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超高效液相色谱-串联质谱快速

筛查葡萄酒中的 14种禁用食品添加剂
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摘 要 建立了同时测定葡萄酒中 14 种禁用食品添加剂的超高效液相色谱-电喷雾电离串联质谱( UPLC-

ESI-MS/ MS)分析方法。采用 UPLC BEH C18( 100 mm 2. 1 mm 1. 7 mm) 色谱柱, 对流动相的组成、缓

冲液离子强度及质谱的各种参数进行了优化。结果表明, 流动相的离子强度对食品添加剂的质谱检测有重要

影响 ,以含 1 mmol/ L 甲酸铵-甲酸缓冲液( pH 3. 9)-乙腈为流动相, 梯度洗脱,柱温 35 , 可以在 6 min 内完

成 14 种食品添加剂的分离和检测。在 ESI负离子模式下,采用选择离子监测方法进行测定时, 除三氯蔗糖、

日落黄和酸性红 13 的检出限分别为 10, 2 和 2 mg / L 外, 其它 11 种的检出限在 0. 01~ 1. 0 mg/ L 之间。回收

率为 93. 8% ~ 106% , 相对标准偏差小于 3. 1%。本方法快速、准确、灵敏度高,可用于葡萄酒及其它复杂基质

食品中的低剂量、多种禁用食品添加剂的同时筛查。
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1 引 言

葡萄酒是新鲜葡萄或葡萄汁经发酵而成,富含有机酸、糖类、黄酮类、酚类和原花青素等功能成分,

适量饮用能够预防多种疾病[ 1, 2] 。国家标准 GB2760-2007《食品添加剂使用卫生标准》在葡萄酒中仅允

许添加焦糖色作为着色剂,三氯蔗糖作为甜味剂, 除此之外禁止添加任何种类的着色剂和甜味剂
[ 3]
。近

年来,在葡萄酒中添加非法着色剂和甜味剂的情况时有发生,为了保障葡萄酒的饮用安全,有必要建立

一种快速、准确、灵敏的方法对葡萄酒中的禁用食品添加剂进行测定。

目前,检测食品中着色剂和甜味剂的方法有高效液相色谱[4, 5]、紫外分光光度法[ 6]、离子色谱法[ 7]、毛细管

电泳法[ 8~ 10]及液相色谱-质谱法[ 11~ 15]等。由于使用液相色谱-紫外分光光度法不能提供结构信息,而葡萄酒成

分又较复杂,因而在检测微量成分时容易发生假阳性或假阴性现象。近年来,质谱技术已在食品中添加剂的

筛查方面显现出显著优势[ 13,14]。然而目前所报道的质谱方法多采用传统的色谱条件,其中所用的醋酸铵或是

甲酸铵溶液缓冲液浓度多大于 20 mmol/ L
[ 12~ 14]

。研究表明,过高的离子浓度对分析物的电离具有较强的抑

制作用
[ 16, 17]
。因此,为提高检测的灵敏度,增强对食品中禁用物质的筛查能力,有必要对质谱分析时缓冲液的

浓度进行优化。本研究建立了同时高灵敏、快速筛查葡萄酒中14种禁用甜味剂和着色剂的超高效液相色谱

(UPLC)-串联三重四极杆质谱( QQQ)方法,对色谱分离中缓冲液的浓度对质谱检测的灵敏度的影响进行了探

讨。本方法已成功用于葡萄酒中禁用添加剂的快速检测。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

超高效液相色谱仪( UPLC, 美国Waters公司) ;串联 API 5500三重四极杆质谱仪(美国 Applied

Biosystems公司) , 配备Waters UPLC 自动进样器,柱温箱,数据采集由 Analyst 1. 5. 1软件完成。

糖精钠( Sodium saccharin)、安赛蜜( Acesulfame)、阿斯巴甜( Aspartame) , 购自美国 Supelco 公司; 甜

蜜素( Sodium cyclamate)、纽甜( Neotame)、丽春红 2R( Ponceau 2R)、丽春红 3R( Ponceau 3R)、丽春红



SX( Ponceau SX) , 购自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司) ; 三氯蔗糖 ( Sucralose)、日落黄 ( Sunset Yellow

FCF)、诱惑红( Allura Red)、红色 2G( Acid Red 1)、酸性红 13( A cid Red 13)、赤藓红( Er ythr osine)、甲

酸、甲酸铵,购自美国 Sigma公司; 实验室用水由 M illipor e纯水仪制备。10份葡萄酒样品购自超市。

2. 2 标准溶液的配制

准确称取适量上述标准品,用水溶解并定容, 配制成 1000 mg/ L 的单标储备液; 准确移取各标准储

备液 0. 5 mL,混合于 100 mL 容量瓶中,用水定容,配制成 5 mg / L 的混合标准工作液。用水逐级稀释,

制成浓度范围为 0. 1~ 500 mg/ L 的系列混合标准溶液。

2. 3 样品溶液制备

取葡萄酒样品 10 mL 于 50 mL 烧杯中,超声脱气 10 min;取脱气后的样品 1. 0 mL 于 10 mL 具塞

试管中,用水定容至 10 mL, 过 0. 22 mm 滤膜后分析。

2. 4 色谱-质谱条件

UPLC BEH C18色谱柱( 100 mm 2. 1 mm 1. 7 mm,美国Waters公司)。流动相 A为乙腈, 流动

相B为 1 mmol/ L 甲酸铵-甲酸缓冲液( pH 3. 9)。流速0. 3 mL/ m in,进样体积2 mL,柱温35 ;梯度洗

脱程序: 0~ 1. 5 m in, 7% A; 1. 5~ 7. 0 m in, 7%~ 90% A; 7. 0~ 10. 0 m in, 90% A。

电喷雾电离源, 负离子模式, 多反应监测( MRM ) ; 实验所用气体均为高纯液氮, 碰撞气( CAD)压力

为41. 4 kPa, 气帘气( CUR)压力为 138 kPa, 雾化气( GS1)压力为 448 kPa, 辅助气( GS2)压力为 414

kPa。电喷雾电压( IS)为- 4. 5 kV, 去溶剂温度( T EM)为 500 , Q0入口电压( EP) - 10 V, 碰撞室出

口电压( CXP)为- 11 V, 14种添加剂的定性/定量离子对、碰撞电压( CE)及去簇电压( DP)见表 1。

表 1 14种食品添加剂检测的最优质谱参数

Table 1 Optimum parameters and selected fragment ions fo r 14 fo od additiv es

序号
No

分析物
Analyte

分子式
Molecular
form ula

母离子
Precu rsor ion
( m/ z )

产物离子
Pr odu ct ion
( m/ z )

去簇电压
Declu sterin g poten tial

( V)

碰撞能
Col lision en ergy

( eV)

1 安赛蜜 Acesul fame C4H 4KNO 4S 162. 1

2
糖精钠

Sodium Sacch arin
C7H 4NO3 SNa 2H2O 182. 1

3
甜蜜素

S odium Cyclamate
C 6H 12NNaO 3 S 178. 2

4
日落黄

Sunset Yel low FCF
C16H 10N 2Na2O 7 S2 407. 1

5 诱惑红 Allu ra Red C18H 14N 2Na2O 8 S2 451. 2

6 红色 2G Acid Red 1 C18H 13N 3Na2O 8 S2 232. 1

7
酸性红 13
Acid Red 13

C20H 12N 2Na2O 7 S2 457. 1

8 三氯蔗糖 Sucralose C12H 19Cl3O 8 395. 0

9
阿斯巴甜

Aspartame ( ASP)
C14H 18N 2O 5 293. 2

10
丽春红 2R
Ponceau 2R

C18H 14N 2Na2O 7 S2 435. 2

11
丽春红 SX
Ponceau SX

C18H 14N 2Na2O 7 S2 435. 2

12
丽春红 3R
Ponceau 3R

C19H 16N 2Na2O 7 S2 449. 2

13
纽甜

Neotam e ( NTM )
C20H 30N 2O 5 377. 3

14
赤藓红

E rythrosine
C 20H6 I4Na2O 5 834. 8

82. 0* - 40 25

78. 0 34

106. 0* - 20 27

62. 0 42

80. 0* - 80 40
96. 0 27

207. 1* - 152 45

327. 1 30

207. 1* - 80 47

371. 1 32

179. 0* - 65 15

291. 2 22

206. 8* - 130 44

377. 2 34

359. 0* - 100 15

200. 1* - 110 21

146. 1 25

302. 1* - 80 40

355. 1 35

355. 1* - 80 28

171. 0 35

369. 2* - 80 37

302. 1 39

200. 1* - 100 24

230. 4 30

663. 0* - 60 52

537. 0 54

* 定量离子( Quant ifying ion)。
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3 结果与讨论

3. 1 流动相条件优化

文献[ 12]报道, 采用高效液相色谱-串联质谱检测葡萄酒中 5 种甜味剂时, 这些甜味剂在甲醇-

20 mmol/ L 甲酸铵-甲酸体系的保留时间与甲醇-20 mmol/ L 醋酸铵-醋酸体系一致,同时部分甜味剂的灵敏度

提高了 15倍以上,这说明甲酸铵体系可以获得比醋酸铵体系更高的灵敏度。Storm等
[ 16]
的研究表明,溶液中

的NH 4
+ 浓度严重影响质谱检测的灵敏度。Miniot i等[ 5]的研究表明,使用乙腈分离着色剂可以获得比甲醇更

好的峰对称性。因此,本研究以乙腈-20 mmol/ L 甲酸铵(含0. 1%甲酸, pH 3. 9)为流动相,对所研究的 14种

食品添加剂的分离条件进行了优化, 14种添加剂可以在 6 min内得到较好分离(见图 1)。

考察了缓冲液的浓度对添加剂的信号强度的影响。选用的甲酸铵-甲酸( pH 3. 9)缓冲液的离子浓

度分别为 20, 10, 5, 2. 5 和 1 mmol/ L。研究表明,随着缓冲液浓度的降低,溶液中的离子强度相应降

低(图 2) ,但各添加剂的保留时间基本不变, 这说明离子强度的降低并未对待分析物的分离度产生影

响。然而, 待分析物的峰高却显著提高(见图 3)。由于部分着色剂未实现基线分离, 为避免相互间的竞

争抑制效应对分析结果的影响,在此仅以 6种甜味剂的峰高的变化对其进行表征。从图 3可见, 6 种甜

味剂的信号强度随流动相离子强度的降低而不断提高,这说明过高的离子强度确实对添加剂的质谱检

测有离子抑制作用。为取得最高的灵敏度, 本研究选择乙腈-1 mmo l/ L 甲酸铵-甲酸体系作为 14种添

图 1 优化条件下 14 种添加剂的多反应监测色谱图

Fig. 1 MRM chromatog r am of 14 food additives under

optimum separ ation conditions

各编号对应分析物见表 1( Numbers of analytes are s am e as in

Table 1)。

图 2 不同浓度甲酸铵缓冲液的电导率

F ig . 2 Electric conductiv ity of ammonium format e

buffer under differ ent concent ration

图 3 6 种甜味剂在流动相中不同离子强度下峰高比较

F ig . 3 Comparison of the effect o f am ine concentr ation in mobile phase on t he Peak

heights o f 6 sw eet eners
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加剂的分离体系。需要说明的是,考虑到葡萄酒中的禁用添加剂一般浓度较低, 加标分析也表明低于 1

mg/ L 浓度水平的添加剂不会产生过载现象,所以本研究选择了此浓度水平的缓冲液。在对确定含有

较高浓度水平的甜味剂或是着色剂进行检测时,则需要选择较高浓度水平的缓冲液。

3. 2 方法线性、回收率、精密度及检出限

在上述实验条件下, 考察 14种添加剂在 0. 1~ 500 mg/ L 浓度范围内的线性关系和相关系数,并以

14种添加剂的信噪比为 3时的进样浓度为检出限。回收率和精密度的测定通过向阴性葡萄酒样品中

添加 10 mg/ L 甜味剂混合标准溶液进行,每个浓度样品平行分析 3次。结果见表 2。

表 2 14种添加剂的线性范围、线性方程、相关系数、添加回收率、精密度及检出限( n= 3)

Table 2 L inear r ange, cor relat ion coefficients, lim its o f detection ( LOD) , r ecoveries and relativ e standard deviat ions

( RSD) of 14 food additiv es. The recoveries wer e eva luated by cont ro lling the fo rtif ication level of each dye in negativ e

wine samples at 10 mg/ L ( n= 3)

序号
No.

保留时间
Retent ion t im e

( min)

线性范围
Linear ran ge
( mg/ L)

回归方程
Regr ess ion
equation

相关系数
C orr elat ion
coef f icien t( r)

检出限
LOD
( mg/ L)

回收率
Recovery
( %)

RSD
( % , n= 3)

1 1. 30 0. 2~ 100 Y= 1. 17E4X + 203 0. 9997 0. 05 98. 2 1. 5

2 1. 74 0. 4~ 200 Y= 2. 84E3X - 151 0. 9995 0. 1 95. 4 2. 0

3 2. 27 0. 1~ 50 Y= 4. 36E4X+ 6. 82E3 0. 9998 0. 01 96. 1 0. 5

4 3. 15 10~ 100 Y= 265X - 809 0. 9949 2. 0 106 2. 5

5 3. 36 5~ 50 Y= 331X - 779 0. 9959 1. 0 100. 4 3. 1

6 3. 50 1~ 500 Y= 733X - 257 0. 9993 0. 1 95. 6 2. 4

7 3. 64 10~ 100 Y= 583X - 3. 77E3 0. 9955 2. 0 95. 7 3. 1

8 3. 65 50~ 500 Y= 243X + 538 0. 9994 10 96. 7* 0. 5

9 3. 76 2~ 50 Y= 7. 9E3X- 7. 61E3 0. 9982 0. 8 103 1. 9

10 3. 87 1~ 500 Y= 9. 23E3X- 6. 98E3 0. 9991 0. 1 94. 7 3. 1

11 3. 88 1~ 500 Y= 1. 2E4X- 6. 25E3 0. 9998 0. 1 97. 6 2. 3

12 4. 06 1~ 500 Y= 3. 93E3X- 1. 87E3 0. 9992 0. 1 102 0. 5

13 5. 06 5~ 100 Y= 6. 24E3X- 1. 82E3 0. 9931 0. 05 95. 8 1. 2

14 5. 47 1~ 100 Y= 1. 48E3X- 2. 91E3 0. 9901 0. 2 93. 8 0. 3

序号代表分析物名称同表 1( Numbers of analytes are same as in T ab le 1) ; * 添加浓度为 100 mg/ L ( Spik ed concent rat ion w as 100

mg/ L)。

3. 3 方法应用

对北京市市售 10 种低价格的红葡萄酒

样品进行测定,根据各添加剂的保留时间及

选择的两对子离子峰高的比值进行定性分

析。结果表明, 有 5个样品含有禁用添加物,

且均为甜味剂(表 3)。除了允许添加的三氯

蔗糖外,还含有糖精钠、甜蜜素和纽甜 3种甜

味剂(图 4)。其中对于糖精钠, 由于其定量

离子和定性离子的强度相差约 60倍,而其在

样品中的浓度又较低,因此,通过对其进行加

标回收,根据保留时间和回收率进行了确证。

表 3 实际葡萄酒样品的检测结果

Table 3 Quantification r esult s of food additives in po sitiv e w ine

samples by UPLC-MS/ M S

样品编号
Sample
No.

添加剂
Addit ives

浓度
Concent rat ion
( mg/ L)

RSD
( % , n= 3)

1 糖精钠 S odium Saccharin 8. 1 3. 4

甜蜜素 Sodium Cyclam ate 12. 6 1. 2

3 纽甜 Neotame 16. 8 ( mg/ L) 0. 4

三氯蔗糖 Sucralos e 55. 8(m g/ L) 0. 2

6 糖精钠 S odium Saccharin 5. 2 2. 1

7 糖精钠 S odium Saccharin 4. 3 5. 1

10 糖精钠 S odium Saccharin 14. 0 0. 6

甜蜜素 Sodium Cyclam ate 30. 7 0. 2
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图 4 葡萄酒阳性样品色谱图

Fig . 4 Chromato gr ams o f positiv e sam ples in w ines
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Simultaneous Screening of 14 Illegal Food Additives in Wines

Using Ultra Performance Liquid Chromatography

Tandem Mass Spectrometry
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Abstract An ult ra performance liquid chromato graphy-elect rospray ionizat ion- tandem mass spect ro-

metric ( U PLC-ESI-M S/ M S) method for the simultaneous screening 14 illegal fo od addit ives ( acesu-l

fame, sodium saccharin, sodium cyclamate, aspartame, neotame, sucralose, ponceau 2R, ponceau

3R, ponceau SX, sunset y ellow FCF, allur a red, acid Red 1, acid red 13, erythrosine) in w ines has

been developed. T he HPLC separat ion w as carr ied out using an UPLC BEH C18 ( 100 mm 2. 1 mm

1. 7 mm) as solid phase. Several par ameters, including the composit ions and ion st rength of the mobile

phase, and the monitor ions w ere opt imized for improv ing the chromatog raphic perfo rmance and the

sensit iv ity. The results demonst rated that the sensit iv ity could be signif icantly influenced by the

am ine concentrat ion in the eluent . T he separat ion could be completed in less than 6 m in when using

1 mmol/ L ammonium formate- form ic acid buf fer ( pH 3. 9) and acetonitr ile as the mobile phases, g ra-

dient elution. The column temperature w as kept at 35 . When the analytes w ere detected by ESI
-
-

MS under selected ion monito ring mode, the detect ion limits w er e 0. 01- 1. 0 mg/ L except sucralose,

sunset yellow FCF, acid red 13 which w er e 10, 2 and 2 mg/ L , respect ively. T he average recoveries

ranged from 93. 8% to 106% . T he relative standar d deviat ions w er e less than 3. 1%. T his method is

rapid, accur ate, highly sensit ive and suitable fo r the quality cont ro l of low concentrat ion and m ix tures

of food addit ives w hich w er e illegally added to w ines and other fo ods.

Keywords U ltr a performance liquid chromatog raphy; T andem mass spect rometry ; Food additives;

Wines
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该书为《色谱技术丛书》之一,系统介绍了材料分析中应用的各种色谱方法与技术, 内容包括气相色谱、高效液相色

谱、离子色谱、凝胶渗透色谱、毛细管电泳以及一些联用技术在无机材料中的金属元素和非金属元素的分析、无机材料和

高分子材料结构分析、聚合物中可挥发物质的分析、高分子材料定性定量分析以及高分子材料分子量分布分析中的应

用,并综述了色谱法在材料分析中的应用进展。书中列举了大量的应用实例,便于读者在实际工作中参考。该书可供材
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