>N

$

和
T1E>C4

TMB"+A!-+N

#$

色谱柱的效果'对液相色谱的参数+室内

温度等进行调整'让液相色谱仪处于最佳状态'从而得到

了较好的分离效果)
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样品提取净化
Z<.N5.R[

方法设计
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!

样品提取
!

参考
Z<.N5.R[

法用于凉茶中,

#(

-的

前处理技术'通过对比振荡提取+超声提取的加标回收

率'选择合适的提取方式)

在提取阶段
Z<.N5.R[

方法通常加入过饱和的无

水硫酸镁'加快有机相与水相分层'且提高样品回收率)

因此试验先考察加入单一除水剂无水硫酸镁的回收率'

确定其最佳加入量'再比较在确定加入无水硫酸镁的基

础上加入氯化钠和醋酸钠的加标回收率'确定用一种除

水剂或多种除水剂)通过固定一种盐的量'变化另一种

盐的量'根据回收率结果'对除水剂的用量比例进行优

化'从而得到较好的除水剂比例)

#=+=!
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样品净化
!
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方法中'

V[M

+

N
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和
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是常见的
,

种吸附剂)

V[M

能够清除样品共萃取物中的

脂肪酸+某些色素和糖类等极性基质成分'而对生物碱无

吸附作用,

#!

-

)因此试验先考察仅加入
V[M

吸附剂的净

化效果'再在确定加入
V[M

的基础上'考察加入
N

#$

和

$)

安全与检测
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UN\

吸附剂时的加标回收率'且对比使用不同质量的

V[M

'从而得到理想的净化条件)

#=)

!

数据统计与分析

摸索不同浓度的混合标准溶液在液相色谱中得到的

响应值'将横轴变量设定为植物毒素浓度'并将峰面积设

定为纵轴变量'从而得到标准曲线及其线性关系)基于

标准曲线'通过外标方法计算加标样品中各种植物毒素

的回收率'并获得购买样品中的植物毒素含量)通过阴

性样品的加标回收率试验得到不同加标浓度下的回收率

和精密度'采用控制变量法筛选出较优试验条件)

为验证方法的可靠性'采用加标回收法'在阴性植物

固体饮料样品中'分别添加高+中+低
,

个质量浓度水平

的
#"

种植物毒素混合标准溶液'测量每个浓度水平
)

次

以获得回收率和相对标准偏差)连续测试相应浓度的加

标溶液
+?

'并测量日间的精度)
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结果与讨论
!=#

!

色谱条件的优化

!=#=#

!

流动相条件的优化
!

通过对比不同流动相及各种

F

O

的流动相'发现对于这类碱性较强+极性较大的植物

毒素在酸性较大的乙酸铵缓冲盐流动相中能有较好的分

离度'当流动相
F

O

值为
,=+

时能得到较好的峰状态'并

当
F

O

值低于
,=+

时'峰形及峰分离度等变化不大'考虑

到液相色谱柱的耐酸性'最终确定以
F

O

为
,=+

的乙酸铵

缓冲液和甲醇作为流动相进行梯度洗脱)
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液相色谱柱的选择
!

对比了
T3>@5eE201E>N
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和

T1E>C4TMB"+A!-+ N
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色 谱 柱'发 现 色 谱 柱
T3>@5

eE201E>N

$

#

A=)00p!+"00
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(

0

%有更好的分离度)
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最佳液相色谱条件的确定
!

将
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种植物毒素混

合标准溶液用
T3>@5eE201E>N

$

色谱柱'以
F

O

为
,=+

的

乙酸铵缓冲液和甲醇作为流动相进行液相色谱检测'调

节流动相比例'通过液相色谱
'M'

检测器全波段扫描'

得到了全波段扫描图'通过筛选分别在
!)"

'

!("

'

,++80

处得到了较好的标准品色谱图'如图
#

所示)

最终确定最佳的色谱条件$色谱柱为
T3>@5eE201E>

N

$

#
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%&流动相
M

为
#"00G3
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W

乙

酸铵溶液#

F

O,=+

%'流动相
\

为甲醇&梯度洗脱程序$

"

$

#+028

'

-"b M

&

#+

$

!"028

'

-"b

$

)"b M

&

!"

$

,+028

'

)"b

$

A+b M

&

,+

$

,)028

'

A+b

$

,+b M

&

,)

$

+"028

'

,+b M

&

+"

$

+#028

'

,+b

$

-"b M

&

+#

$

++028

'

-"b M

)

流速
"=$0W

*

028

&柱温
,+m

&后运行时间
+028

&检测波
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&进样量
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样品处理条件的优化

!=!=#

!

提取条件
!

通过对比振荡提取+超声提取'发现超

声提取操作简单'且比振荡提取有更高的提取率)乙腈

极性较强'与水互溶'加入盐后容易与水分离'与丙酮和

乙酸乙酯相比'乙腈不易提取色素和基质中的鞣质+蛋白

图
#

!

#"

种植物毒素化合物的高效液相色谱图
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质等成分'因此选择乙腈作为提取液)

当仅用无水硫酸镁作除水剂时'加入约
+"

(

9

*

W

混

标'随着无水硫酸镁用量的增加'能较好地除去样品中的

水分'其加标回收率也逐渐增大)如图
!

所示'当无水硫

酸镁用量
#

!

9

时'过多的无水硫酸镁吸收水分后会吸收

其他有效成分'导致回收率有所降低'因此无水硫酸镁用

量为
!

9

时较理想)

!!

在确定加入无水硫酸镁的基础上比较加入氯化钠和

图
!

!

无水硫酸镁用量对
#"

种植物毒素回收率的影响
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高效液相色谱法同时测定植物固体饮料中
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种植物毒素



醋酸钠的效果'发现加入氯化钠的回收率较高)因而氯

化钠在该方法中吸水效果较好'通过试验'固定无水硫酸

镁的量为
!

9

'变化氯化钠的量'对无水硫酸镁和氯化钠

的用量比例进行优化'结果#图
,

%表明$当氯化钠的质量

为
!

9

时'回收率水平最为理想'表明在无水硫酸镁与氯

化钠以
#l#

混合时'前处理所加水分被较好除去且不损

失其他成分)

!=!=!

!

净化条件
!

对比
,

种吸附剂
V[M

+

N

#$

和
UN\

的吸

附效果'发现用多种吸附剂的回收率均不如仅用
V[M

的'

随着
V[M

中加入
N

#$

和
UN\

比例的增加混标回收率呈下

降趋势#见图
A

%'印证了
V[M

不仅能够清除脂肪酸+色素

和糖类等成分'对生物碱无吸附作用'有较高的保留该混

图
,

!

除水剂组成比例对
#"

种植物毒素回收率的影响
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图
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吸附剂比例对
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种植物毒素回收率的影响
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合溶液中植物毒素的效果)对
V[M

的添加量进行对比'

得知用
A""0

9

V[M

作为吸附剂回收率最高'见图
+

)在

Z<.N5.R[

方法中虽然较多的吸附剂能有较好的吸附效

果'但并不是吸附剂添加越多越好'随着吸附剂的增加上

清液越来越澄清'但吸附剂添加至一定量时会出现饱和

状态'回收率不再随着吸附剂的增加而增加'甚至回收率

会有所降低)

!!

最终确定样品前处理方法$称取
+="""

9

固体饮料置

于
+"0W

具塞离心管中'加
#"0W

水和
#+0W

乙腈超声

#+028

)加入
!

9

无水
L

9

[J

A

'

!

9

Q1N3

'涡旋混匀

!028

'于
$"""C

*

028

离心
+ 028

)准确吸取上清液

+0W

置于已加入
A""0

9

V[M

的
+"0W

离心管中'混匀'

$"""C

*

028

离心
#"028

)准确吸取上清液过
"=A+

(

0

有

机滤膜于样品瓶中'供液相色谱分析测定)

!=,

!

标准曲线%线性关系与检出限定量限

由表
#

可知'

#"

种植物毒素在固定的浓度范围内其

相关系数均大于
"=((-

'表示其均有较好的线性关系'适

用于固体饮料中
#"

种植物毒素的定量检测'由于标准品

均为固体配置而成'因而线性范围并非整数)在阴性固

体饮料样品中添加不同浓度的待测物'按照试验建立的

方法进行测定'得出
#"

种植物毒素的检出限#

%
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为
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'定量限#
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*
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%为
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$
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9
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9

'说明该方法检测浓度较低'具有较好的灵

敏度'能够满足日常检测检验)

!=A

!

方法的准确度和精密度

由表
!

可知'加标回收率最低
--=!b

'最高
#"+=!b

'

且
R['

值为
#="!b

$

!=()b

'浓度较低的回收率较低'浓

度高的回收率较高'添加较低浓度水平的加标样在处理

过程中损失的可能性更大)这些加标样回收率的
R['

值

变化幅度并不大'表示该方法稳定性好'侧柏酮的响应值

是所有待测物中最低的'在检测的过程中会有少许波动'

因此其回收率
R['

值变化稍大一些)

!!

试验范围内
#"

种植物毒素化合物的日间精密度为

#=!#b

$

!=$+b

'且波动范围均不大'表明该仪器稳定性

图
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含量对
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种植物毒素回收率的影响
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好'精密度高)得到的数据均能达到
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*

B!-A"A

(

!""$

1实验室质量控制规范食品理化检测2的要求'能够满足

日常检测需要)

!=+

!

实际样品的测定

用试验建立的前处理方法处理
#"

种市售植物固体饮

料'并通过建立的液相色谱方法对所有样品进行
'M'

扫

描'发现其中有一个混合类代餐固体饮料中含有香豆素'

其浓度为
"="A

(

9

*

W

'结合样品处理过程'得到其含量为

"=!"0

9

*

^

9

'尽管该结果低于1欧盟食品中化学污染物限量

规定2对于植物性的饮料里植物毒素香豆素
-

!0

9

*

^

9

的限

量规定'但表明目前市售的植物固体饮料存在潜在的风险)

,

!

结论
将

Z<.N5.R[

样品处理方法用于植物固体饮料中

植物毒素原百部碱+侧柏酮+香豆素+黄连素+黄樟素+山

道年+芦荟苷+细辛脑+异黄樟素+长叶薄荷酮的测定'通

过对
Z<.N5.R[

处理方法以及液相色谱条件的优化'建

立了定性+定量检测植物固体饮料中
#"

种植物毒素的检

测方法)选择乙腈提取样品中的植物毒素'应用
Z<.N5/

.R[

技术净化'采用配备
V'M

检测器的高效液相色谱仪

进行分离测定'外标法定量)该处理方法简单'纯化效果

好'检测灵敏度高'对固体饮料净化效果较好'可用于植

物固体饮料中
#"

种植物毒素的定性和定量分析)样品

处理结果表明'除微量香豆素外'其他植物毒素并未检

出)表明植物毒素对食用者身体健康影响的潜在风险是

存在的'因此建议将植物毒素的检测纳入固体饮料质量

控制范畴'促进其不断规范和提高'从而提高固体饮料整

体质量水平)
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