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摘要!建立了凝胶渗透色谱 #超高效液相色谱 #串联质谱法"S̀ K#ÌNK#JE<JE$测定食用油

脂中天然辣椒素%二氢辣椒素%合成辣椒素%降二氢辣椒素%高二氢辣椒素含量的方法& 样品经凝

胶渗透色谱在线净化后!采用超高效液相色谱 #串联质谱法分析!动态多反应监测模式"[J_J$!

同位素内标法定量& 结果表明'方法在 "8"& d%"

!

4<N范围内线性良好!线性相关系数均大于

等于 "8$$(#检出限为 "8"! d"8"&

!

4<=4!定量限为 "8%"

!

4<=4#在 "8!"%%8""%&8""

!

4<=4添加水

平下!平均加标回收率为 $"8AC d%"%8&C!相对标准偏差"_Eb$为 !8&C d$8@C& 该方法前处理

过程简便快捷!定量准确!可满足实验室准确测定食用油脂中 & 种辣椒素类物质的需求&
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中图分类号!DE!!&" DE!"%8ABB 文献标识码!F 文章编号!%""? #@$A$#!"!%$"$ #""(! #"&

!-*-(3+,1*+','..+B-L+,%&'.01)&1+0+,&+,-%+4/-'+/46 [EDPOEZDPUJSUJ

mLFMST1>̂01

%$!

$ NOT-34

%$!

$ b)MSP-,07,34

?

"%8F3^1-̀W0a-36-,.O3\Y-Y1Y270WU00[ ,3[ bW14K03YW0.$ L272-!?""&%$ K̂-3,! !8K̂-3,M,Y-03,.K23Y2W70W

e1,.-Y/E1R2Wa-\-03 ,3[ D2\Y07F4W-61.Y1W,.#Fa06,Y-03 Ẁ062\\2[ U00[$ L272-!?""&%$ K̂-3,!
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BB我国是全球三大食用油脂消费国之一$近 & 年

食用油脂的消费量呈刚性持续增长趋势$且我国植

物油总产量的复合增长率高于全球水平)%*

& 但食

用油脂作为高风险食品一直是食品安全监管的重点

和难点$特别是,泔水油-,反复煎炸老油-是我国严

重的食品安全问题$也是食品加工用油安全防控的
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重点& 据统计$全球每年约有 % """ 万Y的餐厨废油

产生& 正常情况下$这些餐厨废油可以作为生物能

源加以开发利用& 然而$在暴利的驱使下$一些不法

之徒将餐厨废油回收后进行非法加工$直接销售或

添加到正常的食用油脂中销售$使其再次流向餐

桌)! #'*

& 目前$我国还没有相关标准检测食用油脂

中是否添加了劣质油脂& 因此$如何有效地控制食

用油脂产品的质量$确保人民群众餐桌用油的安全

成了目前亟需解决的重大民生问题&

辣椒是餐饮食品中的常用佐料$在餐饮中使用

范围很广& 辣椒中辣椒碱的主要成分为天然辣椒素

和二氢辣椒素$占总辣椒碱的 $"C以上)?*

$降二氢

辣椒素%高二氢辣椒素和高辣椒素约占 $C& 合成

辣椒素是人工合成的具有类似天然辣椒素生物学

功能的化合物)&*

$其分子结构上的活性基团与天

然辣椒素相似$但在辣度和市场价格方面$合成辣

椒素更受青睐$因此也存在被非法使用的可能&

正常生产加工过程中$食用油脂不接触辣椒$其成

品中也不会含有辣椒素& 如果食用油脂样品中检

出辣椒素类物质或合成辣椒素$这些样品可能含

有回收油脂$因此通过检测辣椒素含量可以为监

管部门提供技术支持&

目前$食用油脂中辣椒素的检测方法主要有液

相色谱法)A #(*

%气相色谱 #质谱法)$*和液相色谱 #

串联质谱法)! #?$&$%" #%?*等& 液相色谱法受油脂基质

的干扰严重$难以定性$假阳性率高$且灵敏度较低!

气相色谱#质谱法需增加衍生反应的步骤& 以液相

色谱#串联质谱法为代表的分析方法$具有定性准

确和灵敏度高等优点$但普遍存在受油脂样品基质

干扰$定量不准确的缺点& 本文首次构建了凝胶渗

透色谱"S̀K#在线前处理#超高效液相色谱#串联

质谱法"S̀K#ÌNK#JE<JE#准确测定食用油脂

中的 & 种辣椒素类化合物含量的方法$以期为食用

油脂中非法添加回收油脂行为的准确定性定量检测

提供实验室解决方案&

89材料与方法

%8%B实验材料

芝麻油%菜籽油%花生油%大豆油%调和油各 %&

组样品$购自合肥市内各大型超市& 天然辣椒素%二

氢辣椒素%合成辣椒素$纯度为 $$C$德国 bW8

)̂W23\Y0W72W公司!降二氢辣椒素%高二氢辣椒素$纯

度为 $(C$美国 KFDH公司!天然辣椒素 #[

?

标准

品%二氢辣椒素 #[

?

标准品$纯度为 $&C$加拿大

D_K公司!甲醇%甲酸%乙酸乙酯%环己烷$色谱纯$

美国U-\̂2W公司!实验用水为去离子水&

F4-.23Y%!$"<A'$& 型超高效液相色谱#串联质

谱仪$美国 F4-.23Y公司!J-..-#e型去离子水发生

器$美国 J-..-R0W2公司!UW22\Y/.2型凝胶渗透色谱

仪$德国 NK#D)KL公司!有机微孔滤膜"孔径为

"h!!

!

+#&

%8!B实验方法

%8!8%B标准溶液配制

混合标准储备液的配制"% +4<+N#(分别精确

称取 %" +4天然辣椒素%二氢辣椒素%合成辣椒素%

降二氢辣椒素和高二氢辣椒素于 %" +N容量瓶中$

用甲醇溶解并定容$于 #!"f下保存& 根据实际需

要用甲醇将混合标准储备液稀释成合适质量浓度的

标准工作溶液$现配现用&

同位素内标储备液"%""

!

4<+N#(分别将 % +4

天然辣椒素#[

?

标准品和二氢辣椒素 #[

?

标准品

用甲醇溶解$转移至 %" +N容量瓶$定容至刻度$于

#!"f下保存& 根据实际需要用甲醇稀释成合适

质量浓度混合同位素内标工作液$现配现用&

%8!8!B样品前处理

称取约 %8" 4食用油脂样品"精确至 "8""% 4#$

加入 &"

!

N%""

!

4<N的混合同位素内标工作液$用

乙酸乙酯 #环己烷"体积比 %n%#定容至 %" +N$涡

旋至完全溶解$提取液经凝胶渗透色谱仪净化并浓

缩至干$精确量取 %8" +N甲醇溶解残渣$过有机微

孔滤膜$待 ÌNK#JE<JE分析&

S̀K净化条件(V-0#X2,[\E #P? 玻璃凝胶色

谱柱"?"" ++o!" ++$?( d@&

!

+"!"" d'"" 目#!

流动相为乙酸乙酯#环己烷"体积比 %n%#$流速 &8"

+N<+-3!流出液收集时间 A d%? +-3&

%8!8?BÌNK#JE<JE分析条件

%8!8?8%BÌNK条件

)6.-R\2 .̀1\K

%(

__Lb色谱柱 "&" ++o?8"

++$%8(

!

+#!流动相 F为 "8%C甲酸溶液$流动相

V为乙腈$流速 "8? +N<+-3!柱温 '"f!进样量

!

!

N!梯度洗脱程序见表 %&

表 89OEZD梯度洗脱程序

时间<+-3 F<C V<C

"8"" $" %"

?8&" '" A"

?8&% %" $"

&8"" "% $$

&8%" $" %"

@8"" $" %"

%8!8?8!BJE条件

质谱部分由 F4-.23Y公司的 J,\\L13Y2W软件控

?(
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制& 离子源为电喷雾离子源")EO#!扫描方式为正

离子扫描!动态多反应监测" [J_J#!毛细管电压

? """ g!干燥气温度 !!"f$干燥气流速 %@ N<+-3!

雾化气压力 !8% o%"

&

,̀!鞘气温度 ?'"f$鞘气流

速 %% N<+-3!喷嘴电压 '"" g& 动态多反应监测模

式参数见表 !&

表 :9动态多反应监测模式#%UXU$参数

化合物
母离子

"123#

子离子"123#

碰撞

能量<2g

保留

时间<+-3

时间

窗口<+\

加速

电压<g

碎裂

电压<g

天然辣椒素 ?"A8?

%?@8"

#

$%(!8%$%!!8"

($!&$'& '8%$ %8'& & ?("

二氢辣椒素 ?"(8?

%?@8"

#

$%('8!$%!!8"

($%!$'& '8?? %8'' & ?("

合成辣椒素 !$'8?

%?@8"

#

$%@"8!$%!!8"

@$%&$'! '8%( %8'" & ?("

降二氢辣椒素 !$'8%

%?@8"

#

$$'8"$%!!8""

%!$&&$'( '8"( "8$$ ? ?("

高二氢辣椒素 ?!!8%

%?@8"

#

$$'8"$%!!8""

%?$&&$&" '8'& "8$! ? ?("

天然辣椒素#[

?

?"$8?

%'"8%

#

$%!!8!

!"$%& '8%$ %8'! & ?("

二氢辣椒素#[

?

?%%8%

%'"8"

#

$%!!8"

%&$'& '8?! %8'% & ?("

B注(

#

为定量离子&

:9结果与讨论

!8%B净化方式的优化

辣椒素类物质极性很弱$易溶于脂溶性溶剂&

本实验研究了乙酸乙酯 #环己烷"体积比 %n%#提

取$S̀K在线净化& S̀K是基于分子的空间排阻效

应大小将不同体积的物质分离$可以从高相对分子

质量的基体油%色素%脂肪等杂质中分离出低相对分

子质量的目标物& 食用油中的甘油三酯等高分子化

合物在 S̀K柱上保留较弱或不被保留$优先流出色

谱柱$而小分子有机物"辣椒素类物质#则被保留在

柱缝隙里$这需要优化收集小分子有机物流出液的

时间& 为了确定辣椒素类物质的收集时间$用乙酸

乙酯#环己烷"体积比 %n%#配制 %"

!

4<N的 & 种辣

椒素的混合标准溶液$通过凝胶色谱后分段收集$氮

吹干后用甲醇定容并进行 ÌNK#JE<JE 分析& 图

% 为不同收集时间段 & 种辣椒素的响应值变化&

图 89[ED分段收集OEZDPUJSUJ分析结果

BB从图 % 可以看出(在前 A +-3 响应值与空白基

质相似$表明无目标物流出!A d%! +-3响应值最高$

表明收集液中目标物含量较高!%! d%' +-3 有少量

目标物洗脱出来& 因此$只收集 A d%? +-3 的流出

物$其他时间段不收集&

取空白基质样品进行加标$同时加入内标$分

别采用 %8!8! 的乙酸乙酯 #环己烷提取 S̀ K净化

"本方法#与文献报道的甲醇直接提取)A*

%碱液提

取 K

%(

柱固相萃取)%%*

%正己烷提取 ML

!

柱固相萃

取)%"*

%甲醇提取基质分散固相萃取"e1)K̂)_E#

)%?*

后$按 %8!8? 测定辣椒素类物质的含量$比较 & 种

净化方式的辣椒素类物质的回收率$结果如图 !

所示&

B注(%8本方法!!8正己烷提取 ML

!

柱固相萃取!?8碱液提

取K

%(

柱固相萃取!'8甲醇提取 e1)K̂)_E!&8甲醇直接

提取&

图 :9C 种不同净化方式回收率比较

BB从图 ! 可以看出$不同净化方式处理样品后的

基质效应差异很大$甲醇直接提取未净化$不能有效

去除油脂基质$结果干扰最大$目标物的回收率最

差$灵敏度最低& 实验发现$使用 K

%(

柱固相萃取的

绝对回收率最高$约 @"C$S̀K与 ML

!

柱次之$约

A&C$e1)K̂)_E 较低& 选择内标定量后$S̀K与

K

%(

柱固相萃取回收率相当$接近 %""C!ML

!

柱次

之!e1)K̂)_E最差$其基质效应仍未得到理想的改

善& K

%(

柱固相萃取和 S̀K的检测结果均能满足实

验要求$但前者步骤较多$过程烦琐$需要经历提取

后调节 RL%淋洗%洗脱及氮吹等过程!S̀K在线净化

浓缩至干$直接定容后即可进样分析$操作简单$可

实现自动化前处理过程& 因此$利用 S̀K测定食用

油脂中辣椒素含量方便%快捷&

'(
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!8!B质谱及色谱条件的优化

辣椒碱类物质结构均含有酰胺基团$可以在正

离子模式")EO

l

#下形成分子离子峰)JlL*

l

$在

1<3%"" d'"" 范围内对母离子进行全扫描"E6,3#$

得到 & 种目标化合物的母离子$并依次优化干燥气

温度%干燥气流速%雾化气压力%鞘气温度%鞘气流

速%毛细管电压和喷嘴电压!再分别进行子离子扫描

" Ẁ0[16Y-03#$子离子主要为 K+M断裂后形成的香

草基部分 123%?@8"$且响应强度优于其他碎片离

子$可以作为定量离子& 在优化各自的碰撞能量及

碰撞池加速电压后$形成 [J_J方法 "见表 !#&

[J_J优于多反应监测"J_J#之处$在于自动进行

扫描时间分配$驻留时间更长$改善信噪比$灵敏度

更高& & 种辣椒素结构相似$尤其是合成辣椒素与

降二氢辣椒素互为同分异构体$它们具有相同的离

子对$如果色谱保留时间相同$就难以准确定量$所

以需要优化色谱分离条件$使二者的分离度达到检

测要求& 而天然辣椒素与合成辣椒素性质接近$但

母离子不同$即使色谱保留时间相同$也不会影响

ÌNK#JE<JE进行定性和定量分析&

!8?B定量方法的选择

在 ÌNK#JE<JE分析中$基质效应普遍存在$

使得待测物在样品处理液和纯溶剂中的灵敏度有较

大差异& 目前国家补充检验方法 VTE !"%("%.食用

油脂中辣椒素的测定/为外标法$也有文献使用二

苯胺)%!*

%氘代辣椒素)%?*作为内标物进行定量& 由

于油脂中基质复杂$干扰较多$且目标物经过净化处

理后会有不同程度的损失& 因此$本研究使用 S̀K

净化结合同位素内标对目标化合物进行补偿和校

正& 天然辣椒素有两个同位素内标(辣椒素 #

%?

K#

[

?

和天然辣椒素#[

?

& 辣椒素#

%?

K#[

?

的绝对回收

率更高$但价格异常昂贵$可排除& 二氢辣椒素选择

二氢辣椒素#[

?

作为内标& 对于没有同位素内标的

目标物$依据结构相似%保留时间相近%基质效应差

异小的原则$合成辣椒素与降二氢辣椒素的内标均

选择天然辣椒素 #[

?

$高二氢辣椒素的内标选择二

氢辣椒素#[

?

& 实验还进一步验证了阳性样品和空

白加标样品的定量结果$分别按 VTE !"%("% 进行基

质外标法和内标法定量"本方法#& 结果表明$天然

辣椒素的定量结果差别最大$其内标法比基质外标

法的定量结果高 ?8' 倍$内标法定量使得测定结果

更接近真值&

!8'B线性范围%检出限与定量限

精密量取适量 & 种辣椒素混合标准储备液$用

甲醇配制质量浓度分别为 "8"&%"8%%"8&%%%!%&%%"

!

4<N的系列标准工作溶液$同时加入 ! 种同位素内

标$内标质量浓度为 &

!

4<N$按 %8!8? 进行 ÌNK#

JE<JE分析$以目标化合物定量离子与内标化合物

离子的峰面积比为纵坐标"N#$目标化合物与内标

化合物的质量浓度比为横坐标"&#$绘制标准工作

曲线& 使用标准曲线的最低点对空白食用油脂样品

加标$以 ? 倍信噪比"O<Q#时的质量浓度为检出限

"NHb#$以 %" 倍信噪比"O2Q#时的质量浓度为定量

限"NHe#& 食用油脂中 & 种辣椒素的线性关系%检

出限和定量限如表 ? 所示&

表 ;9食用油脂中 C 种辣椒素的线性关系%检出限及定量限

化合物 内标 线性方程
,

!

线性范围<

"

!

4<N#

NHb<

"

!

4<=4#

NHe<

"

!

4<=4#

二氢辣椒素 二氢辣椒素#[

?

Ni"8'(? @%&#"8""" "' "8$$$ "8"& d%" "8"! "8%"

天然辣椒素 天然辣椒素#[

?

Ni%8"@& ""&l"8"%" %& "8$$( "8"& d%" "8"! "8%"

合成辣椒素 天然辣椒素#[

?

Ni"8$&A &A&l"8"!( ?& "8$$$ "8"& d%" "8"& "8%"

降二氢辣椒素 天然辣椒素#[

?

Ni"8&AA !(&#"8""" @' "8$$$ "8"& d%" "8"& "8%"

高二氢辣椒素 二氢辣椒素#[

?

Ni"8??' ""&#"8"%? $" "8$$$ "8"& d%" "8"& "8%"

BB由表 ? 可知$在各化合物的线性范围内$线性相

关系数",

!

#大于等于 "8$$($线性关系良好$NHb为

"8"! d"8"&

!

4<=4$NHe均为 "8%"

!

4<=4& 合成辣

椒素的定量限比国抽风险监测文件指定检验方法

"VTE !"%("%#的更低&

!8&B准确度与精密度

以空白食用油脂为基质$称取 %8" 4基质样

品$分别添加 "8!"%%8""%&8""

!

4<=4? 个质量浓

度水平的 & 种辣椒素混合标准工作溶液$同时加

入 &"

!

N%""

!

4<N的混合同位素内标工作液$按

%8!8! 和 %8!8? 进行加标实验$每个加标量平行测

定 A 次$计算回收率和相对标准偏差"_Eb#$结果

见表 '& 由表 ' 可知$& 种辣椒素的平均回收率为

$"hAC d%"%8&C$_Eb为 !8&C d$8@C& 说明本

方法的精密度和准确度均能满足痕量分析的

要求&

&(
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表 <9C 种辣椒素的回收率及相对标准偏差

化合物
加标量<

"

!

4<=4#

实测值<"

!

4<=4#

% ! ? ' & A

平均

回收率<C

_Eb<C

天然辣椒素

"8!" "8%$! "8%(A "8%A& "8%$$ "8!%( "8!%% $@8A $8@

%8"" %8"$" %8"%" %8""" "8$%" "8$(" %8%"" %"%8& @8"

&8"" '8(@" '8$&" '8A$" &8!"" &8%@" &8"'" $$8@ ?8$

二氢辣椒素

"8!" "8!!% "8!"' "8%$' "8%(( "8%@( "8%$? $(8! @8&

%8"" %8"?" %8"%" "8$(% "8(($ "8$AA "8$A! $@8? &8"

&8"" '8(?" '8$$" &8"?" &8%(" '8((" '8$&" $$8& !8&

合成辣椒素

"8!" "8%$( "8!"A "8%@& "8%($ "8%A( "8%A% $%8' $8@

%8"" "8$@% "8$A! %8"?" "8$"! "8(@@ "8$%& $'8? &8$

&8"" '8@@" '8$$" &8"@" '8$?" &8%'" '8($" $$8? !8@

降二氢辣椒素

"8!" "8%(' "8%@' "8%($ "8%&? "8%$@ "8%$% $"8A (8(

%8"" "8(?? "8$!$ "8((? "8$%! "8$(( "8$&" $%8A &8$

&8"" '8$A" &8%(" '8$$" '8@?" '8($" '8!%" $A8& @8"

高二氢辣椒素

"8!" "8%A' "8%@$ "8%$$ "8%@? "8%($ "8!"& $!8' (8&

%8"" "8$?@ %8"'" "8($" "8(&? "8$A( "8$%" $?8? @8"

&8"" '8A'" &8"(" '8($" '8$%" '8?$" '8@!" $&8' &8%

!8AB方法适用性与实际样品测定

选取不同品牌的芝麻油%菜籽油%花生油%大豆

油%调和油各 %& 组$共 @& 组样品& 按本文建立的检

测方法进行验证$同时进行空白实验& 结果表明$%@

组样品检出天然辣椒素$含量在 "8%& d%(8"

!

4<=4!

%! 组样品检出二氢辣椒素$含量在 "8!! d@8"

!

4<=4!! 组样品检出合成辣椒素$含量分别为 "8(%%

%"8?

!

4<=4& 芝麻油中辣椒素总量的检出率最高$

这可能是因为芝麻油存在本底的概率较大& 在考察

的目标化合物中$天然辣椒素的检出率最高$二氢辣

椒素次之$合成辣椒素检出较少$降二氢辣椒素与高

二氢辣椒素均未检出&

;9结9论

本文首次建立了凝胶渗透色谱#超高效液相色

谱#串联质谱法测定食用油脂中的天然辣椒素%二

氢辣椒素%合成辣椒素%降二氢辣椒素和高二氢辣椒

素含量的方法& S̀K在线前处理$操作便捷$可实

现人机分离$提高了结果的精密度$同时结合同位素

内标法定量$确保了结果的准确度和灵敏度& 方法

的检出限为 "8"! d"8"&

!

4<=4$定量限均为 "8%"

!

4<=4$线性范围为 "8"& d%"

!

4<N$线性关系良好$平

均回收率为 $"8AC d%"%8&C$_Eb为 !8&C d$8@C$

能够满足食用油脂中辣椒素类物质定性定量检测的

需要$可为地沟油样品结果判定值的准确性提供技

术支持&
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