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摘要!采用离子阱飞行时间串联质谱!

KLYF0XR0R[,

#技术

对葡萄酒(果汁等饮料中多组分添加剂和禁用染料进行快速

筛查和确证%构建了合成色素(甜味剂(禁用染料等
)&

种化

合物的精确分子质量数和多级质谱碎片离子数据库%样品

经甲醇*水!体积比
&

&

&

#稀释后$以
L

&!

色谱柱!

&*%11 `

)?"11

$

*

#

1

#分离$甲醇和
$11B4

)

K

乙酸铵为流动相梯度

洗脱%筛查检出限为
%?%%*

"

&?%%%1

9

)

h

9

%在
#

个添加浓

度下平均回收率
)&?$M

"

&&)?&M

$相对标准偏差!

ZF-

#为

)?#M

"

&"?)M

%利用精确质量数和数据库中质谱图的检索

匹配度实现快速筛查&结合保留时间(同位素丰度和多级特

征碎片离子对目标化合物进行确证%该方法具有简便快速(

准确(灵敏度高等优点$同时可实现无标准物质的情况下$较

短时间内完成对食品中可能存在的添加剂和非法添物进行

筛查检测$缩短检测时间$提高检测效率%

关键词!食品&添加剂&非法添加物&筛查&高分辨质谱
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食品添加剂种类繁多%包括着色剂+防腐剂+抗氧化剂+

甜味剂+水分保持剂+稳定剂等&食品中限用色素常用的检

测方法主要有分光光度法)

&

*

+液相色谱法)

$

*

+液相色谱(质谱

联)

#

*和毛细管电泳法)

)C*

*

&对于防腐剂和抗氧化剂的检测

技术目前主要有液相色谱法)

"C(

*

+气相色谱)

!

*

+离子色谱

法)

.

*

+薄层色谱法+红外光谱法以及色谱'质谱联用)

&%

*技

$)



术&甜味剂的检测有气相色谱法)

&&

*和液相色谱法)

&$

*以及气

相色谱(质谱联用法和液相色谱(质谱联法)

&#

*

&

中国现有的检测标准和文献方法所能覆盖的食品添加

剂品种和范围有限%尤其是要对待测物进行准确的定性分析

和定量分析需要在获得待测物的标准物质的条件下才能进

行%不能同时筛查食品中不含特定目标物的多组分添加剂和

非法添加物%因此很难通过技术手段对不法商贩的违法行为

进行监测&离子阱飞行时间串联质谱!

KLYF0XR0R[,

#兼具

离子阱和高分辨飞行时间质谱的检测能力%能够进行分子量

的精确测定%同时还能提供多级质谱碎片离子信息%使被测

化合物的筛查和确证更加简便化)

&)

*

&

本研究系统拟建立
)&

种食品添加剂和非法添加物的多

级质谱高分辨质谱数据库&采用离子阱飞行时间串联质谱

技术建立食品中多组分添加剂的快速筛查和确证技术平台&

通过检索匹配待测化合物的精确质量数%实现食品中多组分

添加剂和非法添加物的快速筛查%并使用待测物的二级+三

级特征碎片离子进行确证&对于已有标准物质的目标化合

物可同时进行定性识别和准确定量$对无标准品的未知添加

物可进行分子式预测和结构鉴定&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

材料与试剂

&%

种食用合成色素!苋菜红+新红+柠檬黄+日落黄+胭

脂红+赤藓红+亮蓝+亮黑+喹啉黄+偶氮玉红#标准物"纯度均

大于
'

.*M

%德国
-G?

公司$

&%

种甜味剂!安赛蜜+糖精钠+甜蜜素+三氯蔗糖+阿斯

巴甜+甘草酸单铵盐+阿力甜+纽甜+甜菊糖苷+抗坏血酸葡糖

苷#标准物"纯度均大于
'

.*M

%德国
LEg

公司$

$&

种禁用工业染料!萘酚黄+橙黄
W

+酸性紫
(

+酸性红

$W

+酸性绿
*%

+坚牢绿+酸性红
$"

+丽春红
Fm

+酸性绿
*

+丽

春红
#Z

+荧光素钠+酸性红
!(

+酸性黑+酸性蓝
&

+酸性红
*$

+

专利蓝
)

钙盐+酸性绿
.

+酸性橙
X

+酸性红
!!

+酸性紫
)#

#标

准物"纯度均大于
'

.*M

%美国
<3

9

12

公司$

甲醇+乙腈"色谱纯%德国默克公司$

其余试剂均为分析纯$

试验用水为超纯水"美国
Y3443

I

BG7

公司&

&?&?$

!

主要仪器

液相色谱'离子阱'飞行时间串联质谱"

KLYF0XR0

R[,

型%配
KLYF<B4;>3B8D#?"

工作站%日本岛津公司$

涡旋混匀器"

Fa0&

型%常州澳华仪器有限公司$

高速离心机"

F3

9

12$0&"H

型%德国
F3

9

12

公司&

&?$

!

试验方法

&?$?&

!

标准工作溶液配制
!

准确称取
&%?% 1

9

!精确至

%?%%%&

9

#标准品置于
&%1K

棕色容量瓶中%用超纯水配制

定容至刻度%使标准储备液浓度约
&?%1

9

(

1K

%

)b

下避光

保存&每次试验前用超纯水对述标准储备液进行稀释%配制

成不同浓度的混合标准工作溶液&

&?$?$

!

样品前处理
!

移取
&?%1K

液体试样于
&%1K

容量

瓶中%用甲醇'水!体积比
&

&

&

#稀释并定容至刻度%取上清

液
&$%%%G

(

138

离心
*138

后%上机供测试&

&?$?#

!

色谱条件
!

色谱柱"

'

9

3478>FN0L

&!

柱!

)?"11`

&*%11

%

*

#

1

#$流动相
'

"

$11B4

(

K

乙酸铵水溶液%流动相

N

"甲醇$梯度洗脱程序"

%

"

! 138

%

&%M N

"

*%M N

$

!

"

&*138

%

*%M N

"

.*M N

$

&*

"

$%138

%

.*M N

$

$%?&

"

$"138

%

&%M N

&柱 温 为
#% b

$进 样 体 积 为
&%

#

K

%流 速"

%?*1K

(

138

&

&?$?)

!

质谱条件
!

离子源"

/FX

负离子扫描$扫描范围"

YF&

>

(

[$%%

"

)%%

%

YF$>

(

[*%

"

)%%

%

YF#>

(

[*%

"

)%%

$

L-K

温度"

$%% b

$加 热 模 块 温 度"

$%% b

$干 燥 气 体 压 力"

&%%hH2

$雾化气流速"

&?*K

(

138

$离子源电压"

C#?*hD

$检

测器电压"

&?"hD

$质量数校准方法"自动调谐优化电压%外

标法校准质量数&高分辨数据采集系统为
KL0YF<B4;>3B8

D#?"

&

$

!

结果与分析
$?&

!

前处理条件的优化

为减少待测目标物在提取和净化过程中的损失%用甲

醇'水!体积比
&

&

&

#稀释后%直接进样&通过加标回收试验

发现"水溶性化合物中%尼龙过滤器对水溶性色素具有较强

的吸附作用%滤膜上留有颜色%回收率严重偏低&混合纤维

素酯对色素也有一定吸附作用%但回收率降低$聚醚砜过滤

器对大部分色素吸附作用最小%对赤藓红虽有一定的吸附作

用%但损失率达到
*%M

以上&因此采用不过过滤器%提取液

在
&$%%%G

(

138

高速离心
*138

后%取上清液直接进样&

$?$

!

色谱'质谱条件优化

$?$?&

!

色谱条件的选择
!

待测水溶性着色剂和工业染料大

部分为酸性化合物%为了获得较高的仪器灵敏度通常采用负

离子模式&由于在待测的着色剂分子结构中存在易离子化

的磺酸根基团%当试验过程中选择乙酸铵溶液为流动相时%

可有效促进目标物在色谱柱上的保留和分离%改善化合物峰

形%增强质谱响应%并使多组分得到良好分离&同时考察了

乙酸铵的浓度对添加剂信号强度的影响%选用的乙酸铵的浓

度分别为
%

%

&

%

$

%

*

%

&%

%

$%11B4

(

K

&结果表明%当流动相中

不加入乙酸铵或乙酸铵浓度较低时%这些目标化合物的色谱

峰形在样品及环境的
I

J

值影响下%离子化效果不理想%同

时质谱响应也较弱$当在流动相中加入
$11B4

(

K

的乙酸铵

后%质谱响应信号变得比较理想$随着乙酸铵浓度的不断增

大%溶液中的离子强度也相应增大%但各待分析物的信号强

度反而下降%特别是酸性紫
(

+酸性绿
.

+胭脂红+柠檬黄+赤

藓红+苋菜红等色素的信号下降尤为明显%此现象说明流动

相中缓冲盐浓度过大对目标化合物的电离有抑制作用%使质

谱信号响应值降低&此外%长期使用过高浓度的缓冲盐%容

易在色谱分离时使色谱柱中出现盐析%造成管路堵塞%柱子

分离效果降低&同时试验还考察了
$11B4

(

K

乙酸铵和

$11B4

(

K

乙酸铵'甲酸+

$11B4

(

K

乙酸铵'乙酸酸缓冲体

系的影响%结果表明%在负离子模式下%流动相中不宜添加甲

酸或乙酸%因酸性条件不利于离子化&综合考虑%本研究采

#)

安全与检测
!

$%&"

年第
!

期



用
$11B4

(

K

的乙酸铵'甲醇溶液作为流动相&

$?$?$

!

质谱条件的选择
!

对于水溶性化合物%合成色素或酸

性工业染料中由于分子结构中含有
E2

!或
L2

#%其中的
E2

离子!或
L2

离子#在进行负离子模式电离过程中首先丢失%

形成带一个或多个电荷的分子离子峰)

YC8E2f1J

*!

8C

1

#

C

&如柠檬黄为)

YC#E2fJ

*

$C

%荧光素钠为)

YC

$E2fJ

*

C

+诱惑红为)

YC$E2

*

$C

&质谱图中主要观察到

)

YCJ

*

C

+)

YC$J

*

$C离子峰%更高价态分子离子较少见&

阿斯巴甜+三氯蔗糖+甜菊糖苷+纽甜等含有
[J

%易失去

J

f

%形成)

YCJ

*

C离子&甜蜜素+糖精钠和安赛蜜%含
E2

f

或
a

f

%在失去所有
E2

f或
a

f后%无位点或部分位点与
J

f

结合%最终形成)

YC8E2

!

a

#

f1J

*!

8C1

#

C离子&待测

目标物的加合离子类型%精确质量数理论值+精确质量数测

定值+质量误差以及多级碎片离子信息见表
&

&同分异构体

!精确分子质量数相同的化合物#经液相分离后能通过保留

时间和多级特征碎片离子进行区分&

$?#

!

基质效应

基质抑制效应普遍存在各类质谱分析技术中%大多数情

况下难以彻底消除&由于本方法前处理步骤简单%对葡萄

酒+饮料等液体样品%直接用甲醇'水!体积比
&

&

&

#稀释进

样%没有进行更多的净化步骤&因此需考察基质效应的影

响&本研究采用提取后添加法对基质效应进行评价%基质效

应按式!

&

#计算&试验结果表明%葡萄酒和果汁基质经稀释

后直接进样%所产生的基质效应不是特别明显%回收率均在

可接受的范围内&

;5

I

">

"9

% !

&

#

式中"

;5

'''基质效应$

">

'''样品基质提取后添加的信号峰面积平均值$

"9

'''标准品溶液的质谱信号峰面积平均值&

$?)

!

定性筛查及确证

在试验优化的条件下%对实际样品进行分析%所获得的

高分辨质谱数据%通过
Y7>X-<B4;>3B8

筛查软件%根据化合

物的精确质量数进行自动匹配定性筛查%初步判为阳性结

果%再经多级谱图扫描%同时%检索自建的质谱数据库%再通

过化合物的二级或三级特征碎片离子与标准数据库的匹配

度进行确证&由于本筛查方法是一个开放的体系%可以增加

待测目标物的分子式%精确质量数和保留时间的数据库%只

需要一次进样%即可完成所有化合物的筛查&综上所述%本

筛查方法能够在不需要标准物质的情况下对
)&

种食品添加

剂和非法添加物进行有效筛查%并利用二级质谱库对其结构

进行确认&图
&

+

$

分别为阿巴斯甜阳性样品的提取离子流

图和多级质谱图&

$?*

!

线性范围%定性筛查检出限

根据筛查化合物的响应强弱%配制一系列不同浓度的混

合标准工作溶液进行分析%以各待测组分的峰面积!

R

#对质

量浓度!

%

#绘制标准曲线%得到各待测组分的线性回归方程

和线性相关系数%外标法定量&由于高分辨率质谱的提取精

图
&

!

阿斯巴甜提取离子流图

,3

9

;G7&

!

R677_>G2A>7@3B8A6GB12>B

9

G21BS'<

I

2G>217

图
$

!

阿斯巴甜的多级质谱图

,3

9

;G7$

!

R671;4>3047T74<

I

7A>G;1BS'<

I

2G>217

确质量数的色谱图噪声很小%方法检出限根据美国国家环境

保护局!

/H'

#推荐方法获得%即制备一份相对浓度较低的加

标样品%重复进样
(

次后%然后根据测试值的标准偏差来确

定方法的检出限!

Y-K

#&线性范围+相关系数+检出限

!

Y-K

#见表
$

&

$?"

!

方法回收率及精密度

以阴性样品进行了添加回收试验%

#

个浓度水平都平行

测定
"

次%计算添加回收率和相对标准偏差&试验结果!见

表
$

#表明%

)&

种化合物在低+中+高
#

个加标水平的回收率

在
)&?$M

"

&&)?&M

%相对标准偏差!

ZF-

#在
)?#M

"

&"?)M

&

$?(

!

实际样品筛查及检出率结果

为了评价该方法的实用性%随机从超市及流动市场个体

商贩处购买了果汁类+碳酸型饮料+葡萄酒+糖果等
$*

份样

品进行筛查%筛查结果显示%绝大部分饮料中的合成色素+甜

味剂+防腐剂均在
WN$("%

'

$%&)

标准要求范围之内%个别

样品超出限量要求%例如
&

个果汁样品中的柠檬黄检出结果

为
%?&*

9

(

h

9

%

&

个果汁样品中检出含有甜菊糖苷%而标签则

))
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表
&

!

)&

种化合物的分子式%保留时间%精确质量数%主要碎片离子

R2Q47&

!

R67,BG1;42

(

G7>78>3B8>317

(

2AA;G2>712<<28@>671238SG2

9

178>3B8<BS)&AB1

I

B;8@<

化合物名称 加合离子
>

(

[

理论值 测量值

质量误差(

!

#

9

.

1K

C&

#

保留时间(

138

>

(

[

二级碎片离子 三级碎片离子

抗坏血酸葡糖苷
)
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*

C
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W

)
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C
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甜蜜素
)

YCJ

*

C

&(!?%*)# &(!?%**( (?. (?"$. (.?."$&

'

酸性紫
(

)
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*

C

*$&?%))$ *$&?%)#! C%?! (?".* #*!?.!%%

'

诱惑红 )
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*

$C
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酸性红
$W

)
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*
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$#&?*%(! $#&?*%"" C*?$ !?"(! &(!?.!(! &*(?.(%.

酸性绿
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)
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C
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C
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'
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$"

)
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*

C
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Fm

)
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*

C
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*

C
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亮蓝 )
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*

$C

#(#?%(&. #(#?%(&$ C&?. &%?(.) ###?%.#% &(%?%%(!

酸性绿
*

)
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*

C

#(#?%(&. #(#?%()& *?. &%?(.( #)&?%!(# &(%?%%((

阿斯巴甜
)

YCJ

*

C

$.#?&&)& $.#?&&*$ #?! &&?$"# $"&?%!!* $&(?%.!#

丽春红
#Z

)

YC$E2fJ

*

C

)).?%)!# )).?%)*$ C"?. &&?*&& #".?%!!* #*&?%!)&

荧光素钠 )

YC$E2fJ

*

C

##&?%"&$ ##&?%*!" C(?. &$?*"( $!(?%(#! $)#?%!"*

酸性黑 )

YC$E2fJ

*

C

*(&?%#)( *(&?%##$ C$?" &$?"#" *%(?%(%. #*(?%)&*

酸性红
!(

)

YC$E2fJ

*

C

")"?"..# ")"?".(( C$?* &$?"$( *$$?(!$# ))&?!".$

酸性蓝
&

)

YCE2

*

C

*)#?&"$. *)#?&*.. C*?* &$?(%% )"#?$%)" )&.?&)$"

甘草酸单铵盐 )

YCJ

*

C

!$&?#."* !$&?#.)% C#?% &$?."! #*&?%**$ &.#?%#"#

阿力甜 )

YCJ

*

C

##%?&).# ##%?&*%( )?$ &#?&%* #&$?&#.# $.*?&&#(

酸性红
*$

)

YCE2

*

C
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酸性蓝
#

钙盐 )

YC%?*L2fJ

*

C

**.?&*(! **.?&*"# C$?( &#?$#! )(.?&.." )#*?&#($

赤藓红 )
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*

C

!#)?")(! !#)?")!$ %?* &#?$() ""$?()*& *%(?!)!)

酸性绿
.

)

YCE2

*

C

(%&?&**$ (%&?&*.# *?! &#?)(. "$&?&.*% $"%?%)!.

酸性橙
X

)

YCE2

*

C

#$(?%))* #$(?%)#) C#?) &#?!"& &(&?%%#% &%(?%))&

酸性红
!!

)

YCE2

*

C

#((?%"%$ #((?%"%( &?# &*?%#* $$&?%&*! &*(?%*)$

酸性紫
)#

)

YCE2

*

C

)%.?%*)( )%.?%*)& C&?* &*?&(& #$!?%."* #&%?%!*(

纽甜 )

YCJ

*

C

#((?$%!$ #((?$%.! )?$ &*?"(( #)*?&!&% $#%?&*!!
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C
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表
$

!

葡萄酒中
)&

种化合物的线性范围%相关系数%检出限%平均回收率及相对标准偏差

R2Q47$

!

K3872GG28

9

7<

(

ABGG742>3B8AB7SS3A378><

#

@

$

$(

17>6B@@7>7A>3B8K313>

#

Y-K

$(

2T7G2

9

7G7ABT7G37<28@

ZF-<BS)&AB1

I

B;8@<38:387

#

*c"

$

化合物名称
线性范围(

!

8

9

.

1K

C&

#

@

$

添加水平(

!

1

9

.

h

9

C&

#

平均回

收率(
M

ZF-

(

M

Y-K

(

!

1

9

.

h

9

C&

#

抗 坏 血 酸 葡

糖苷
&

"

&%% %?..%

%?%* !"?% *?.

&?%% (.?* &#?!

$?%% !%?$ !?.

%?%&%

柠檬黄
&%

"

*%% %?.!.

%?*% ))?% .?(

&?%% ""?& &&?$

$?%% "*?$ &)?&

%?$%%

新红
&%

"

*%% %?..$

%?*% *%?. .?$

&?%% "*?* &#?&

$?%% (&?$ &#?"

%?$%%

苋菜红
$*

"

*%% %?..)

%?*% *%?% &%?*

&?%% "$?& .?!

$?%% "&?$ &"?)

%?)%%

胭脂红
&%

"

*%% %?..#

%?*% **?( &%?%

&?%% "#?% &$?"

$?%% ((?! .?$

%?$%%

安赛蜜
&

"
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%?%* !$?% "?)

&?%% !"?& .?#

$?%% &%)?& &$?$

%?%&%

糖精钠
&

"

&%% %?...

%?%* )(?( .?%

&?%% "&?* .?)

$?%% "#?" &&?*

%?%&%

萘酚黄
&%

"

$%% %?..(

%?*% "$?& *?*

&?%% ""?! .?.

$?%% "$?! "?#

%?&%%

亮黑
&%

"
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%?*% ))?! "?%

&?%% "&?) &&?$

$?%% .&?) .?$

%?&%%

喹啉黄
&%

"

*%% %?..(

%?*% )&?$ &$?&

&?%% *)?" !?*

$?%% ".?& &%?%

%?$%%

橙黄
W &%

"

$%% %?..#

%?*% !%?% &#?(

&?%% (%?* &&?!

$?%% !$?( .?"

%?&%%

日落黄
*

"

&%% %?..)

%?%* *.?" !?!

&?%% "*?. &$?"

$?%% (!?) !?&

%?%*%

甜蜜素
$

"
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&?%% (&?# &%?#

$?%% !!?$ .?%
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酸性紫
( &%%

"

&%%% %?..#
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$?%% &%"?* .?)
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&?%%%

诱惑红
&

"
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&?%% ".?( &$?%

$?%% (#?# &&?#
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续表
$

化合物名称
线性范围(

!

8

9

.

1K

C&

#

@

$

添加水平(

!

1

9

.

h

9

C&

#

平均回

收率(
M

ZF-

(

M

Y-K

(

!

1

9

.

h

9

C&

#

酸性红
$W $%

"

*%% %?..!

%?*% .(?* &%?$

&?%% &&#?( .?!

$?%% &&&?& &&?!

%?$%%

酸性绿
*% $%

"

*%% %?...

%?*% &%#?* &$?%

&?%% .*?& .?(

$?%% &%$?* &%?"

%?$%%

三氯蔗糖
#

"

&%% %?..)

%?%* (%?( )?#

&?%% .)?( !?)

$?%% !(?. "?&
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"

*%% %?...

%?*% *.?* &&?.

&?%% "#?! .?*

$?%% ")?. &%?)

%?&%%

偶氮玉红
$%
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"
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续表
$

化合物名称
线性范围(

!

8

9

.

1K

C&

#

@

$

添加水平(

!

1

9

.

h

9

C&

#

平均回

收率(
M

ZF-

(

M

Y-K

(

!

1

9

.
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9

C&

#
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"
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"
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&

"
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甜菊糖苷
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宣称不含甜味剂&禁用工业染料未有检出%需进一步扩大筛

查范围和样品种类&

#

!

结论
本研究构建了合成色素+甜味剂+禁用染料等

)&

种化合

物数据库%建立了葡萄酒+果汁等饮料中多组份添加剂和禁

用染料的快速筛查和确证方法&该方法适用于以筛查为目

的定性分析&方法简便快速+准确+灵敏度高%成功应用于实

际样品的筛查分析&即使在缺少标准物质的情况下%也可通

过精确质量数对未知化合物进行快速筛查%并使用多级特征

碎片离子进行确证&
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为微波烟支密度分布检测仪的进一步优化提供了一定的理

论参考%相关结论如下"

%

微波烟支密度分布检测仪能够很

好地反映烟支整体平均密度情况%但对于烟支内部密度分布

尤其是起始位置和接装纸位置检测结果误差较大$

&

建立了

密度测量值与填充长度关系模型%该模型适用于预测介质未

完全填充时密度测量值的变化情况%减小微波腔厚度在理论

上能够提高设备的检测精度$

'

接装纸尤其是含金属接装纸

会造成检测结果偏大%金属环越宽影响越大%使用空白接装

纸能够有效降低测量误差&
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