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凝胶渗透色谱 - 高效液相色谱联用测定

食用植物油中苯并(a)芘

郑睿行，祝华明 *，龚鸿萍，方 芳，张 旭，方建军

(衢州市质量技术监督检测中心，浙江 衢州      324002)

摘   要：为建立凝胶渗透色谱 - 高效液相色谱联用技术测定食用植物油中苯并(a)芘残留量的分析方法，采用凝胶渗

透色谱进行样品前处理，用反相高效液相色谱荧光法对样品中苯并(a)芘残留量进行测定，以保留时间定性、外标

法定量。结果表明，苯并(a)芘在 0～20μg/L 范围内，其线性相关系数是 0 .9998，植物油样品的最低检出限为

0.1μg/kg，加标回收率为 88.3%～94.4%，相对标准偏差为 2.3%～4.9%。该方法灵敏度高、准确度好，对 5 种不

同浓度质控样品进行测试分析，均获得满意结果，说明本方法适用于食用植物油中苯并(a)芘的快速测定。
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Determination of Benzo(a)Pyrene in Edible Vegetable Oils by HPLC-GPC

ZHENG Rui-hang，ZHU Hua-ming*，GONG Hong-ping，FANG Fang，ZHANG Xu，FANG Jian-jun

(Quzhou Municipal Quality and Technical Supervision and Testing Center, Quzhou      324002, China)

Abstract ：A gel permeation chromatography-phase high performance liquid chromatography (GPC-HPLC) was developed

to determine benzo(a)pyrene residues in edible vegetable oils. In this method, sample pretreatment was achieved using gel

permeation chromatography (GPC), and benzo(a)pyrene residues in samples were determined by reversed-phase high perfor-

mance liquid chromatography (RP-HPLC) with fluorescence detection using retention time for qualitative analysis and external

standards for quantitative analysis. The results showed that over the range from 0 to 20 μg/L, the correlation coefficient of benzo

(a)pyrene was 0.9998. The detection limit of benzo(a)pyrene in edible vegetable oil was 0.1 μ g/kg. The mean spike recoveries

of benzo(a)pyrene were from 88.3% to 94.4% across three spike levels with a relative standard deviation (RSDs) ranging from

2.3% to 4.9%. The sensitive and accurate method allowed the determination of benzo(a)pyrene in 5 different quality control samples

with satisfying results, suggesting its good applicability in practice.
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苯并(a)芘(benzo(a)pyrene，B(a)P)[1-3]，是一种强致

癌物，它是多环芳烃类中毒性最强的一种，其毒性超

过黄曲霉毒素。食用受其污染的食品，已被公认具有

致畸、致癌的慢性毒性。许多国家已规定其相应的膳

食摄入量和食品的限量标准。按照 GB 2716 — 2005《食

用植物油卫生标准》要求，在食用植物油类产品中苯

并(a)芘的安全限量为不超过 10μg/kg。因此，开展植

物油中苯并(a)芘残留量的检测技术研究[4-7]，对食用植物

油进行科学的风险评估与监测十分必要，对保障我国人

民群众身体健康具有积极的意义。

苯并(a)芘的检测方法已经有国标法(GB/T 22509 —

2008《动植物油脂：苯并(a)芘的测定：反相高效液相

色谱法》) 以及不少研究文献，但其测定方法仍有诸多

不足之处，尤其是对样品中苯并( a)芘提取、净化与浓

缩方面缺乏先进的方法[ 8 ]。目前，在对各类中药类样

品、环境样品和食品样品进行分析时，一般样品的萃

取物中含有大量的高分子物质，比如色素、油脂、糖

类等，造成色谱分离效率大大降低，因此，这类样品
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必须进行有效的净化。凝胶渗透色谱(gel  permeation

chromatography，GPC) [9-10]作为样品净化的手段之一，

已被证明是一种使用最为方便快捷的样品净化技术。这

种净化技术在国外已经得到较为广泛的应用，可高效地

从有机物样品中除去高分子质量的干扰化合物，如油

脂、多糖、聚合物、色素和蛋白质等，它的全密闭

系统可以避免样品挥发，确保样品有效分离，同时也

保护了操作人员的安全和实验室环境的安全[11-13]。

本研究将采用全自动凝胶渗透色谱仪对食用植物油

样品进行提取、净化并定量浓缩，然后用反相高效液

相色谱 - 荧光法对 GPC 处理后的样品进行分析与研究，

达到建立一种检测植物油中苯并( a)芘残留量的准确度

高、灵敏度好且快速稳定的方法。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

食用植物油    浙江东茶股份有限公司。

苯并(a)芘标准品(纯度≥99%)    国家标准物质中心；

乙腈(HPLC纯)、环己烷(农残级)、乙酸乙酯(农残级)    美

国 J. T. Baker 公司；高纯氮(纯度≥ 99.999%)    浙江巨化

股份有限公司；水为去离子纯净水。

1200 型高效液相色谱仪(配荧光检测器)、Eclipse

PAH 多环芳烃分析色谱柱(4.6mm × 250mm，5μm)   美

国安捷伦科技公司；GPC- 全自动定量浓缩仪(内装 Bio-

Beads、 Type S-X3填料的净化柱，500mm× 25mm)    德

国 LC Tech 公司；110BS 系列电子天平    北京赛多利斯

天平有限公司；KL  512 型氮吹仪    美国 Organomation

公 司 。

1.2 方法

1.2.1 反相高效液相色谱(reversed-phase high perfor-

mance liquid chromatography，RP-HPLC)检测条件的

选择

高效液相色谱仪(配荧光检测器)；色谱柱为 Eclipse

PAH 多环芳烃分析柱(4.6mm × 250mm，5μm)；流动相

为乙腈 - 水(92:8，V/V)；激发波长 384nm(狭缝 10nm)，

发射波长 406nm(狭缝 10nm)；流速为 1.2mL/min；柱温

为 25℃；进样量为 10μL。

1.2.2 GPC的净化浓缩条件选择[14]

1.2.2.1 净化样品量的选择

分别称取 0.4、0.8、1.2g、1.6g 食用植物油样品，

食用植物油中加入 10mL 环己烷 - 乙酸乙酯(1:1，V/V)进

行提取，结果表明，当净化样品量为 0.4g 时不能满足

仪器的方法检出限要求；当净化样品量在 0.8～1.2g 时能

够达到添加回收标准且能满足仪器的检测要求；当净化

样品量大于 1 . 2g 时，基质干扰大，净化效果不理想。

因此净化样品量宜在 0.8～1.2g 之间。

1.2.2.2 其他净化浓缩条件的选择

GPC- 全自动定量浓缩仪。样品定量环：5.0mL；

流速：5mL/min；油浴温度：40℃；循环冷却水温度：

4.0℃；前运行时间：1300s；脱尾时间：300s；主收

集时间：1200s；样品收集体积：1500μL；真空参数

(阶段 1 压力为 180mbar，阶段 2 压力为 200mbar)。

1.2.3 标准工作溶液配制以及样品前处理[15-18]

1.2.3.1 标准工作溶液的配制

苯并(a)芘标准储备溶液：准确称取25mg苯并(a)芘于

50mL 容量瓶中，用甲苯溶解，定容。此溶液约含苯并

(a)芘 0.5mg/mL，4℃避光保存，至少 6 个月内分散溶液稳

定。标准工作液：用苯并(a)芘标准贮备溶液配制质量浓

度为 1、2.5、5、10、20μg/L 的苯并(a)芘标准溶液。

1.2.3.2 样品前处理

准确称取油样 0.8g(精确到 0.0001g)，置于 10mL 容

量瓶中，用环己烷 - 乙酸乙酯(1:1，V/V)溶解并定容至

10mL，剧烈摇匀，转移至 16mL 进样瓶中。通过 GPC

二联机模式对样品进行净化，净化后浓缩，用环己烷 -

乙酸乙酯(1:1，V/V)定容至 2mL，最后收集 1500μL 洗

脱液到玻璃样品瓶中，待检。

1.2.4 RP-HPLC分析检测

将 GPC 收集的洗脱液用氮气吹至近干，然后向玻璃

样品瓶中注入 750μL 乙腈，小心涡旋溶解残渣，避免

样品瓶盖与溶剂接触。然后将 10μL 试样液注入高效液

相色谱仪进行测定。

2 结果与分析

2.1 线性关系及检出限

按选定的色谱条件对苯并(a )芘标准系列浓度进行

RP-HPLC 分析，以保留时间定性，以峰面积对浓度绘

制工作曲线图，由工作曲线图可知，在 0～20μg/L 范

围内，苯并(a)芘线性回归方程为 y ＝ 1.0779x ＋ 0.0471，

线性相关系数 r2 为 0.9998。连续 11 次进空白样，以基

线 3 倍噪声值在标准曲线查得结果，并通过计算得出植

物油样品的方法检出限为 0.1μg/kg。

2.2 RP-HPLC 对样品中苯并(a)芘的确证

图 1 植物油样品的 RP-HPLC 色谱图

Fig.1   RP-HPLC chromatogram of blank vegetable oil sample
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图 1 出现保留时间为 15.401min 的洗脱峰，与苯并

(a)芘标准品即 RP-HPLC 色谱峰的保留时间 15.358min 相

比，相对标准偏差小于 5%，表明图 2 中对应的色谱峰

可能为苯并( a)芘。

图 2 出现一个保留时间为 15.253min 洗脱峰，加入

苯并(a)芘标准品后，与样品的 RP-HPLC 图谱(图 1)比较，

洗脱峰增大，未出现新的峰，从而确证植物油样品中

存在研究对象苯并(a)芘。

2.3 精密度实验

采用无苯并(a )芘残留的植物油进行加标实验，对

方法的精密度进行研究，采用低、中、高 ( 即 2 . 5 、

5.0、10.0μg/L)3 个质量浓度的苯并(a)芘标准溶液，样

品前处理方法同 1.2.3.2 节，在上述最佳色谱条件下，每

个质量浓度进行 6 次平行实验，结果见表 1。

项目
标样质量浓度 /(μg/L)

2.5 5.0 10.0
2.39 4.92 9.79

2.53 5.06 9.68

测定值 /(μg/L) 2.45 4.91 9.98

2.51 4.97 10.02
2.47 4.99 9.82

2.38 4.95 9.81

测定平均值 /(μg/L) 2.46 4.97 9.85

测定值标准偏差 /(μg/L) 0.061 0.054 0.127
相对标准偏差 /% 2.5 1.1 1.3

表 1 精密度实验测定结果 (n=6)

Table 1   Precision determination of the method(n=6)

从表 1 可见，低、中、高 3 个质量浓度的苯并( a )

芘相对标准偏差在 1.1%～2.5% 之间，证明该方法重现

性与稳定性好，系统误差小，精密度高。

2.4 加标回收率实验

向 1.0g左右的无苯并(a)芘残留的植物油样品中分别加

入 5.0、10.0、20ng 的苯并(a)芘标准物质。按照 1.2.3.2 节

的处理方法对样品进行前处理，在上述最佳色谱条件

下，每个质量浓度进行 6 次平行实验，外标法计算平均

回收率，结果见表 2 。

项目 加入标准物质量 /ng

5.0 10.0 20.0

4.31 9.55 18.67

4.62 8.99 19.02

测定值 /ng 4.55 9.34 18.18

4.51 9.46 17.86

4.46 9.79 18.23

4.03 9.52 18.07

回收率 /% 88.3 94.4 91.7

测定平均值 /ng 4.41 9.44 18.34

相对标准偏差 /% 4.9 2.8 2.3

表 2 回收率实验测定结果 (n=6)

Table 2   Recovery determination of the method (n=6)

从表 2 可见，加标回收率在 88.3%～94.4% 之间，

相对标准偏差在 2.3%～4.9% 之间，两者均小于 5%，说

明该方法具有较高的可靠性，符合实验要求。

2.5 实际样品的检测

本方法用 5 种不同质量浓度的质控样品进行测试分

析。精确称取 0.8000g 左右油样，按照上述最佳 GPC 净

化浓缩条件对样品进行前处理，用最佳 HPLC 条件对样

品进行分析，色谱图见图 3 ，测定结果见表 3 。

图 2 植物油样品加标后的 RP-HPLC 色谱图

Fig.2   RP-HPLC chromatogram of vegetable oil sample spiked with

benzo(a)pyrene
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样品号
样品 峰 计算值 / 参考值 / 相对

质量 /g 面积 (μg/kg) (μg/kg) 偏差 /%

山茶油样品 1 0.8429 4.74 10.33 10 3.3

山茶油样品 2 0.8735 7.31 15.43 15 2.9

山茶油样品 3 0.8124 1.04 2.27 2.5 9.2

大豆油样品 1 0.8466 13.30 29.05 30 3.2

大豆油样品 2 0.8137 2.35 5.25 5.0 5.0

表 3  质控样品的苯并 (a)芘测定值与结果

Table 3   Results of benzo(a)pyrene determination in 5 different quality

control samples using the method

从表 3 可见，3 种不同质量浓度的质控样品的测定

值与实际参考值进行比对，相对偏差为 3.2%～9.2%，表

明分析结果准确、可靠，具有广泛的应用价值。

3 结  论

3.1 植物油样品基质成分复杂，大分子有机物种类繁

多，前处理不好直接影响检测结果的判定。与 G B / T

22509 — 2008 中的玻璃层析柱前处理方法相比，本实验

采用的全自动凝胶渗透色谱前处理方法可以大大提高工

作效率，提高分析的准确度和精密度。

3.2 本研究采用凝胶渗透色谱和高效液相色谱联用技术

对植物油中苯并( a)芘残留量进行测定，以保留时间定

性、外标法定量。结果表明：苯并(a)芘在 0～20μg/L

范围内的线性相关系数是 0.9998，植物油样品的最低检

出限为 0.1μg/kg，加标回收率为 88.3%～94.4%，相对

标准偏差为 2.3%～4.9%。该方法是一种快速、灵敏、

稳定可靠的测定食用植物油中苯并(a)芘残留量的方法，

对 5 种不同质量浓度质控样品进行测试分析，均获得满

意的结果，符合食用食物油中苯并(a)芘残留量检测的技

术要求。
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D.大豆油样品 1
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E.大豆油样品 2

图 3 实际样品的 RP-HPLC 色谱图

Fig.3   RP-HPLC chromatogram of 5 different quality control samples
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