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摘要!建立了肉制品*豆制品*调味品中红
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*二甲基黄

和二乙基黄的高效液相色谱及液相色谱/质谱联用测定

方法"结果表明!红
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#又称酸性红-单偶氮%和二甲基黄-二乙基黄

同属偶氮型工业染料'这类偶氮染料着色性好'成本低(

但多含有
S

)
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R R

)

S

键和其他芳香环或其衍生物的

结构'人体食用后易在肠道还原或分解为易致癌的芳香

胺类'不属于
à!-)"

中允许添加的着色剂(偶氮染料

如苏丹红-甲苯胺红-对位红-罗丹明
a

等早已被禁止添

加至食品中(

!""-

年欧盟宣布禁止在食品中使用红

!̀

+

#

,

'随后中国等国家也明确禁止食品中使用红
!̀

(然

而'近几年来'食品中非法添加这几种工业染料的现象屡

有发生$中国市售的熟肉制品及调味品中曾检出红
!̀

'

香港-台湾等地也相继曝出使用二甲基黄进行豆制品着

色+

!

,

'因此'如何在此类食品中有效-准确地检出这类非

食用色素成为当前食品安全研究的热点之一(

偶氮型工业染料的提取溶剂多为无机酸-甲醇-丙

酮-乙腈-乙酸乙酯-水+

,YA

,等'试剂的种类应根据目标物

的极性进行选择&检测采用的净化手段有液液萃取+

+

,

-固

相萃取+

)

,

-基质分散固相萃取+

-

,和凝胶渗透色谱技术+

$

,

等(液相色谱及液相色谱质谱联用法以其高选择性和高

灵敏度的特点'常被用来筛查和确证食品中的痕量工业

染料+
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小柱对食品中的二甲基

黄和二乙基黄净化'结合液相色谱进行检测'液相色谱质

谱联 用 仪 确 证'定 量 限 分 别 达
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,采用聚酰胺粉小柱实现饮料-糖浆和糖果

基质样品的净化'光电二极管阵列液相色谱仪检测水溶

性色素红
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'其定量限可达
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水为溶剂'稀释或超声提取饮料-果酱-糖果中包括红
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在内的
#,

种合成染料'重点优化了流动相的选择和洗脱

程序(目前尚未建立这
,

种工业染料在食品中同时测定

的检验方法'为了加强对这种在食品生产经营活动中可

能出现的非法添加行为的监管'国家市场监管总局在
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年公开征集食品补充检验方法需求后'根据重要紧
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急以及科学可行的原则进行筛选'并组织专家评审将调

味品-豆制品和肉制品中二甲基黄-二乙基黄和红
!̀

的

检测方法列为目前急需建立的食品补充检验方法'以加

强对食品安全案件调查-食品安全事故处置等工作的技

术支撑'提高监管效能(试验拟建立
,

种工业染料在食

品中的同时测定方法'采用液相色谱法定量'液相色谱)

质谱联用色谱仪进行定性确证'旨在为监测监督此类物

质的非法使用提供依据(
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分析天平$

OX!#A

型'奥豪斯仪器#上海%有限公司&

旋转蒸发仪$
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型'上海亚荣生化仪器厂(
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材料与试剂

水$
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规定的一级水&

盐酸-无水硫酸钠-乙酸铵$分析纯'国药集团化学试

剂有限公司&

乙腈$色谱纯'上海安谱实验科技股份有限公司&

红
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-二甲基黄-二乙基黄标准品$纯度
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京坛墨质检科技有限公司&
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固相萃取小柱$
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'美国
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样品前处理

称取
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均质后的样品于
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离心管中'加入
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盐 酸 酸 化 的
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乙 腈)水 溶 液'涡 旋 混 匀'
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离心
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'重复提取一次后合并上清液'旋

转蒸发至近干'以
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乙腈)水溶液定容至
!0V

'上清

液待净化(

PVa

固相萃取小柱用
,0V

乙腈活化'加入待净化液'

弃去流出液&加入
,0V

乙腈'弃去流出液'加入
A0V#"T

氨

水)甲醇'收集流出液(将流出液于
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下氮吹至干'用

+"T

乙腈)水溶液定容至
#0V

'过
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微孔滤膜'供高

效液相色谱分析(如实际样品中有检出'通过保留时间及

'N'

光谱图不能准确定性'可通过高效液相色谱)三重四

极杆串联质谱法进行确证(聚酰胺粉小柱-
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固相萃取
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小柱的方法分别参照文献+
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标准溶液配制
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%标准储备液$分别称取红
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于
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乙腈)水溶
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的标
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冷藏保存'有效期
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-二甲基

黄-二乙基黄标准储备液各
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中'用
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藏保存'有效期
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%混合标准工作液$分别准确吸取不同体积的混合

标准中间液'用
+"T

乙腈)水溶液稀释成一系列标准工

作液'临用新制(
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为乙腈'洗脱梯度程序见表
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'酸性红
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测定
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%质谱条件$离子化方式为电喷雾电离&正离子扫

描&多反应监测#
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%&喷雾电压
,"""^

&传输毛细管
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表
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!

多反应监测模式下二甲基黄&二乙基黄的质谱参数
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组分名称 定量离子对#

O

*

D

% 碰撞气能量*
>̂

定性离子对#

O

*

D

% 去簇电压*
^

碰撞气能量*
>̂

二甲基黄
!!)=#"

*

-)=(" !" !!)=#"

*

#")="" !+ !+

二乙基黄
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*

-)=(" !+ !+A=!"
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铵)水溶液'流动相
'

为乙腈'按表
A

进行梯度洗脱(

!!

#
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%质谱条件$离子化方式为电喷雾电离&负离子扫

描&多反应监测#

ISI

%&喷雾电压
!+""^

&传输毛细管

温度
+""U

&质谱参数设置见表
+
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将标准系列工作液按液相色谱参考条件进行测定'

测定相应的色谱峰面积'以标准工作液的浓度#

(

9

*

0V

%

为横坐标'以色谱峰的峰面积为纵坐标'绘制标准曲线(

按前述仪器条件测定样品和混合标准系列工作溶液'记

表
A

!

红
!̀

的梯度洗脱程序

B1H3>A
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C̀1?2>8F>3<F>?

G

CD
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时间*
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流动相
N

*

T

流动相
'
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,=#" !" $"
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表
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多反应监测模式下红
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的质谱参数

B1H3>+

!

IZ

G

1C10>F>C4D:C>?!̀ :DCISI 0D?>

组分名称 定量离子对#

O

*

D

% 碰撞气能量*
>̂

定性离子对#

O

*

D

% 去簇电压*
^

碰撞气能量*
>̂

红
!̀ !,#=+"

*

#+-=(" #,

!,#=+"

*

#-#=,"

!,#=+"

*

#-$=-"

#" #)

录样品和混合标准系列工作溶液中目标物的保留时间(

若样品中检出与混合标准系列工作溶液中待测物保留时

间一致的色谱峰#变化范围在
i!=+T

内%'且其定性离子

与浓度相当的标准溶液中相应的定性离子的相对丰度相

比偏差不超过表
)

规定的范围'则可以确定样品中检出

相应的待测物(

!

!

结果与讨论
!=#

!

仪器条件优化

二甲基黄-二乙基黄呈碱性带正电荷'以
"=#T

甲

酸)水溶液和乙腈作为流动相峰形和信号灵敏度较好'

红
!̀

可电离出
P

W

'用乙酸铵或甲酸铵)水溶液作为流

动相出峰峰形较好(采用液相色谱质谱联用进行测定'

当使用同一流动相时'

,

个化合物不能同时达到峰形良好

的状态(而液相色谱法采用
"="!0D3

*

V

乙酸铵和乙腈为

流动相时'峰形良好'无杂质峰干扰'

,

个峰得到较好的分

表
)
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定性确定时相对离子丰度的最大允许偏差

B1H3>)

!
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2D81H<8?18@>28

d
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相对离子丰度*
T

允许的最大偏差*
T
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!" i!+
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Z
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#" i,"

Z
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#" i+"

离(因此选用液相色谱法作为定量方法'当液相色谱法

无法进行准确定性时'采用液相色谱质谱联用对其进行

确证(由图
#

"

,

可知'流动相中二甲基黄-二乙基黄-红

!̀

分别在
A#"

'

A#$

'

+"-80

处有最大吸收波长'因此分

别选择这
,

个波长为检测波长(

!=!

!

前处理条件优化

!=!=#

!

溶剂的选择
!

配制的标准溶液澄清透明'静置

!A5

后无沉淀物或悬浮物'说明所选的溶剂对这
,

种色

素的溶解性较好(

!=!=!

!

净化柱的选择
!

由图
A

可知'聚酰胺粉对二甲基

黄和二乙基黄的回收率不高'可能是由于
G

P

为
,

"

A

时'

其对色素的吸附效果最好&

'I%

的固相萃取小柱更适合

于二甲基黄和二乙基黄的检测'对于红
!̀

的净化效果不

理想&

XZN

固相萃取柱的平均回收率不高(

PVa

是一种

#=

红
!̀

!

!=

二甲基黄
!

,=

二乙基黄

图
#

!

混合标准品溶液色谱图

&2

9

<C>#

!

O5CD01FD

9
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图
!

!

红
!̀

标准物质的总离子流色谱图和

提取离子色谱图

&2

9

<C>!

!

BDF132D8@5CD01FD

9

C1018?>EFC1@F>?2D8

@5CD01FD

9

C10D:C>?!̀

图
,

!

二甲基黄和二乙基黄的标准物质的总离子流

色谱图和提取离子色谱图

&2

9

<C>,

!

BDF132D8@5CD01FD

9

C1018?>EFC1@F>?2D8@5CD/

01FD

9

C10D:?20>F5

6

3

6

>33D718??2>F5

6

3

6

>33D7

图
A

!

A

种净化方式对不同食品类别中
,

种偶氮性化合物回收率的影响

&2

9

<C>A

!

B5>>::>@F4D::D<C

G

<C2:2@1F2D80>F5D?4D8F5>C>@DJ>C

6

C1F>4D:F5C>>1;D@D0

G

D<8?428?2::>C>8F:DD?

亲脂性与亲水性填料混合的固相萃取柱+

#-Y#$

,

'其准确性

较其他
,

种净化方式高(因此'在固相萃取柱的选择方

面采用具有亲水性和疏水性的
PVa

固相萃取柱(

!=,

!

基质效应的测定

基质效应是以液相色谱)质谱联用仪对复杂基质的

痕量样品进行检测时应考虑的因素+

#(

,

(试验方法的研究

对象为调味品-肉制品和豆制品'其蛋白质和脂肪易影响

净化结果(选取
,

种不同的基质'其斜率比为
$"T

"

##+T

(因此可不考虑基质效应的影响(

!=A

!

线性范围和检出限

试验表明'二甲基黄的线性回归方程为
!h#=,)_

#"

+

1Y-=",_#"

,

'相关系数
Bh"=((($

&二乙基黄的线性

回归方程为
!h#=A(_#"

+

1Y$=))_#"

,

'相关系数
Bh

"=(((-

&红
!̀

的线性回归方程为
!h!="-_#"

+

1W(=#$_

#"

,

'相关系数
Bh"=(((-

'表明在
+="

"

#""="

(

9

*

0V

内

呈线性关系'符合定量要求(当称样量为
+

9

时'红
!̀

的

检出限为
"=+0

9

*

\

9

'二甲基黄-二乙基黄的检出限均为

"=#0

9

*

\

9

(由此可知'采用此方法的检出限低'

,

种偶氮

%&

"

D̂3=,)

"

RD=$

梁
!

锋等!食品中红
!̀

&二甲基黄&二乙基黄工业染料的同时测定



型化合物的线性良好(

!=+

!

回收率和精密度

由表
-

可知'调制品中的回收率为
$#=!T

"

("=+T

'

肉制品中的回收率为
$"=-T

"

(#=$T

'豆制品中的回收率

为
$#=AT

"

$+=!T

(试验方法对加标食品中的
,

种偶氮

型化合物检测具有理想的回收率和精密度(

表
-

!

辣椒酱中红
!̀

&二甲基黄&二乙基黄的回收率和精密度

B1H3>-

!

S>@DJ>C2>418?SZ'4D:C>?!̀

"

?20>F5

6

3

6

>33D718??2>F5

6

3

6

>33D728F5>@523241<@>

化合物
加标量*

#

9

.

\

9

Y#

%

调味品

回收率*
T

相对标准偏差*
T

肉制品

回收率*
T

相对标准偏差*
T

豆制品

回收率*
T

相对标准偏差*
T

"="""+ $#=! +=- $,=A $=! $+=! ,=$

红
!̀ "=""#" $!=! )=$ $!=) $=) $!=! +=A

"=""+" $+=! (=$ $,=! (=! $#=A )=!

"="""# ("=+ +=A (#=+ +=) $!=) -=,

二甲基黄
"="""! $!=, )=# $#=) $=$ $!=$ A=(

"=""#" $!=+ -=! $!=" (=# $,=# )=!

"="""# $#=- (=! $"=- )=) $!=) )=(

二乙基黄
"="""! $,=+ -=) $!=, $=A $,=# -=A

"=""#" $A=! $=! (#=$ (=! $!=+ -=$

,

!

结论
建立了同时测定调味品-肉制品及豆制品中红

!̀

-

二甲基黄和二乙基黄等偶氮性工业染料的液相色谱法和

VO/IZ

*

IZ

方 法(结 果 表 明'试 验 方 法 在
"=#

"

#"="

(

9

*

0V

内 呈 良 好 的 线 性 关 系'在 添 加 浓 度 为

"="""+

'

"=""#"

'

"=""+"0

9

*

\

9

时的回收率为
$"=-T

"

(#=$T

'具有较为理想的回收率和精密度'满足新方法确

认的技术参数要求'为进一步强化检验检测技术对食品

安全监管的支撑作用提供了方法参考(后续可进一步增

加偶氮型工业染料的数量'扩展研究的食品基质'建立多

种工业染料的同时测定方法(
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综上可得$食用槟榔中苯甲酸-山梨酸和糖精钠含量

测定结果为$

!!

-

苯
h

#

"="A,$i"=""A#"
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\

9
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Zh!
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山
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*
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Zh!
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结论
通过对食用槟榔检测过程中标准溶液配制-标准曲

线拟合-样品定容-样品称量-回收率及仪器随机效应产

生的不确定度进行分析(测定苯甲酸含量中标准曲线拟

合和随机效应代入的不确定度分别为
)-=+T

'

#-=(T

&测

定山梨酸和糖精钠含量中标准曲线拟合的不确定度分别

为
$"=-T

'

#"=#T

'提取过程代入的不确定度分别为

-"=!T

'

#+=$T

(因此在今后的检测工作中'针对标准曲

线拟合代入不确定度的问题应该增加标准系列储备液的

测定次数-使用精密度更高的量器具和合理确定标液浓

度的区间范围&其次是随机效应和提取过程代入的不确

定度的问题应该加强操作人员的熟练度-规范试验操作'

减少人为因素对提取过程的影响'从而提高检测结果的

准确性(
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