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摘　要　采用液相色谱 (HPLC)结合蒸发光散射检测器 ( ELSD )对食品中的石蜡残留物进行了分析和检测。

利用正相色谱柱对石蜡和非石蜡组分进行了分离 ,而无需对石蜡组分进行逐一分离。利用 t检验 ,对构成石

蜡的烷烃组分在 ELSD检测器上的线性响应进行了显著性误差分析 ,结果显示 ,石蜡中烷烃组分具有相似的线

性响应。以此为定量依据 ,实现了食品中石蜡含量的快速定量分析。并对 HPLC2ELSD的检测和确证结果与

GC2MS法进行了对比。方法的线性范围为 10～500 mg/L,相关系数为 0. 9988; 检出限为 1 mg/L。以 10, 50和

100 mg/kg浓度水平添加石蜡时 ,其回收率在 84. 6%～105. 4%之间 ,相对标准偏差为 5. 4%～7. 2%。
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1　引　言

石蜡是一种石油产品 ,主要由不同碳原子数的正烷烃 Cn H2n + 2 ( n = 14～34)组成。石蜡可以在食品

包装材料中使用 ,但石蜡分解出的低分子化合物 ,容易引起人体肠胃功能紊乱、腹泻 ,长期摄入会降低免

疫功能 ,引发人体细胞变异疾病 ,危害健康 [ 1 ]。因此国标 2760《食品添加剂使用卫生标准》中严格规定

了石蜡的用途和使用范围 ,一是用作食品工业的加工助剂 ,但在制成最后成品之前去除 ;二是作为基础

剂物质在胶基糖果中适量使用 [ 2 ]。由于石蜡能改善食品的某些感官性能 ,可以降低食品生产成本 ,因

而将石蜡滥用于各类食品中的事件时有发生。如增加火锅底料硬度 ,在大米、瓜子等产品中抛光增加光

泽 ,增加粉丝的韧性和光泽 [ 3 ] ,浸涂菇种菌棒 (俗称“蜡棒”)生产蜡菇降低成本等。为有效监控食品中

石蜡残留水平 ,建立食品中石蜡残留量的分析方法具有重要意义。

目前 ,关于食品中石蜡的测定方法已有文献报道。皂化 2目测法 [ 4, 5 ]
,利用样品直接皂化液或样品提

取液的皂化液中石蜡会产生浑浊或小油珠现象 ,来判断样品中是否含有石蜡 ,方法简单 ,但灵敏度不高 ;

溶剂溶解法 [ 4 ]
,通过观察用特定溶剂溶解的样品溶液是否浑浊来进行鉴别 ,方法检出限高 , 受人为因素

影响大 ; DSC测定熔点范围法和质构仪测定硬度法 [ 4 ]
,这两种方法是利用温度曲线波动和硬度曲线波

动的方法来鉴别产品中是否含有石蜡 ,方法的分析时间相对较长。除以上的物理测定方法外 ,还有薄层

色谱法 [ 3, 4 ]、红外光谱法 [ 5, 6 ]、气相色谱法及气相色谱 2质谱法 [ 1, 7, 8 ]。薄层色谱和红外光谱法 ,方法简单 ,

定性分析好 ,但受样品基体组分的影响较大 ,定量分析也不准确 ;气相色谱法和气相色谱 2质谱法 ( GC2
MS)具有较好的分离度和选择性 ,但气相色谱的方法在对多组分的石蜡进行定量时 ,通常需要将石蜡中

每个组分逐一利用外标法进行定量 ,然后再加和计算总量。由于石蜡组分复杂 ,这种定量方法需要配制

大量的标准溶液 ,工作量和实验成本都较大。文献 [ 9 ]采用液相色谱 2蒸发光散射检测器测定食品包装
材料中的石蜡化合物 ,并利用傅里叶变换红外光谱法进行定性分析。蒸发光散射检测器是一种通用型

检测器 ,可检测挥发性低于流动相的任何样品 ,是测定无发色基团化合物的一种较好的方法。

本研究采用正相液相色谱 (HPLC)结合蒸发光散射检测器 ( ELSD )对食品样品中的石蜡残留量进

行了分离和检测。通过控制色谱条件 ,对石蜡组分和非石蜡组分进行了有效分离。在石蜡中烷烃组分

具有相似的线性响应的基础上 ,将石蜡中所有烷烃组分作为一个整体进行分析和定量 ,弥补了利用石蜡特

征组分进行定量时检出限高、结果不准确的缺陷。同时由于方法无需对石蜡组分中的每一个化合物逐一

进行分离和检测 ,有效地缩短了分析时间。本方法简单、快速、灵敏度高 ,可以用于食品安全质量控制。
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2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

ACQU ITY UPLC system高效液相色谱仪 (美国 W aters公司 ) ,配蒸发光散射检测器 ; 6890N气相色

谱 25973N质谱联用仪 (美国 Agilent公司 ) ; R210 /V810旋转蒸发仪 (瑞士 Buchi公司 ) ; N2EVAP 112氮

吹浓缩仪 (美国 O rganomation公司 ) ;超声仪 (美国 NEY公司 )。

全精制切片石蜡 (CAS 800227422,熔点自 52～64 ℃各系列 ,阿拉丁试剂有限公司 ) ;正二十二、二十

五、二十八、二十九、三十、三十一、三十二烷标准品 (纯度大于 99% ,美国 Fluka公司 ) ;正己烷、乙酸乙

酯、无水乙醚 (均为色谱纯 ,美国 Tedia公司 ) ;石油醚 (沸程 30～60 ℃)、无水 Na2 SO4 (分析纯 ,国药集团

上海化学试剂有限公司 ,使用前经 650 ℃灼烧 4 h后置于干燥器中备用 ) ; 0. 2μm PTFE针头滤膜 (美国

W aters公司 )。大米、干香菇、新鲜平菇、西瓜子样品均采购自市场。

2. 2　仪器条件

2. 2. 1　液相色谱条件　Agilent ZORBAX SIL色谱柱 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) ;进样量 5μL (针溢出 ) ;

色谱柱温 : 30 ℃;样品室温度 :室温 ;流动相 :正己烷 ;流速 : 0. 8 mL /m in。

蒸发光散射检测器条件 :漂移管温度 : 40 ℃;喷雾器模式 :冷却 ;喷雾器温度 : 12. 5 ℃;雾化气体 :氮

气 (99. 999% ) ;雾化气压力 : 206. 85 kPa;检测器条件 : 0～10 m in打开 , 10～14 m in关闭 , 14～15 m in打

开 ;增益 : 50。

2. 2. 2　气相色谱质谱条件　DB25MS色谱柱 (30 m ×0. 25 mm, 0. 25μm) ;进样口温度 : 290 ℃;传输线

温度 : 290 ℃;柱流量 : 1. 0 mL /m in;载气 :氦气 (99. 999% ) ;柱温曲线 : 100 ℃保持 2 m in, 10 ℃ /m in升至

290 ℃,保持 14 m in。质谱条件 :采集模式 : SCAN;扫描范围 : m / z 30～500;溶剂延迟时间 : 10 m in;电离

方式 : E I;电离能量 : 70 eV;进样量 : 1μL,分流比 5∶1。

2. 3　样品前处理

将大米、西瓜子、干香菇样品粉碎后 ,各称取 2 g于具塞锥形瓶中 ,加入 50 mL正己烷 ,于超声仪中

超声提取 10 m in;将新鲜平菇粉碎后 ,称取 5 g于具塞锥形瓶中 ,加入 10 g无水 Na2 SO4并充分搅拌后加

入 50 mL正己烷 ,超声提取 10 m in。

将上述提取液经滤纸过滤后 ,收集滤液 ,于 30 ℃下减压浓缩至约 2 mL,用 5 mL正己烷分数次洗涤

浓缩瓶 ,并将洗涤液转移至 10 mL玻璃试管内 , 40 ℃氮气流下浓缩至干 ,用 2 mL正己烷溶解残渣 ,过

0. 2μm滤膜 ,供测定。

2. 4　石蜡标准参考样的制备

高纯度的石蜡为全精制石蜡 ,通常根据其熔点范围 (间隔 2 ℃) , 分成不同的品种 ,如 52, 54, 56, 58

等牌号 ,熔点范围不同则其对应的石蜡组成也不同 ,而市场上并无宽熔点范围的全精制石蜡出售。为使

所用的标准参考样更有代表性 ,通过称量等量不同熔点系列的全精制石蜡并将其加热混匀后的混合物

作为标准参考样 ,其所得混合物组成涵盖了各不同熔点范围的石蜡成分 ,较单一熔程石蜡对照品更具有

代表性。 (1)石蜡标准参考样的制备　分别准确称取熔点为 52～64 ℃各系列切片石蜡 5. 00 g,放入小

烧杯中加热 ,待全部熔化后搅拌均匀冷却 ,即得到石蜡标准参考样。 (2)石蜡标准储备溶液的制备　准

确称取适量上述石蜡标准参考样 ,以正己烷溶解并配制成 1000 mg/L标准储备溶液。使用时用正己烷

稀释成适当的浓度。 (3)正烷烃标准储备溶液的制备　准确称取适量上述正烷烃标准品 ,以正己烷溶

解并配制成 1000 mg/L标准储备溶液。使用时根据需要用正己烷稀释成所需浓度。

3　结果与讨论

3. 1　提取剂的选择

提取剂的选择主要取决于被测物质的性质 ,并考虑被测样品的性质。石蜡的提取剂有正己烷、乙醚

和石油醚等。本实验分别采用正己烷、乙醚和石油醚在相同提取条件下进行提取 ,结果发现回收率均较

好 ,相差不大。由于无水乙醚挥发极快 ,具有一定的神经麻醉性 ,不适合作为提取剂 ;而石油醚的纯度不
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高 ,其中的不纯物质可能会对蒸发光散射检测器额外带来干扰和污染 ;而正己烷容易获得高纯级 ,且毒

性较低 ,故选用正己烷为提取剂。

3. 2　色谱条件的选择和优化

由于样品的正己烷提取物极性较小 ,因此在实验中选择正相色谱对石蜡组分与非石蜡组分进行分

离。以正己烷和乙酸乙酯混合液为流动相 ,考察了正己烷和乙酸乙酯的比例对分离效果的影响。结果

表明 ,随着正己烷比例的增大 ,石蜡组分的出峰时间不断后移。图 1a为流动相为 100%正己烷时石蜡

标准工作液的液相色谱图 ,此时石蜡组分在 3. 7 m in出峰。若增加流动相中乙酸乙酯的比例 ,石蜡组分

与非石蜡组分之间的分离效率降低。为获得最大分离度 ,本实验先选择 100% 正己烷为流动相。采用

GC /MS方法对石蜡组分的分离和检测进行研究 ,其定性结果作为 HPLC的方法的对比和确证。图 1b

显示了 GC /MS分析石蜡标准工作液的色谱图。从图 1b可见 ,石蜡组分是保留时间在 15～27 m in之间

出峰的一系列烷烃化合物。

图 1　石蜡标准工作液的 HPLC2ELSD ( a)与 GC2MS( b)检测对比图 (石蜡浓度为 200 mg/L)

Fig. 1　Comparison of chromatogram of paraffin waxes standard solution obtained by HPLC2evaporative light2
scattering detection ( ELSD) ( a) and GC /MS( b)

3. 3　蒸发光散射检测器条件的优化

由于石蜡无发色基团 ,无法使用紫外 2可见检测器和荧光检测器进行检测。蒸发光散射检测器作为
新一代通用型检测器 ,可以弥补此缺点。流动相在蒸发器中汽化 ,只有样品组分以微小微粒到达光散射

池并产生响应信号。实验表明 ,石蜡在蒸发光散射检测器上具有灵敏的响应。影响蒸发光散射检测效

果的主要因素有漂移管温度、载气流速以及喷雾器温度 ,本实验对检测器条件进行了优化 ,如 2. 2. 1节

所述 ,此时石蜡的响应值最佳。

3. 4　定性检测的可靠性

为了验证定性检测方法的可靠性 ,本实验对所有检测的样品均同时进行了 HPLC和 GC /MS的对比

检测。在流动相为正己烷的条件下 ,利用 HPLC对加标干香菇样品进行分析 ,如图 2a所示 ,杂质在

10 m in后出峰 ,与石蜡组分色谱峰的分离度较大。图 2b利用 GC /MS对加标干香菇样品进行了分析 ,

干香菇样品中石蜡组分的出峰时间与标准石蜡组分的出峰时间基本一致 ,并且利用 GC /MS谱图检索功

能也证实了在 15～24 m in之间的色谱峰 ,除了 1～2个色谱峰为基体杂质外 ,其它均为烷烃色谱峰。

用正己烷提取时 ,可有效提取干香菇内残留的脂溶性石蜡物质 ,但由于正己烷组织渗透性较差 ,干

香菇组织内一些极性组分不易被提取出来 , 因此样品提取液中干扰物质较少。通过对比干香菇阴性样

品和试剂空白的色谱图可以看出 ,试剂空白和阴性样品的色谱图相似 ,均为较平坦的基线图 ,如图 3a和

3b所示。对 HPLC检测阴性的样品再利用 GC2MS进行分析。从图 3c上也可看出 ,在 15～27 m in之间

没有明显的烷烃色谱峰的出现。GC2MS的对比分析结果也证实了 HPLC方法定性结果的可靠性。

因此 , 在实际样品的 HPLC色谱图中 ,若有保留时间与石蜡标准工作液出峰时间相近的色谱峰出

现 ,可认为是阳性样品。
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图 2　加标干香菇样品的 HPLC2ELSD ( a)与 GC2MS( b)检测对比图 (石蜡浓度为 200 mg/L)

Fig. 2　Comparison of chromatogram s of sp iked dried mushroom s obtained from HPLC2ELSD ( a) and GC /MS( b)

图 3　干香菇阴性样品提取物的 HPLC2ELSD与 GC2MS检测对比图

Fig. 3　Comparison of chromatogram s of dried mushroom negative samp le obtained from HPLC2ELSD and GC2MS

a. 试剂空白的 HPLC2ELSD谱图 (HPLC2ELSD chromatogram of reagent blank) ; b. 阴性样品的 HPLC2ELSD谱图 (HPLC2

ELSD chromatogram of dried mushroom s negative samp le) ; c. 阴性样品的 GC2MS谱图 ( GC2MS chromatogram of negative

samp le)。

3. 5　正烷烃在蒸发光散射检测器中响应因子一致性的考察和定量依据

由于石蜡为多种烷烃混合物 ,因此在气相色谱柱上会分离出数十个色谱峰 , 并且由于组分结构不

同 ,在同一个检测器上响应值也不同。若对石蜡进行定量分析 ,需要对其中各个烷烃组分进行定量分

析 ,然后再将所有组分含量相加得出石蜡的总含量。这种定量方法较为复杂 ,需要购买各个烷烃组分的

标准品 ,并且需要对各个组分绘制标准曲线进行定量分析。也可选取石蜡组分中某一个或几个特征峰

为定量依据 ,但由于不同类型石蜡中各组分含量比例并不完全一致 ,因此这种定量方法虽然简单 ,但定

量结果的偏离度较大。由于构成石蜡的正烷烃是同系物 ,不仅化学结构相差不大且物理性质相近 ,而通

常蒸发光散射检测器的响应值仅取决于光束中溶质颗粒的大小和数目 ,与其化学结构关系不大 ,检测器

对所有物质几乎具有相同的响应因子 [ 10 ]。如果石蜡中所有的组分在同一检测器上具有相同或相近的

响应因子 ,就可以利用其中任一种烷烃组分 ,对石蜡中所有组分进行定量计算。

为了验证此结论 ,本实验对石蜡成分中的不同正烷烃以及石蜡在蒸发光散射检测中的响应因子进

行了研究。分别准确移取 0. 1, 0. 5, 1. 0, 2. 0, 5. 0和 10 mL上述正烷烃和石蜡的标准储备液于 10 mL

容量瓶中 ,用正己烷稀释至刻度 ,摇匀 ,配制成系列标准溶液 ,每次进样 5μL,平行 3次。以峰面积的对

数 ( Y)与含量 (μg)的对数 (X )作图进行回归计算 ,得出每一种正烷烃和石蜡的线性回归方程 ,结果列于
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表 1。由表 1可见 ,一次方程的截距为 2. 92～3. 32; 一次方程的斜率值 ,即响应因子为 1. 45～1. 53,对

其进行显著性差异计算 , t = 1. 39 < t0. 05, 6 = 2. 45 ( P = 0. 95)。单个正烷烃和石蜡在蒸发光检测器上的线

性响应方程之间不存在显著性差异 ,可以采用单个正烷烃或石蜡的标准曲线进行定量分析。

在利用正相 HPLC进行分离检测时 ,不同化学结构的石蜡组分在同一时间流出。因此可以直接以

石蜡标准的峰面积或峰高为定量依据。

表 1　正烷烃和石蜡标准的 ELSD响应曲线方程
Table 1　L inear response equation of n2alkanes and paraffin waxes standard on ELSD

物质名称
Substance

name

线性回归方程
L inear regression

equation

相关系数 ( r)
Correlation
coefficient

物质名称
Substance

name

线性回归方程
L inear regression

equation

相关系数 ( r)
Correlation
coefficient

二十二烷
Docosane Y = 1. 53X + 3. 18 0. 9989 二十五烷

Pentacosane Y = 1. 48X + 3. 19 0. 9997

二十八烷
Octacosane Y = 1. 50X + 3. 17 0. 9999 二十九烷

Nonacosane Y = 1. 54X + 3. 10 0. 9995

三十烷
Triacontane Y = 1. 51X + 3. 15 0. 9991 三十一烷

Hentriacontane Y = 1. 47X + 2. 92 0. 9994

三十二烷
Dotriacontane Y = 1. 45X + 3. 21 0. 9991

石蜡标准参考样
Paraffin wax

standard reference
samp le

Y = 1. 48X + 3. 32 0. 9988

3. 6　线性关系、回收率、精密度和检出限

将石蜡标准储备溶液稀释得到系列标准溶液 ,取 5μL进样 ,各测定 3次 ,取其峰面积的平均值 ,以

峰面积的对数 ( Y)与含量 (μg)的对数 (X )作图进行回归计算 ,方法的线性范围为 10～500 mg/L ,相关

系数为 0. 9988。当 S /N = 3时 ,检出限为 1 mg/L。

干香菇、新鲜平菇以 10, 50和 100 mg/kg浓度水平添加石蜡时 ,其回收率在 84. 6%～105. 4%之

间 ; 相对标准偏差为 5. 4%～7. 2% ,结果见表 2。

表 2　HPLC2ELSD法测定不同样品中石蜡的回收率和相对标准偏差 ( n = 6)

Table 2　Paraffin recovery and the relative standard deviation obtained from different samp les with HPLC2ELSD method

样品名称
Samp le name

10 mg/kg

回收率
Recovery ( % )

相对标准偏差
RSD ( % )

50 mg/ kg

回收率
Recovery ( % )

相对标准偏差
RSD ( % )

100 mg/kg

回收率
Recovery ( % )

相对标准偏差
RSD ( % )

干香菇 D ried mushroom 105. 4 5. 4 88. 3 6. 3 84. 6 6. 7

新鲜平菇
Fresh mushroom 103. 9 7. 2 86. 1 5. 8 87. 5 6. 5

3. 7　实际样品的检测

利用建立的 HPLC2ELSD方法 ,对采自市场的 20份干香菇样品、30份新鲜平菇样品进行了检测。

6份样品石蜡含量大于 2 g/kg, 4份样品石蜡含量在 10～50 mg/kg之间 ,检出率达 20%。这表明食用菌

的生产领域仍存在采用落后石蜡保水工艺 ,有必要进一步加强食用菌的生产管理工作。
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Applica tion of Norma l Pha se L iqu id Chroma tography 2Evapora tive

L ight2Sca tter ing D etection for D eterm ina tion of Paraff in W ax in Food

SHENG Xuan, HU Yan2Yun, ZHANG Lei, SUN Hao, ZHENG Ping3 ,

TAO Fa2Rong, YANG Yan2Yan, HANG J i

(A nhu i En try2Exit Inspection and Q uarantine B ureau, Hefei 230022)

Abstract　A method was p roposed for the separation and determ ination of paraffin waxes in food by HPLC2
evaporative light scattering detection ( ELSD ). A normal2phase column was used to separate nonparaffinic and

paraffinic materials without resolving the latter into individual components. The t2test method was adop ted for

the evaluation of mean difference between response factors of n2alkanes in paraffin waxes on ELSD detector.

No mean difference was obtained between response factors, which can be used for quantitative determ ination of

paraffin waxes in food. The determ ination results obtained by HPLC2ELSD were compared with those by

GC2MS. The linear range for the determ ination of paraffin waxes was in the range from 10 to 500 mg/L with a

correlation coefficient of 0. 9988, and the lim it of detection was 1. 0 mg/L. W ith the sp iking level of 10, 50

and 100 mg/kg, the recovery ranged from 84. 6% to 105. 4% and the relative standard deviation ranging from

5. 4% to 7. 2%. The p roposed method is simp le, fast and sensitive.

Keywords　Paraffin wax, evaporative light2scattering, liquid chromatography, food
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《颗粒分散科学与技术》

　　该书从胶体化学、表面 (界面 )化学理论、材料学及颗粒技术出发 ,系统地介绍了颗粒的性质、颗粒间的相互作用、颗

粒表面改性、颗粒在不同介质中的分散理论、分散特征、分散方法与技术。该书对分散剂、分散的评价方法、典型设备以

及分散技术的应用等也作了介绍。

该书系统地总结国内外有关颗粒分散技术的最新研究成果和生产实践 ,以促进超细颗粒技术及其相关工业的发展 ,

有助于相关行业人员加深和拓宽对颗粒分散这门多学科、跨行业的新兴综合性科学技术的理解。

该书对超细颗粒加工和颗粒分散相关行业和学科感兴趣的科技工作者参考。

该书由任 俊、沈 健、卢寿慈 著 ,化学工业出版社出版 ,定价 28. 00元。
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