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凝胶渗透色谱净化－气相色谱－质谱法测定水产品中的溴酚类化合物
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摘要：建立了水产品中溴酚类化合物的气相色谱－质谱分析方法。样品中的溴酚类化合物经酸化后，用正己

烷－乙醚混合溶液提取，凝胶色谱净化，乙酸酐衍生后，用正己烷提取衍生产物，在选择离子模式下用气相色

谱－质谱法进行测定。结果表明，溴酚类化合物在ＤＢ－１７ｍｓ色谱柱上得到良好的分离，色谱峰出峰尖锐，没

有杂峰干扰。乙酸酐衍生后极大地提高了溴酚类化合物在检测器上的响应，灵敏度也较衍生前提高近百

倍。本方法检出限为０．３～０．５μｇ／ｋｇ，在添加浓度为０．３～５．０μｇ／ｋｇ范围内，回收率为７０．２％～１０２％，相

对标准偏差为５．２％～１０．３％。通过对市场上常见的水产品进行分析，发现溴酚类化合物的含量在０．５６～
４．４４μｇ／ｋｇ之间，其中２，４，６－三溴苯酚的含量最高。
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　　近年来，以２－溴苯酚、４－溴苯酚、２，４－二溴苯
酚、２，６－二溴苯酚、２，４，６－三溴苯酚为代表的海
洋中溴化物受到越来越多的关注。溴酚类化合
物是半挥发性物质，有着强烈的气味，具有调味
的性质，被认为是鱼类、软体动物、甲壳类和藻类
等海产品中关键风味化合物的重要组成部分。
溴酚类物质具有非常低的感觉阈限（ｎｇ／ｇ），当
其以低浓度存在时，能够产生一种令人愉悦的海
洋风味或者提高海产品中已有的风味；而当其以
高浓度存在时，则能产生令人不快的气味，从而
使海产品质量下降［１］。海产品风味的特性和强
度取决于其含有的溴酚单体类型、浓度及其所处
的海洋环境的特性。据资料显示，所有的野生对
虾中，溴酚总含量在９．５～１　１１４ｎｇ／ｇ之间，其
含量因对虾的种类、地点和捕获季节的不同而不
同［２］，而人工养殖的水产品多数不含有这几种溴
酚，因此也就缺乏可以与野生水产品相媲美的海
洋风味。人们试图在饵料中添加溴酚类物质以
使得人工养殖的水产品具有海洋风味，但是目前
很少有人能够成功的做到这一点。无论是在饵
料中添加溴酚还是其盐类，都无法提高其在人工
养殖海产品中的含量［２］。人工养殖的鱼虾获取
溴酚的唯一途径就是进食含有高浓度天然溴酚

的鱼虾以及海洋蠕虫。而有研究表明，海洋蠕虫
因其高浓度的溴酚含量已经对海洋沉积物造成

了污染，甚至对深海底层生物群落的结构和活性
造成很大影响［３］。因此建立灵敏快捷的溴酚检
测方法不仅能为海产品的风味研究提供依据，还
能够及时地对溴酚类化合物的海洋污染进行

监控。
目前溴酚类化合物的测量方法多数采用液

相色谱法和气相色谱－质谱法［１，４］。多数方法采
用的前处理过程均为酸化后放置１２ｈ以上，然
后进行水蒸气蒸馏，之后用ＧＣ或ＧＣ／ＭＳ进行
分析。水蒸气蒸馏样品消耗量大、前处理过程时
间长、效率低，而溴酚类物质不加衍生直接进行
气相色谱分析灵敏度较低。本研究采用在水浴
中酸化条件下，正己烷－乙醚混合溶液提取、ＧＰＣ
凝胶净化、乙酸酐衍生的方法，测定水产品中的

溴酚类化合物，并对市场上的常见海产品进行
分析。

１　实验部分
１．１　主要试剂

２－溴苯酚 （２－ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ，２－ＢＰ，纯度 ≥
９８％）、２，４－二溴苯酚（２，４－ｄｉｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ，２，４－
ＤＢＰ，纯度≥９８％）、２，６－二溴苯酚（２，６－ｄｉｂｒｏｍｏ－
ｐｈｅｎｏｌ，２，６－ＤＢＰ，纯度≥９９％）、２，４，６－三溴苯酚
（２，４，６－ｔｒｉｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ，２，４，６－ＴＢＰ，纯度 ≥
９９％）标准品：美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司产品；

４－溴苯酚（４－ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ，４－ＢＰ，纯度≥９８％）标
准品：瑞士Ｆｌｕｋａ公司产品；衍生试剂：乙酸酐
（分析纯）；正己烷、环己烷和二氯甲烷均为农残
级试剂；乙醚为色谱纯；实验用水均为超纯水。

１．２　实验仪器

６８９０Ｎ／５９７３ｉ气相色谱－质谱仪：美国 Ａｇｉ－
ｌｅｎｔ公司产品；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ纯水仪：法国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；ＴＧＬ－１０Ｃ离心机：上海安亭
仪器有限公司产品；Ｎ－ＥＶＡＰＴＭ１１２氮吹仪：美
国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ公司产品；Ｌａｂｏｒｏ－
ｔａ　４００１旋转蒸发仪：德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公司产品；

ＡｃｃｕＰｒｅｐＴＭ凝胶渗透色谱系统：美国Ｊ２Ｓｃｉｅｎ－
ｔｉｆｉｃ公司产品。

１．３　实验方法

１．３．１　样品前处理　称取４．０ｇ匀浆后样品于
离心管中，加入１２ｍＬ硫酸水溶液，振荡混匀，

６０ ℃ 水 浴 恒 温 ３０ ｍｉｎ，冷 却 后 加 １０ ｍＬ
Ｖ（正己烷）∶Ｖ（乙醚）＝９∶１溶液，振摇提取１０
ｍｉｎ，离心后取上清液于梨形瓶中，残渣再加入

１０ｍＬ正己烷－乙醚混合溶液，重复提取１次，合
并上清液，于４０℃旋转蒸发至近干，用１０ｍＬ
Ｖ（乙酸乙酯）∶Ｖ（环己烷）＝１∶１溶液溶解残
留物，ＧＰＣ进行净化，紫外检测波长２５４ｎｍ，以

Ｖ（乙酸乙酯）∶Ｖ（环己烷）＝１∶１溶液为流动
相，流速４．７２ｍＬ／ｍｉｎ，收集１０～１５ｍｉｎ的洗
脱液。

１．３．２　衍生化　洗脱液于４０℃旋转缓慢蒸发
至干，加入２ｍＬ甲醇溶解残留物，再加入３ｍＬ
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０．１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钾溶液和１００μＬ乙酸酐，漩涡
混合１ｍｉｎ进行衍生化反应，加入１ｍＬ正己烷
提取衍生产物，无水硫酸钠脱水后，供 ＧＣ／ＭＳ
分析。

１．３．３　气相色谱－质谱法测定　ＤＢ－１７ＭＳ毛细
管柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），载气为高纯
氦气（纯度＞９９．９９９％）；进样口温度３００℃，恒
流模式（１．０ｍＬ／ｍｉｎ），不分流进样，进样量

１μＬ；升温程序：起始温度１００℃，保持２ｍｉｎ，
以１０℃／ｍｉｎ升至２００℃，再以２０℃／ｍｉｎ升至

２８０℃，保持４ｍｉｎ。
电子轰击源（ＥＩ），电离能７０ｅＶ；电离能离

子源温度２３０℃；四极杆温度１５０℃；接口温度

２８０℃；溶剂延迟５ｍｉｎ；测定模式为选择离子监
测（ＳＩＭ）模式，溴酚类物质衍生物的特征离子列
于表１。

表１　溴酚衍生物的特征离子

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ｉｏｎｓ　ｏｆ　ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物 定量离子／（ｍ／ｚ） 定性离子／（ｍ／ｚ）

２－ＢＰ　 １７２　 １７４，２１６

４－ＢＰ　 １７２　 １７４，２１６

２，４－ＤＢＰ　 ２５２　 ２５４，２９４

２，６－ＤＢＰ　 ２５２　 ２５４，２９４

２，４，６－ＴＢＰ　 ３３０　 ３３２，３７４

２　结果与讨论
２．１　提取试剂的选择
分别实验了乙酸乙酯、正己烷、乙醚、正己

烷－丙酮溶液、正己烷－乙醚溶液和石油醚－乙醚溶
液的提取效果，结果发现，乙酸乙酯和乙醚对５
种溴酚化合物几乎完全回收；Ｖ（石油醚）∶Ｖ（乙
醚）＝７∶３溶液只能提取其中的２种物质；正己
烷、正己烷－丙酮溶液、正己烷－乙醚溶液能够同
时提取５种溴酚化合物，其中以正己烷－乙醚混
合溶液的提取效果最好。另外，本工作研究了正
己烷和乙醚的混合溶液不同体积比对提取效率

的影响，结果发现，Ｖ（正己烷）∶Ｖ（乙醚）＝９∶１
溶液的提取效果最好，因此选择Ｖ（正己烷）∶
Ｖ（乙醚）＝９∶１的溶液作为提取试剂。

２．２　提取方法的选择
传统的溴酚提取方法均为水蒸气蒸馏，需要

的样品量较大，一般为几十到几百克样品加入到

１Ｌ水中，酸化后进行水蒸气蒸馏提取，样品消

耗大且不易实现批量分析。本研究试验了将样
品ｐＨ值调至１之后，静置过夜，然后加入提取
试剂进行提取，再用乙酸酐衍生分析，发现直接
加标样品回收良好，但在做实际样品时，测定结
果偏低，回收率均低于５０％。可能是因为酸化
程度不够导致溴酚仍有部分以结合态存在，不能
够被完全提取，导致测量值偏低。为使溴酚类物
质能够充分地转化成分子态，本研究采用加入硫
酸水溶液，并用水浴加热的酸化方式，发现效果
良好，回收率得到了较大的提高，均能达到７０％
以上。

２．３　净化条件的选择
水产品基质复杂，需要经过有效的净化步骤

以消除脂肪、色素等杂质的影响［５－６］。浓硫酸磺
化净化方法简单、效果显著，常用于氯代苯系物
的前处理过程。本研究试验了浓硫酸磺化对溴
酚的净化效果，结果发现，经浓硫酸净化后的谱
图干净，二溴苯酚、三溴苯酚的回收率良好，但是
对４－溴苯酚几乎无回收。经研究发现，４－溴苯酚
溶于浓硫酸，因此浓硫酸磺化无法作为５种溴酚
化合物的同时净化方法。弗罗里硅土和氧化铝
小柱对水产品有良好的净化效果，经过实验发
现，采用弗罗里硅土净化的谱图干净，但洗脱液
在氮吹浓缩时损失较大，一溴苯酚无回收。考虑
到水产品尤其是虾类产品中脂肪色素含量较大，
而ＧＰＣ凝胶净化系统能够有效地去除这类杂质
的特性，本研究选用ＧＰＣ凝胶净化系统，实验表
明，净化效果明显，回收率高，结果列于表２。

表２　净化方式对回收率的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

化合物

回收率／％

浓硫酸

净化

弗罗里

硅土净化

中性氧化

铝净化

ＧＰＣ凝胶

净化系统

２－ＢＰ　 ５０　 ０　 ０　 ８０

４－ＢＰ　 ２　 ０　 ０　 ８１

２，４－ＤＢＰ　 ８０　 ２５　 ２０　 ８２

２，６－ＤＢＰ　 ８２　 ２３　 １８　 ８６

２，４，６－ＴＢＰ　 ９２　 ４５　 ４３　 ９０

２．４　水浴温度对提取效率的影响
为使样品酸化充分并加快酸化速度，实验采

用水浴加热酸化，实验过程发现，当水浴温度为

８０℃时，２－溴苯酚的回收率仅为５０％。对５种
溴酚化合物的性质分析发现，２－溴苯酚的饱和蒸
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汽压大，８７．３℃时已经达到１．７３ｋＰａ，高温下

２－溴苯酚有很大一部分变成气体逸出，因此水浴
过程中应避免高温，但低温易造成样品酸化不充
分，经过优化最终选择水浴温度为６０℃，既能保
证样品充分酸化又不会造成２－溴苯酚的过多损
失。因此实验过程中应保持温度小于６０℃，且
所有浓缩步骤的速度应保持缓慢，否则也会造成

２－溴苯酚的损失，水浴温度对提取效率的影响列
于表３。

表３　水浴温度对提取效率的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｗａｔｅｒ　ｂａｔｈ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｔｏ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

化合物
回收率／％

４０℃ ６０℃ ８０℃

２－ＢＰ　 ５２．６　 ８２．２　 ５０．８

４－ＢＰ　 ５４．０　 ８０．９　 ７０．２

２，４－ＤＢＰ　 ６０．８　 ８７．３　 ８０．２

２，６－ＤＢＰ　 ６５．８　 ８８．１　 ８５．３

２，４，６－ＴＢＰ　 ７０．７　 ９５．９　 ９２．７

２．５　衍生化对相应信号的影响
溴酚类物质若不经衍生直接进样，灵敏度

低，经乙酸酐衍生后灵敏度提高近百倍，示于
图１。

图１　衍生反应对灵敏度的影响

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｓｉｇｎａｌ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

２．６　衍生试剂的选择
研究了硅烷化试剂，七氟丁酸酐和五氟丙酸

酐、乙酸酐的衍生化效果，结果表明，乙酸酐的衍
生效果最好，不需加热，毒性小，最终选用乙酸酐
作为衍生化试剂。经乙酸酐衍生后的选择离子
流图示于图２。

图２　溴酚类的选择离子流图

Ｆｉｇ．２　ＳＩＭ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｓ

２．７　定量标准曲线
配制浓度分别为１．０、５．０、１０．０、５０．０、１００

μｇ／Ｌ溴酚混合标样，衍生后在ＳＩＭ 模式下进行
定量检测。以质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐
标，绘制标准工作曲线，结果表明，各组分皆能保
持良好的线性关系，列于表４。

表４　各组分的标准曲线

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｓ

化合物 曲线方程 相关系数 浓度范围／（μｇ／Ｌ）

２－ＢＰ　 ｙ＝７．４８ｘ＋３３．５　 ０．９９７　 １．０～１００

４－ＢＰ　 ｙ＝１２．３６８ｘ＋２００　 ０．９９７　 １．０～１００

２，４－ＤＢＰ　ｙ＝６．１８ｘ＋２６．９　 ０．９９７　 １．０～１００

２，６－ＤＢＰ　ｙ＝８．０８ｘ＋４６．２　 ０．９９８　 １．０～１００

２，４，６－ＴＢＰ　ｙ＝１０．０２ｘ＋５８．７　 ０．９９９　 １．０～１００

２．８　回收率、精密度与检出限
以虾为研究对象，考察了方法的回收率与精

密度。在空白样品中添加４种不同浓度的溴酚
类物质标准溶液，按照本方法进行回收率实验，
每个浓度重复测定６次，计算其回收率和精密
度，结果列于表５。从表５可以看出，在加标浓
度０．３～５μｇ／ｋｇ范围内，方法的平均回收率为

７０．２％ ～１０２％，相对标准偏差为 ５．２％ ～
１０．３％。分别在空白样品中添加溴酚类物质，按
信噪比大于３计算其检出限，信噪比大于１０计
算定量下限，结果列于表５。
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２．９　样品分析
对市场上常见的南美白对虾和中国对虾进

行测定，其中在南美白对虾（淡水）中均未检出溴

酚类物质，南美白对虾（海水）、中国对虾中均检
出溴酚类物质，结果列于表６。

表５　方法的加标回收率、相对标准偏差、检出限与定量下限（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ　５　Ｓｐｉｋｅｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ，ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ，

ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｓ

化合物 加标浓度／（μｇ／ｋｇ） 回收率／％ 相对标准偏差／％ 检出限／（μｇ／ｋｇ） 定量下限／（μｇ／ｋｇ）

０．３　 ７１．８　 １０．２

２－ＢＰ
１　 ７７．８　 ７．４

０．１　 ０．３
２　 ８２．６　 ７．０

５　 １０２　 ５．８

０．３　 ７６．８　 ９．８

４－ＢＰ
１　 ８３．６　 ８．７

０．１　 ０．３
２　 ９０．２　 ６．３

５　 ９５．１　 ６．１

０．３　 ７３．５　 ８．１

２，４－ＤＢＰ
１　 ８６．２　 ６．６

０．１　 ０．３
２　 ８９．１　 ７．４

５　 ９２．９　 ６．０

０．３　 ７０．２　 ９．５

１　 ８６．５　 ６．４
０．１　 ０．３

２，６－ＤＢＰ　 ２　 ７８．９　 ６．６

５　 ９１．２　 ５．２

０．５　 ７５．２　 ９．７

１　 ８２．５　 ９．５
０．２　 ０．５

２，４，６－ＴＢＰ　 ２　 ８８．７　 ９．２

５　 ９２．８　 ７．０

表６　水产品中溴酚含量

Ｔａｂｌｅ　６　Ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｆｉｓｈｅｒｙ　ｐｒｏｄｕｃｔ

样品
南美白对虾（淡）

１　 ２　 ３

南美白对虾（海水）

１　 ２　 ３

中国对虾

１　 ２　 ３

鲤鱼

１　 ２　 ３

真鲷

１　 ２　 ３

２－ＢＰ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．５６　０．９０　 ０．７３　 １．１２　１．３０　 １．５９ ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．４５　０．７８　０．５５
４－ＢＰ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．６８　１．０６　 ０．８２　 １．０８　１．５２　 １．８４ ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．２８　０．５９　０．４９
２，４－ＤＢＰ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．７９　１．１４　 ０．８５　 ０．８４　０．８９　 １．０４ ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ６．８１　５．３２　７．０６
２，６－ＤＢＰ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ０．６０　１．２５　 ０．７６　 １．８３　１．９２　 ３．２５ ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ８．４６　８．０９　９．３２
２，４，６－ＴＢＰ　ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 １．８３　４．４４　 ２．６８　 ２．４３　２．７６　 ４．０８ ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 １１．５　１２．７　１０．７

　　注：ＮＤ指在本方法的仪器检测限下未检出

３　结论
本研究建立了水产品中溴酚类化合物的气

相色谱－质谱测定方法，样品消耗少、处理方法简
单，采用乙酸酐衍生化反应能有效提高方法的灵
敏度。本方法检出限为０．３～０．５μｇ／ｋｇ，在添

加水平０．３～５．０μｇ／ｋｇ范围内，回收率为

７０．２％～１０２％，相 对 标 准 偏 差 为 ５．２％ ～
１０．３％，适用于水产品中溴酚类化合物的测定。

（下转第３６６页）
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