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食品中多氯联苯分析前处理技术进展

李敬光　吴永宁

(中国疾控中心营养与食品安全所 ,北京　100050)

摘　要 :样品前处理是食品中多氯联苯分析的关键步骤 ,近几年在食品中多氯联苯的提取、净化和

分离方面出现了一些新技术。超临界流体萃取、微波辅助提取、加速溶剂萃取等使样品的提取时

间缩短并减少了溶剂用量。自动净化装置以及新型高效液相色谱柱等新的净化、分离手段使这一

过程大为简化。
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Progress in pretreatment for determination of polychlorinated biphenyls from food matrices
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Abstract : The pretreatment of food samples is a crucial procedure for determination of polychlorinated biphe2
nyls in them. Several new pretreatment methods have been developed during recent years. Supercritical fluid

extraction , microwave2assisted extraction and accelerated solvent extraction have reduced the time and solvent

needed for sample extraction. The automated clean2up system and novel HPLC column have simplified the pro2
cedure of sample clean2up .

Key Words : Food ; Polychlorinated Biphenyls ; Chemistry , Analytical

基金项目 :国家重点基础研究发展规划项目 (2003CB415001)、国家

“十五”科技攻关项目 (2001BA804A13 ,2002BA804A19)和国

家高新技术项目 (2002AA217031)。

作者简介 :李敬光　男　博士生

通讯作者 :吴永宁　男　研究员

This work was supported by National Basic Research Program of China

(2003CB415001) , the Grant from National Science and Technology

Program Funds of Ministry Science and Technology ( 2001BA804A13 ,

2002BA804A19) and National New High2Tech Research Program of Chi2

na . (2002AA217031)

　　多氯联苯 (polychlorinated biphenyls , PCB)是斯得

哥尔摩公约中优先控制的 12类持久性有机污染物

之一 ,理论上有 209个同系物异构体 ,它们的化学性

质极为稳定 ,难于被生物体降解 ,能够通过食物链富

集 ,通常在生物样品和环境样品中同时存在。PCB

对免疫系统、生殖系统、神经系统和内分泌系统均会

产生不良影响 ,并且是导致与之接触过的人群出现

癌症患者的一个可疑因素。1997年 WHO重新评估

二　英类的毒性当量因子时将共平面 PCB 也包括

进去。[1 ] 联合国 GEMSΠFood 中规定了 PCB28、52、

101、118、138、153 和 180 作为 PCB 污染状况的指示

性单体。人类接触 PCB ,除了职业暴露 ,食物摄入是

最重要的途径 ,超过人体接触量的 90 %。动物性食

品是主要来源 ,因此对食品中 PCB进行监测对于控

制其危害十分重要。

PCB在样品中的含量极低 ,而且样品中存在多

种高浓度的干扰物 ,因此在进行 PCB分析时除了使

用高灵敏度和选择性的分析仪器外还需要使用复杂

的前处理技术。在进行 PCB 分析时前处理的时间

大约占总分析时间的 60 %～80 % ,而且样品前处理

在很大程度上决定了分析结果的正确与否。为了克

服传统方法耗时长、劳动量大以及需要使用大量有

毒有害溶剂的缺点 ,近些年来出现的一些新技术已

在 PCB的分析中得到验证和应用。本文综述了近

几年应用于 PCB 分析的提取、净化、分离等方面的

新技术。

1　提取

PCB为脂溶性物质 ,在生物体中主要蓄积在脂

肪组织 ,因此从食品样品中提取 PCB的方法都是基
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于提取脂肪的技术。不同类型的食物样品在提取前

需要进行不同的处理。肉和鱼类样品需要先混合均

匀 ,然后取有代表性的部分与无水硫酸钠一起研磨

成粉末状后进行提取 ,也可先把样品制成匀浆后与

无水硫酸钠混合提取。冷冻干燥技术已经在样品的

预处理中广泛应用 ,但冷冻干燥过程中有可能造成

低氯取代 PCB 的丢失。奶样可以用无水硫酸钠干

燥或冷冻干燥后提取 ,也可与草酸钠和乙醇或甲醇

混合后用溶剂液液分配法萃取。蔬菜水果等植物性

样品含有大量水分 ,储存或分析前要经脱水处理

(40 ℃～50 ℃温和干燥) 。一般认为黄油、脂肪、油

脂类样品是均匀的 ,可直接取所需要的量溶解在正

己烷或石油醚中即可。传统的 PCB 提取方法包括

振荡萃取、索氏 (Soxhlet)萃取、超声萃取等。食品样

品使用的提取溶剂与样品的种类、性质有关 ,一般常

用甲苯、苯以及己烷 (或戊烷)与丙酮或二氯甲烷等

组成的混合溶剂系统。传统提取方法耗费时间较长

(比如索氏萃取要用 18～24 h) ,需要使用大量有机

溶剂 ,容易对操作人员的健康和环境造成危害。一

些新技术的应用克服了以上这些缺点。

111　超临界流体萃取技术 ( supercritical fluid ex2
traction , SFE)

利用超邻界流体在物理、化学方面的特性 ,根据

样品类型、目标物的沸点、分子量选择适当的操作条

件可以有选择性地把目标化合物提取出来。由于全

过程不使用有机溶剂 ,避免了提取过程中溶剂对人

体的损害和对环境的污染。二氧化碳由于合适的临

界温度 (31 ℃)和临界压力 (74 MPa)是目前最常用

的 SFE提取溶剂 ,而且二氧化碳是一种不活泼的气

体 ,萃取过程中不发生化学反应 ,无味、无臭、无毒 ,

安全性非常好且价格便宜 ,纯度高 ,这一技术已经在

PCB的提取中得到应用。如果 SFE的条件优化的合

适 ,可以将 SFE的提取物直接注射进 GC2MS进行分

析而不需要进一步净化。已经发表的应用方法涉及

了包括鱼油、混合膳食等食品样品。在进行 SFE之

前把适量样品与无水硫酸钠混合 ,脱去水分。将这

些混合物放入萃取池后填入碱性氧化铝、或弗罗里

矽土、硅胶等[2 ,3 ]作为脂肪保留剂 ,开始提取。提取

物被捕集在装入捕集阱中的 C18硅胶[2 ]或去活熔融

石英珠[3 ]上。萃取后用几毫升环己烷、正己烷或正

庚烷[4 ]把目标化合物从捕集阱中洗脱出来。SFE提

取速度快 ,自动化程度高 ,但设备价格比较贵、对操

作人员的技术要求较高限制了该技术的广泛使用。

112　微波辅助提取 ( microwave2assisted extraction ,

MAE)

微波辅助提取技术在有机化合物提取上的应用

是近几年发展起来的。当微波作用于样品和溶剂混

合物上时 ,极性分子便在微波电磁场作用下产生瞬

时极化 ,并以每秒数亿次的速度做极性变换运动 ,从

而产生键的振动、撕裂和粒子之间的相互摩擦、碰

撞 ,促进分子活性部分更好地接触和反应 ,同时迅速

生成大量的热能使溶剂的提取温度升高。MAE的

主要优点在于能量可快速传递到溶剂的整个体积因

而迅速加热。溶剂偶极矩越大 ,溶剂分子在微波场

振动越强烈。PCB的传统方法中因为常用的溶剂如

苯、甲苯和直链脂肪烃是非极性的 ,它们不能吸收微

波的能量 ,不会被加热。因此必须加入乙酸乙酯、[5 ]

丙酮或甲醇[6 ]等极性溶剂作为微波传导剂 ,使溶剂

与微波作用。在分析 PCB时有机氯农药如 BHC和

DDT会对分析造成干扰 , G Xiong
[6 ]等在溶剂中加入

氢氧化钾的甲醇或乙醇溶液 (1 molΠL)以去除有机氯

农药的干扰并可同时皂化脂肪。

113　加速溶剂萃取 (accelerated solvent extraction ,

ASE)

加速溶剂萃取或加压液体萃取 (pressurized liq2
uid extraction , PLE)是在较高的温度 (50 ℃～200 ℃)

和压力 (1 000～3 000 psi)下用有机溶剂萃取固体或

半固体的自动化方法。提高的温度能极大地减弱由

范德华力、氢键、目标物分子和样品基质活性位置的

偶极吸引所引起的相互作用力。液体的溶解能力远

大于气体的溶解能力 ,因此增加萃取池中的压力使

溶剂温度高于其常压下的沸点。该方法的优点是有

机溶剂用量少、快速、基质影响小、回收率高和重现

性好。近年来商品化的 ASE仪器在 PCB 分析领域

的应用日趋广泛 ,对各类样品都具有良好的提取效

果。[12 ]自动化的 ASE设备可在几十分钟内完成一个

样品的提取并可以连续提取多个样品。Gomez2Ariza

等[7 ]将 2 g样品经处理后装入不锈钢萃取池 ,封盖

后加温至100 ℃、加压至1 600 psi。平衡后用戊烷静

态提取10 min ,然后用新溶剂把提取溶剂冲入收集

瓶 ,如此重复一遍后用氮气把所有溶剂压入收集瓶 ,

提取完成。整个过程使用溶剂20 ml左右 ,20 min完

成。使用 ASE时在提取池中加入合适的脂肪吸附

剂可以同时进行提取和净化 ,加快了分析速

度。[8 ,9 ,13 ]Bjorklund 等[11 ]比较了硫酸硅胶 ,弗罗里矽

土 ,氧化铝 (包括碱性、中性、酸性)作为脂肪保留剂

的除脂效果。在对鱼肉、猪肉、鱼油和奶粉的实验

后 ,结果显示硫酸硅胶和弗罗里矽土的净化效果更

好 ,样品的脂肪含量与脂肪保留剂的比例 ( FFR)为

01025时提取液中脂肪可被完全去除 ,提取液加入

浓硫酸后不发生反应。

114　固相微萃取技术 ( solid2phase microextraction ,
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SPME)

固相微萃取技术是用装在注射器针头内的熔融

石英光导纤维做载体 ,表面用有机固定液作涂渍处

理 ,当它浸在样品溶剂中时 ,被测物通过扩散吸附在

它表面 ,然后转移至气相色谱仪的进样口进样 ,通过

加热脱附 ,被测物随载气进入色谱柱进行分离和测

定。该方法不需要使用有机溶剂 ,无需进一步的净

化处理 ,时间短 ,通过改变固定液的类型和液层的厚

度 ,可以对 PCB 进行选择性萃取 ,
[14 ]提高吸附量。

固相微萃取技术在环境样品[15 ,16 ]中应用较多。近年

来在生物样品[17 ]与食品上的应用逐步发展起来。

Rohrig等[18 ] 使用固相微萃取技术测定了人乳中

PCB、HCB、HCH及 DDT等有机化合物。SPME纤维

(涂渍 85μm聚丙烯酰胺 polyacrylate)在样品用磁转

子不停的激烈搅拌的密闭顶空瓶的气相中静置平衡

40 min。萃取完成后吸附纤维插入 GC 进样口

(280 ℃) 10 min使目标物从纤维上热解吸出来进行

色谱分析 ( GC2ECD或 GC2MS) 。

2　净化、分离

净化、分离的目的是除去共提物中的干扰组分 ,

然后将各类有机氯化合物收集在不同组分中以进行

分析。净化程度取决于被测化合物的数目、基质干

扰及分析仪器状态。对于 PCB 分析经常使用弗罗

里矽土、硅胶、氧化铝和凝胶渗透 ( gel permeation

chromatography , GPC)等固 - 液色谱方法。通常 PCB

和有机氯农药测定的净化方法相类似并且常需要使

用活性炭分离出含共平面 PCB 的组分。PCB 的净

化分离过程包括了一系列的玻璃柱色谱的洗脱及其

他化学方法 ,与传统的提取方法一样是一个耗时长、

溶剂用量大的过程。一个样品的处理时间往往需要

几天时间。

211　脂类化合物的净化

食品样品中往往脂肪含量比较高 ,传统方法提

取后脂类化合物是主要共萃取物。这些脂肪物质对

GC的进样口和柱头都会产生影响同时还会污染检

测器 ,提高背景噪音 ,从而影响分析结果。经常使用

的脱脂方法包括酸洗或碱洗、混合硅胶柱 (柱子中依

次装入硅胶、硫酸酸化硅胶或氢氧化钾碱化硅胶、硅

胶以及无水硫酸钠 ,有时还需要加入能够去硫的硝

酸银硅胶)净化和凝胶渗透色谱 ( GPC)净化。GPC

对于定量分离小分子物质如二　英、PCB、多环芳烃

(分子量一般小于 500) 和油脂 (通常分子量大于

600)具有很好的效果。大分子物质首先流出 ,随后

是小分子物质 ,这种方法特别适用于净化脂肪含量

较高的食品样品。提取和净化同时进行可以大大提

高速度 ,是近几年新技术重点解决的问题。SFE、

ASE、MAE等加入脂肪保留剂后 ,均可进行选择性

提取。　　

212　氯代化合物的分离

食品中除了大量脂肪对 PCB 的测定构成干扰

外 ,其他的氯代化合物由于浓度较高也会对测定产

生影响。氧化铝柱可把提取液中氯代苯、联三苯、多

氯代二苯醚以及多氯联苯分开。Loos等[19 ]研究了

用氧化铝柱分离邻位取代 (ortho) PCB、非邻位取代

(non2ortho) PCB 和二　英的方法。随着近年来对

PCB分析的要求越来越高 ,一些新技术、新材料被应

用到 PCB 的分离上 ,提高了选择性 ,加快了分析

速度。　　

21211　活性炭选择性分离 　食品中二　英的检测

广泛采用了活性炭净化技术 ,而在共平面 PCB的净

化过程中也已经采用活性炭。在活性炭柱上显著保

留的是那些平面、多环的芳香化合物 ,如 :二　英、

non2ortho2PCBs、多氯代萘和多氯二苯醚等。这种保

留特性是由于芳香系统的共平面性 ,电负性取代基

团 (氯原子 ,溴原子及硝基)能够增加这种保留能

力。[20 ]吸附在活性炭上的这些平面芳香化合物需要

用甲苯或苯反向洗脱。另外活性炭颗粒的形状对回

收率有较大影响 ,均匀的球状活性炭效果较好 ,而使

用不规则的无定型活性炭的回收率很低。活性炭和

其它色谱柱组合使用对复杂的生物样品十分适用。

用细活性炭粉作为填充材料的主要缺点是反压过

高 ,因此经常将活性炭粉分散在其它材料上以克服。

在 EPA 1613方法[21 ]中把活性炭 Carbopak C (Supecol

1 - 0258)与 Celite 545 (Supecol 2 - 0199)按 9 :41的比

例混合使用。Krokos等[22 ]在研究活性炭柱对食品中

邻位取代 PCB、非邻位取代 PCB、二　英的分离方法

中将 PX - 21 (Amoco Reserch Corporation)与玻璃毛混

合 ,在考虑了分离效果、洗脱溶剂体积和洗脱时间

后 ,采用了 1 :12 (活性炭Π玻璃毛)的比例。

21212　样品自动前处理设备 　采用传统的玻璃填

充柱进行样品净化的过程时间长、溶剂使用量大 ,手

工操作对分析精密度会造成影响。20世纪 80年代

末期由 Smith等提出的基于活性炭分离方法的自动

化样品净化系统开始商品化 ,经过改进发展成为目

前由美国 FMS公司推出的 Power Prep 系统。Power

Prep 系统仍然采用色谱净化的原理 ,由酸化硅胶柱、

碱性氧化铝柱和活性炭柱 (AX - 21)串联组成净化

系统。样品提取液加到系统后计算机按预先设定程

序控制多个电磁阀和泵对柱系统进行连续洗脱 ,二

英和 PCB被收集在不同的组分中 ,[24 ,25 ,31 ]经浓缩

后直接进样分析 ,各种色谱柱均为一次性使用的商
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品化柱 ,克服了手工装填玻璃柱可能发生的污染和

稳定性差的问题。但成本较高 ,在一定程度上将制

约其广泛应用。一套系统最多可以同时净化 5个样

品。该系统将原来几天的净化过程缩短为约 1. 5 h ,

过程中分析人员不需做任何操作 ,减少了溶剂的使

用量 ,分析结果准确可靠。Eljarrat等[25 ]评价了 Pow2
er Prep 系统在肉、蛋、奶及贝类食品样品上的应用效

果。结果表明该方法测定结果稳定可靠 ,对食品样

品是一种很好的净化手段 ,可以代替传统的手工装

填玻璃柱的方法。J F Focant [26 ,32 ]等人把 Power Prep

系统与 PLE连接起来 ,使样品的提取、净化、分离一

步完成 ,5个样品可以在 2 h内完成前处理。

21213　新型色谱柱的应用 　随着新型固定相材料

的出现 ,高效液相色谱 ( HPLC)成为近年来出现的新

型样品净化、分离手段。使用 HPLC作为净化设备 ,

自动化程度高 ,溶剂用量少 ,速度快 ,经常替代氧化

铝柱用来对二　英 ,PCB及其它相似化合物进行分

离。目前常用的液相柱主要有 3 种 : PGC ( Porous

Graphitic Carbon ,多孔球型石墨炭柱) 、PYE(2 - (1 -

芘基) - 乙基二甲基硅烷化硅胶)和 DNAP (二硝基

苯胺基 - 丙基硅胶) 。

PGC是一种较新型的碳材料 ,孔径均匀 ,活性位

点性质均一 ,少量单一溶剂就可以实现对样品的净

化。PGC柱对样品提取液中的有机共提物的容纳能

力有限 ,因此样品提取液特别是脂肪类物质含量高

的食品样品需要预处理尽可能地除去脂肪类物质及

其他共提物。Creaser 和 Al2Haddad
[27 ]用 Shandon 的

Hypercarb柱 (PGC柱的商品名 ,7μm ,50×417mm ID)

以己烷为流动相分离有机氯农药、低氯代 PCB、非邻

位取代 PCB和二　英。Hong等[33 ]用 Hypercarb柱以

正己烷为流动相对人奶中的单邻位取代 PCB 和非

邻位取代 PCB 进行了分离。K R Echol
[28 ]等研究了

Hypercarb柱对 PCB的容量。

PYE被称为“电子供体 - 受体固定相”,已有商

品化的 HPLC柱 (52PYE , Cosmosil , 5μm , 150 ×416

mm ID)供应。PYE柱的选择性介于硅胶柱和 PGC

柱之间 ,其对于 PGC柱的优点有 :效率更高、拖尾

小、无不可逆吸附、批间重复性好。Asplund等[34 ]报

道了以正己烷为流动相使用 PYE柱对鱼等动物性

样品中邻位单取代 PCB和共平面 PCB分离的方法。

单邻位取代洗脱于第 1流分中 ,然后共平面 PCB采

用反向洗脱的方式收集在第 2 个流分。Martinez2
Cored等[29 ]使用 PYE柱对二　英和 PCB进行分离。

DNAP柱应用在分析食品中二　英和 PCB领域

的报道目前并不多。Grimvall 等[30 ]报道了以己烷为

流动相用 DNAP硅胶柱分离非邻位取代 PCB 的方

法 ,并对人血浆中的非邻位、邻位单和双取代 PCB

进行分离。洗脱方式为正向洗脱 ,1018～1216 min

内完成目标化合物的收集。与 PGC柱和 PYE柱不

同 ,3个非邻位取代 PCB (PCB77、PCB126、PCB169)在

DNAP柱上形成一个单峰 ,因此在组分收集时可以

使用较少的溶剂和时间。同时不需要反向冲洗 ,避

免了在 DNAP柱上保留能力更强的物质进入组分中

干扰测定。

3　结语

随着公众和政府对食品安全的日益关心和重

视 ,PCB这样的持久性有机污染物在食品中的污染

状况被广泛关注 ,相关的限量标准越来越严格。相

应的检测方法除了准确可靠外 ,还要求快速、高通

量。样品前处理过程是整个分析过程的瓶颈 ,如何

加快前处理过程的速度 ,提高分析效率是目前该领

域研究的热点之一 ,SFE、MAE、ASE等新技术在 PCB

分析前处理上的应用将更加广泛。
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赭曲霉毒素A分析方法进展

李凤琴

(中国疾控中心营养与食品安全所 ,北京　100021)

摘　要 :赭曲霉毒素 A(Ochratoxin A , OTA)是曲霉属和青霉属的某些菌种产生的一种具有致癌、致

畸、免疫抑制和肝肾毒性的有毒代谢产物 ,世界上许多国家已制定了食品中 OTA的相关法规和标

准 ,而准确、可靠、灵敏的分析 OTA方法是法规标准实施的重要依据。有机溶剂与酸 (或碳酸氢钠)

的混合溶液是提取食品中 OTA的常用溶剂系统 ;含有 OTA提取液的净化手段包括液液分配、固相

柱萃取和免疫亲和层析等 ;反相液相色谱配荧光检测器、酶联免疫吸附法和液相色谱Π质谱联机是
分析 OTA的常用方法 ,本文就 OTA的检测方法进行综述。

关键词 :食品 ;曲霉 ,赭 ;研究技术

Methods for ochratoxin A analysis

Li Fengqin

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100021 , China)

Abstract : The mycotoxin ochratoxin A (OTA) is produced by some strains of fungi Aspergillus alutaceus and

Penicillium verrucosum and has carcinogenic , nephrotoxic , teratogenic and immunosuppressive properties. The

levels of OTA in foodstuffs are regulated in several countries , so reliable and sensitive methods are necessary

for its determination. Procedures for extraction of OTA from foods generally use an organic solvent in the pres2
ence of acid or an extraction solvent containing aqueous sodium bicarbonate. Cleanup procedures include parti2
tion into aqueous sodium bicarbonate , solid phase extraction (SPE) columns and immunoaffinity chromatogra2
phy. Widely used determinative procedures include reversed phase liquid chromatography (LC) with detection

by fluorescence , enzyme2linked immunosorbent assay ( ELISA) and HPLCΠtandem mass spectrometry. Methods

for OTA analysis are reviewed.

Key Words : Food ; Aspergillus ochraceus ; Investigative Techniques
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　　赭曲霉毒素 (ochratoxin)是曲霉属和青霉属的某

些菌种产生的一组结构类似 ,主要危及人和动物肾

脏的有毒代谢产物 ,包括赭曲霉毒素 A (ochratoxin

A , OTA) 、赭曲霉毒素 B (ochratoxin B , OTB) 、赭曲霉

毒素 C(ochratoxin C , OTC) 、赭曲霉毒素 D (ochratoxin

D , OTD) 、OTA的甲酯以及 OTB的甲酯和乙酯等化

合物 ,均是异香豆素联结 L - 苯丙氨酸的衍生物 ,其

中毒性最大、与人类健康关系最密切、在农作物中污

染水平最高、分布最广的是 OTA。OTA主要由纯绿

青霉 ( Penicillium verrucosum ) 、赭曲霉 ( Aspergillus

ochraceus)和碳黑曲霉 ( A . carbonarius)产生 ,以污染
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