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摘要:建立液液萃取—接受相固化—反萃取技术联用气相色

谱/质谱法检测奶粉中香兰素的新方法。该方法选用乙醚为

提取剂,0.01mol/L100μL氢氧化钠溶液为接受相,二氯甲

烷为反萃取剂,采用 GC—MS测定,选择离子监测(SIM)模

式,外标法定量。结果表明,在优化试验条件下,方法的线性

范围为0.20~10.0 mg/mL,相关系数为0.9995,检出限为

(S/N=3)0.004mg/kg。应用该方法分析实际样品,加标回

收率 为 82.0% ~98.0%,相 对 标 准 偏 差 (RSD)2.83% ~
6.83%。该法简便、快速、准确和灵敏度好,适用于奶粉中香

兰素含量的检测。
关键词:液液萃取—接受相固化—反萃取;气相色谱/质谱;
奶粉;香兰素

Abstract:Anovelmethodforthedeterminationofvanillininpow-
deredmilkbyliquid-liquidextraction-solidificationofacceptorphase
droplet-reextractioncombinedwithgaschromatography/massspec-
trometry(GC/MS)wasdeveloped.Thesamplewasextractedwithe-
therandthesupernatantwascleanedupusing0.01mol/L100μL
sodiumhydroxideandtheresiduewasreextractedwithdichlorometh-
ane.ThedetectionofvanillinwascarriedoutbyGC—MSinselected
ionmonitoring(SIM)modeandexternalstandardmethodwasused
forquantitativedetermination.Undertheoptimumconditions,the
linearrangeofthemethodwasfrom0.20to10.0μg/mLandthelin-
earcorrelationcoefficient(R)washigherthan0.9995.Thelimitof
detection(S/N=3)was0.004mg/kg.Therelativestandarddevia-
tionofthemethodwaslessthan6.83% withtherecoveryvalues
rangingfrom82.0%to98.0%.Theproposedmethodwhichisvery
simple,rapidandhighlysensitivecanmeettheneedsofdetermina-
tionofvanillininpowderedmilk.

Keywords:Liquid-Liquidextraction-solidificationofacceptorphase-
reextraction;gas chromatography/mass spectrometry;powdered
milk;vanillin

香兰素(3-甲氧基-4羟基苯甲醛,又称芳草醛)有浓烈的

奶香气息,是重要的香料之一,广泛应用于医药、食品、农药、

有机合成及药用辅料等领域。食用大剂量的香兰素可导致

头痛、恶 心、呼 吸 困 难、损 肝 伤 肾 等,危 害 人 体 健 康。GB

2760—2011食品添加剂使用标准中规定,0至6个月婴幼儿

配方食品中不得添加香兰素,较大婴儿和幼儿配方食品中可

以使用香兰素,最大使用量为5mg/100mL,但标准中并未

提供相应的检测方法。目前常用的香兰素检测方法有电化

学法[1]、分光光度法[2]、高效液相色谱法[3,4]、高效液相色谱/

质谱法[5,6]、气相色谱法[7]和气相色谱/质谱联用法[8,9]。电

化学法和分光光度法分析成本低,但操作繁琐,灵敏度差;高

效液相色谱法和气相色谱法因简单、快速等优点而得到广泛

应用,但易出现假阳性;高效液相色谱/质谱法因需要使用固

相萃取柱对样品进行净化,样品处理成本高;气相色谱/质谱

联用法有机溶剂消耗量大,易污染环境。

液液微萃取—悬浮溶剂固化法(solidificationoffloating

organicdropliquidphasemicroextraction,LPME—SFO)是

Zanjani等[10]于2007年提出来的一种新型萃取技术。该法

选用凝固点较低且密度小于水的溶剂为萃取剂,萃取后低温

冷却,萃取剂凝结成固体悬浮于水相表面,取出固化的萃取

剂与水相分离,待萃取剂溶化后进样分析。该方法选择的萃

取剂毒性小,萃取剂固化后易取出,在简单基质中对目标物

进行 分 离 富 集 方 面 具 有 很 好 的 优 势,并 得 到 应 用[11-14]。

LPME—SFO需要的微量有机溶剂在冷冻或低温条件下能

够凝固,有机溶剂选择性小,限制了该法的应用。石慧等[15]
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对LPME—SFO进行改进,选择酸性水溶液为固化剂来分离

减肥茶中的西布曲明,并取得很好的试验效果。目前涉及香

兰素检测的方法中接受相固化—反萃取技术尚未见报道,本

研究拟在前人研究基础上提出一种液液萃取—接受相固

化—反萃取新方法,该方法利用萃取剂对目标物萃取后,选

择碱性水溶液为接受相,低温下将水相固化后去除有机相,

室温溶解后用有机相再进行反萃取。本研究旨在为奶粉中

香兰素的测定提供新方法,为食品安全的监测、预警及控制

提供必要的技术支持。

1　材料与方法

1.1　主要试剂

乙醇、二氯甲烷、三氯甲烷、乙醚:色谱纯,国药集团化学

试剂有限公司;

氢氧化钠、盐酸、无水硫酸钠:分析纯,国药集团化学试

剂有限公司;

无水硫酸钠:优级纯,国药集团化学试剂有限公司;

香兰素标准品:质量分数为99.7%,瑞士Fluka公司。

1.2　仪器与设备

气相色谱质谱联用仪:Agilent7890A/5975C 型,美国

Agilent公司;

氮吹仪:OA-SYS型,美国 Organomation公司;

漩涡混合器:SK-1型,金坛市医疗仪器厂;

高速离心机:CT14D型,上海天美科学仪器有限公司;

电子天平:AL204型,梅特勒—托利多仪器上海有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　香兰素标准储备液　称取0.1g(精确至0.0001g)

的香兰素标准品于100mL容量瓶中,用二氯甲烷溶解并定

容至刻度线,配成质量浓度为1.0mg/mL的标准储备液,于

4℃保存备用

1.3.2　香兰素标准工作液　准确吸取1.0mg/mL的香兰

素标准储备液,用二氯甲烷逐级稀释配成0.20,0.50,1.0,

2.0,5.0,10.0μg/mL的标准工作液。

1.3.3　样品处理　取0.5g(精确至0.0001g)样品于离心

管中,加1.0mL蒸馏水(盐酸调节蒸馏水pH 为4.0~6.0)

溶解奶粉后,加乙醚涡旋提取2min,加适量无水硫酸钠后,

9000r/min离心5min。乙醚7mL(3,2,2mL)提取3次,合

并提取上清液至10mL尖底离心管中。取0.01mol/L氢氧

化钠溶液100μL加入到提取液中,涡旋2min,5000r/min
离心3min。-20℃下冰冻10min。待水相固化后,低温下

迅速移除上 层 有 机 相,室 温 下 将 水 相 溶 解。水 相 中 加 入

0.5mol/L 盐酸20μL,混匀后加入二氯甲烷1.00mL,涡旋

提取2 min后,5000r/min离心3 min,取下层溶液进样

分析。

1.3.4　香兰素提取与净化单因素条件

(1)萃取方法和萃取剂的选择:选取相同浓度加标样

品,使用4种不同萃取剂(乙醚、乙醇、二氯甲烷、三氯甲烷)

对奶粉中香兰素进行提取。试验选用样品加萃取剂直接涡

旋提取(干提取)和溶解后再加萃取剂涡旋提取(湿提取)两

种方式,计算萃取率。

(2)接受相pH 值对萃取率的影响:取5份相同浓度加

标奶粉样品,分别使用 pH 为8.0,9.0,10.0,10.7,11.0,

11.7,12.0的氢氧化钠溶液200μL对加标样品进行萃取,计

算萃取率。

(3)接受相体积对萃取率的影响:取5份相同浓度加标

奶粉样品,乙醚提取后,考察了0.01mol/L氢氧化钠溶液不

同体积下 的 萃 取 效 果,体 积 分 别 选 择 为 50,80,100,120,

150μL,计算萃取率。

(4)反萃取剂的选择:试验选取相同浓度的标准品,考

察了不同反萃取溶剂(乙醚,乙醇,二氯甲烷,三氯甲烷)对香

兰素响应的影响。

1.3.5　色谱和质谱条件

(1)气 相 色 谱 条 件:VF-wax MS 毛 细 管 柱 (30 m×

0.25mm×0.25μm);载气:He(>99.999%);柱温流量:

1mL/min;进样口温度:250℃;分流比1∶10;进样量1μL;

柱升温程序:初始温度80℃,保持1min,以20℃/min速率

升温至180℃,保持4min,再以10 ℃/min升温至260 ℃,

保持1min。

(2)质 谱 条 件:EI离 子 源 温 度 230 ℃;四 级 杆 温 度

150℃;碰撞能量70eV;传输线温度280 ℃;质谱接口温度

230℃;溶剂延迟5min;选择离子检测(SIM)模式的主要离

子的m/z151,152,81,109。

2　结果与分析

2.1　萃取方法和萃取剂的选择

由图1可知:样品直接提取时,4种萃取剂回收率偏低;

样品溶解后再提取时,4种萃取剂回收率高。因此选用样品

溶解后再提取的方法对样品进行提取。

湿提取干提取
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图1　萃取剂及方法对奶粉中香兰素提取率的影响

Figure1　Effectontheextractionrateofvanillinfrom

powderedmilkbydifferentextraction
solventsandmethods
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　　采用样品溶解方法提取香兰素时,乙醇与水互溶,萃取

后难以除水,氮吹浓缩时需加入碱防止目标物挥发,操作繁

琐;二氯甲烷和三氯甲烷密度比水大,离心后样品上浮,也不

易操作。乙醚提取效果好,且操作方便。因此选择乙醚为萃

取剂。

2.2　净化条件的选择

2.2.1　接受相pH 值对萃取率的影响　香兰素结构中含有

酚羟基,在碱性条件下以离子形式存在,酸性条件下以分子

形式存在。在碱性条件下,易将香兰素从有机相中提取出

来。试验以氢氧化钠溶液为接受相,比较不同pH 值对萃取

率的影响。由图2可知:随着pH 值的增大,萃取率升高;当

pH 值大于11.0后,萃取率大于96%。为满足对高浓度目标

物萃取,最终选择pH=12.0的氢氧化钠溶液为接受相。
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图2　接受相pH 值对提取率的影响

Figure2　Effectontheextractionrateofvanillin

indifferentpHvalue

2.2.2　接受相体积对萃取率的影响　由图3可知:反萃取

率先随反萃取剂体积增加而增加;当氢氧化钠溶液用量为

100μL时,萃 取 率 为 98.1%;当 氢 氧 化 钠 溶 液 体 积 大 于

100μL时,反萃取率变化不大。氢氧化钠溶液用量增大,固

化时间将延长。因此选定氢氧化钠的用量为100μL。

2.2.3　反萃取剂的选择　氢氧化钠溶液为接受相进行反萃

取时,香兰素以盐的形式被提取出来,大部分干扰物存在于

有机相中,样品得以净化。接受相体积很小,液态下难以将
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图3　接受相体积对萃取率的影响

Figure3　Effectontheextractionrateofvanillin

indifferentvolume

两相完全分离。本试验采用接受相固化的方式去除有机相。

在-20℃下冰冻10min,水相成为固化态,然后低温下迅速

去除有机相。室温溶解后,用20μL0.5mol/L盐酸将溶液

酸化,香兰素以分子形式存在接受相中。

试验分析了乙醚、乙醇、二氯甲烷、三氯甲烷等溶剂对香

兰素响应的影响。乙醚对香兰素响应不稳定,并且会造成香

兰素无响应,原因可能是在气相进样口高温条件下,乙醚与

香兰素反应产生了聚合物。乙醇、二氯甲烷、三氯甲烷对香

兰素响应值大并且稳定,但乙醇与水互溶,萃取后难以分离,

三氯甲烷毒性比二氯甲烷大。本试验最终选择二氯甲烷为

反萃取溶剂。

2.3　分析条件的确定

2.3.1　色谱条件确定　在1.3.5气相色谱分离条件下,首

先通过 GC—MS的全扫描方式(m/z50~200)得到总离子

流色谱图(TIC)(见图4),然后根据 TIC谱图来选择相对丰

度较高和质荷比(m/z)较大离子进行分析。

 

质荷比

m/z

2 000

0
40

丰
度

Ab
un
da
nc
e

60 80 100 120 140 160

4 000

6 000

8 000

180

55.0

81.0
109.0 122.9

136.8

151

170.0

图4　香兰素的质谱图

Figure4　MassspectrumofvanillinbyGC/MS

2.3.2　仪器定性定量方式　利用质谱对目标物进行准确定

性,需要了解EI—MS谱图中碎片离子的归属,故对其特征

碎片离子的可能碎裂机理进行初步解析(见图 5)。选择

m/z151为定性离子,m/z152,81,109为定量离子。

2.4　工作曲线,检出限,方法回收率、精密度

将香兰素标 准 溶 液 稀 释 成 0.20,0.50,1.0,2.0,5.0,

10.0μg/mL,在本试验确定的试验条件下进行测定,并绘制

标准曲线。以浓度(C,μg/mL)为横坐标,色谱峰面积为纵坐
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图5　香兰素的 EI—MS碎片离子结构

Figure5　ThestructureofvanillinEI-MSfragments
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标(A),得到线性方程A=32509.0C-7716.4,相关系数

0.9995。结果表明在0.20~10.0μg/mL范围内线性关系

良好,方法检出限(S/N=3)为0.004mg/kg。

选取 阴 性 样 品,香 兰 素 的 加 标 水 平 为:0.50,1.0,

4.0μg/mL3个浓度水平的加标回收试验,相关色谱图见图

6;每个样品连续测定6次,测定精密度和加标回收率(见表

1)。结果表明:回收率为82.0%~98.0%,相对标准偏差小

于6.83%。 

（a） 标准溶液离子流色谱图
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（b） 样品加标离子流谱图
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图6　香兰素标准溶液离子流色谱图和样品加标离子流谱图

Figure6　Theionchromatogramsofstandardofvanillinandspikedsample

表1　精密度和回收率的测定

Table1　DeterminationofRSDandrecoveryrate(n=6)

添加量/

(μg·mL-1)

测定值/

(μg·mL-1)

平均值/

(μg·mL-1)

平均回

收率/%

精密度

RSD/%

0.50 0.46 0.42 0.49 0.41 0.44 0.47 0.448 89.7 6.83

1.0 0.85 0.90 0.89 0.91 0.94 0.92 0.902 90.2 3.39

4.0 3.74 3.66 3.92 3.74 3.62 3.68 3.726 93.2 2.83

2.5　与其它方法的比较

运用本试验建立的方法与文献方法比较可知(见表2):

本试验有机萃取溶剂消耗少,检出限低,说明本方法具有很

强的适用性。

表2　不同测定方法结果比较

Table2　Comparisonresultsofdifferentmethods

分析方法
有机试剂

消耗/mL

检出限/

(mg·kg-1)
参考文献

液相色谱法 >20 0.05 [4]

高效液相色谱/质谱法 >15 0.01 [5]

气相色谱法 >50 1.5 [7]

气相色谱/质谱联用法 >50 0.006 [8]

气相色谱/质谱联用法 <10 0.004 本试验

3　结论

目前关于香兰素检测的方法较多,但对其分离净化的研

究报道相对较少。本试验建立液液萃取—接受相固化—反

萃取的新方法与传统的检测方法相比,简化了分离净化过

程、操作简单、无需浓缩、试剂消耗少、灵敏度高、检出限低,

还减少了检测的假阳性现象,有望在将来为制定奶粉样品中

香兰素的国标检测方法提供依据。
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表5　腐乳桔霉素含量测定结果

Table5　Determinationresultsofcitrinincontentinsufu

样品 检测结果/(mg·kg-1) 样品 检测结果/(mg·kg-1)

腐乳1 0.08

腐乳2 0.78

腐乳3 5.26

腐乳4 3.63

腐乳5 8.69

腐乳6 0.69

腐乳7 1.92

腐乳8 6.86

3　结论

本试验采用甲醇-乙酸乙酯-甲酸(7∶3∶1,V/V)作

为提取剂,超声处理10min,提取温度50℃,能有效提取腐

乳中桔霉素,减少杂质干扰。建立了高效液相色谱荧光检测

器法检测腐乳中桔霉素含量,其目标物分离效果好、回收率

高、重现性好,试验方法可用于腐乳产品桔霉素含量检测。

另外提取液未经净化处理,操作简便,分析时间短。对市售8
个腐乳产品进行桔霉素含量检测,检测结果表明所捡的8个

腐乳样品普遍受桔霉素污染,但受污染程度相差较大,可能

是因为腐乳产品桔霉素含量水平受产品生产工艺和菌种的

影响较大。建议建立腐乳产品桔霉素污染数据库,改进生产

工艺,选用低风险菌种,降低甚至清除腐乳产品桔霉素污染。
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