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实验技术与方法
固相萃取.反相高效液相色谱法同时测定葡萄干中 & 种工业染料

杨毅华!徐明敏!陈波!杨笑
!宁波市北仑区疾病预防控制中心"浙江 宁波"/!&+###

摘"要!目的"建立快速#准确#灵敏的固相萃取.反相高效液相色谱法同时测定葡萄干中酸性红 $Y#酸性红 !-#

酸性黄 )/#酸性橙 $ 和酸性蓝 *$ 等 & 种工业染料残留的检测方法" 方法"样品以氨水.甲醇.水)$s+#s!+!H1H*作

为提取液!利用 7VJ固相萃取柱进行净化!采用 #’!‘甲酸水溶液淋洗!含 $‘氨水的甲醇溶液洗脱!氮吹挥干后用

初始流动相定容!在 aT%J,eEJ.=!+ )-’* IIg$&# II!& &I*色谱柱上!以乙腈.#’#$ I@A1V醋酸铵溶液)!#s0#!

HIH*为流动相!采用梯度洗脱分离!紫外检测器变波长检测!外标法定量" 结果"酸性红 $Y#酸性红 !-#酸性黄
)/#酸性橙 $#酸性蓝*$ 等& 种工业染料在 #’&# _&# IK1V范围内均具有良好的线性!& 种待测物的回收率在
+*’#‘_!!#’$‘!KB?均小于 *‘!最低定量检出限为 #’& IK1HK" 结论"本方法简便#灵敏#重现性好!能满足葡萄

干中工业染料残留的实际检测工作需要"

关键词!高效液相色谱法$ 固相萃取$ 工业染料$ 违法添加$ 食品污染物$ 葡萄干
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""$##+ 年底起&国家卫生部#现国家卫生和计划
生育委员会$陆续公布了食品中可能违法添加的非
食用物质名单&其中也包括工业色素* 这些俗称工

业染料的物质普遍用于纺织)印染)化工等行业&与
食用色素有着本质的区别&是禁止在食品中使用
的* 因为他们的合成多以芳烃类化工产品为原料&
经过一系列有机反应化合而成&在机体内经生物转
化&可形成致癌物质 -!.$. *

目前已实施的国家标准检测方法 -/.-.中关于工
业染料的检测方法有限&并且大多只能检测其中的
一种或者几种&不能同时检测* 为提高工作效率)
减少试验成本&可建立同时检测多组分工业染料的
方法* 尽管针对工业染料的检测可以用各种方法&
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如液相色谱法 -&.). &液相色谱.质谱联用法 -+.!#. 等*

但由于质谱仪器较为昂贵&不易普及&目前还未广
泛推广* 目前&液相色谱在基层单位已得到广泛的
推广&并已在卫生检验中得到广泛的应用 -&.*&!!.!$. *

本文使用高效液相色谱.紫外检测器&选取较为常
见)价格低廉的 & 种工业染料作为检测目标物&建立
了同时测定葡萄干中这 & 种工业染料的方法* 该方
法具有省时省力&精密度)准确度高等优点&用于常
规的测定&可取得理想的效果*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"样品来源

采集市售 $# 份葡萄干产品&超市 !! 份)干果批
发市场 0 份*
!’!’$"主要仪器与试剂

安捷伦 !$*# 型高效液相色谱仪 -包括紫外检
测器)四元泵#带真空脱气机$)柱温箱)自动进样器
和 ,K>AB;?色谱工作站&美国安捷伦.)岛津 Uj$&&#
型分光光度计#日本岛津$)T<G>G7VJ固相萃取小
柱#!$# IKg* IA&美国沃特世$)纯水仪)聚四氟乙
烯滤膜##’-& &I$*

酸性红 $Y#=,E%/)/-.*).*&纯度 o0+’#‘$)酸
性红 !-#=,E%/&*).*0.0&纯度 o0&’#‘$)酸性黄 )/
#=,E%&!+.-).+&纯度 o0)’&‘$)酸性橙 $ #=,E%
*//.0*.&&纯度 o0*’&‘$)酸性蓝 *$#=,E%-/*+.&*.
/&纯 度 o0+’&‘$ 标 准 物 质 均 购 自 德 国 WC
R6CB;G?@C5BC&乙腈)甲醇为色谱级&醋酸铵)氨水为化
学纯&分析过程中试验用水均满足试验用水一级水
标准&所有溶剂使用前均用 #’-& &I滤膜过滤*
!’$"方法
!’$’!"标准溶液配制

混合标准溶液配制%精密称量 #’#$& # K酸性红
$Y)酸性红 !-)酸性黄 )/)酸性橙 $)酸性蓝 *$ 标准
物质后用乙腈稀释至 $& IA&配制成 !’# IK1IA的混
合标准中间溶液&使用前逐级稀释*
!’$’$"样品前处理

取粉碎混匀后的样品 &’# K&用 $#)$#)!# IA混
合提取溶剂#氨水s甲醇s水 q$s+#s!+&HIH$分次超
声提取&!# ### C1I>; 离心 !# I>;&收集全部提取液
于+# h水浴挥至近干&过 7VJ固相萃取小柱%用
& IA甲醇)& IA#’!‘甲酸水溶液活化"样品用约
& IA纯水淋洗后入小柱上样"分次加入 $) $) ! IA
#’!‘甲酸水溶液淋洗"分次加入 $)$)!IA$‘氨水.
甲醇溶液洗脱* 收集洗脱液于 & IA具塞比色管&氮
吹至近干&用乙腈.#’#$ I@A1V醋酸铵#!#s0#&HIH$

定容至 & IA* 过 #’-& &I滤膜&进样测定*
!’$’/"仪器条件

色谱柱%aT%J,eEJ.=!+柱#-’* IIg$&# II&
& &I$&流速 !’# IA1I>;&柱温 /& h&进样体积
!# &A"流动相 ,为乙腈&J为 #’#$ I@A1V醋酸铵"梯
度淋洗程序%流动相,%# _& I>;&由 !#‘升至 $&‘"
& _0 I>;&由 $&‘升至 &&‘"0 _!& I>;&由 &&‘升
至 *#‘"!& _!+ I>;&由 *#‘降至 !#‘"保持 ) I>;*

检测波长%# _+ I>;&&## ;I"+ _!! I>;&-+# ;I"
!! _!& I>;&*## ;I"!& I>;&&## ;I"平衡 !# I>;*

$"结果与分析
$’!"样品前处理条件的优化
$’!’!"混合提取溶剂的选择

这 & 种待测工业染料均为酸性偶氮类染料&水
溶性强&但在食品中的附着能力也强&仅用水很难
将其完全提取出来&需要使用含有有机相的溶液提
取&并且偶氮类染料在碱性溶液中的溶解性更好*

考虑到以上因素&先测试甲醇)乙醇)乙腈等有机溶
剂&再选取氨水)氢氧化钠等不同的碱性物质&以及
选取不同的水的比例&根据排列组合以及试验效果
等&最终选取氨水.甲醇.水#$s+#s!+&HIH$溶液作为
提取溶剂&有利于化合物的提取* 试验证明&甲醇
体系相较其他有机体系#乙醇)乙腈$更有利于化合
物通过固相萃取小柱*
$’!’$"固相萃取方法的选择和优化

本文通过对不同填充料的固相萃取小柱进行比
较&结果如下%中性氧化铝小柱%酸性橙 $ 无保留"阴离
子交换小柱%目标化合物吸附太强&很难洗脱"弱阴离
子交换小柱%对所有的目标化合物均有强度中等的吸
附&通过优化洗脱溶剂可达到净化的目的* 在弱阴离
子交换小柱中选择T<G>G7VJ固相萃取小柱&柱子的填
充料是一种全能型亲水亲脂平衡水的可浸润型反相吸
附剂&可保持高保留性能和重现性&在该固相萃取柱
上&各组分的吸附)洗脱)回收效果均较为理想*

以 7VJ固相萃取小柱进行样品净化时&当上样
溶液碱性过高时#L7o!#’#$&不利于目标化合物吸
附&酸性蓝 *$ 从上样开始流失&其他目标化合物的
保留也有所下降&因此&在对提取液在水浴上挥干
时要尽量做到充分&以去除提取液中氨水带来的影
响* 可用敞口小烧杯操作&便于氨水挥发*
$’$"色谱条件的优化
$’$’!"流动相中离子抑制剂的选择

在日常应用反相高效液相色谱法 #%].7]V=$
进行检测工作时&常采用酸)碱或者缓冲液来调节
流动相 L7值以抑制被测物质解离&从而保证待测
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物在色谱柱中有足够的保留&改善色谱峰型)提高
分离度 -!!. * 本方法采用 #’#$ I@A1V醋酸铵作为离
子抑制剂&可实现 & 种被测化合物在流动相中的基
线分离* 从图 ! 可以看出&醋酸铵缓冲液的作用可

使待测化合物保留时间延长&最明显的效果是使酸
性红 !- 和酸性黄 )/ 的分离度变大&不再叠加* 该
缓冲盐.有机体系的 L7q*&因此样品 L7值也调节
为 *&进样分析*

注%,为未加离子抑制剂图谱#流动相%乙腈.水$ "J为加入离子抑制剂图谱#流动相%乙腈.#’#$ I@A1V醋酸铵$ "

!%酸性红 $Y"$%酸性红 !-"/%酸性黄 )/"-%酸性橙 $"&%酸性蓝 *$

图 !"标准物质图谱#!# IK1V$

(>K:CB!"E?<;D<CD I<?BC><AGLB4?C@KC<I

$’$’$"流动相流速以及比例的选择
分别选择流速为 #’&)!’# 和 !’& IA1I>; 进行

分析* 流速为 #’& IA1I>; 时&& 种待测物虽然能完
全分开&但是分析时间较长&峰形过宽&灵敏度下
降"流速为 !’& IA1I>; 时&虽然峰形尖锐&但出峰时
间过短&且可能与样品干扰物质出峰叠加* 本方法
选择流速为 !’# IA1I>;&& 种待测物能完全分开&分
析时间适宜)峰形好)灵敏度高&符合试验的要求*

由于这 & 种工业染料的极性相差较大&用等度
洗脱程序不能满足对所有被测物的检出* 如果使
用一个条件同时达到 & 种被测物完全分离&则需要
采用梯度洗脱程序* 随着乙腈体积分数的变化&待
测物质根据极性强弱顺序出峰&能很好的实现基线
分离&分离度 Ko!’&&并且峰型良好&整个分析过程
耗时 $& I>;*
$’$’/"检测波长的选择

利用 Uj$&&# 型分光光度计分别对 & 种待测物
于 !0# _)## ;I波长范围内进行全波段扫描&结果
表明&除了酸性蓝 *$ 在 *## ;I处吸收值最为明显&
其他 - 种化合物在 -$# _&## ;I处均有吸收* 按照
扫描结果&理论上需要选择至少 - 个波长进行测定*
但由于频繁改变波长会造成基线不稳&从而延长检
测时间&经试验后选择 -+#)&##)*## ;I/ 个波长进
行检测* -+# ;I时酸性红 !-)酸性黄 )/ 和酸性橙
$ 响应值高"&## ;I时酸性红 $Y响应值高"*## ;I
已接近 jbW紫外检测器波长临界点&但由于酸性
蓝 *$ 只在此波长下有吸收&因此保留* 试验结果表

明&在这 / 个波长内&可兼顾 & 种目标化合物的分析
灵敏度且尽可能的减少杂质干扰&达到试验要求*
$’/"线性范围)回归方程与检出限

准确吸取混合标准中间液 #!’# IK1IA$ #’#&)
#’!#)#’&)!’#)$’& 和 &’# IA于 * 个 !## IA容量瓶
中&用乙腈定容至刻度&配成质量浓度分别为 #’&)
!’#)&’#)!#’#)$&’# 和 &#’# IK1V的标准系列溶
液* 在所建立的色谱条件下进样测定&获得不同浓
度下的色谱峰面积&以质量浓度 #!&IK1V$对峰面
积#-$进行线性拟合&得到回归方程见表 !* 结果表
明&& 种待测物在 #’&# _&# IK1V范围均具有良好
的线性&其相关系数均 o#’000 &* 当取样量为 &’#
K&按信噪比#BIM$为 !# 计算&& 种待测物的定量限
和检出限均为 #’& IK1HK&见表 !*
$’-"回收率与精密度

取一定量粉碎混匀后的样品&在低)中)高 / 个
添加标准水平下考察其方法的准确度#以回收率表
示$和精密度#以相对标准偏差表示$&按照 !’$ 方
法处理分析&平行测定 * 次&计算其回收率以及
KB?&结果见表 $* 由测得数据可知&& 种待测物的
回收率在 +*’#‘_!!#’$‘&KB?c*’#‘&表明本方
法具有较好的回收率和精密度*
$’&"样品检测结果

采用该方法对市售 $# 份葡萄干产品进行检测&
未检出阳性样品* 图 $ 为其中一份样品的色谱图和
该样品的加标色谱图*
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表 !"& 种工业染料的标准曲线)相关系数和定量检测限
Z<MAB!"E?<;D<CD 4:COB)4@CCBA<?>@; 4@B55>4>B;?<;D DB?B4?>@; A>I>?

待测物
保留时间
1I>; 回归方程

线性范围
1#IK1V$ 相关系数

定量限
1#IK1HK$

检出限
1#IK1HK$

酸性红 $Y )’!-) -q!+’-/+!m#’#0! #’&# _&# #’000 0 #’& #’&

酸性红 !- +’-$! -q!+’0/#!m#’+0+ #’&# _&# #’000 + #’& #’&

酸性黄 )/ 0’/-! -q-*’&-#!m-’!$* #’&# _&# #’000 ) #’& #’&

酸性橙 $ !#’--) -q$+’/-&!m#’$#* #’&# _&# #’000 0 #’& #’&

酸性蓝 *$ !!’)!! -q!#’)&+!m$’!*+ #’&# _&# #’000 + #’& #’&

表 $"& 种工业染料的回收率和精密度#( q*$

Z<MAB$"%B4@OBCFC<?B<;D LCB4>G>@;

待测物名称
样品本底值
1#IK1V$

加标量
1#IK1V$

测定值
1#IK1V$

回收率
1‘

KB?
1‘

酸性红 $Y

酸性红 !-

酸性黄 )/

酸性橙 $

酸性蓝 *$

# #’&# #’-/ +*’# &’0)
# !# 0’** 0*’* -’$$
# $# !+’0& 0-’+ /’&*
# #’&# #’-) 0-’# -’0$
# !# 0’-$ 0-’$ $’&-
# $# !0’!- 0&’) /’*&
# #’&# #’-0 0+’# &’#!
# !# !!#’$ !!#’$ -’-&
# $# $#’#- !##’$ /’0+
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/"小结
本文建立的固相萃取.反相高效液相色谱法同

时测定葡萄干中 & 种工业染料残留的检测方法用于
葡萄干中酸性红 $Y)酸性红 !-)酸性黄 )/)酸性橙
$)酸性蓝 *$ 的检测&其灵敏度)精密度)准确度都可
达到要求&可作为常规分析的检测方法*
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实验技术与方法
固相萃取.高效液相色谱.荧光检测法测定水产品中 - 种丁香酚类化合物

高平!!黄和$!刘文侠!!/!黄国方!!李志清!!/!杨嘉丽!!/!陈焕$
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摘"要!目的"建立固相萃取.高效液相色谱荧光法测定水产品中 - 种丁香酚类化合物)丁香酚#异丁香酚#甲基

丁香酚#甲基异丁香酚*残留的方法" 方法"样品用乙腈提取!中性氧化铝和 =!+固相萃取柱净化!Q;BC?G>ATWE.E]

=!+柱)-’* IIg$&# II!& &I*分离!以甲醇.乙腈)!s!!HIH*和 !‘冰乙酸水溶液为流动相!荧光检测激发波长为
$+# ;I!发射波长为 /$# ;I!外标法定量" 结果"- 种丁香酚类化合物在各自范围内线性关系良好!相关系数均 o
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标准偏差)KB?*为 $’*‘_+’!‘" 结论"本方法操作简便#灵敏度高#实用性强!适用于水产品中丁香酚#异丁香

酚#甲基丁香酚#甲基异丁香酚的残留分析检测"
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