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摘要:目的:建立盐析辅助液液萃取ＧHPLCＧMS/MS法同

时检测液态乳中１３种双酚类和烷基酚类化合物的方法.
方法:采用盐析辅助液液萃取前处理方法,三重四极杆质

谱负离子源多反应监测(MRM)模式下进行检测,基质外

标法定量分析;研究萃取溶剂种类、盐析助剂的选择和用

量对回收率的影响;并评估方法性能.结果:以乙腈为提

取溶剂、０．４g氯化钠为盐析助剂对液态乳进行液液萃取,

１３种酚类物质线性关系良好,相关系数均＞０．９９;牛奶和

酸奶中的加标回收率分别为８１．５％~１１８．１％和８０．８％~
１０７．６％,相对标准偏差分别为１．８９％~１２．３％和１．１２％~
１１．９％;方法检出限为０．１５~０．７５μg/kg,定量限为０．５~
２．５μg/kg.市 售 液 态 乳 样 品 中 有 １ 个 样 品 检 出 含 有

４ＧNP,含量为９．２８μg/kg.结论:试验所建方法适合液态

乳中１３种双酚类和烷基酚类化合物的快速检测.
关键词:盐 析;液 液 萃 取;HPLCＧMS/MS;液 态 乳;双 酚

类;烷基酚类;检测

Abstract:Objective:Ananalyticalmethod wasestablishedfor

determination of １３ kinds of bisphenols and alkylphenol

compoundsinliquiddairyproductsbysaltingＧoutＧassistedliquidＧ

liquidextractioncoupled with HPLCＧMS/MS．Methods:The

saltingＧoutＧassistedliquidＧliquidextractionpreＧtreatmentmethod

wasadopted,andthedetectionwasperformedinthemodeof

negativeionsource multiplereaction monitoring (MRM)by
triplequadrupole massspectrometry,andquantitativeanalysis

wasperformedbymatrixexternalstandardmethod．Besides,the

effectofextractionsolventtype,selectionandtheusageof

saltingＧoutagents on the recoveries were studied and the

performanceofthe method wasevaluated．Results:Theliquid

dairyproductswereliquidＧliquidextracted withacetonitrileas

extractionsolventand０．４gsodiumchlorideassaltingＧoutagents．

The１３kindsofphenolshadagoodlinearrelationship,andthe

correlationcoefficientswereall＞ ０．９９．Thestandardrecovery
ratesofmilkandyoghurtwere８１．５％to１１８．１％ and８０．８％to

１０７．６％,respectively,andtherelativestandarddeviationswere

１．８９％to１２．３％and１．１２％to１１．９％．Thedetectionlimitswere

０．１５to０．７５μg/kg,andthequantificationlimitswere０．５to

２．５μg/kg．Oneofthecommerciallyavailableliquiddairyproduct

wasfoundtocontain４ＧNP,andtheconcentrationswas９．２８μg/kg．

Conclusion:Theestablished methodissuitablefortherapid

detectionof１３kindsofbisphenolsandalkylphenolcompoundsin

liquiddairyproducts．

Keywords:saltingＧout;liquidＧliquidextraction;HPLCＧMS/MS;

liquiddairyproducts;bisphenol;alkylphenols;detection

双酚类物质如双酚 A(BPA)、双酚B(BPB)等和烷基

酚类物质如壬基酚(NP)等化合物,通常被用于聚碳酸酯

环氧树脂等的塑料容器生产中以提高材料的透明度、阻
燃性和耐用性[１－２].由于其具有类似雌激素的特性可干

扰人体内分泌系统[３－４],使人体出现生殖系统异常、性早

熟[５],甚至癌变[６],２０１１年卫生部等６部门发布了禁止在

婴幼儿奶瓶中使用双酚 A 的公告,一些塑料制品开始贴

上“不 含 双 酚 A”的 标 签.但 双 酚 A 的 替 代 物 双 酚 S
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(BPS)、BPB等,烷基酚及阻燃剂四溴双酚 A(TBBPA)等
酚类物质的使用,仍然存在诸多安全风险.

目前,常见的乳制品中酚类化合物的检测方法有液

相色谱法[７－８]、液相色谱—质谱法[９－１１]、气相色谱—质谱

法[１２]、高分辨质谱法[１３]、电化学法[１４]、生物传感器法[１５]、
酶联免疫法[１６]等.王力等[７]采用液相色谱法测定了婴幼

儿配方奶粉中的双酚 A;公丕学等[１０]建立了婴幼儿配方

乳粉中双酚 A 和壬基酚的超高效液相色谱串联质谱定性

定量方法;刘芸等[１３]采用高分辨率质谱法检测确证了乳

粉及乳制品中的壬基酚和双酚 A含量.上述研究多是针

对乳制品中双酚 A 或壬基酚等某几个酚类化合物的研

究,而乳制品中酚类物质的高通量检测方法研究尚未见

报道.研究拟采用盐析辅助液液萃取,建立液态乳中

１３种酚类物质同时测定的 HPLCＧMS/MS检测方法,旨
在为食品安全监管和风险评估提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

牛奶、酸奶样品:市售;

BPA标准品(CAS８０Ｇ０５Ｇ７):纯度９８％,上海安谱实

验科技股份有限公司;

BPB(CAS７７Ｇ４０Ｇ７)、双酚 AP(BPAP,CAS１５７１Ｇ７５Ｇ１)
标准品:纯度９８％,美国 TRC公司;

BPS(CAS８０Ｇ０９Ｇ１)、双酚 E(BPE,CAS２０８１Ｇ０８Ｇ５)、
双酚F(BPF,CAS６２０Ｇ９２Ｇ８)、４Ｇ正辛基酚(４ＧnＧOP,CAS
１８０６Ｇ２６Ｇ４)、４Ｇ正壬基酚(４ＧnＧNP,CAS１０４Ｇ４０Ｇ５)、４Ｇ壬基

酚(４ＧNP,CAS８４８５２Ｇ１５Ｇ３)标 准 品:纯 度 ９９％,北 京

Bepure公司;
双酚Z(BPZ,CAS８４３Ｇ５５Ｇ０)标准品:纯度９９％,德国

Dr．EhrenstorferGmbH 公司;
辛基酚(OP,CAS２７１９３Ｇ２８Ｇ８)、四氯双酚 A(TCBPA,

CAS７９Ｇ９５Ｇ８)标准品:纯度９９％,美国 AccuStandard公司;

TBBPA(CAS７９Ｇ９４Ｇ７):纯度９９％,美国 ChemService
公司;

乙腈、正己烷、甲醇:色谱纯,德国 Merck公司;
试验用水为超纯水.

１．２　仪器与设备

高效液相色谱仪:LC２０AD型,日本Shimadzu公司;
三重四极杆串联质谱仪:５５００QTRAP型,美国 AB

SCIEX公司;
超纯水仪:MilliＧQ型,美国 Millipore公司;
电子天平:FA２００４型,上海舜宇恒平科学仪器有限公司;
旋涡混合器:VORTEX２型,德国IKA公司;
离心机:２Ｇ１６P型,德国SIGMR公司.

１．３　方法

１．３．１　标准溶液的配制

(１)标准储备液:分别准确称量各标准品１０mg,用

甲醇定容,配成质量浓度为１g/L的单标储备液,－１８℃
贮存.

(２)标准工作液:准确吸取１g/L的单标储备液于同

一容量瓶中,配成质量浓度为１mg/L(BPS和 TCBPA为

０．２mg/L)的混合标准溶液,４℃贮存.

１．３．２　提取溶剂和盐析试剂的选择　以牛奶为基质,分
别采用乙腈、甲醇、乙醇、乙腈/甲醇(V乙腈 ∶V甲醇 为１∶１)

各５mL,乙腈/正己烷(V乙腈 ∶V正己烷 为１∶１)１０mL进行

提取,选择适合的提取溶剂.并分别取０．２,０．４,０．６,０．８g
氯化钠(NaCl)进行盐用量优化选择.

１．３．３　样品处理　准确称取２g液态乳制品于１５mL具

塞离心管中,加入５mL乙腈涡旋振荡２min,加入０．４g
氯化钠,涡旋２min至其溶解,８０００r/min离心５min,取
乙腈溶液层待测.

１．３．４　仪器参数条件

(１) 色 谱 条 件:Waters AtlantisTM T３ 色 谱 柱 为

２．１mm×１５０mm×３μm;柱温４０ ℃;进样量５．０μL;流
速０．４mL/min;流动相 A 为乙腈—甲醇(V乙腈 ∶V甲醇 为

１∶１)溶液,流动相 B 为水;梯度洗脱程序:０~１ min,

２０％ A;１~４ min,２０％ ~９５％ A,维 持 ４ min;８~
８．２min,９５％~２０％ A;８．２~１０min,２０％ A,总运行时

间１０min.
(２)质谱条件:电喷雾离子源负离子(ESI－ )模式;喷

雾电压－４５００V;离子源温度５５０℃;气帘气２４１kPa;雾
化气压 力 ３４５kPa;辅 助 加 热 气 ３７９kPa;多 反 应 监 测

(MRM)模式.具体条件见表１.

表１　１３种酚类物质的质谱参数

Table１　Massspectrometryparametersof１３kinds
ofphenoliccompounds

化合物

定量

离子对

(m/z)
去簇电压/碰

撞能量/V

定性

离子对

(m/z)
去簇电压/碰

撞能量/V

BPS ２４９．０/１０８．０ －１００/－３３ ２４９．０/９２．１ －１００/－５１

BPF １９９．０/９３．０ －９５/－２９ １９９．０/１０４．９ －９５/－２７

BPE ２１３．０/１９７．０ －７０/－４０ ２１３．０/１１９．０ －７０/－３１

BPA ２２７．１/１３３．０ －１００/－２７ ２２７．１/２１１．０ －１００/－３６

BPAP ２８９．０/２７３．０ －９０/－４０ ２８９．０/１９５．０ －９０/－３５

BPB ２４１．１/２１１．０ －７０/－３９ ２４１．１/１４７．０ －７０/－３１

BPZ ２６７．０/１７３．０ －９０/－３５ ２６７．０/２２２．９ －９０/－３５

TBBPA ５４２．７/４１９．８ －１００/－５５ ５４２．７/４４７．８ －１００/－４４

TCBPA ３６４．９/３１４．０ －９０/－３７ ３６４．９/２８６．０ －９０/－４４

OP ２０５．２/１３２．９ －８０/－３０ ２０５．２/１３４．０ －８０/－２４

４ＧNP ２１９．１/１３３．２ －７０/－４３ ２１９．１/１４７．０ －７０/－３８

４ＧnＧOP ２０５．２/１０６．２ －８０/－３０ ２０５．２/１８９．２ －８０/－３７

４ＧnＧNP ２１９．１/１０６．０ －７０/－２８ ２１９．１/１１９．０ －７０/－４５
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１．３．５　方法学验证　以牛奶为基质进行加标试验,分别

以３倍信噪比为检出限,１０倍信噪比为定量限.

１．３．６　加标回收率与精密度测定　选取牛奶和酸奶样

品,分别添加高、中、低３个水平的１３种混标溶液,计算加

标回收率和相对标准偏差.

１．３．７　数据处理　使用 AnalystSoftware软件采集质谱数

据,MultiQuant３．０．２软件分析数据,Excel软件处理数据.

２　结果与讨论

２．１　提取溶剂的选择

选取乙腈、乙腈/正己烷、乙腈/甲醇、乙醇、甲醇作为

提取溶剂,对牛奶加标样品进行提取,发现１３种酚类物

质均有检出,但是由于牛奶中水分含量较高,而提取溶剂

乙腈、乙醇和甲醇均与水互溶,水性溶剂使得溶剂体积增

大,降低了酚类物质的回收率.因此,采用盐析液液萃取

法以使有机提取溶剂与水相分层,从而提高酚类物质的

提取效率.１３种酚类物质的总离子流色谱图见图１.

　　在不同提取溶剂萃取后的溶液中加入足量的氯化钠

进行盐析处理,只有含有乙腈的提取溶剂与水相出现了

分层,经测定目标物回收率,乙腈、乙腈/正己烷均表现出

较好的提取效率.牛奶成分复杂,含有的蛋白质、脂肪等

物质会对检测产生干扰,乙腈既可以沉淀蛋白质又可以

提取目标物质,而正己烷可以减少脂肪的影响.由图２
可知,采用乙腈、乙腈/正己烷提取后的各目标物回收率

无明显变化,为减少有机溶剂用量、简化试验步骤,选取

乙腈作为乳制品中酚类化合物的提取溶剂.

２．２　盐析试剂和用量的选择

在目标物提取过程中分别加入０．８g的硫酸铵和氯

化钠,考察溶液的分层情况和酚类物质的回收率.结果

显示,加入硫酸铵和氯化钠的溶液均出现了有机相和水

相的分层,但１３种酚类物质的回收率有所不同(见图３),
当以硫酸铵作为盐析试剂时,双酚类物质的回收率较好,
均达到８０％以上;而烷基酚类物质４ＧNP、４ＧnＧNP、OP、

４ＧnＧOP的回收率偏低,均在８０％以下.当以氯化钠为盐

析试剂时,各类物质的回收率均较好.因此,选择氯化钠

１．BPS　２．BPF　３．BPE　４．BPA　５．BPB　６．BPAP　７．BPZ
　８．TCBPA　９．TBBPA　１０．OP　１１．４ＧNP　１２．４ＧnＧOP　１３．４ＧnＧNP

图１　１３种酚类物质总离子流图

Figure１　Totalionflowdiagramof１３kindsof
phenolicscompounds

图２　提取溶剂的影响

Figure２　Effectsoftheextractionsolvent

图３　无机盐类型的影响

Figure３　Effectsofthetypesoftheinorganicsalts

作为盐析试剂.

　　由图４可知,当氯化钠用量为０．２~０．８g时,样品提

取液均有分层,当用量为０．４g时,各物质回收率明显增

加,当用量为０．４~０．８g时,各物质回收率变化不大,说明

０．４g氯化钠即可满足盐析要求,此时乙腈分层且萃取效

率较佳,目标物回收率为８２．４％~１１０．３％.因此,选择氯

化钠用量为０．４g.

２．３　基质效应

基质效应通常采用基质标准曲线斜率与流动相标准

曲线斜率的比值进行评价,一般以斜率比值在０．８~１．２
范围内作为衡量标准[１７].试验以牛乳和酸奶为基质时

１３种酚类物质的斜率比值分别为 ０．３８~１．０９,０．３９~
１．２２,说明不同类型的液态乳均具有一定的基质效应.为

图４　NaCl用量的影响

Figure４　EffectsoftheusageamountofNaCl

４３
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减少基质效应的影响,采用乳制品基质标准曲线对化合

物进行定量分析.

２．４　线性方程、检出限与定量限

以空白基质样液中加入混标溶液配置系列标准混合

溶液,以物质浓度为横坐标,峰面积为纵坐标,绘制标准

曲线并考察１３种化合物的线性.由表２可知,１３种酚类

化合物在其质量浓度范围内线性关系良好,相关系数为

０．９９２５~０．９９９１.

２．５　加标回收率与精密度

由表３可知 ,牛 奶 中１３种 酚 类 物 质 的 回 收 率 为

表２　酚类物质的线性方程、相关系数、检出限和定量限

Table２　Thelinearequation,correlationcoefficient,LODandLOQofphenolics

化合物
线性范围/
(μgL－１)

线性方程 R２
LOD/

(μgkg－１)
LOQ/

(μgkg－１)

BPA １~７５ Y＝４．５５×１０４x＋１．４２×１０３ ０．９９５７ ０．７５ ２．５

BPAP １~７５ Y＝１．３３×１０４x－１．９３×１０２ ０．９９４８ ０．７５ ２．５

BPB １~７５ Y＝５．８２×１０４x－４．８７×１０３ ０．９９７３ ０．７５ ２．５

BPE １~７５ Y＝１．０８×１０５x－１．１４×１０４ ０．９９５８ ０．７５ ２．５

BPF １~７５ Y＝９．２１×１０４x－２．４１×１０４ ０．９９９１ ０．７５ ２．５

BPS ０．２~１５．０ Y＝３．４５×１０６x＋２．８９×１０６ ０．９９５７ ０．１５ ０．５

BPZ １~７５ Y＝５．４２×１０４x＋４．１７×１０３ ０．９９８６ ０．７５ ２．５

TBBPA １~７５ Y＝８．０９×１０３x－２．６９×１０３ ０．９９２６ ０．７５ ２．５

TCBPA ０．２~１５．０ Y＝３．６６×１０５x－２．５５×１０４ ０．９９５８ ０．１５ ０．５

OP １~７５ Y＝６．１４×１０４x＋１．１６×１０４ ０．９９８３ ０．７５ ２．５

４ＧnＧOP １~７５ Y＝１．８５×１０４x＋４．２５×１０３ ０．９９８９ ０．７５ ２．５

４ＧNP １~７５ Y＝５．７８×１０４x＋２．４７×１０４ ０．９９８１ ０．７５ ２．５

４ＧnＧNP １~７５ Y＝７．４２×１０４x－３．４５×１０３ ０．９９８５ ０．７５ ２．５

表３　酚类物质的回收率与精密度

Table３　RecoveryandRSDofphenolics

化合物
加标量/

(μgkg－１)

牛奶

回收率/％ RSD/％

酸奶

回收率/％ RSD/％
化合物

加标量/
(μgkg－１)

牛奶

回收率/％ RSD/％

酸奶

回收率/％ RSD/％

５ ８７．６ ５．２３ １０３．４ ４．５６ ５ １１１．９ １．８９ １０２．１ ６．５３

BPA ５０ ８２．１ ６．９８ ９６．６ ６．４２ TBBPA ５０ １００．３ ９．２４ ９２．４ ２．９０

１５０ ８５．７ １１．７０ １０６．２ ４．８８ １５０ １１８．１ ３．４７ ９４．３ ５．４７

５ ８９．７ ７．３５ ９８．７ ４．５７ １ ８５．３ ５．６７ ８９．２ １１．９０

BPAP ５０ ９６．６ ６．２６ ８６．２ ５．３４ TCBPA １０ ９２．５ ４．８８ ９７．３ ７．３５

１５０ ９８．８ ５．３３ ８８．５ ４．７８ ３０ ８８．６ ６．０２ ８４．８ ４．９８

５ ８１．５ ４．３３ ９３．３ ７．３５ ５ ８０．６ １０．３０ ８７．３ ６．３７

BPB ５０ ９２．４ ５．３７ ９７．５ ５．８９ OP ５０ ９４．３ ５．７８ ９５．４ ５．９７

１５０ ８６．１ ８．４２ １０３．３ ４．２７ １５０ ８３．４ ７．３４ １０４．５ ４．５６

５ ９０．８ ６．６４ ９０．３ ８．４６ ５ ９３．９ ３．４４ ９２．６ ８．４４

BPE ５０ ８３．９ ２．３１ ８２．１ １０．８０ ４ＧnＧOP ５０ ９６．１ ５．７６ ８５．９ ３．７９

１５０ ８６．８ ３．９７ ８９．５ ４．６９ １５０ ８４．７ ５．８７ ８０．８ ４．５９

５ ８２．２ １２．３０ ９２．６ ７．４３ ５ ９１．９ ８．２５ ９４．６ ２．８７

BPF ５０ ８２．９ ９．０１ ８６．３ ２．８７ ４ＧNP ５０ ８６．７ ６．３７ ８５．２ ５．７９

１５０ ８５．２ ４．１３ ９８．６ ６．４６ １５０ ９２．８ ５．３１ ８８．７ ４．７７

１ １１０．２ ５．７７ ９６．５ １．１２ ５ ８６．５ ４．３４ ９３．８ ５．３５

BPS １０ １０６．２ ４．６９ ９４．７ ６．８２ ４ＧnＧNP ５０ ８５．４ ６．４９ ８７．５ ７．５８

３０ ９２．９ ５．３１ ８５．４ ７．４４ １５０ ８４．７ ７．４１ １０７．６ ５．４６

５ ８１．９ ７．４９ １００．１ ５．７８

BPZ ５０ ８４．８ ８．２３ １０５．３ ３．４６

１５０ ９８．５ ３．７７ ９１．２ ８．２１

５３
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８１．５％~１１８．１％,相对标准偏差为１．８９％~１２．３０％(n＝
３);酸奶中酚类物质的回收率为８０．８％~１０７．６％,相对标

准偏差为１．１２％~１１．９０％(n＝３),说明试验方法适合液

态乳制品样品中双酚类和烷基酚类化合物的分析测定.

２．６　样品分析

采用所建方法对市售的１５个纯牛奶和酸奶样品进

行检测,仅１个样品检出４ＧNP,含量为９．２８μg/kg;其他

样品均未检出双酚类和烷基酚类化合物.４ＧNP是一种

典型的内分泌干扰物,试验检出的样品尽管数量少、含量

低,但其检出提醒了人们应关注食品中烷基酚类物质的

污染风险.

３　结论
建立了盐析辅助液液萃取、HPLCＧMS/MS法同时检

测液态乳中１３种双酚类和烷基酚类物质的检测方法.
结果表明,样品采用乙腈提取,氯化钠为盐析助剂使乙腈

分层,前处理过程简单、提取效率高.１３种酚类物质在其

质量浓度范围内线性关系良好,相关系数均＞０．９９;在牛

奶和 酸 奶 中 的 加 标 回 收 率 分 别 为 ８１．５％ ~１１８．１％,

８０．８％~１０７．６％,相对标准偏差分别为１．８９％~１２．３０％,

１．１２％~１１．９０％;方法检出限为０．１５~０．７５μg/kg,定量

限为０．５~２．５μg/kg.采用该法对市售１５批次液态乳样

品中的酚类物质进行检测,１个样品中检出含有４ＧNP,含
量为９．２８μg/kg.后续可研究包装材料中酚类化合物向

乳制品中的迁移规律,并可加强对不同贮藏或应用条件

下乳制品中酚类化合物的风险监测.
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