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研究簡報

農產品中棉酚含量檢測方法之開發及應用

陳慧珊 1　陳思縈 1　徐慈鴻 1　黃鎮華 1*

摘要

陳慧珊、陳思縈、徐慈鴻、黃鎮華。2016。農產品中棉酚含量檢測方法之開發及應用。臺灣農

藥科學　1: 183-194。

為探討農產品中棉籽及菇類棉酚殘留的情形，及其受棉酚污染的情形，本研究建立了農

產品中棉酚殘留檢測技術。樣品以溶劑抽出，分別利用分光光度計、高效液相層析儀及液相

層析串聯質譜儀進行定量和定性分析。本方法一至五分別適用於棉籽、棉籽粕 ( 方法一 )、飼

料 ( 方法二 )、菇類 ( 方法三 )、菇類太空包 ( 方法四 ) 及牛奶 ( 方法五 ) 等農產品中棉酚殘留

檢測。各種農產品添加棉酚的回收率試驗結果顯示，回收率介於 67 ~ 100%、回收率的變異係

數 < 20%，可以快速準確的進行殘留檢測之定性及定量，依據樣品種類及方法之不同差異，其

方法定量極限於棉籽、棉籽殼及棉籽粕中為 100 mg/kg、飼料中為 5 mg/kg、菇類中為 0.05 mg/

kg、太空包中為 0.02 mg/kg、牛奶中為 0.01 mg/L，均能執行歐盟飼料原料及動物配合飼料中棉

酚殘留限量標準之要求。利用建立的方法，進行農產品中棉酚殘留的調查，結果顯示，在 63

件樣品中，有 23 件樣品檢測到棉酚殘留，除其中 4 件棉籽之棉酚含量為 6,347 ~ 7,325 mg/kg，

其餘皆符合歐盟之規範。本方法之建立可提升農產品的檢驗技術品質，並監測其品質安全。

關鍵詞：棉酚、農產品、飼料、栽培介質、基質匹配。
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在飼料中蛋白資源緊缺的形勢下，畜

牧產業在牲畜飼料中加入棉籽粕 (cottonseed 

meal)，然棉籽粕中含有游離棉酚 (free gos-

sypol)，此游離棉酚對動物有一定的毒性，

如抑制動物生長，損害雄性動物生殖系統

發育等 (5, 19)；為控制動物對游離棉酚之攝

入量，歐盟對於牛與羊飼料中的棉酚含量

限制為：成年牛 (adult cattle) ≤ 500 mg/kg、

山羊 (goats)、綿羊 (sheep) ≤ 300 mg/kg、犢

牛 (calves) ≤ 100 mg/kg，其他不含棉籽粕的

飼料需 ≤ 20 mg/kg；美國則是針對牛與羊飼

料中的游離棉酚有更詳細的限制：0 ~ 3 周

齡的牲畜飼料中的游離棉酚含量限制為 100 

mg/kg、3 ~ 24 周齡為 200 mg/kg，大於 24

周齡時，母畜為 600 mg/kg，育種的公畜為

200 mg/kg(6, 14, 15, 18)。依據中國現行的標準，

棉籽粕原料中的棉酚含量不得超過 1,200 

mg/kg，配合飼料使用：肉用仔雞與生長雞 

(poultry) ≤ 100 mg/kg，產蛋雞 (laying hens) 

≤ 20 mg/kg，生長豬 (pigs) ≤ 60 mg/kg，中國

對雞與豬飼料中的棉酚含量規定與歐盟相

同，但中國並沒有對牛與羊飼料中的游離

棉酚允許量做出規定 (6, 14, 15, 18)。

有鑑於近期社會關注之棉酚 (gossypol) 

殘留等議題，建立非例行監測藥劑檢驗技

術，整合提升農產品安全檢驗技術能力，

同時以開發之方法進行檢驗，主動瞭解實

際殘留情形，為有效利用棉籽粕，並釐清

棉酚之風險，避免媒體片面報導衝擊民眾

對農產品安全信心，評估國內棉酚在農產

品之殘留情形，農產品中棉酚含量檢測方

法之開發刻不容緩，目前，檢測游離棉酚

的方法有分光光度計法 (spectrophotometric 

determination)(1, 17, 20)，包括苯胺法 (aniline 

method) 和間苯三酚法 (phloroglucinol meth-

od)，其中苯胺法為歐盟所採用的方法，適

用於棉籽 (cottonseed)、棉籽粕、棉餅 (cot-

tonseed cake) 及飼料 (feedstuffs) 等；酵素免

疫分析法 (ELISA)(21) 適用於棉籽粕；傅立葉

轉換紅外光譜法 (FTIR)(16)、適用於棉籽油 

(cottonseed oil)；高效液相層析儀 (high per-

formance liquid chromatography, HPLC) 分析

之方法 (2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13) 適用於棉籽、棉籽

粕、棉根皮 (cotton root bark)、飼料及植物

性食品 (vegetable foods) 等。其中 HPLC 法

則為目前廣泛使用的方法，此方法具靈敏度

及準確度高、簡便快速並可自動化檢測等

優點；衛生福利部食品藥物管理署於 2013

年 11 月 8 日公布修正「食用油中游離棉籽

酚之檢驗方法」以液相層析串聯質譜儀 (liq-

uid chromatograph/tandem mass spectrometer, 

LC/MS/MS) 分析之方法 (7)，提升棉酚之靈

敏度及準確度，使其檢驗能力更能符合 0.05 

mg/kg 之定量極限需求。

本研究參考歐盟方法 (17) 即苯胺法，建

立棉籽、棉籽殼及棉籽粕中游離棉酚之檢驗

方法，方法流程見圖一；參考 K. Aoyama 方

法 (8) 建立飼料中游離棉酚之檢驗，方法流

程見圖二；參考 K. Aoyama 方法 (8) 及 GB/T 

5009.148-2003 方法 (2) 建立菇類中游離棉酚

之檢驗；參考 GB/T 5009.148-2003 方法 (2) 並

做調整，以建立太空包中游離棉酚之檢驗；

參考 GB/T 5009.148-2003 方法 (2) 建立牛奶

中游離棉酚之檢驗。
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方法一 ( 圖一 ) 棉籽、棉籽殼及棉籽粕

中游離棉酚之檢驗方法，量取 500 mL 異丙

醇／正己烷 (6/4)、2 mL 3- 氨基 -1- 丙醇、8 

mL 冰醋酸和 50 mL H2O 混合後，以異丙醇

／正己烷 (6/4) 定容至 1,000 mL (solvent A，

其保存期限為 1 wk)，以醋酸棉酚 (gossypol 

acetate) 為對照用標準品，稱取 27.9 mg 醋酸

棉酚於 250 mL 定量瓶，以上述 solvent A 溶

解定量後，取 50 mL 於另一 250 mL 定量瓶

以 solvent A 溶解定量，此標準劑濃度為 0.02 

mg/mL，室溫靜置 1 h 方可使用，其避光保

存期限為 24 h。檢量線之製作為分別量取標

準劑 0.02 mg/mL 2、4、6、8 和 10 mL 於 25 

mL 定量瓶，先以 solvent A 定容至 10 mL；

空白溶液為取 10 mL solvent A 入 25 mL 定

量瓶。以上 6 點檢量線共配製 2 重覆分為

檢液 A 與 B，6 瓶檢液 A 分別再以異丙醇

／正己烷 (6/4) 定容至 25 mL，檢液 B 則分

別加入 2 mL 苯胺置入 100°C 水浴 30 min，

冷卻後再以異丙醇／正己烷 (6/4) 定容至 25 

mL，混合均勻後靜置 1 h 再偵測檢液 A 與

B 的光密度差。樣品依方法一調製檢液後，

以分光光度計波長 440 nm 分析，吸光值靈

敏度達 0.001，樣品槽光徑為 1 cm，偵測檢

液 C 與 D 的光密度。

方法二 ( 圖二 ) 飼料中游離棉酚之檢驗

取棉籽、棉籽殼或棉籽粕檢體約 1 g
入 250 mL 磨口三角瓶，內放玻璃珠

↓

加 solvent A 50 mL
↓

35 rpm 振盪萃取 1 h 後

↓

濾紙過濾 ( 過濾時於三角漏斗上蓋表玻璃 )
↓

Free Gossypol
檢液 C：取含 50 ~ 100 μg gossypol 濾液於 25 mL 定量瓶，先以 solvent A 定容至 10 mL，再以

異丙醇／正己烷 (6/4) 定容至 25 mL
↓

檢液 D：取含 50 ~ 100 μg gossypol 濾液於 25 mL 定量瓶，以 solvent A 定容至 10 mL，加入 2 
mL 苯胺，置入 100°C 水浴 30 min，冷卻後以異丙醇／正己烷 (6/4) 定容至 25 mL

↓

檢液 C 與 D 混合均勻後靜置 1 h，偵測光密度差值

圖一、(方法一 ) 棉籽、棉籽殼及棉籽粕中游離棉酚之檢驗方法。
Fig. 1. (Method I) Flow chart of gossypol residue analysis method in cottonseed, cottonseed hulls, 

and cottonseed meal.
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方法，標準溶液之配製為取棉酚對照用標

準品約 0.1 g，精確稱定，以氰甲烷／ 0.2%

磷酸 (85/15) 溶解並定容至 100 mL，作為標

準原液，避光於 -18°C 貯存備用。臨用時精

確量取適量標準原液，以丙酮／水 (1/1) 稀

釋至 0.05 ~ 100 μg/mL，供作標準溶液。樣

品依方法二調製檢液後，以高效液相層析

儀 (HPLC, Agilent 1100) 分析之方法，層析

管為 Agilent ZORBAX SB-C18，5 μm，內徑

3 mm × 15 cm，移動相溶液為甲醇／去離

子水／磷酸 (85/15/1)，流速 0.6 mL/min，

使用光二極體陣列檢出器 (photodiode array 

detector)，波長 235 nm。

方法三 ( 圖三 ) 菇類中游離棉酚之檢驗

方法，標準溶液之配製為取棉酚對照用標

準品約 0.1 g，精確稱定，以氰甲烷／ 0.2%

磷酸 (85/15) 溶解並定容至 100 mL，作為標

準原液，避光於 -18°C 貯存備用。臨用時精

確量取適量標準原液，以丙酮／水 (1/1) 稀

釋至 0.001 ~ 0.05 μg/mL，供作標準溶液。

取飼料檢體約 1 g
入褐色三角瓶

↓

加醋酸／水／磷酸 (85/15/1) 100 mL
↓

記錄重量後以鋁箔包覆瓶口

↓

置入 100°C 水浴 20 min
↓

冷卻後記錄重量

( 必要時以醋酸／水／磷酸 (85/15/1) 補足體積為 100 mL)
↓

1,000 g 離心 5 min
↓

取上清液 10 mL 於 50 mL 褐色定量瓶

↓

以丙酮／水 (1/1) 定容

↓

靜置 20 min (5,000 g 離心 )
↓

0.2 μm 濾膜過濾，供作檢液

↓

HPLC

圖二、(方法二 ) 飼料中游離棉酚之檢驗方法。
Fig. 2. (Method II) Flow chart of gossypol residue analysis method in feedstuffs.
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基質匹配檢量線之製作為取空白檢體，依

方法三調製空白檢液原液，分別量取 200 

μL 空白檢液原液，分別加入 0.1 μg/mL 標

準溶液 10 ~ 500 μL，再加入適量丙酮／水 

(1/1) 使體積為 1,000 μL，供作基質匹配檢

量線溶液，製作成 0.001 ~ 0.05 μg/mL 之基

質匹配檢量線。樣品依方法三調製檢液後，

以液相層析串聯質譜儀 (LC/MS/MS) 分析之

方法，其儀器條件如下：(1) 離子源：電灑

離子化 (electrospray ionization, ESI)，(2) 層

析 管：Chromolith® Performance RP-18e，

長度 100 mm，內徑 3.0 mm，(3) 保護管柱：

Chromolith® Guard Column RP-18e，長度 5 

mm，內徑 4.6 mm，(4) 移動相溶液 A：以

999 mL 純水加入 1 mL 甲酸混合均勻，以

0.2 μm 濾膜過濾備用；移動相溶液 B：量取

700 mL 氰甲烷和 300 mL 異丙醇混合，加

入 1 mL 甲酸混合均勻，以 0.2 μm 濾膜過濾

備用；移動相流速為 0.4 mL/min，(5) 注入

體積：5 μL，(6) 電噴灑電壓 (IonSpray Volt-

age)：-4,500 V，(7) 離子源溫度 (ion source 

temperature)：500°C，(8) 氣簾氣壓力 (curtain 

gas, CΜR)：15 psi，(9) 霧化器壓力 (nebu-

lizer gas, GS1)：50 psi，(10) 輔助加熱氣壓力 

(auxiliary gas, GS2)：60 psi，(11) 偵測模式：

多重反應偵測 (multiple reaction monitoring, 

MRM) 負離子模式，前驅離子 m/z 是 517，

定量離子是 231，定性離子分別是 489、

471、259、499 及 461。

方法四 ( 圖四 ) 太空包中游離棉酚之檢

取菇類檢體 1 g，置於離心管中

↓

加醋酸／水／磷酸 (85/15/1) 4.5 mL
↓

40°C 超音波萃取 30 min
↓

9,000 rpm 離心 5 min
↓

以上步驟重覆 2 次合併上清液

↓

取上清液於 10 mL 褐色定量瓶定容

↓

取上清液 200 uL 以丙酮／水 (1/1) 定容至 1 mL
↓

0.2 μm 濾膜過濾，供作檢液

↓

LC/MS/MS

圖三、(方法三 ) 菇類中游離棉酚之檢驗方法。
Fig. 3. (Method III) Flow chart of gossypol residue analysis method in mushrooms.
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驗方法，標準溶液之配製為取棉酚對照用標

準品約 0.1 g，精確稱定，以氰甲烷 /0.2 % 磷

酸 (85/15) 溶解並定容至 100 mL，作為標準

原液，避光於 -18°C 貯存備用。臨用時精確

量取適量標準原液，以甲醇／水／乙醚／醋

酸 (35/15/100/5) 稀釋至 0.002 ~ 0.1 μg/mL，

供作標準溶液。基質匹配檢量線之製作為

取空白檢體，依方法四調製空白檢液原液，

分別量取 500 μL 空白檢液原液，分別加入

0.2 μg/mL 標準溶液 10 ~ 500 μL，再加入適

量甲醇／水／乙醚／醋酸 (35/15/100/5) 使

體積為1000 μL，供作基質匹配檢量線溶液，

製作成 0.002 ~ 0.1 μg/mL 之基質匹配檢量

線。樣品依方法四調製檢液後，以液相層

析串聯質譜儀 (LC/MS/MS) 分析之方法。

方法五 ( 圖五 ) 牛奶中游離棉酚之檢驗

方法，標準溶液之配製為取棉酚對照用標

準品約 0.1 g，精確稱定，以氰甲烷／ 0.2%

磷酸 (85/15) 溶解並定容至 100 mL，作為標

準原液，避光於 -18°C 貯存備用。臨用時精

確量取適量標準原液，以氰甲烷／ 0.2% 磷

酸 (85/15) 稀釋至 0.005 ~ 0.2 μg/mL，供作

標準溶液。基質匹配檢量線之製作為取空

白檢體，依方法五調製空白檢液原液，分

別量取 0.5 mL 空白檢液原液氮氣吹乾，加

入 1 mL 之標準溶液混合均勻，供作基質匹

配檢量線溶液，分別製作 0.005 ~ 0.2 μg/mL

之基質匹配檢量線。樣品依方法五調製檢

液後，以液相層析串聯質譜儀 (LC/MS/MS) 

分析之方法。

取太空包檢體 1 g，置於離心管中

↓

加甲醇／水／乙醚／冰醋酸 (35/15/100/5) 5 mL
↓

40°C 超音波萃取 30 min
↓

冷卻後記錄重量

( 必要時以甲醇／水／乙醚／冰醋酸 (35/15/100/5) 補正 )
↓

9,000 rpm 離心 5 min
↓

以上步驟重覆 2 次合併上清液

↓

經 0.2 μm 濾膜過濾後供作檢液

↓

LC/MS/MS

圖四、(方法四 ) 太空包中游離棉酚之檢驗方法。
Fig. 4. (Method IV) Flow chart of gossypol residue analysis method in forest mushroom compost.
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棉酚於各儀器最低偵測極限 (instru-

ment detection limit, IDL)，為強度之訊噪比 

(S/N) 大於 3 以上，其 IDL 於棉籽、棉籽殼

及棉籽粕中為 0.8 μg/mL、飼料中為 0.05 μg/

mL (× 100 ul)、菇類中為 0.001 μg/mL (× 5 

ul)、太空包中為 0.002 μg/mL (× 5 ul)、牛奶

中為 0.005 μg/ mL (× 5 ul)；另檢驗方法「定

量極限」 (limit of quantitation, LOQ) 於棉

籽、棉籽殼及棉籽粕中為 100 mg/kg、飼料

中為 5 mg/kg，於菇類、太空包及牛奶中則

依照本研究的萃取及淨化方式，分別製作

基質匹配檢量線後，經液相層析串聯質譜

儀 (LC/MS/MS) 檢測，於菇類中為 0.05 mg/

kg、太空包中為 0.02 mg/kg、牛奶中為 0.01 

mg/L，詳見表一。

方法確效則分別進行 (1) 棉籽、棉籽殼

及棉籽粕；(2) 泌乳牛料及肉雞飼料；(3) 杏

鮑菇類子實體；(4) 完成走菌之太空包；(5) 

生乳中進行 2 種濃度 3 重複之回收試驗，加

以定量求出其回收率 (recovery, R%) 及計算3

重複試驗之變異係數 (coefficient of variation, 

CV)，添加低濃度棉酚 (0.1 ~ 2,500 mg/kg)  

於不同樣品種類的空白樣品中，其樣品中

的平均回收率為 67 ~ 100%，重複性試驗之

變異係數 (CV) 在 1 ~ 18% 間，而添加高濃

度棉酚 (1 ~ 5,000 mg/kg) 回收試驗的平均回

收率為 73 ~ 99%，重複性試驗之變異係數 

(CV) 在 1 ~ 7% 間，其方法靈敏度足夠執行

歐盟及美國最高容許量之法規要求，詳見

表二。

利用建立的方法，進行農產品中棉酚

殘留的調查，在 18 件棉籽、棉籽殼、棉籽

取牛奶檢體 10 mL，置於離心管中

↓

加無水乙醚 10 mL
↓

振盪萃取 2 min 後

↓

9,000 rpm 離心 5 min
↓

取上清液 0.5 mL 氮氣吹乾

↓

以 CH3CN/0.2% 磷酸 (85/15) 定容至 1 mL
↓

0.2 μm 濾膜過濾，供作檢液

↓

LC/MS/MS

圖五、(方法五 ) 牛奶中游離棉酚之檢驗方法。
Fig. 5. (Method V) Flow chart of gossypol residue analysis method in milk.
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餅及棉籽粕樣品中，皆檢出棉酚殘留，除 4

件棉籽樣品殘留量為 6,347 ~ 7,325 ppm，其

餘檢測結果符合歐盟對棉籽、棉籽殼及棉

籽餅中的棉酚含量規定棉籽 ≤ 5,000 mg/kg、 

棉籽殼及棉籽餅 ≤ 1,200 mg/kg；在 12 件

泌乳牛料、肉鴨飼料及肉雞飼料樣品中，

於 2 件泌乳牛料中檢出棉酚殘留，其檢測

結果符合歐盟對於牛每日飼料中的棉酚含

量限制值分別為：成年牛 ≤ 500 mg/kg、犢

牛 ≤ 100 mg/kg，其他不含棉籽粕的飼料需  

表一、5種分析方法之儀器最低偵測極限與定量極限之比較
Table 1. Comparison of IDL and LOQ for five methods studied

Method Method I Method II Method III Method IV Method V
Instrument Spectrophotometric 

determination
HPLC LC/MS/MS LC/MS/MS LC/MS/MS

Sample cottonseed, cotton-
seed hulls, and cot-
tonseed meal

feedstuffs mushrooms forest mush-
room com-

post

milk

Instrument detection 
limit (mg/L)

    0.8 0.05 0.001 0.002 0.005

Limit of quantita-
tion (mg/kg)

100 5 0.05 0.02 0.01

表二、不同基質與方法中棉酚回收率測試結果

Table 2. Gossypol recovery results from different methods and matrixes

Type of sample Method
Low concentration High concentration

Spike level 
(mg/kg)

Recovery 
(%)

CV 
(%)

Spike level 
(mg/kg)

Recovery 
(%)

CV 
(%)

Cottonseed I 2,500 87 12 5,000 82 6
Cottonseed hulls I 500 100 4 1,000 99 6
Cottonseed meal I 500 100 2 1,000 98 8
Feedstuffs for adult 
cattle

II 100 95 1 200 92 3

Feedstuffs for poultry 
(chicken)

II 100 93 2 200 94 1

Mushrooms III 0.25 67 8 1 77 1
Forest mushroom 
compost

IV 0.2 81 4 1 84 3

Milk V 0.1 81 18 1 73 7
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≤ 20 mg/kg；在 4 件菇類子實體樣品中，皆

未檢出棉酚殘留；在 24 件殺菌製備之太空

包及完成走菌之太空包樣品中，於 13 件太

空包中檢出棉酚殘留，其殘留量皆 < 10 mg/

kg；在 5 件生乳樣品中，皆未檢出棉酚殘

留，詳見表三，結果顯示棉酚並無因太空

包中殘留棉酚進而污染菇類子實體，或因

飼料中殘留棉酚進而污染生乳。本研究藉

由監測農產品中棉酚殘留現況，及時因應

媒體報導，俾避免影響農民收益及消費者

對農產品安全之信心，提升棉酚檢驗技術，

使其檢驗能力符合法規面之偵測極限需求，

並確保檢驗品質穩定性。
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Analytical Methodology to Detect Gossypol Residue 
in Agricultural Products

Hui-Shan Chen1, Sz-Ying Chen1, Tsyr-Horng Shyu1, Chen-Hua Huang1*

Abstract

Chen, H. S., Chen, S. Y., Shyu, T. H., and Huang, C. H. 2016. Analytical methodology to detect gossypol 

residue in agricultural products. Taiwan Pestic. Sci. 1: 183-194.

To investigate sources of gossypol residue in cottonseed- and mushroom-based 
products, we developed five analytical methods to detect this pollutant in agricultural 
products. Specifically, to detect gossypol residues, we used a solvent to extract a gossypol 
sample and then analyzed this sample using a spectrophotometer, high performance liquid 
chromatography, or a liquid chromatograph/tandem mass spectrometer. Data showed 
that average recovery ranged from 67% to 100%, and the standard deviation (of triplicate 
experiments) was less than 20%. Moreover, our methods were quick and accurate for both 
quantitative and qualitative determination of gossypol, and gossypol limits of quantitation 
were 100 mg/kg in cottonseed, cottonseed hulls, and cottonseed meal; 5 mg/kg in feedstuff; 
0.05 mg/kg in mushroom; 0.02 mg/kg in forest mushroom compost; and 0.01 mg/L in 
milk. Therefore, our proposed methods are suitable for the determination and screening 
of residues in the aforementioned agricultural products. Using our proposed methods, we 
further showed that accorded the European Union maximum levels of gossypol in animal 
feed (including feed material and complete feedstuff). Indeed, of the 63 agricultural product 
samples we analyzed, gossypol was detected in 23 of them. Furthermore, the concentration of 
detected gossypol ranged from 6,347 to 7,325 mg/kg in 4 cottonseed samples. Our proposed 
methods can should be applicable to the routine monitoring of gossypol residues and can 
improve the quality and safety of agricultural products.
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