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摘要: 建立了奶酪样品中 29种禁用和限用合成色素的液相色谱 /四极杆 飞行时间质谱 ( LC /Q TOF MS )筛查方法。

样品经正己烷 水 ( 3 1, v /v)振荡提取, 得到正己烷层、水层和残渣 3部分。正己烷层经旋转蒸发浓缩后,用乙酸乙

酯 环己烷 (1 1, v /v)溶解, 经过凝胶渗透色谱 ( GPC)净化去除油脂。水层经乙腈振荡提取, 得到乙腈 水提取液。

残渣经氨水 甲醇 (1 99, v /v)溶液振荡提取,得到氨水 甲醇提取液。乙腈 水提取液和氨水 甲醇提取液不需净化

直接分析。结果表明: 29种不同极性范围的合成色素化合物分别得到了有效的提取, 提取回收率为 70% ~ 95%。

而 Q TOF MS提供的精确质量数定性功能可以将不同种类的合成色素化合物筛查出来 ,各化合物与精确质量质谱

库中化合物的匹配度为 59. 66~ 99 47。通过 Target M S /M S扫描方式进行定量, 得到 8种苏丹类化合物的方法检

出限为 0 4~ 2 5 g /kg, 21种水溶性合成色素及染料化合物的检出限为 20~ 80 g /kg。该方法对禁用和限用合

成色素的筛查范围广泛 ,对含有蛋白质、脂肪等基质的食品具有较好的适用性。
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Abstract: A screening method for 29 forbidden or lim ited synthetic pigments in cheese samples

was established by liquid chrom atography /quadrupole time of flightm ass spectrometry (LC /Q

TOF MS). The pigments were extracted byn hexane /water ( 3 1, v /v). A fter extraction, the

n hexane extract, water extract and residue, were obtained. T he n hexane extract w as then

cleaned up by gel permeation chromatography (GPC). The water extract was extracted by ace

tonitrile, and the residue by ammonia w ater /methanol ( 1 99, v /v). The results showed that

the 29 synthetic pigments w ith a w ide range of polarities were extracted effectively w ith the

recoveries between 70% and 95%, and matched well by Q TOF M S precision mass searching to

the m ass spectral library w ith matching scores between 59. 66 and 99 47. The quantitative anal

ys is of the 29 pigments was carried out by T argetMS /M S. The lim its of detection (LOD s) for 8

Sudan dyes were 0 4- 2 5 g /kg while for 21 w ater soluble synthetic pigments were 20- 80

g /kg. The screening method is suitable for a w ide range of synthetic pigments, and can be

applied to food samples w ith proteins and fat in matrix.

K ey words: liqu id chromatography /quadrupole time of flight mass spectrometry ( LC /Q TOF

MS); synthetic pigment; cheese; screening
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合成色素是指用人工化学合成方法所制得的有

机色素。相关研究报告
[ 1]
指出,几乎所有的合成色

素都不能为人体提供营养物质,某些合成着色剂甚

至会危害人体健康。食品中允许使用的合成色素种

类在我国食品添加剂使用卫生标准中有明确规

定
[ 2]
。然而, 有些不法分子为节省成本, 在食品中

非法添加毒性更大的工业染料,如苏丹红、罗丹明 B

等,对人民健康和社会稳定产生了极大的危害。

目前,对于食品中限用合成色素的检测方法研

究已经很多
[ 3- 7 ]

,而对于禁用工业染料的检测, 其分

析对象也由纺织品、玩具
[ 8- 10]

等扩大到了食品等样

品
[ 11- 15 ]

,所用的仪器分析方法主要为高效液相色谱

法以及液相色谱 串联质谱法 ( LC MS /MS)等。但

由于不同合成色素的性质差异较大, 因此一般分析

的目标化合物主要集中于某一类物质, 造成了已有

的样品前处理方法具有一定的局限性。

飞行时间质谱 ( TOF M S)能提供精确质量数,

通过精确的分子质量数的匹配能发现和鉴定化合

物,特别是非特定的目标化合物
[ 16]
。其在食品添加

剂的筛查方面的应用已有报道
[ 17, 18]

, 而利用四极

杆 /飞行时间质谱 ( Q TOF MS)技术对食品中添加

剂进行筛查等研究的报道目前还较少。通过 Q

TOF MS可以获得更多的化合物信息, 从而使化合

物的定性更为准确。

本文以奶酪样品为研究对象, 通过对其中不同

种类合成色素 (苏丹类染料、允许使用的水溶性食

品着色剂以及工业染料化合物 )的分析, 建立了奶

酪中 29种禁用和限用合成色素的 LC /Q TOF MS

筛查方法。

1 实验部分

1. 1 仪器与材料

Agilent 1200 SL型高分离度快速液相色谱 /

6530型四极杆 飞行时间质谱仪, M assHunter工作

站及定量分析软件 (美国 Ag ilent公司 ); Eclipse

P lus C18色谱柱 ( 150 mm 3 5 mm, 2 1 m; 美

国 Agilent公司 ); M J 3000分析天平 (日本 YMC公

司 ); SA 31振荡器 (日本 Yam ato公司 ); Avanti J

26 XPI高速冷冻离心机 (美国 Beckman公司 );

Vario GPC凝胶渗透色谱仪 (德国 LC Tech公司 );

旋转蒸发仪 (瑞士 Buchi公司 )。

苏丹橙 G、苏丹黄、苏丹红 G, 苏丹红 I、苏丹红

II、苏丹红 III、苏丹红 IV、苏丹黑 B、柠檬黄、苋菜红、

酸性红 6B、诱惑红、日落黄、丽春红 3R、反应艳蓝

KN 3RL、酸性黑 1、丽春红 2R、酸性紫红 B、直接艳

黄 4R、专利蓝 V、橙色 I、橙色 II、酸性深蓝 P 2RB、

酸性紫 N FBL、酸性翠蓝 2G、酸性深蓝 P B、赤藓

红、酸性黑 P 7BR、酸性橙 RXL等 29种合成色素及

染料标准品购自德国 D r. Ehrenstorfer GmbH。称

取适量的上述标准品配成质量浓度为 500 mg /L的

储备液,其中苏丹类染料用乙腈溶解,其他合成色素

用 20% 甲醇水溶液溶解。

正己烷、乙腈、乙酸乙酯、环己烷、甲醇、氨水均

为色谱纯试剂,实验用水为超纯水。

20份奶酪样品购自北京超市。

1. 2 样品制备

称取 2 0 g奶酪样品, 加入 5 mL水和 15 mL正

己烷,振荡 20 m in。然后于 6 000 r/m in、4 条件

下离心 10 m in,得到正己烷层、水层以及残渣部分。

对这 3部分分别处理。

取正己烷层, 旋转蒸发浓缩后,用乙酸乙酯 环

己烷 ( 1 1, v /v)定容至 10 mL, 再经过凝胶渗透色

谱 (GPC)净化。净化条件: 德国 S19 GPC净化柱

( 400 mm 25 mm, B io Beads S X3 ( 200 ~ 400

目 ) ),洗脱剂为乙酸乙酯 环己烷 ( 1 1, v /v)溶液,

流速为 5 mL /m in, 上样量为 5 mL。将收集液旋转

蒸发浓缩, 再用乙腈定容至 1 mL, 过 0 22 m 滤

膜, 待分析。

取水层, 加入 20 mL 乙腈, 振荡 10 m in, 于

6 000 r/m in、低温条件下离心 10 m in, 得到 25 mL

乙腈 水层提取液。

残渣中加入 15 mL氨水 甲醇 ( 1 99, v /v )溶

液, 振荡 20 m in, 于 6 000 r/m in、低温条件下离心

10 m in,取上清液,得到约 15 mL氨水 甲醇溶液。

将氨水甲醇溶液与前面得到的乙腈 水提取液

合并,旋转蒸发浓缩后, 用甲醇定容至 5 mL,过 0 22

m滤膜, 待分析。

1. 3 液相色谱分离条件

脂溶性染料苏丹类化合物的分离条件: 流动相

A为乙腈, B为 0 1% 甲酸水溶液; 流速为 0 3

mL /m in;梯度洗脱程序: 0~ 3 0 m in, 80% A; 3 0 ~

3 1 m in, 80% A~ 100% A, 保持至 10 0 m in。色谱

柱温度为 30 。

其他合成色素及染料的分离条件:流动相 A为

乙腈, B为 20 mmol/L乙酸铵水溶液; 流速为 0 3

mL /m in;梯度洗脱程序: 0 ~ 2 0 m in, 15% A; 2 0 ~

2 1 m in, 15% A ~ 40% A; 2 1 ~ 8 1 m in, 40% A ~

80% A; 8 1~ 12 0 m in, 80% A。色谱柱温度为 30 。

1. 4 质谱条件

双喷针电喷雾离子源 (D ual ESI); 喷嘴电压:
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500 V;干燥气温度和流速: 350 , 7 L /m in;雾化气

压力: 0 2 MPa(30 psi); 毛细管电压: 3 500 V; 碰撞

电压: 175 V;锥孔电压: 65 V。质谱采集选用 T arget

MS /MS模式,质谱采集范围为m /z 100~ 1 000;对

于 8种苏丹类染料化合物, 选择正离子模式; 其他

21种水溶性色素为负离子模式。

1. 5 数据库

采用 Ag ilent公司的 MassH unter W orkstation

Personal Compound D atabase and Library建立包

括 29种禁用和限用合成色素的精确分子质量及 Q

TOF MS等的数据库。

2 结果与讨论

2. 1 提取溶剂的选择

29种禁用和限用合成色素中, 不同种类色素之

间的性质差异较大。如苏丹类染料属于脂溶性化合

物,极性较弱;柠檬黄等限用合成色素属于水溶性化

合物, 极性偏强; 此外, 工业用酸性染料等介于水溶

性和醇溶性之间, 基本属于极性至强极性的范畴。

因此, 首先采用极性较弱的正己烷为提取溶剂,提取

样品中的脂溶性苏丹类染料;同时以水作为另一种

提取溶剂,提取水溶性的合成色素,并通过加入 4倍

体积的乙腈沉淀样品水提取液中的蛋白质组分,同

时还可防止极性相对偏弱的合成色素随蛋白质沉淀

而损失; 最后采用甲醇 氨水溶液对残渣进行处理,

以提取极性较强的合成色素及工业染料等化合物。

2. 2 净化条件的选择

样品处理过程中的正己烷提取液中含有较多的

脂肪成分, 采用凝胶渗透色谱可将其有效地去除。

如图 1所示, 脂肪成分在 10 ~ 16 m in出峰, 分析物

在 26~ 34 m in出峰,因此将收集时间确定为 24~ 36

m in。样品经过正己烷 水溶液振荡提取以及乙腈沉

淀蛋白质,其提取液可直接过滤后进行仪器分析而

无需进一步净化,从而简化了聚酰胺吸附方法
[ 19]
中

较为繁琐的处理过程。

图 1 样品经 GPC净化的色谱图

Fig. 1 GPC chromatogram for sample purification

2. 3 质谱条件的优化

对 8种苏丹类染料 (正离子模式 )和 21种水溶

性合成色素及染料化合物 (负离子模式 )的 Q TOF

M S/MS碰撞能量进一步优化,得到每一种化合物的

二级质谱对应的最优碰撞能量 (见表 1和表 2)。其

中的M r为化合物的理论相对分子质量, [ M + H ]
+

即进行 T argetM S/MS扫描时的前导离子。对于苏

丹类染料化合物, 进行正离子模式电离时形成的带

电离子为 [ M + H ]
+
; 而对于其他水溶性化合物, 由

于分子中含有 Na(或 Ca),因此在进行负离子模式

电离时首先丢失其中的 N a离子 (或 Ca离子 ),形成

[ M - n N a+ n H - H ]
-

(专利蓝 V为 [ (M - Ca +

H ) /2- H ]
-
的带电离子。

2. 4 LC /Q TOFMS分析结果

加标水平为 1 mg /L的奶酪样品经 1 2节方法

处理后,通过 LC /Q TOF M S分析,分别得到 8种苏

丹类染料和 21种水溶性合成色素的分子特征离子

提取色谱图 (见图 2和图 3)。

通过检索精确质量谱库, 得到每种染料化合物

与精确质量谱库中化合物的匹配度。对色谱图进行

积分,计算得到每种化合物的加标回收率。用基质

提取液添加低浓度水平的标准溶液, 获得每种化合

物对应信噪比等于 3(S /N = 3)时的浓度, 以此为该

化合物的检出限 (LOD ), 结果见表 3。

表 1 8种苏丹类染料目标母离子及碰撞能量

Table 1 Precursor ions and collision energies of 8 Sudan dyes

N o. Ana ly te M olecular form ula (M ) M r [M + H] + (m /z ) Collision energy /eV CAS No.

1 Sudan O range G (苏丹橙 G ) C
12

H
10

N
2
O

2 214. 0742 215. 0815 15 842 07 9

2 Sudan Ye llow (苏丹黄 ) C14 H15 N3 225. 1266 226. 1339 20 60 11 7

3 Sudan Red G (苏丹红 G ) C17 H14 N2O2 278. 1055 279. 1128 10 1229 55 6

4 Sudan Red III (苏丹红 III) C22 H16 N4O 352. 1324 353. 1397 25 85 86 9

5 Sudan Red I (苏丹红 I) C16 H12 N2O 248. 0950 249. 1022 15 842 07 9

6 Sudan Red IV (苏丹红 IV) C24 H20 N4O 380. 1637 381. 1710 25 85 83 6

7 Sudan Red II (苏丹红 II) C18 H16 N2O 276. 1263 277. 1335 15 3118 97 6

8 Sudan Black B (苏丹黑 B) C24 H21 N5 456. 2062 457. 2135 30 4197 25 5

M r: re lative m olecular m ass.
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表 2 21种合成色素及染料化合物的目标母离子及碰撞能量

Table 2 Precursor ions and collision energies of 21 coloran ts and dyes

N o. Ana ly te
M olecular formula

(M )
M r - n N a+ n H

[M - n N a+ n H- H ] -

(m /z )

Collision

energy /eV
CAS No.

1 T artrazine (柠檬黄 ) C16 H9N4N a3 O9 S2 468. 0046 466. 9973 10 1934 21 0

2 Am aranth (苋菜红 ) C20 H11 N2N a3 O10 S3 537. 9820 536. 9738 30 915 67 3

3 Ac id Fuchsine 6B (酸性红 6B) C20 H16 N4N a2 O9 S2 522. 0529 521. 0042 25 4321 69 1

4 Allura Red AC (诱惑红 ) C18 H14 N2N a2 O8 S2 452. 0337 451. 0275 25 25956 17 6

5 Sunse t Ye llow FCF (日落黄 ) C
16

H
10

N
2
N a

2
O

7
S

2 408. 0093 407. 0013 30 2783 94 0

6 Ponceau 3R (丽春红 3R) C19 H16 N2N a2 O7 S2 450. 0558 449. 0483 35 3564 09 8

7 Reactive Blue 19 (反应艳蓝 KN 3RL) C22 H16 N2N a2 O11 S3 582. 0071 581. 0000 10 2580 78 1

8 Ac id Black 1 (酸性黑 1) C22 H14 N6N a2 O9 S2 572. 0423 571. 0347 30 1064 48 8

9 Ponceau 2R (丽春红 2R) C18 H14 N2N a2 O7 S2 436. 0403 435. 0326 35 3761 53 3

10 Ac id Carm oisine B (酸性紫红 B) C20 H12 N2N a2 O7 S2 458. 0250 457. 017 30 3567 69 9

11 D irect Y ellow 12 (直接艳黄 4R) C30 H26 N4N a2 O8 S2 636. 1356 635. 1276 45 2870 32 8

12 Patent B lue V (专利蓝 V ) C54 H62 CaN4O14 S4 560. 1668* 559. 1578 35 3536 49 0

13 O range II (橙色 II) C19 H16 N2N a2 O7 S2 328. 0528 327. 0445 30 633 96 5

14 Ac id Blue 113 (酸性深蓝 P 2RB) C32 H21 N5N a2 O6 S2 637. 1077 636. 1017 25 3351 05 1

15 Ac id V iolet 48 (酸性紫 N FBL) C37 H38 N2N a2 O9 S2 720. 2194 719. 2103 25 12220 51 8

16 O range I (橙色 I) C19 H16 N2N a2 O7 S2 328. 0531 327. 0445 25 523 44 4

17 Ac id Blue 7 (酸性翠蓝 2G) C37 H35 N2N aO6 S2 668. 2034 667. 1942 40 3486 30 4

18 Ac id Blue 120 (酸性深蓝 P B) C33 H23 N5N a2 O6 S2 651. 1231 650. 1174 25 3529 01 9

19 Ery throsine (赤藓红 ) C20 H6 I4N a2 O5 835. 6550 834. 6478 40 568 63 8

20 Ac id Black 24 (酸性黑 P 7BR) C36 H23 N5N a2 O6 S2 687. 1270 686. 1174 25 3071 73 6

21 Ac id Orange 67 (酸性橙 RXL) C
26

H
21

N
4
N aO

8
S

2 582. 0901 581. 0806 25 12220 06 3

* The va lue of 560 1668 is ca lcula ted by (M r - Ca+ H ) /2. n : the amount of N a in m olecular formula.

图 2 正离子模式下 8种苏丹类染料的 LC /Q TOF MS分子特征提取色谱图

F ig. 2 Mo lecu lar feature extractive chromatogram s of 8 Sudan dyes by LC /Q TOF MS in pos itive ion mode
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图 3 负离子模式下 21种水溶性合成色素分子的 LC /Q TOF MS分子特征提取色谱图

Fig. 3 M olecular feature extractive ch romatogram s of 21 water solub le syn thetic pigm ents

by LC /Q TOF MS in negative ion mode

表 3 奶酪样品中 8种苏丹类染料和 21种合成色素的 Q TOFMS谱库检索匹配结果及加标回收率 (n = 6)

Tab le 3 Match ing resu lts and recoveries of 8 Sudan dyes and 21 synthetic p igm en ts spik ed

in a cheese sample by Q TOF MS (n = 6)

N o.
Scan

m ode

tR /

m in
N ame

D eterm ined

m ass

Theore tica l

m ass

D ev iation /

10- 6

M atching

score

LOD /

( g /kg)

Recovery /

%

1 positive 1. 656 Sudan Orange G 214. 0733 214. 0742 4. 20 95. 81 2. 5 81. 05

2 positive 3. 028 Sudan Ye llow 225. 1262 225. 1266 1. 78 94. 42 0. 4 89. 96

3 positive 3. 405 Sudan Red G 278. 1200 278. 1201 0. 36 72. 97 2. 0 73. 35

4 positive 3. 473 Sudan Red III 352. 1325 352. 1324 - 0. 28 99. 47 2. 2 68. 58

5 positive 3. 618 Sudan Red I 248. 0946 248. 095 1. 61 99. 15 2. 2 76. 78

6 positive 4. 575 Sudan Red IV 380. 1643 380. 1637 - 1. 58 98. 73 1. 6 75. 55

7 positive 5. 022 Sudan Red II 276. 1259 276. 1263 1. 45 99. 39 2. 2 99. 14

8 positive 5. 303 Sudan B lack B 456. 2070 456. 2062 - 1. 75 98. 50 1. 5 91. 17

9 negative 2. 857 T artrazine 468. 0046 468. 0046 0. 00 90. 05 75 70. 13

10 negative 2. 929 Am aranth 537. 9820 537. 9818 - 0. 37 59. 66 65 90. 41

11 negative 3. 183 Ac id Fuchsine 6B 522. 0529 522. 0529 0. 00 85. 92 60 95. 64

12 negative 3. 202 A llura Red AC 452. 0337 452. 0348 2. 43 74. 72 75 97. 47

13 negative 5. 202 Sunset Ye llow FCF 408. 0093 408. 0086 - 1. 72 70. 06 80 89. 63

635
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表 3 (续 )

Tab le 3 (Con tinued)

N o.
Scan

m ode

tR /

m in
N ame

D eterm ined

m ass

Theore tica l

m ass

D ev iation /

10- 6

M atching

score

LOD /

( g /kg)

Recovery /

%

14 negative 6. 396 P onceau 3R 450. 0558 450. 0558 0. 00 90. 13 75 85. 87

15 negative 6. 413 Reactive B lue 19 582. 0071 582. 0055 - 2. 75 62. 63 50 92. 11

16 negative 6. 439 Ac id Black 1 572. 0423 572. 042 - 0. 52 96. 81 30 73. 76

17 negative 6. 451 P onceau 2R 436. 0403 436. 0399 - 0. 92 97. 50 30 76. 43

18 negative 6. 475 Ac id Carmo isine B 458. 0250 458. 0247 - 0. 65 66. 30 60 82. 74

19 negative 6. 582 D irec t Ye llow 12 636. 1356 636. 1355 - 0. 16 94. 59 30 75. 59

20 negative 6. 614 P atent Blue V 560. 1668 560. 1662 - 1. 07 97. 07 80 74. 45

21 negative 6. 729 O range II 328. 0528 328. 0518 - 3. 05 93. 79 25 74. 72

22 negative 6. 856 Ac id Blue 113 637. 1077 637. 1076 - 0. 16 91. 80 25 91. 77

23 negative 6. 898 Ac id V iole t 48 720. 2194 720. 2189 - 0. 69 78. 33 75 90. 41%

24 negative 6. 923 O range I 328. 0531 328. 0528 - 0. 91 89. 87 25 87. 69

25 negative 7. 025 Ac id Blue 7 668. 2034 668. 2015 - 2. 84 94. 34 20 85. 61

26 negative 7. 031 Ac id Blue 120 651. 1231 651. 1219 - 1. 84 97. 43 30 86. 30

27 negative 7. 165 Erythrosine 835. 6550 835. 6551 0. 12 95. 47 80 87. 12

28 negative 7. 213 Ac id Black 24 687. 1270 687. 1274 0. 58 64. 21 55 83. 49

29 negative 8. 81 Ac id O range 67 582. 0901 582. 0904 0. 52 98. 48 75 78. 45

经 LC /Q TOF MS分析, 8种苏丹类染料化合

物的检出限在 0 4 ~ 2 5 g /kg之间, 21种水溶性

合成色素及染料的检出限在 20 ~ 80 g /kg之间。

经过精确分子质量及标准物质谱图数据库的检索,

29种化合物的匹配度均较高, 其中 21种色素的匹

配度在 80%以上。综合回收率结果分析表明, 经正

己烷 水、乙腈、甲醇氨水提取和凝胶渗透色谱净

化, 29种合成色素化合物均能够被四极杆 飞行时

间质谱有效筛查出来。

2. 5 方法应用

应用本方法对超市采集到的 20份奶酪样品

(进口样品 10份,国产样品 10份 )进行测定, 均未

筛查出上述 29种合成色素。下一步将以奶酪基质

相似样品作为采集对象,扩大筛查范围和样品种类。

3 结语

建立了奶酪样品中 29种禁用和限用合成色素

的液相色谱 /四极杆 飞行时间质谱筛查方法。样品

前处理采用正己烷 水、乙腈、氨水 甲醇多种溶剂体

系提取,实现了不同极性的合成色素的有效提取;利

用四极杆 飞行时间质谱的精确质量数定性功能可

实现不同种类合成色素化合物的筛查。该方法对禁

用和限用合成色素筛查范围广泛,对含有蛋白质、脂

肪等基质食品具有较好的适用性。
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