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&:#$不同前处理方法的比较
为进一步验证本方法的准确性"挑选 ! 份酱油

样品"分别稀释 %" 倍直接测定和微波消解后稀释
%" 倍再测定"测定结果见表 ?* 由结果比较可见"采
用上述两种前处理方法" %& 种元素的测定结果误
差基本在 %"<以内"表明酱油样品稀释后存在的有
机物对雾化效率及电离效率影响不大"直接测定方
法准确可靠* 样品 % 的铝误差稍大"不排除消解过
程带来污染*

表 ?$酱油样品不同前处理方法测定结果$]/.4%
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!$小结
本研究建立了直接稀释’5L1,X6 测定酱油中

%& 种金属的方法"前处理简便’快速准确"适用于高
盐液体食品的金属测定*
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实验技术与方法
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摘$要!目的$建立柱后光化学衍生,高效液相色谱法 $M14L%测定强化食品中叶酸的分析方法" 方法$采用
6FGfITQL%7 $’:? ]]g&)" ]]!) !]%色谱柱!以乙腈,)" ]]SO.4磷酸二氢钾溶液$WMj):"%为流动相梯度洗脱!叶酸

在 &)’ G]紫外光照射下进行柱后衍生!荧光检测器检测!激发和发射波长分别为 !’’ 和 ’&7 G]" 结果$本方法的线

性范围为 ":"% i&:" !/.]O!"j":*** *&方法的定性检出限和定量检出限分别为 ":"% 和 ":"! !/./&加标回收率为
*":"< i*7:"<!BCI均小于 )<" 结论$本方法简便#快速#准确#重现性好!适用于强化食品中叶酸含量的测定"
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$$叶酸是一种重要的 N族维生素"是机体细胞生
长和繁殖的必需物质"与许多重要的生化过程密切
相关"是维持生物体正常生命过程所必需的一类有
机物质 (% e&) * 许多研究证实了叶酸与新生儿缺陷"

成年与老年心血管病’精神科疾病’胃肠功能异常’
免疫学缺陷及肿瘤等具有相关性* 此外"研究还发
现"叶酸对孕妇尤其重要"产妇每天摄入 ’"" !/叶
酸盐"可防止新生儿体重过轻’早产以及婴儿腭裂
$兔唇%等先天性畸形 (!) *

美国 %**7 年 % 月 % 日起已强制规定在某些谷
物食品中强化叶酸"f92规定 % """ /谷物食品$如
面包’面粉’谷物’大米等%强化 %:’ ]/叶酸* 我国
已在婴幼儿’老年食品中强化叶酸"但服用过量会
出现厌食’恶心’腹胀等胃肠道症状#影响锌的吸
收"导致锌缺乏"使胎儿发育迟缓*

目前常用的检测叶酸方法有&高效液相色谱法
$M14L% (! e#) ’分光光度法’吸附溶出伏安法’微生
物放射法’荧光衍生法* 微生物法的测定步骤繁
琐"操作复杂"且属半定量法* 分光光度法的选择
性较差"特别对复杂成分的样品"干扰较大"检测结
果准确性较差* M14L实现了叶酸的完全分离"特
异性高"但由于叶酸的含量较其他水溶性维生素
低"使用紫外检测器时须加大取样量"从而对结果
造成严重干扰* 由于叶酸本身的荧光很弱"一般用
间接荧光法测定* 间接荧光法 (7 e*)有两种&一种是
氧化法"通常采用高锰酸钾或过氧化氢为氧化剂"
经过氧化后叶酸的荧光强度明显提高#另一种是光
化学反应法"叶酸在 &)’ G](*)紫外光照射后光化学
产物的荧光强度能较大增强"具有较高的灵敏度*
目前这些方法仅用于片剂或维生素制剂中痕量叶

酸的测定"对于复杂样品"由于其他水溶性 N族维
生素的也具有较强的荧光效应"给定量分析造成很
大干扰*

叶酸作为添加剂被适量加入到一些营养强化
食品’保健食品中"准确测定叶酸含量对产品的生
产加工’功效评价等有重要意义* 因此建立简单’
快速’准确的测定各种食物尤其是婴幼儿’孕妇强
化食品及老年食品中的叶酸含量有重要的现实意
义* 本方法将 M14L与光化学衍生叶酸荧光增强的
特点相结合"建立简便’无需外加试剂’重现性及选
择性好’灵敏度较高的检测方法*

%$材料与方法
%:%$主要仪器与试剂

高效液相色谱仪$配备有 ‘JUQTY,2OOJIGY&?*) 泵
控及自动进样系统"以及 ‘JUQTY,&’#) 荧光检测
器%’光化学柱后衍生器’离心机’超声振荡器*

乙腈’磷酸二氢钾 $色谱纯%"氢氧化钾’乙酸’

乙酸钠$分析纯%"试验用水均为超纯水#乙酸,乙酸
钠缓冲液&&! /无水乙酸钠加 && ]O乙酸"稀释至
% """ ]O"调 WMj):"#":)<氨水溶液&取 &:) ]O氨
水到 )"" ]O超纯水中*

叶酸标准品$编号&4N7&’*’_"纯度 *#<"美国
6FWQOBS%* 叶酸标准储备液&精密称取 ":"%" " /叶
酸标准品于 %"":" ]O容量瓶中"加入适量 ":)<氨
水超声使叶酸完全溶解后用 ":)<氨水定容至刻
度"浓度为 %"":" !/.]O*

标准系列的配制&移取叶酸储备液 %:" ]O于
%":" ]O容 量 瓶 中" 用 水 定 容 至 刻 度" 浓 度 为
%":" !/.]O"分别移取稀释液 ":"%’":")’":%’":)’
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%:"’&:" ]O于 %":" ]O容量瓶中"用水定容至刻度"
浓度为 ":"%’":")’":%’":)’%:"’&:" !/.]O*
%:&$方法
%:&:%$样品处理

低蛋白质含量样品&准确称取 ":&" i&:"" /于
)":" ]O塑料离心管中"加入 &":" ]O":)<氨水超
声提取 &" ]IG 后定容至刻度"摇匀"再以 %" """
T.]IG离心 %" ]IG"取上清液 %" !O液相色谱测定*

配方奶粉等高蛋白质含量样品&准确称取
%:"" i):"" /于 )":" ]O塑料离心管中"加入乙酸,
乙酸钠缓冲液.乙腈$*"h%""*+*%&":" ]O超声提取
&" ]IG 后定容至刻度"摇匀"再以 %" """ T.]IG 离心
%" ]IG"取上清液 %" !O液相色谱测定* 由于叶酸的
光不稳定性"在样品前处理过程中需避光操作*
%:&:&$液相色谱条件

6FGfITQVX L%7 色 谱 柱 $ ’:? ]] g&)" ]]"
) !]%* 流动相 2&)" ]]SO.4磷酸二氢钾水溶液
$WMj):"%#N&乙腈* 梯度洗脱&" i%) ]IG"2&*7<
i#7<"N&&<i&&<#%) i%? ]IG"2&#7<i*7<"
N&&&<i&<#%? i&) ]IG"2&*7<i#7<"N&&<i
&&<#检测波长&#Q̂ j!’’ G]’#Q] j’&7 G]#流速
%:" ]O.]IG"柱温 !) k"进样体积 %" !O*
%:&:!$定性及定量

分别取标准和样品各 %" !O进样"M14L测定*
以保留时间定性"外标法定量*
%:&:’$计算公式

!M9ND
O

$$式中"!&样品中的含量$!/./%"9&叶酸的测定
浓度$!/.]O%"D&定容体积$]O%"O&样品重量$/%*

&$结果与分析
&:%$流动相的选择
&:%:%$流动相中盐的选择

分别选用对磷酸二氢钾,乙腈及乙酸铵,乙腈两
种流动相体系进行对比试验发现"乙酸铵作为流动
相时叶酸的荧光响应值很低"而磷酸二氢钾作为流
动相时叶酸的荧光响应值很高"方法的灵敏度高"
故选用磷酸二氢钾溶液作为流动相*
&:%:&$流动相浓度的确定

选择浓度分别为 &"’!"’’"’)"’?" ]]SO.4磷酸
二氢钾作为流动相"对同一叶酸标准品进行检测"
比较响应值* 发现随着磷酸二氢钾溶液的浓度上
升"色谱响应值也会随之上升"且随着离子浓度的
增加"待测组分与杂质的分离效果越好"在流动相
中磷酸二氢钾浓度为 )" ]]SO.4时"待测组分可以

与杂质完全分离"灵敏度也足够分析低含量样品*
&:%:!$流动相 WM的确定

在 )" ]]SO.4磷酸二氢钾浓度下调节 WM值为
’:&’’:)’):"’?:""比较色谱图"来确定最佳 WM值*
通过试验发现"当 WMj):" 时"色谱峰峰型对称"没
有拖尾现象*

通过 上 述 试 验 比 较" 最 终 确 定 流 动 相 为
)" ]]SO.4磷酸二氢钾水溶液$WMj):"%和乙腈"采
取梯度洗脱"有效改善峰型"增强了保留时间"可有
效地与杂质分开$见图 %’&%*

图 %$叶酸标准色谱图
fI/FTQ%$LDTS]JUS/TJ]SCCSOIBJBIZ YUJGZJTZ

图 &$样品色谱图
fI/FTQ&$LDTS]JUS/TJ]SCJTQJOYJ]WOQ

&:&$检测波长的选择
将叶酸加入空白奶粉中进行 M14L分离"并对

其激发和发射波长进行扫描$见图 !’’%* 选择检测
波长 #Q̂ j!’’ G]’#Q] j’&7 G]为最佳检测波长*

图 !$叶酸的激发光谱图
fI/FTQ!$3̂BIUJUISG YWQBUTJSCCSOIBJBIZ

&:!$样品制备方法的优化
由于叶酸具有在酸性溶液不稳定"在中性及碱

性溶液中稳定的特性* 对同一样品"分别用 ":)<
氨水和水做提取"比较结果* 发现用 ":)<氨水的
提取效率比用水的高"且重现性好*
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图 ’$叶酸的发射光谱图
fI/FTQ’$3]IYYISG YWQBUTJSCCSOIBJBIZ

乳制品提取中有蛋白沉淀产生"使得上清液
不够清亮"故乳制品提取中存在蛋白沉淀去除的
问题* 本研究采取乙腈’乙酸’乙酸,乙酸钠缓冲溶
液以及乙酸,乙酸钠缓冲溶液.乙腈 $*"h%""*+*%
来进行提取效率的比较* 用乙腈提取"蛋白沉
淀无法完全去除* 用乙酸提取"响应值较低"测得
叶酸含量下降* 用乙酸,乙酸钠缓冲溶液提取"可
以将蛋白沉淀去除"但回收率较低* 若乙酸,乙酸
钠缓冲溶液提取时加少量乙腈"可以将蛋白沉淀
去除"且损失较小"回收率较高* 通过试验发现最
佳提 取 溶 液 为 乙 酸,乙 酸 钠 缓 冲 溶 液.乙 腈
$*"h%""*+*% *
&:’$回归方程及检出限结果

在最佳液相色谱条件下"分别将配制好的标准
系列注入 M14L测定"检出限和定量限分别为 ":"%
和 ":"! !/./"以峰面积为纵坐标$A%"浓度为横坐
标$0%"绘制标准曲线为 Aj&"7"""""0@%%%""* 叶
酸浓度在 ":"% i&:"" !/.]O范围内与响应值成良
好的线性关系""j":*** **
&:)$精密度试验

对同一样品取样 ? 份处理后进样测定* 配方奶
粉&":))?’":))?’":?"#’":)?*’":)#%’":)#! !/./* 维
生素泡腾冲剂剂&%):?’&’%):7**’ %):!"!’%):!%&’
%?:!’%):?* !/./* BCI分别为 ’:&<和 &:?<*
&:?$回收率试验

用不含叶酸辅料的泡腾片和奶粉作为样品"分
别准确称取 %:" /作为空白本底"在奶粉中分别加
入叶酸标准溶液$%":" !/.]O%7":"’?":"’’":" !O#
泡腾片中分别加入 !"":"’?"":"’*"":" !O叶酸标
准溶液"按 %:& 方法处理样品并测定"回收率结果见
表 %*
&:#$实际样品测定

对 7 种样品进行测定的结果表明"本方法从低
含量到高含量样品均可测定"结果见表 &*

表 %$加标回收试验$- j?%

VJROQ%$=QBS_QTKSCYUJGZJTZ JZZIUISG

样品类型
加标量
.$!/./%

测定值
.$!/./%

平均回收率
.<

BCI
.<

奶粉

泡腾片

":7 ":#7 *#:)< ’:!
":? ":)’ *":"< !:’
":’ ":!? *":"< &:*
!:" &:*’ *7:"< &:7
?:" ):)! *&:&< &:!
*:" 7:!’ *&:#< &:%

表 &$样品测定结果
VJROQ&$2GJOKUIBJOTQYFOUYSCCSOIBJBIZ IG TQJOYJ]WOQY

RKUDQ]QUDSZ
样品名称 测定值.$!/./%
N族维生素补充剂 !#:7*

复合维生素补充剂 %%&:"7

复合维生素胶囊 )#:#!

儿童维生素泡腾冲剂 %?:!"

婴幼儿配方奶粉 % ":)#

婴幼儿配方奶粉 & %:"!

婴幼儿配方奶粉 ! ":#&

婴幼儿配方奶粉 ’ ":#"

!$小结
本研究采用柱后光化学衍生技术"与高效液相

色谱技术结合建立了强化食品中叶酸的检测方法"
使叶酸转化为具有荧光吸收的物质"灵敏度大大提
高"干扰减小"且线性范围宽"相关性好"精密度和
准确性均较高"满足检测要求"为食品中叶酸的检
测提供实用的技术手段*
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