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实验技术与方法
面粉中偶氮甲酰胺的高效液相色谱测定方法的优化
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摘(要!目的(建立面粉中偶氮甲酰胺测定的高效液相色谱法%6,81&" 方法(以丙酮为提取液!样品提取液经

离心浓缩后!用水复溶残渣!采用 c4+ 6\,I"+G81WJOQ色谱柱%%:* !!t;.& !!!%:* %!&分离!二极管阵列检测

器检测" 结果(在 ; e%& %P@!L范围内!线性关系良好%7h&:’’’ ?&!< 个添加水平的回收率为 E%g e))?g!相对

标准偏差 E#I9.g" 方法的定量限为 < !P@RP" 结论(本方法特异性强!前处理简单!适用于面粉中添加的偶氮

甲酰胺快速筛查和定量"
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((偶氮甲酰胺$JdQVKBJÛQOJ!KVN"$4$%为常用的
化工试剂"在水和大多数有机溶剂中几乎不溶"在
二甲基亚砜 $43+2%中微溶"加热 )?& f以上分
解 ))* ( 有报道显示 );* "$4$自身与面粉不发生作

用"但在加水后可与面粉蛋白质中氨基酸的巯基键
$0+6%作用"使其转化为二硫键$0+0+0%"从而达到增
筋和漂白的作用( 国际食品法典委员会$1$1%’美
国’加拿大’韩国和我国台湾地区均允许 $4$作为
面粉处理剂"使用量为 %. !P@RP( 我国 5c;E*&!
;&))+食品添加剂使用标准,规定 $4$作为面粉处
理剂的允许使用量为 %. !P@RP)<* ( 有研究 显
示 )% i.* "面粉中的 $4$与水接触后"立即快速分解
为联二脲"进一步加热处理产生氨基脲 $ +I3%(
+I3是一种与硝基呋喃类药物0呋喃西林代谢产物
一致的化合物"具有致突变和致癌作用"因此 $4$
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使用的安全性引起了关注"在国内提出了研制面粉
中 $4$检测方法和加强监管的需求(

文献 报 道 )* iE* " 可 采 用 高 效 液 相 色 谱 法
$6,81%进行 $4$的测定"但存在样品提取的有效
性’配制标准溶液的试剂对检测结果判定的影响等
问题( 为此"本文在探讨提取方法的基础上"对文
献报道的检测 $4$的液相色谱法进行进一步优化
和验证"提出了适合于实际监督检测的方法(

)(材料与方法
):)(主要仪器与试剂

高效液相色谱仪$附二极管阵列检测器"美国
ZJ_NUb%’c4+ 6\,I"+G81WJOQ色谱柱 $%:* !!t
;.& !!"%:* %!"美国 /DNU!Q+BKNO_KCKB%’超声波清
洗仪’高速冷冻离心机’涡旋混合器’氮吹仪$美国
2UPJOQ!J_KQO%(

试剂偶氮甲酰胺对照样品$含量 ’’:*g"市售
食品级添加剂%"丙酮’甲醇均色谱纯(
):;(方法
):;:)(样品处理

准确称取样品 ) P$精确至 &:&&) P%"置 ). !L
离心管"加入 )& !L丙酮"涡旋混匀后"超声提取
). !KO"每 . !KO 取出振摇一次( 超声后冷却至室
温"’ &&& U@!KO 离心 ). !KO"上清液经微孔滤膜过
滤"取 . !L滤液于 %& f下氮气浓缩至干( 加入
) !L水复溶")&& f水浴超声 . !KO"冷却后"微孔滤
膜过滤"样品液注入高效液相色谱仪测定(
):;:;(色谱条件

色谱柱采用 c4+ 6\,I"+G81WJOQ$%:* !!t
;.& !!"%:* %!%"柱温为 <& f( 流动相为甲醇0水
$).p?."JKJ%"流速 &:? !L@!KO"检测波长 ;%. O!"
进样量 ;& %L(

;(结果与分析
;:)(方法优化
;:):)(色谱柱及流动相的选择

偶氮甲酰胺极性强"在普通1)?柱上基本没有保
留"即使采用纯水作为流动相"也是在固定时间出
峰( 选择适合于反相色谱不能保留的强极性酸’碱
和中性化合物分析的 cI6$!KVN色谱柱时"保留虽
略有改善"但峰型较差( 在氰基柱 c4+ 6\,I"+G8
1WJOQ上"$4$保留时间为 %:. !KO 左右"且峰型尖
锐对称"见图 )( 考察了甲醇0水$).p?."JKJ%以及
甲醇0;& !!QL乙酸铵 $).p?."JKJ%作为流动相效
果"结果表明"由于 $4$几乎呈中性"用缓冲盐调节
流动相 ‘6值时"$4$峰型和响应均没有明显改善"

故选择甲醇0水$).p?."JKJ%作为流动相"也可延长
色谱柱使用寿命(

图 )(偶氮甲酰胺标准溶液$;& %P@!L%色谱图
-KPMUN)(1DUQ!J_QPU‘D QC$4$b_JOVJUV bQLM_KQO

;:):;(标准溶液的配制
目前市售标准溶液用 43+2配制"浓度为 )

!P@!L( 文献 )* i?*也多以 43+2作为溶剂配制标准
储备液"再用水’乙酸铵溶液或 .g 43+2逐级稀
释( 但在 $4$的最大吸收波长 ;%. O!处"二甲基
亚砜也有较大吸收"且 43+2在色谱柱上的保留时
间和 $4$几乎相同"但光谱显示 43+2最大吸收为
;;; O!( 即使采用氰基柱"同时调节流动相中甲醇
和水的比例"也不能实现 43+2和 $4$的有效分
离( 在扫描波长 )’& e%&& O!下"偶氮甲酰胺 .g
43+2溶液’.g 43+2及偶氮甲酰胺水溶液光谱图
见图 ; e%(

图 ;(偶氮甲酰胺 .g 43+2溶液光谱图
-KPMUN;(+‘NB_UM!QC$4$KO .g 43+2

图 <(.g 43+2的光谱图
-KPMUN<(+‘NB_UM!QC.g 43+2

为避免采用 43+2对测定结果判定的影响"本文
标准溶液采用超纯水配制( 为考察水对标准溶液配
制的适用性"称取 % !P$4$"加水 )&& !L超声溶解"
浓度为 %& %P@!L#另制备 $4$的饱和水溶液"按上述
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图 %(偶氮甲酰胺水溶液光谱图
-KPMUN%(+‘NB_UM!QC$4$KO [J_NU

色谱条件进行 6,81检测( 结果显示"%& %P@!8水溶
液中 $4$峰面积小于饱和溶液中 $4$峰面积"表明
)&& !L水中溶解 % !P$4$是可能的"且由 ; e
%& %P@!L系列溶液的测定结果可见"浓度和峰面积呈
良好线性"且在 )’& e%&& O!波长下扫描"$4$的最
大吸收约为 ;%. O!"与文献))*相同(
;:):<(提取溶剂的选择

尽管 $4$在 43+2’#"#0二甲基甲酰胺中溶
解度相对较高"但是当使用这些溶剂提取样品时"
难以在随后浓缩’溶剂置换或其它净化手段中去
除"而选择的分离色谱柱不能使 $4$与 43+2’#"
#0二甲基甲酰胺良好分离"造成结果判定的假阳
性( 而使用水提取时"样品中的水溶性成分也干
扰 $4$测定( 参考文献 )E"’ * "选择丙酮作提取
溶剂"由本文的添加回收试验结果显示"回收率良
好"色谱图未见干扰( 本研究还发现"当采用氮气
浓缩时"应使丙酮尽可能吹干"否则"采用水复溶
残渣后"在 $4$的色谱图后"会出现一个较高的
色谱峰"影响结果的定量分析( 且如果采用室温
下水复溶时"添加的回收率低"只有 )&g左右( 本
文则采用沸水浴中超声 . !KO 复溶"冷却后微孔滤
膜过滤"添加回收可满足要求(
;:;(方法参数的验证
;:;:)(线性试验

用水配制浓度分别为含 $4$的 ;’.’)&’;&’
%& %P@!L系列标准溶液( 在所选的色谱条件下进
样"每个浓度至少重复 < 次"用测得的峰面积平均值
对进样浓度与峰面积绘制校正曲线( 峰面积与质
量浓度成正比"线性方程为 Fh):;E t)&%DiE:.& t
)&<"7h&:’’’ ?(
;:;:;(灵敏度’添加回收率和精密度试验

按 ):; 处理方法及色谱条件下"根据 )& 倍信噪
比确定方法的定量限为 < !P@RP(

在阴性面粉中添加浓度分别为 %’%&’;&& !P@RP
的 $4$"按照上述的试样处理和色谱条件进行测
定"每个浓度重复 * 次"测定结果和相对标准偏差详

见表 )"添加回收率在 E%g e))?g之间"相对标准
偏差 9.g"表明方法的性能良好(

表 )(面粉样品不同浓度添加水平的回收率和精密度$3 h*%

/ĴLN)("NBQaNUKNbJOV ‘UNBKbKQO QC$4$b‘KRNV

KO CLQMUJ__DUNNLNaNLb
加标水平@$!P@RP% 平均回收率@g 相对标准偏差@g

% )). ;:;<
%& ’&:< ):*)
;&& E.:* ):<E

;:<(样品测定
采用本方法对市售面粉 )< 份$包括面包粉’饺子

粉’油饼粉’麦芯粉’小麦粉等%进行测定"在 ) 份面包
粉中检出偶氮甲酰胺"含量为 %) !P@RP"见图 .(

图 .(阳性样品$面包粉%色谱图
-KPMUN.(1DUQ!J_QPU‘D QC‘QbK_KaNbJ!‘LN$^UNJV CLQMU%

<(小结
本研究用水替代 43+2溶解偶氮甲酰胺"避

免了因 43+2与偶氮甲酰胺出峰时间相同而造成
误判的可能"同时在参考文献的基础上"对样品的
提取’复溶’色谱柱和流动相的选择等方面进行了
优化"建立了适合于面粉中偶氮甲酰胺的高效液
相色谱测定方法"回收率’精密度及检出限能够满
足方法学要求"可用于当前面粉中添加偶氮甲酰
胺的监督检测(
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VN_NU!KOJ_KQO QCJdQVKBJÛQOJ!KVNJOV K_bVNBQ!‘QbK_KQO ‘UQVMB_
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实验技术与方法
超高效液相色谱法同时测定调味品中非法添加 ;& 种工业染料
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摘(要!目的(建立超高效液相色谱方法同时测定调味品中 ;& 种工业染料含量" 方法(采用 IOVNJaQUbKL1)?
%)&& !!t;:) !!!):? %!&色谱柱!以 &:)g甲酸的 ;& !!QL@8乙酸胺水溶液0甲醇为流动相体系进行梯度洗脱!

分别在波长为 %.&#.;& 和 *&& O!处检测" 结果(方法的线性范围’; e%& %P@!L!7#&:’’’!;& 种工业染料的定量

检出限为 &:&E e&:E. !P@RP$;& 种组分的平均回收率 E;:<g e’<:&g! 相对标准偏差 ):&g e*:;g%3 h*&" 结论

本方法快速#准确!灵敏!可用于同时测定调味品中 ;& 种非法添加的工业染料"

关键词!超高效液相色谱$ 调味品$ 工业染料$ 食品安全$ 违法添加
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((工业染料一般是指在工业生产中用于着色
$如将纺织品’皮毛制品’木制品以及陶瓷制品上
色等%的各种染料( 目前广为熟悉的工业染料包
括&罗丹明 c’苏丹橙 5’苏丹黄’对位红’苏丹红
5’苏丹&’苏丹!’苏丹*’苏丹+ )) i;* ’红 ;5’碱
性橙 ;’碱性橙 ;)’碱性橙 ;;’酸性橙!’酸性金
黄 )< iE* ’孔雀石绿’结晶紫’苏丹 Ec’苏丹黑’溶剂
蓝 <. 等( 工业染料对人体具有危害性"有些甚至
有0三致1 $致畸’致癌’致突变%作用( 因此 ;&&?

年 ); 月卫生部发布的+食品中可能违法添加的非
食用物质和易滥用的食品添加剂品种名单 $第一
批% ,中明确将工业染料列入非食用物质( 严令禁
止添加到食品中的"要求加大监测力度"因此建立
调味品中工业染料的检测方法十分必要"对保障
老百姓食品安全具有预警作用( 目前文献报
道 )) i%*的方法主要有液相色谱法#液相色谱质谱

联用法 )?* #气相色谱质谱联用法等( 由于工业染
料的种类比较多"不法经营者使用的染料也不尽
相同"而目前国标方法和文献报道的检测方法"大
多只能用于测定其中的一至四种化合物"为此"本
研究建立了一种采用超高效液相色谱法法梯度洗
脱"能够同时测定 ;& 种工业染料的方法"方法的
灵敏度高"重现性好"方便快捷(


