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摘 � 要: 从化学反应条件的控制及气相色谱 -质谱 ( GC - M S)和高效液相色谱 /二极管阵列检测器 (H PLC /

DAD)联用方面, 探讨了 4�氨基偶氮苯的检测方法。实验表明, 在样品中加入氢氧化钠, 样品中的 4�氨基偶

氮苯和新鲜配制的连二亚硫酸钠发生反应, 使 4�氨基偶氮苯的碳碳双键断裂。释放的 4�氨基偶氮苯在氯化钠

存在的混合物中与叔丁基甲醚进行液液萃取。取叔丁基甲醚层进行分析, 通过 GC - M S的保留时间及特征离

子碎片并结合 HPLC /DAD紫外法对 4�氨基偶氮苯进行定性和定量分析。4�氨基偶氮苯在 2�5~ 30 mg /kg范围

内呈良好的线性关系, 其线性方程为: y = 91� 23x+ 5� 272, 相关系数 r= 1�000, 检出限为 3�20 m g /kg, 平均

回收率不低于 90% 。
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Determ ination o f 4�Am inoazobenzene in Textile by GC- M S and H PLC /DAD
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Abstrac:t A m ethod fo r the determ ina tion o f4�am inoazobenzenew as developed w ith tw o aspects o f the

contro l o f chem ical react ion condit ions and the com b ination ofGC- M S andH PLC /DAD. The resu lts

show ed, in the presence of sodium hydrox ide, 4�am inoazobenzene cou ld reactw ith fresh sodium dith i�
on ite solution, and broke the carbon- carbon double bond of 4�am inoazobenzene. The prepare tim e of

sod ium d ith ionite so lution should be less than 3 hours to ensure its reductive. The product of 4�am ino�
azobenzene w as ex tracted w ith t�buty lm ethy l ether in the presence o f sod ium chloride in 5 m in. The

analysis of 4�am inoazobenzene in organic layer o f t�buty lm ethy l ether w as carried out by GC - M S and

HPLC /DAD m ethod. A good linear relat ionsh ip w as obta ined over the concentration of 4�am inoazo�
benzene in the range o f 2�5- 30 m g /kg. The linear equation w as y= 91�23x+ 5�272, w ith a corre�
lation coefficient of 1�000. The detect ion lim itw as 3�20 m g /kg, and the average recoveries w ere not

less than 90% .
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我国是纺织品出口大国, 现阶段我国及欧美各国均制定了包括印染工艺中应用的偶氮染料的安全

性在内的许多 �绿色堡垒  , 以保障消费者的权益 [ 1]
。分子结构中含有偶氮基的染料统称为偶氮染料。

部分有害偶氮染料经与人体代谢过程中释放的成分混合并发生偶氮基还原反应后, 可能会释放有致癌

危险的芳香胺
[ 2]
。欧盟

[ 3- 5]
、德国

[ 6- 8]
以及我国

[ 9- 10]
相应制定了不同纺织物料的检测方法对 4�氨基偶

氮苯进行检测
[ 11]
。因为 4�氨基偶氮苯极不稳定, 容易分解成苯胺和 1, 4�二氨基苯, 仅靠官方制订的方

法不足以确定
[ 12]

, 其存在与否需用特定方法进一步确认。现阶段只有德国介绍了 4�氨基偶氮苯定量分
析的方法

[ 13]
。但德国标准只简要介绍了其测定方法: 将织物浸置于含有氢氧化钠溶液的密闭容器中,

在 40 ! 的水浴与连二亚硫酸钠发生反应, 释放的 4�氨基偶氮苯在氯化钠存在的混合物中与醋酸乙酯进
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行液液萃取, 取醋酸乙酯萃取液用 GC- M S分析。

本文在德国方法的研究基础上进一步考察 4�氨基偶氮苯的测试方法。在样品中加入氢氧化钠溶液,

样品中的 4�氨基偶氮苯和新鲜配制的连二亚硫酸钠发生反应, 使 4�氨基偶氮苯的碳碳双键断裂。释放
的 4�氨基偶氮苯在氯化钠存在的混合物中与叔丁基甲醚进行液液萃取, 取叔丁基甲醚层进行分析。通

过 GC- M S的保留时间及特征离子碎片
[ 14]
并结合 H PLC /DAD紫外法对 4�氨基偶氮苯进行了定性和定

量分析。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
Ag ilent 7890A /5975C GC /M S, Ag ilentH PLC ( Ag ilent 1200 series) , 普通水浴锅, 精确到 0�1 m g的

分析天平, 振荡器, 实验室通用的玻璃仪器, 50 mL带帽玻璃试管。

甲醇和叔丁基甲醚为色谱纯, 其余试剂均为分析纯。柠檬酸盐缓冲液 ( 0�06 m o l/L, pH = 6�0) : 取

12�526 g柠檬酸和 6�320 g氢氧化钠, 溶于超纯水中, 定容于 1 000 mL容量瓶; 200 g /L连二亚硫酸钠

溶液: 取 20 g连二亚硫酸钠 (N a2 S2O 4含量不小于 85% )溶于 100 mL超纯水 (新鲜配制 ) ; 2%氢氧化钠

水溶液: 取 2 g氢氧化钠溶于 100 mL水中。

1�2� 标准溶液的配制
用甲醇将 4�氨基偶氮苯、苯胺、 1, 4�二氨基苯分别配制成 5 000 m g /L的溶液, 避光密封后保存在

冰箱冷冻箱中 (单标, 每月配制 ); 取 2 mL 5 000 m g /L单标于 100 mL容量瓶中, 甲醇定容, 配制成

100 m g /L混标, 密封避光存于冰箱冷冻箱中 (每周配制 ); 每天配制标准工作液 ( 2�5、 5�0、 10、 15、

30 m g /L )。由于 4�氨基偶氮苯、苯胺、 1, 4�二氨基苯的稳定性较差, 易造成定量不准确, 使检验结果

偏差较大, 因此所有的标准品均在 - 18 ! 的环境下避光密封保存。

1�3� 样品处理
皮革样品先脱脂: 称取 1�00 g试样于 50 mL试管中, 加入 20 mL正己烷, 置于 40 ! 水浴超声波中

处理 20 m in, 滗掉正己烷, 重复上述步骤 1次。脱脂后的试样自然风干。含聚酯的织物先用 20 mL三

氯甲烷抽提 30 m in, 抽提液冷却至室温后用 65 ! 的旋转蒸发仪蒸去溶剂; 用 2 mL甲醇将剩余物完全

转移到 50 mL的带盖试管中。

样品中加入 9 mL 2% NaOH水溶液, 所有样品要浸湿。加入 1�0 mL新鲜配制的连二亚硫酸钠溶液后

立即摇匀。将此密闭试管置于 40 ! 水槽中振荡 30 m in。取出后立即用冰水冷却, 2m in内冷却到室温。加

入 7 g氯化钠和 10 mL叔丁基甲醚, 旋紧盖子, 置于振荡器中振荡 45 m in。取约 1 mL的有机层进行分析。

表 1� H PLC流动相梯度

Table 1� The m ob ile phase grad ient o fH PLC

T im e t /m in M ob ile phase A /% M ob ile ph ase B /% Pattern of change

0 50 50 -

15 90 10 Lin earity

20 90 10 Lin earity

25 50 50 Lin earity

30 50 50 Lin earity

1�4� 色谱分析条件
1�4�1� 气相色谱 -质谱联用仪 � DB�35M S ( J & W ) Column毛细管柱 (交联 35% 硅氧烷, 30 m ∀ 0�25

mm ∀0�25 �m ); 柱温: 采用程序升温, 60 ! ( 1 m in), 以 15 ! /m in升至 200 ! , 再以 20 ! /m in升至

310 ! ( 3 m in); 载气: 高纯氦气 (纯度不低于 99�999% ), 流速: 1 mL /m in; 进样口温度: 220 ! ; 进样

体积: 1 #1, 脉冲不分流; 扫描范围: 50~ 350 u; 电离方式及电压: E I 70 eV。

1�4�2� 高效液相色谱 /二极管阵列检测器 � 色谱柱: E clipse XDB C18 ( 5 �m, 250 mm ∀ 4�6 mm ); 流速:

0�7 mL /m in; 柱温: 30 ! ; 进样量: 10 �L; 检测器: DAD; 流动相 A: 甲醇; 流动相 B: pH = 6�9的磷
酸二氢铵 -磷酸氢二钠溶液; 流动相梯度见表 1; 检测波长: 240、320 nm。

2� 结果与讨论

2�1� 萃取溶剂的选择
萃取溶剂需满足的首要条件是其密度必须小

于水, 其次是溶解待测物的能力强。欧洲标准推

荐用于仪器定性、定量分析的溶剂包括: 甲醇、

醋酸乙酯和叔丁基甲醚。GB标准用乙醚代替叔丁

基甲醚, 虽然可以节约分析成本, 但由于两者的
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化学性质存在差异, 对芳香胺的溶解性能也不相同, 造成国家标准 ( GB )分析结果的准确度低于欧洲标

准。甲醇、醋酸乙酯、乙醚、叔丁基甲醚对 4�氨基偶氮苯的萃取量分别为 23、 25、20、29 mg /kg, 叔丁

基甲醚效果最好, 故本实验采用叔丁基甲醚作为萃取剂。

2�2� 还原剂连二亚硫酸钠配制的时间控制
样品浸置于含有氢氧化钠溶液的密闭容器中, 在40 ! 下与 200 g /L的连二亚硫酸钠发生反应, 此

为检测 4�氨基偶氮苯的关键步骤之一。标准中未规定连二亚硫酸钠配制的时间, 而连二亚硫酸钠在水

分、湿气、氧气中容易分解。实验结果表明, 配好的连二亚硫酸钠溶液放置不到 8 h, 其有效成分即会

有明显损失, 放置 1 d后有效成分几乎全部损失。检测中如果还原不充分, 会影响定量结果, 故在实

际还原过程中, 应该掌握好配液的时间, 最佳反应时间确定为小于 3 h。

图 1� 反应时间对 4�氨基偶氮苯
回收率的影响

F ig� 1� E ffect o f reaction tim e on recovery

of 4�am inoazobenzene

2�3� 冷却到振荡的时间控制
还原反应的程度与反应时的酸碱度、温度、时间和其它

处理条件有关。因此一旦在规定的温度下达到一定的反应时

间, 必须在尽可能短的时间内 ( 2 m in)将反应物温度降至室

温 ( 20~ 25 ! ), 从冷却到加入 7 g氯化钠和 10 mL叔丁基甲

醚并置于振荡器上的过程不能超过 5 m in, 以免发生过度反

应
[ 15]

, 确保分析结果的重复性。如图 1所示, 从冷却到上

振荡器这一过程如果超过 5 m in, 4�氨基偶氮苯的回收率会
明显降低。

2�4� 线性方程、检出限与加标回收率

4�氨基偶氮苯在 2�5~ 30 m g /kg范围内呈良好的线性关系, 其线性方程为: y = 91�23x ( m g /L ) +

5�272, 相关系数 r= 1�000。

采用在空白中添加标准溶液的方法, 对 4�氨基偶氮苯进行加标回收率实验。加标水平为 10、 15、

30 m g /kg, 每个水平重复 5次, 实验结果见表 2。平均回收率为 90% ~ 91% , 相对标准偏差 ( RSD)为

1�0% ~ 1�2% , 以信噪比 S /N = 3计算 4�氨基偶氮苯的方法检出限为 3�20 m g /kg。MDL的计算: 先计算

5次实验的标准偏差 SD, M DL= SD ∀ t, 在置信度为 0�99时, t值为 3�365。

表 2� 4�氨基偶氮苯的回收率及方法检出限
Table 2� Recoveries and m ethod detec tion lim its of 4�am inoazobenzene

Added

w / (m g∃ kg- 1 )

R ecovery R /%

T rial 1 Trial 2 Trial3 Trial 4 T rial 5 Average
SD

RSD

sr /%

MDL

w / (m g∃ kg- 1 )

10 90 90 89 90 91 90 1�0 1�1 3�37

15 93 91 91 90 90 91 1�1 1�2 3�60

30 92 92 92 90 91 91 0�95 1�0 3�20

图 2� 4�氨基偶氮苯的 T IC图 ( A )与质谱图 ( B)

F ig� 2� T IC chrom atog ram ( A ) and m ass

spectra( B) o f 4�am inoazobenzene

2�5� 方法的定性与定量
本实验通过 GC- M S比较试样与标样的保留时间及

质谱特征离子, 并结合 H PLC /DAD紫外进行定性, 通过

扫描特征离子, 运用 N IST数据库确定样品中含有 4�氨
基偶氮苯, 见图 2。 4�氨基偶氮苯的出峰时间是 7�28

m in, 其特征离子 92、 197、 65和 120的丰度和质荷比较

好。如果GC- M S检出 4�氨基偶氮苯, 则用 HPLC /DAD

进一步确认, 并用标准曲线进行定量分析。图 3A是 4�
氨基偶氮苯的 H PLC /DAD色谱图, 图中的出峰时间是

17�281 m in, 与标准的出峰时间一致, 峰形的相似度很

高。可通过紫外光谱检测, 进一步确定。图 3B是 4�氨
基偶氮苯的 UV - V is光谱图, 其与标准图库中 4�氨基偶
氮苯的 UV - V is光谱图的匹配度高达 999以上, 这也是
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确定出峰为 4�氨基偶氮苯的最大因素。

2�6� 实际样品分析
取适量样品分别用德国标准 ( LFGB %64 BVL B

82�02- 9: 2006)和本文实验方法做测试比对。 LFGB

方法的数据: 4�氨基偶氮苯是 30 m g /kg, 苯胺、1, 4�二
氨基苯分别为 6、 6�5 m g /kg; 本方法的数据: 4�氨基

图 3� 4�氨基偶氮苯的高效液相色谱图 ( A )与

UV- V is光谱图 ( B)

F ig�3� HPLC ch rom a tog ram ( A ) and UV - V is

spectra( B ) o f 4�am inoazobenzene

偶氮苯 35 mg /kg, 苯胺、 1, 4�二氨基苯小于 3 m g /kg。

从实验数据可知采用德国 LFGB % 64 BVL B 82�02- 9:

2006的方法未能较好控制还原条件, 还存在苯胺、1,

4�二氨基苯, 使得 4�氨基偶氮苯的回收率较低。本方
法中则基本没有苯胺和 1, 4�二氨基苯, 4�氨基偶氮苯
有较高的回收率, 提高了分析的准确性。

3� 结 � 论

综上所述, 检测 4�氨基偶氮苯的关键在于两点。
一是稳定可靠的还原条件: 既要使染料充分还原 & & &
新鲜配制 200 g /L的连二亚硫酸钠溶液, 时间要小于

3 h; 又要避免 4�氨基偶氮苯进一步还原 & & & 冷却及加

入氯化钠、叔丁基甲醚上振荡器的时间控制在 5 m in之内, 保证还原反应后 4�氨基偶氮苯具有较高的回
收率。二是 GC- M S和 HPLC /DAD先进仪器的联用测定。从理论和初步实践上看, 该技术更为可靠稳

定, 可为制定我国纺织品中可分解 4�氨基偶氮苯染料的测定方法提供参考。
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