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液相色谱串联质谱法测定食用油脂中天然辣椒素#

二氢辣椒素和合成辣椒素的不确定度评定
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摘要!目的!提高食用油脂质量鉴定结果的准确性!方

法!建立食用油脂中合成辣椒素#天然辣椒素和二氢辣椒

素含量不确定度的数学模型"对检测过程中可能引入不

确定度的因素进行分析"并对各不确定度分量进行评定!

结果!食用油脂中合成辣椒素#天然辣椒素和二氢辣椒素

含量分别为%
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!结论!该不确定度主要来源于标准

曲线的线性拟合和液相色谱质谱联用仪的分析引入的不

确定度!

关键词!液相色谱串联质谱'食用油脂'天然辣椒素'二氢

辣椒素'合成辣椒素'不确定度
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辣椒中含有天然辣椒素)二氢辣椒素)降二氢辣椒

素)高二氢辣椒素)高辣椒素)诺香草胺等含辣味的同系

物*

#

+

%其中天然辣椒素和二氢辣椒素含量占其总量的

'$Q

*

"P!

+以上%合成辣椒素是人工合成的具有类似天然

辣椒素生物学功能的化合物*

,

+

&辣椒素类物质易溶于油

脂%且在烹饪过程中具有很好的热稳定性&正常成品食

用油脂不含有辣椒素类物质%烹饪辣椒和辣椒调味料后

的食用油脂中常含有辣椒素类物质&因此%测定食用油

脂中天然辣椒素)二氢辣椒素和合成辣椒素含量%可以鉴

别食用油脂是否为餐厨废油进行加工提炼的劣质食用油

或添加了餐厨废油的劣质食用油*

(

+

&当使用检测结果作

为判定依据时%必须了解检测结果的可靠性&其中常用

的一个度量参数就是测量不确定度&通过评定测量结果

的不确定度*

*P+

+可确保检测结果的可靠性和鉴定结果的

科学合理性&目前有关食用油脂中
!

种辣椒素含量的测

量结果进行不确定度评定*
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+尚未见报道&研究拟采用
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液相色谱串联质谱法*

#!

+测定食用油脂天然辣椒素)二氢

辣椒素和合成辣椒素含量%依据2化学分析中不确定度的

评估指南3!

WYV\.b_$$*
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#识别测量不确定度的主

要来源%并对每一个来源的不确定度进行评估%以期提高

该检测结果的可靠性%为食用油脂质量的鉴定提供依据&
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材料与方法
#7#

!

材料与试剂

天然辣椒素标准品"纯度
''7,Q

%北京曼哈格生物科

技有限公司$

合成辣椒素标准品)二氢辣椒素"纯度
'+7(Q

%北京

曼哈格生物科技有限公司$

乙腈)甲醇"色谱纯%德国默克化工公司$

甲酸"色谱纯%阿拉丁试剂!上海#有限公司$

二氯甲烷)氢氧化钠)硫酸"分析纯%国药集团化学试

剂有限公司$

食用油"市售&

#7"

!

仪器与设备

液相色谱'质谱连用仪"

V

J

1284A*,*$

型%美国安捷

伦科技有限公司$

电子天平"

;\"$(TL

型%梅特勒'托利多国际贸易

!上海#有限公司$

超纯水仪"

)1221.̀

型%美国密理博公司$

氮吹仪"

Y.-WV̂ ,(

型%美国
SF

J

04=/0A1=4

公司$

固相萃取装置"

N\-.",&

型%天津市恒奥科技发展有

限公司&
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试验方法

#7!7#

!

样品处理
!

准确称取
#

J

!精确至
$7$$$#

J

#食用

油于
#$/_

具塞离心试管中%分别加入
#/_

二氯甲烷和

!/_"Q

氢氧化钠溶液%涡旋提取
#$/14

%

#$$$$F

(

/14

离心
(/14

%取上层水相$残留有机相用
!/_"Q

氢氧化

钠溶液重复提取一次%合并水相%再用稀硫酸!

P

硫酸
l

P

水
f#l#(

#溶液调节
D

N

至
"7(

后进行下一步固相萃

取&分别采用
!/_

乙腈淋洗
W

#+

固相萃取小柱!规格

#$$$/

J

(

*/_

#

!

次进行活化%

!/_

纯水淋洗
"

次平衡

固相萃取柱%将提取液加入
\̂ -

小柱%

!/_

超纯水淋洗

"

次%

!/_

乙腈洗脱
"

次%接收洗脱液&洗脱液
($]

水

浴氮吹近干%用
#/_V

级移液管准确移取
$7($/_

甲醇

溶解后过
$7""

#

/

微孔滤膜%滤液为
_W.)\

(

)\

待

测液*
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#7!7"

!

仪器条件

!

#

#色 谱 条 件"

V

J

1284AaSZ&V; \&.W

#+

色 谱 柱

!

"7#//c#$$//

%

!7(

#

/

#$流动相及梯度洗脱条件见

表
#

$流速
$7!/_

(

/14

$柱温
,$]

$进样量
#$7$

#

_

&

!

"

#质谱条件"电喷雾离子源!

-\X

源#$正离子扫描$

多反应监测
)Z)

$离子喷雾电压
,$$$<

$干燥气温度

!($]

$干燥气流量
'_

(

/14

$雾化气压力
":*M̂0

$化合

物定量和定性离子见表
"

&

表
#

!

流动相及梯度洗脱条件

>0I28#

!

)=I128

D

?0@8043

J

F03184A@

B

@A8/9=431A1=4@

时间(
/14

流动相
V

!

$7#Q

甲酸'水#

流动相
&

!

$7#Q

甲酸'乙腈#

$7$ +( #(

$7( +( #(

#7( #$ '$

(7$ #$ '$

(7# +( #(

:7$ +( #(

表
"

!

化合物定性#定量离子和质谱分析参数
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D
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化合物 母离子!

G
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#子离子!
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#去簇电压(
<

碰撞能量(
8<

合成辣

椒素
!

"',7#

#!:7#

#:$7#

#$$

"$

+

天然辣

椒素
!

!$*7"

#!:7#

#+"7#

#$$

"(

#$

二氢辣

椒素
!

!$+7#

#!:7#

#+,7#

#$$

"$

#$

#7!7!

!

标准曲线的制作
!

分别精确称取合成辣椒素标准

品
$7$"(#*

J

%天然辣椒素标准品
$7$"(,$

J

%二氢辣椒素

标准品
$7$"(!'

J

%于
!

个
"(/_V

级容量瓶%加入适量

甲醇溶解%定容后摇匀%得到质量浓度为
#7$$$/

J

(

/_

标

准储备液&分别用
#/_V

级移液管准确移取
#7$$/_

!

种标准储备液于
#$$/_

容量瓶!

V

级#中%用甲醇稀释

至质量浓度为
#$7$$

#

J

(

/_

混合标准中间液*

#,

+

&用

#/_V

级移液管准确移取
#$7$$

#

J

(

/_

混合标准工作

液
$7#$/_

于
#$$/_

容量瓶%用甲醇稀释成质量浓度为

#$$$4

J

(

/_

混合标准使用液&用
#/_V

级移液管分

别准确移取
#$7$$4

J

(

/_

混合标准使用液%配制成
$7#$

%

$7"$

%

$7($

%

#7$$

%

"7$$

%

(7$$

%

#$7$$4

J

(

/_

系列混合标准工

作液%过
$7""

#

/

尼龙膜%供液
_W.)\

(

)\

测定&

"

!

试验与结果
"7#

!

数学模型

按式!

#

#计算辣椒油中合成辣椒素)天然辣椒素和二

氢辣椒素含量&
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#

_
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_

#$$$

G

_

#$$$

_

<

_

#

H

89
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#

#

式中"

Q

'''试样中合成辣椒素)天然辣椒素和二氢辣椒

!(

$

<=27!+

"

Y=7:

黄
!

辉等!液相色谱串联质谱法测定食用油脂中天然辣椒素#二氢辣椒素和合成辣椒素的不确定度评定



素含量%

#

J

(

M

J

$

D

'''试样定容体积%

/_

$

?

'''测定试液中合成辣椒素)天然辣椒素和二氢辣

椒素的质量浓度%

4

J

(

/_

$

?

$

'''空白试液中合成辣椒素)天然辣椒素和二氢

辣椒素的质量浓度%

4

J

(

/_

$

G

'''试样质量%

J

$

#

H

89

'''加标回收率校正因子%

Q

$

#$$$

'''单位换算系数$

<

'''稀释倍数&

"7"

!

测量不确定度来源分析

由检测过程和数学模型可知%食用油脂中辣椒素类

物质含量测定的不确定度来源主要包括标准物质的纯度

和称量)混合标准工作液的配制和稀释)标准曲线的拟

合)样品的称量和定容)仪器的测定%以及检测回收率和

测量重复性*

#(

+

&

"7!

!

测量不确定度分量的评定

"7!7#

!

标准物质纯度引入的不确定度
!

查阅标准物质证

书可得到标准品的纯度
I

)扩展不确定度
1

和分布因子

S

%则各标准物质引入的不确定度为"

3

F82

!

O

#

f

1

Sc

O

%结果

见表
!

&

表
!

!

标准物质纯度引入的相对不确定度

>0I28!

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

809?/80@6F14

J

A==2

标准品 纯度
I

(

Q

扩展不确定度
1

(

Q S

3

F82

!

O

#

合成辣椒素
'+7( i"7$ " $7$#$

天然辣椒素
''7, i"7$ " $7$#$

二氢辣椒素
'+7( i"7$ " $7$#$

"7!7"

!

标准物质称量引入的不确定度
!

由称量标准物质的

天平的检定证书可知%该天平的最大允差为
i$7$$$$(

J

%

Sf

"

%则称取标准品引入的相对标准不确定度"

3

F82

!

G

#

#

f

!

ScG

%结果见表
,

&

"7!7!

!

混合标准工作液配制和稀释引入的不确定度

!

#

#标准储备液定容引入的不确定度"配制标准储备

液需要使用
"(/_V

级容量瓶
!

个%该过程引入的不确

定度来源于容量瓶的校准和温度%根据2常用玻璃量器3

表
,

!

标准物质称量引入的相对不确定度

>0I28,

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

809?/80@6F14

J

A==2

标准品 最大允差(
J

质量(
J

S

3

F82

!

G

#

#

合成辣椒素
$7$$$$( $7$"(#* " $7$$$''

天然辣椒素
$7$$$$( $7$"(,$ " $7$$$'+

二氢辣椒素
$7$$$$( $7$"(!' " $7$$$'+

!

eeb#'*

'

"$$*

#的规定%

"(/_ V

级单标线容量瓶在

"$]

时容量允差为
i$7$!/_

%取均匀分布
S 槡f !

%则容

量瓶的校准引入定容的不确定度
3

!

D

C#

#

f

!

S

f

$9$!

槡!
f

$9$#:

&标准储备液用甲醇定容%

"$]

时甲醇的膨胀系数

为
#7#+c#$

P!

]

P#

%实验室温度为!

"$i(

#

]

%假设包含

因子
S 槡f !

%则温度引入定容的不确定度
3

!

D

8#

#

f

!

S

f

"(c#9#+c#$

P!

c(

槡!
f$9$+(

&因此%标准储备液配制过程

中引入的合成不确定度
3

!

D

#

f 3

F82

!

D

C#

#

"

g3

F82

!

D

8#

#槡
"

f

$9$#:

"

g$9$+(槡 "

f$9$+:

%相对不确定度为
3

F82

!

D

#

#

f

3

!

D

#

D

8

f

$9$+:

"(

f$9$$!(

&

!

"

#配制混合标准工作液引入的不确定度"配制混合

标准中间液)混合标准工作液过程中%使用
#/_V

级移

液管
*

根%

(/_V

级移液管
"

根)

#$/_

容量瓶
*

个)

#$$/_

容量瓶
"

个%量具引入的相对不确定度计算方法

同
"7!7!

!

#

#%结果见表
(

&

表
(

!

各量具引入的不确定度

>0I28(

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

809?/80@6F14

J

A==2

量具
容量允

差(
/_

容量允差引入的

标准不确定度

温度引入的标

准不确定度

量具引入的相

对不确定度

#/_

移液管
i$7$$+$ $7$$,* $7$$!, $7$$(:

(/_

移液管
i$7$"( $7$"' $7$#: $7$$*:

#$/_

容量瓶
i$7$"$ $7$#" $7$!, $7$$!*

"(/_

容量瓶
i$7$!$ $7$#: $7$+( $7$$!(

#$$/_

容量瓶
i$7#$ $7$#: $7!, $7$$!,

!!

配制混合标准中间液和混合标准工作液产生的不确

定 度 为"

3

F82

!

D

"

#

f

*c$9$$(:

"

g"c$9$$*:

"

g"c$9$$!,

"

g*c$9$$!*槡 "

f

$9$"$

&

!!

混合标准工作液配制引入的相对合成不确定度为"

3

F82

!

D

(

#

f 3

F82

!

D

#

#

"

g3

F82

!

D

"

#槡
"

f $9$$!(

"

g$9$"$槡 "

f

$9$"$

&

"7!7,

!

标准曲线拟合引入的不确定度
!

混合标准工作液

系列质量浓度分别为
$7#$

%

$7"$

%

$7($

%

#7$$

%

"7$$

%

(7$$

%

#$7$$4

J

(

/_

%对混合标准工作液的每个浓度点重复测定

!

次%用最小二乘法对混合标准工作液的浓度与峰面积进

行拟合%得到线性回归方程%通过式!

"

#计算残差标准差

E

%再按式!

!

#计算拟合标准曲线得出标准不确定度%结果

见表
*

&

E

U

,

*

AU

#

!

-

A

^

M

$

^

M

#

!

&

#

"

*

^

"槡 % !

"

#

"(
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表
*

!

线性回归方程

>0I28*

!

_1480FF8

J

F8@@1=48

O

60A1=4

化合物 线性回归方程
相关系

数
H

"

E

3

F82

!

>

#

合成辣椒素
@

f#$$#7,NP#:'7( $7'''+ '$7* $7$,"

天然辣椒素
@

f'+:7$NP(##7' $7'''+ ':7* $7$,*

二氢辣椒素
@

f+*('NP"*+' $7'''' *!7' $7$!!

3

F82

!

E

#

U

E

M

#

#

I

V

#

*

V

!

!

$

^

!

^

#

"

,

*

&

U

#

!

!

&

^

!

^

#

"

槡
% !

!

#

式中"

-

A

'''第
&

个标准溶液的第
A

次计数值$

M

#

'''线性方程的斜率$

M

$

'''线性方程截距$

!

&

'''第
&

个标准溶液的质量浓度%

#

J

(

/_

$

!

$

'''样品的平均质量浓度%

#

J

(

/_

$

!

P

'''标准工作液的平均质量浓度%

#

J

(

/_

$

3

F82

!

E

#'''标准曲线引入的标准不确定度$

>

'''工作液峰面积残差的标准差$

I

'''样品溶液的测量次数%

:

$

*

'''标准溶液的测量次数%

"#

&

"7!7(

!

样品称量引入的不确定度
!

准确称取
:

份
#7$

J

的样品%

:

份样品的平均质量为
#7$#$$"

J

%称量天平引入

的不确定度计算过程同
"7!7"

%则样品称量引入的相对不

确定度
3

F82

!

G

"

#

f

!

ScG

f

$7$$$$(

"c#7$#$$"

f$7$$$$"(

&

"7!7*

!

样品待测液定容引入的不确定度
!

样品提取净化

液氮吹近干%用
#/_V

级移液管准确移取
$7($/_

甲醇

溶解%得到样品待测液&

"$ ]

时甲醇的膨胀系数为

#7#+c#$

P!

]

P#

%计算过程同
"7!7!

!

!

#%则样品待测液定

容引入的不确定度为
3

F82

!

D

*

#

f$7$$(:

&

"7!7:

!

仪器测定引入的不确定度
!

根据检测使用的
V

J

1.

284A*,*$

液相色谱串联质谱仪的校准证书%该仪器扩展

不确定度为
*Q

!

Sf"

#%则仪器测定引入的不确定度

3

F82

!

"

#

f

*Q

"

f$7$!$

&

"7!7+

!

重复测定样品引入的不确定度
!

取加标样品重复

检测
:

次!

*f:

#%则重复测定样品引入的标准偏差和相

对标准不确定度见表
:

&

"7!7'

!

样品回收率引入的相对不确定度
!

对空白试样进

行加标试验!

*f:

#%天然辣椒素添加量为
$7""(

#

J

(

M

J

%

合成辣椒素添加量为
$7,(

#

J

(

M

J

%二氢辣椒素添加量为

$7""(

#

J

(

M

J

%则样品回收率引入的标准偏差和相对标准

不确定度见表
+

&

!!

试验方法进行了
:

次加标回收测定试验!

*f:

#%取

'(Q

置信区间%自由度!

*P#

#为
*

%查阅2测量不确定度评

定与表示3!

eeR#$('7#

'

"$#"

#附录
&

%得到
C

9F1A

%

*

f"7,(

&

试验中
C

显著性检测
C

U

#

^

H

89

3

!

H

89

#

%计算得出合成辣椒

素
Cf'7!

%天然辣椒素
Cf(7,

%二氢辣椒素
Cf:7!

%因此%

回收率
H

与
#

有显著性差异%计算含量需要使用加标回

收率校正因子&

使用加标回收率校正因子后%测定食用油中合成辣

椒素含量
Qf$7"#(

(

$7+*f$7"($

%天然辣椒素含量
Qf

$7##*

(

$7',*f$7#"!

%二氢辣椒素含量
Qf$7##(

(

$7++!f

$7#!$

&

"7!7#$

!

合成相对标准不确定度
!

合成上述各不确定度

分量得到相对合成不确定度%该测量误差的分布类型属

正态分布%在置信水平为
'(Q

时%取
Sf"

%故扩展不确定

度
1

U

3

F82

_

S

_

Q

计算得出扩展不确定度见表
'

&

表
:

!

重复测定引入的不确定度

>0I28:

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

F8

D

80A8338A8F/140A1=4

化合物
含量(!

#

J

,

M

J

P#

#

# " ! , ( * :

平均值(

!

#

J

,

M

J

P#

#

标准偏

差(
Q

3

F82

!

Q

#

合成辣椒素
$7"", $7""( $7"!$ $7""$ $7"#, $7"$: $7#'* $7"#( $7$#" $7$""

天然辣椒素
$7##: $7##* $7##' $7##( $7##* $7##( $7##* $7##* $7$$#( $7$$($

二氢辣椒素
$7##' $7##: $7##' $7##: $7##* $7##* $7#$$ $7##( $7$$!* $7$#"

表
+

!

样品回收率引入的不确定度

>0I28+

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

@0/

D

28F89=K8F

B

化合物
回收率(

Q

# " ! , ( * :

平均值(
Q

标准偏

差(
Q

3

F82

!

H

8K

#

合成辣椒素
+,7# +!7: '$7$ +:7* +'7" +:7# +$7" +*7$ !7( $7$#(

天然辣椒素
'$7: '(7+ '(7( '+7' '"7( '!7' '(7$ ',7* "7* $7$#$

二氢辣椒素
+!7$ ++7* '"7+ '"7! ++7+ ++7+ +,7$ ++7! !7: $7$#*

#(

$

<=27!+

"

Y=7:

黄
!

辉等!液相色谱串联质谱法测定食用油脂中天然辣椒素#二氢辣椒素和合成辣椒素的不确定度评定



表
'

!

不确定度评定

>0I28'

!

L498FA014A

B

14AF=36983I

B

@0/

D

28F89=K8F

B

化合物
各分量的相对不确定度

3

F82

!

I

#

3

F82

!

G

#

#

3

F82

!

D

(

#

3

F82

!

>

#

3

F82

!

G

"

#

3

F82

!

D

*

#

3

F82

!

"

#

3

F82

!

Q

#

3

F82

!

H

8K

#

相对合成

不确定度

扩展不

确定度

合成辣椒素
$7$#$ $7$$$'' $7$"$ $7$," $7$$$$"( $7$$(: $7$!$ $7$"" $7$#( $7$*! $7$!"

天然辣椒素
$7$#$ $7$$$'+ $7$"$ $7$,* $7$$$$"( $7$$(: $7$!$ $7$$($ $7$#$ $7$*# $7$#(

二氢辣椒素
$7$#$ $7$$$'+ $7$"$ $7$!! $7$$$$"( $7$$(: $7$!$ $7$#" $7$#* $7$(, $7$#,

!!

液相色谱串联质谱法测定油脂中辣椒素类含量测定

结果表示为"合成辣椒素含量!

$7"($i$7$!"

#

#

J

(

M

J

%天

然辣椒素含量!

$7#"!i$7$#(

#

#

J

(

M

J

%二氢辣椒素含量

!

$7#!$i$7$#,

#

#

J

(

M

J

%

Sf"

&

!

!

结论
通过建立数学模型%对液相色谱'质谱联用法测定

食用油脂中合成辣椒素)天然辣椒素和二氢辣椒素可能

引入的不确定度分量进行了评定&从评定结果可知%测

定过程中不确定度的主要来源于标准曲线拟合和仪器测

定%因此%在实际检测中可以通过优化标准曲线的配制%

定期对测定仪器进行维护保养%减小测量结果的不确定

度%从而提高检测结果的准确度%该评定方法可为液相色

谱质谱联用法测定食用油脂中合成辣椒素)天然辣椒素

和二氢辣椒素含量的测量及结果判定提供参考&今后需

要进一步提高检验人员试验操作水平)定期对测定仪器

进行维护%期间核查和检定以提高仪器的稳定性和精密

度%从而减小测定结果的不确定度&
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