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对于此类防腐剂在食品中添加限量的要求$该方法环境友好%高效%准确"适用于口含烟

中对羟基苯甲酸酯类物质的测定$
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对羟基苯甲酸酯又称为尼泊尔金酯"包括

甲酯%乙酯%丙酯等"是一种广谱%高效的防腐

剂"广泛应用于食品%化妆品%药品等领域*
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甚至在婴儿用品!如咬咬胶#中也有检出*
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$对

羟基苯甲酸酯具有酚羟基结构"抑菌活性主要

来自其分子态"在
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范围内有较好的抑

菌作用*
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"实际中多为几种酯的混合使用$尼

泊尔金酯进入人体后"大部分经代谢排出"最初

使用时对其毒性认识并不十分明确*
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+首次发现了尼泊尔金酯具

有雌激素活性"随后进行的一些暴露学实验也

提示该类防腐剂可能与乳腺癌的发病有关*
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$

欧盟已于
)*+#

年开始限制部分尼泊尔金酯类

物质应用于化妆品中*
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$不同于日用品"食品

中尼泊尔金酯类物质直接进入人体"过多的摄

入会导致其代谢不完全而被吸收储存于人体组

织中"造成多种疾病的发生$

口含烟是一种无烟气烟草制品"主要通过

口腔含服对其吸食$为了保证口感"这类产品

的含水率较卷烟高"有的甚至加入大量的保润

剂以保持其湿润状态*
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$由于温度较高时极

易产生霉菌等腐败物质"因此"会在产品中加入

一定量的防腐成分$目前"我国规定食品中此

类防腐剂的限量为
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同的对羟基苯甲酸酯分类"且以对羟基苯甲酸

盐计#"而国际上关于口含烟成分安全监控研究

的报道较少$因此"尼泊尔金酯等防腐剂的准

确检测具有重要的意义$

尼泊尔金酯类物质的检测方法包括毛细管
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+等技术$

其中"气相色谱法的检测灵敏度较低&气相色

谱
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质谱法在测定之前需要对样品进行衍生化

处理"操作繁琐&液相色谱法和液相色谱
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串联

质谱法均可实现尼泊尔金酯类物质的准确测

定"但液相色谱法需要使用大量的有机溶剂"对

操作者和环境的危害较大$合相色谱是
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公司推出的全新色谱技术"其主要

的流动相为压缩二氧化碳!
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#"与液体流动

相或载气相比"降低了成本和毒性"且分析速度

快"与质谱联用可以进一步提高检测的灵敏度

和准确度$

本研究拟采用乙腈提取"超高效合相色谱
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色谱柱的选择
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#无法完全

分离
#

种成分$

#

种成分在
Z]4

)H/

CPV

)LP]

色谱柱上的响应较低"灵敏度较差$采用

E<

f

/6=

?

Z]4

)H/

CPV

色谱柱!图
+<

#时"对羟

基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸乙酯无法分离$

在
Z]4

)H/

V::4+,:C

色谱柱上!图
+T

#"

#

种

成分实现分离"峰形对称%尖锐"有利于定量分

析$因此"本实验选择
Z]4

)H/

V::4+,:C

色谱柱对样品进行分离$

"C"

!

改性剂的选择

在合相色谱分析中"主要的流动相为非极

性超临界
4A

)

"通过在
4A

)

中加入一定量的液

体助剂!也称为改性剂#"可以适当的改变流动

相性质"从而改变其对化合物的洗脱能力"改善

各化合物的峰形和分离情况$实验考察了甲

醇%乙腈%异丙醇%甲醇
L

异丙醇!

S

'

S

"

+j+

#等

改性剂对分离的影响"示于图
)

$结果表明"甲

醇%乙腈和异丙醇不能实现所有成分的良好分

离&而采用甲醇
L

异丙醇!

S

'

S

"

+j+

#时"

#

种成

分得到了较好分离$因此"本实验选取甲醇
L

异

丙醇!

S

'

S

"

+j+

#作为改性剂$

"CI

!

柱温的选择

超临界流体的黏度会随着温度升高而降

低"导致溶剂化能力减小"出峰延时"所以相对

于液相色谱的流动相"温度对合相色谱的流动

相(((超临界状态下的
4A

)

影响更大$合相

色谱柱温的范围一般为
+*

!

@*b

$实验考察

了
+D

!

@*b

柱温对目标物分离的影响$结果

表明"当柱温小于
DDb

时"各化合物出峰较快"

部分物质难以分离&当柱温为
DDb

时"各化合

物分离度较好"峰形对称&当柱温继续升高"各

化合物保留时间没有明显提高"且分离度变化

不大$因此"本实验选取柱温
DDb

对样品进行

测定$

"CJ

!

动态备压的选择

合相色谱动态备压控制整个操作过程中

4A

)

的超临界流体状态"是影响分离过程的重

注)

2FZ]4

)H/

4:V

H/

N&/%0%L]571

?

&

色谱柱&

YFZ]4

)H/

CPV)LP]

色谱柱&

<FE<

f

/6=

?

Z]4

)H/

CPV

色谱柱&

TFZ]4

)H/

V::4+,:C

色谱柱&

+F

对羟基苯甲酸甲酯&

)F

对羟基苯甲酸乙酯&

!F

对羟基苯甲酸丙酯&

#F

对羟基苯甲酸丁酯

图
B

!

J

种色谱柱上标准溶液的色谱图

D3

;

EB

!

N+629%52

;

6%9&24&5%)1%61&2=8532)2)JF3)1&24*2=89)

注)

2F

甲醇&

YF

乙腈&

<F

异丙醇&

TF

甲醇
L

异丙醇!

S

'

S

"

+j+

#

图
"

!

改性剂的选择对分离的影响

D3

;

E"

!

R44(*5245+(&(=(*532)24921343(6&2)&(

>

%6%532)

)@#
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要因素之一$实验考察了动态备压在
+F*!`

+*

-

!

+F!-`+*

-

]2

范围内对目标物分离的影

响$当动态备压由
+F*!̀ +*

-

]2

逐渐上升时"

各化合物分离度开始呈缓慢下降趋势&升至

+F+*̀ +*

-

]2

及以上时"分离度下降较快$因

此"选择动态备压
+F*!`+*

-

]2

"此时"系统压

力不大"

#

种化合物分离良好$

"CL

!

萃取溶剂的选择

对羟基苯甲酸酯类物质微溶于水"易溶于

甲醇%乙醇%异丙醇和乙腈等有机溶剂$甲

醇*

)*L)+

+和乙腈是文献中常用的提取溶剂"但提

取前都要加盐"如
(24&

*

))

+或
(2

)

:A

#

*

)!

+

"这主

要是因为糖类和蛋白质等物质会在有机溶剂中

聚集成团"使得目标分析物被样品颗粒包裹"降

低了提取效率$口含烟中烟草%蛋白质和糖类

等物质的含量均较高"并且由于制作工艺的不

同"其水分和盐的含量比普通烟草高很多$实

验考察了甲醇%乙醇%异丙醇和乙腈对样品的提

取效率$结果表明"相较于乙醇和异丙醇"甲醇

和乙腈的提取效率均较高"但是甲醇提取的样

品色素含量较高"因此"选择乙腈为萃取溶剂$

另外"实验考察加入
(2

)

:A

#

对提取效率的影

响"发现加入
(2

)

:A

#

后提取效率变化不大"这

可能是因为口含烟本身的含盐量较高"不需外

加盐即可直接提取$

"CM

!

样品净化条件的选择

质谱分析中"相较于其他类型的离子源"电

喷雾离子源更易产生基质效应$净化样品可以

有效地降低基质效应"是前处理过程的重要环

节$实验考察了固相萃取!

:]P

#和
_/P45L

PK:

方法对样品的净化效果$采用的固相萃

取小柱为
U570>%N68570A1B/20TK]

柱%

[2L

=708A2868VIC

柱"采用的
_/P45PK:

萃取试

剂盒为
:6

H

>%&7P(!**,

!

)D>

H

]:E

"

)FD>

H

B4C

"

+D*>

H

9

H

:A

#

#%

C%1TP&/=D",)LD*)+

!

)D>

H

]:E

"

+D*>

H

9

H

:A

#

#%

C%1TP&/=D",)LD!)+

!

)D>

H

]:E

"

-FD>

H

420Y%1

"

+D*>

H

9

H

:A

#

#"结果示于

图
!

$由图
!

可知"

)

种固相萃取小柱和
C%1TL

P&/=D",)LD*)+

试剂盒处理后的样品回收率差

别不大&采用
:6

H

>%&7P(!**,

试剂盒处理后

的样品回收率有所提高&当增加
_/P45PK:

试剂盒中碳含量"即采用
C%1TP&/=D",)LD!)+

试剂盒对样品进行处理时"回收率较为满意$

石墨化碳主要去除样品中色素"说明色素类物

质对测定的干扰较大$实验最终选择
C%1TP&/=

D",)LD!)+

试剂盒对样品进行净化$

"CX

!

方法学验证

"CXCB

!

加标回收率和精密度
!

选取口含烟样

品进行低%中%高加标水平回收率实验"加标

量分别为
D*

%

+**

%

)**

#

H

'

I

"每个水平平行测

定
!

次$将不加标样品平行测定
@

次"计算平

均相对标准偏差!

K:O

#"结果列于表
)

$可见"

低%中%高加标水平条件下的回收率为
"#F@̂

!

+*DF@̂

&

#

种 成 分
@

次 平 行 测 定 的
K:O

为

图
I

!

不同净化条件对回收率的影响

D3

;

EI

!

R44(*5241344(6()5&26<()5&2)5+(6(*2G(63(&

!@#

第
#

期
!!

王
!
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)F+#̂

!

!F"D̂

$

"CXC"

!

线性关系%定量限和检出限
!

用乙腈稀

释
+F!

节中的标准储备液"分别配制浓度为

D*

%

,*

%

+**

%

)**

%

!**

%

D**

#

H

'

I

的标准工作溶液

!内标加入量为
D*

#

I

#$采用优化后的
Z]4

)

L

9:

'

9:

条件进行分析测定"以待测物的浓度

为横坐标"待测物与内标的峰面积比值为纵

坐标"绘制标准曲线$分别以信噪比
:

'

(g!

和
:

'

(g+*

计算方法的检出限!

IAO

#和定量

限!

IA_

#"其线性范围%相关系数%检出限%定

量限列于表
!

$

"CY

!

实际样品的测定

选取
+*

种市售口含烟样品"采用优化后的

条件进行测试"结果示于图
#

$结果表明"在多

个样品中均检出对羟基苯甲酸酯类防腐剂"较

常见的是对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸乙

酯的混合使用"仅在
+

个样品中同时检出
#

种

成分$从定量角度看"所有样品中单个成分的

含量和多种成分的总含量均小于
+*>

H

'

S

H

"低

于我国对于食品中此类防腐剂的添加限量要

求$但是"鉴于欧盟对此类物质日益严格的限

制"今后对此类物质的使用需持谨慎态度$

表
"

!

加标回收率

H%<=("

!

.(*2G(63(&241344(6()5*29

>

28)1&

成分

4%>

;

%/1T8

原含量

A06

H

612&

<%1=71=8

'!

#

H

'

I

#

平均相对

标准偏差

K:O8

'

^

加标量

ETT6=6%1

<%1=71=8

'!

#

H

'

I

#

回收率
K7<%\70678

'

^

+ ) !

对羟基苯甲酸甲酯
--F, !F@! D* +*)F* ""F@ +*!F#

+** "-F- +*+F, "@FD

)** +*+F- ",F! "@F"

对羟基苯甲酸乙酯
++DF! )F+# D* ",F@ "-F) +**FD

+** "@F! "DFD +*DF@

)** ",F! "-F@ "@F@

对羟基苯甲酸丙酯
+,-F@ )F,- D* ""F) "-FD "#F@

+** ",F, "@F@ +*DF+

)** "@F- +*)F) ""F!

对羟基苯甲酸丁酯
+*)F) !F"D D* ",FD "-F@ "@FD

+** +*DF! +*#F+ ""F#

)** "-F@ "@F# ",F)

表
I

!

线性范围$相关系数$定量限和检出限

H%<=(I

!

P3)(%66%)

;

(&

&

*266(=%532)*2(443*3()5&

"

)

"

#&

=3935&24

K

8%)5343*%532)

"

P#

U

&

#

%)1=3935&241(5(*532)

"

P#:&

#

成分

4%>

;

%/1T8

线性范围

I61720021

H

78

'

!

>

H

'

S

H

#

相关系数

4%007&2=6%1<%7336<671=8

!

J

)

#

检出限

IAO8

'!

>

H

'

S

H

#

定量限

IA_8

'!

>

H

'

S

H

#

对羟基苯甲酸甲酯
*FD

!

DF* *F"""D *F+@ *FD!

对羟基苯甲酸乙酯
*FD

!

DF* *F""", *F+, *F@*

对羟基苯甲酸丙酯
*FD

!

DF* +F**** *F!D +F+-

对羟基苯甲酸丁酯
*FD

!

DF* *F"""@ *F)D *F,!

#@#
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注)

2F

对羟基苯甲酸甲酯&

YF

对羟基苯甲酸乙酯&

<F

对羟基苯甲酸丙酯&

TF

对羟基苯甲酸丁酯

图
J

!

实际样品的选择性离子谱图

D3

;

EJ

!

0(=(*5(132)*+629%52

;

6%9&246(%=&%9

>

=(&

I

!

结论

通过乙腈提取"

Z]4

)H/

V::4+,:C

色谱

柱分离"超高效合相色谱
L

串联质谱法!

Z]4

)

L

9:

'

9:

#定性和定量分析对羟基苯甲酸酯类防

腐剂"实现了口含烟中该类防腐剂的合相色谱
L

质谱分析$该方法绿色%快速%准确%灵敏度高"

适用于实际样品的分析测定$
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