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微波萃取 – 高效液相色谱荧光检测法

测定食品包装用纸中 11 种荧光增白剂
周良春，马俊辉，张晓飞，文彬羽，李双琦，杨婷

［成都产品质量检验研究院有限责任公司，国家包装产品质量检验检测中心（成都），成都市产品质量监督检验研究院，成都　610100］

摘要　采用微波萃取高效液相色谱荧光检测法测定食品包装用纸中 11 种荧光增白剂含量。将样品剪成约 0.5 

cm×0.5 cm 的碎片，用体积分数为 40% 的乙腈水溶液（含体积分数为 0.6% 的三乙胺），于 80 ℃微波萃取 15 min，用

高效液相色谱仪进行定性定量分析。采用 Kromasil 100–5 型 C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）作为分析柱，荧光激发

波长为 362 nm，发射波长为 410 nm，11 种荧光增白剂可以较好的分离。11 种荧光增白剂质量浓度线性范围为 2～150 

μg/L，相关系数均不小于 0.999 6，方法检出限为 0.1～0.2 mg／kg，定量限为 0.3～0.6 mg／kg。样品加标平均回收率为

86.0%～108.4%，相对标准偏差为 0.4%～4.9%（n=6）。该方法前处理简便，检测高效，灵敏度高。
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Determination of 11 kinds of fluorescent whitening agents in food packaging paper
by microwave-assisted extraction–high performance liquid chromatography with fluorescence detector

ZHOU Liangchun, MA Junhui, ZHANG Xiaofei, WEN Bingyu, LI Shuangqi, YANGTing
［Chengdu Institute of Product Quality Inspection and Research Co., Ltd., National Center for Packaging Material Quality Inspection and 

Testing (Chengdu), Chengdu Institute of Product Quality Supervision and Inspection, Chengdu　610100, China］

Abstract　A method for determining 11 kinds of fluorescent whitening agents in food packaging papers by 

microwave-assisted extraction–high performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detector was developed. 
The samples were cut into 0.5 cm×0.5 cm fragments, which were extracted by microwave with 40% acetonitrile 
solution (including 0.6% triethylamine) for 15 min at 80 ℃ . Qualitative and quantitative analysis wrer performed by high 
performance liquid chromatography. The HPLC method was performed on a column of Kromasil 100–5 C18 column (250 
mm×4.6 mm, 5 µm), and the fluorescence whitening agents were detected by the fluorescence detector at the excitation 
wavelength of 362 nm and the emission wavelength of 410 nm. The 11 kinds of fluorescent whitening agents were separated 
well. The linear range of 11 kinds of fluorescent whitening agents was 2–150 μg/L, the correlation coefficients were more 
than 0.999 6, the detection limits were 0.1–0.2 mg/kg, and the quantificationlimits were 0.3–0.6 mg／kg. The average 
recovery rates ranged from 86.0% to 108.4%, and the relative standard deviations ranged from 0.4% to 4.9% (n=6). The 
proposed method is simple. sensitive and efficient.

Keywords　microwave-assisted extraction; high performance liquid chromatography; fluorescent whitening agents; 

food packaging papers

荧光增白剂（FWA）是一种能吸收太阳光中

不可见的紫外光，再发射出可见蓝紫色荧光的有机

化合物［1–2］，该过程可淡化产品中的灰白色或微黄

色，提高产品的亮度。因此，荧光增白剂在造纸、
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塑料制品、洗涤剂和化妆品等行业中得到广泛的应 
用［3–6］。但是，荧光增白剂对人体有害，若长期接触

或者摄入会削弱人体免疫力和伤口愈合能力［7］，甚

至会有致癌的风险［8］。一些生产企业为了提高纸的

增白效果，常将其用于纸及其制品（特别是食品包

装用纸）中。食品包装用纸中的荧光增白剂可能会

迁移至食品中，从而被人体吸收，对消费者的身体

健康造成严重的损害。现行国家标准 GB 4806.8—
2016［9］明确规定食品包装用纸中不得检出荧光性

物质。

目前，荧光增白剂的检测方法主要有紫外灯照

射法［10］、紫外分光光度法［11］、荧光分光光度法［1，12］、

高效液相色谱荧光检测法［2，8，13–17］和超高效液相色

谱串联三重四级杆质谱法［18–19］。紫外灯照射法只

能定性检测；紫外分光光度法和荧光光度法可以定

量，但只能测定荧光增白剂总量；超高效液相色谱

串联三重四级杆质谱法灵敏度高，能准确定性和定

量，但仪器价格昂贵，检测成本较高，不利于实验室

普及，且对预处理后的样品溶液净化要求较高；高

效液相色谱法仪器价格相对较低，检测灵敏度较高，

操作简便。利用高效液相色谱仪测定食品接触用纸

中荧光增白剂含量已有文献报道［3，8，14，16］，样品处理

均用超声萃取仪。用微波萃取的方法提取食品包装

用纸中的荧光增白剂未见报道。

笔者建立一种微波萃取高效液相色谱测定食品

包装用纸中 11 荧光增白剂含量的方法，缩短了样品

萃取时间，提高了检测效率，降低了有机溶剂用量。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Ultimate 3000 型，配 FLD 检

测器，赛默飞世尔科技 ( 中国 ) 有限公司。

纯水 / 超纯水一体化系统：Milli-Q Direct 16 型，

美国密理博公司。

电子分析天平：ME204E–02 型，感量为 0.1 mg，
梅特勒 – 托利多仪器（上海）有限公司。

密闭式高通量微波消解 / 萃取仪：JUPITER A
型，上海新仪微波化学科技有限公司。

智能酸度计：pHS–4C+ 型，分辨率可调（0.001，
0.01，0.1），成都世纪方舟科技有限公司。

11 种荧光增白剂标准溶液：质量浓度均为

100 μg/mL，福州绿川生物科技有限公司，各化

合物 CAS 号，化学式及代号、生产批号等信息见

表 1。

表 1　11 种荧光增白剂信息

序号 代号 化学式 CAS 号 生产批号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

FWA 220
FWA 24

FWA 210
FWA 85
FWA 113
FWA 264
FWA 353
FWA 357
FWA 5bm
FWA 90
FWA 71

C40H40N12O16S4Na4

C40H40N12Na4O16S4

C40H40N12O16S4Na4

C36H34N12Na2O8S2

C40H42N12O10S2Na2

C40H38N12Na6O22S6

C40H36N12O20S6Na6

C40H38N12Na6O18S6

C38H38N12O8S2Na2

C34H28N10Na2O8S2

C40H38N12Na2O8S2

12768–91–1
12224–02–1
28950–61–0
12224–06–5
12768–92–2
76482–78–5
55585–28–9
41098–56–0
13863–31–5
3426–43–5

16090–02–1

10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001
10–8FZLC–0001

甲醇、乙腈和乙醇：均为色谱纯，赛默飞世尔科

技（中国）有限公司。

三乙胺：分析纯，成都市科隆化学品有限公司。

四丁基溴化铵：分析纯，天津市科密欧化学试

剂有限公司。

乙腈 – 水溶液：分别量取乙腈 40 mL 和超纯水

60 mL，将二者混合，再向混合液中准确加入 0.6 mL
分析纯三乙胺，搅拌，混合均匀。

食品包装纸样品：市售食品包装纸。

实验用水为超纯水。

1.2　标准溶液的配制

分别移取一定体积 11 种荧光增白剂标准溶液

于 50 mL 容量瓶中，用乙腈 – 水溶液定容，配制成

各组分质量浓度均为 1 000 μg/L 的混合标准储备

液，于 4℃保存，有效期为一个月。

用乙腈 – 水溶液将 11 种荧光增白剂混合标准

储备液稀释至各组分质量浓度均分别为 2、10、20、
40、80、100、150 μg/L 的系列混合标准溶液。

1.3　液相色谱条件

色 谱 柱：Kromasil 100–5 C18 柱（250 mm×4.6 
mm，5 µm，瑞典 Akzo Nobel 公司）；柱温：35 ℃；进

样体积：20 μL ；检测波长：激发波长为 362 nm，发

射波长为 410 nm ；流动相：A 为甲醇 – 乙腈溶液（体

积比为 3∶2），B为 25 mmol/L四丁基溴化铵溶液（含

体积分数为 5% 的甲醇，并用三乙胺调节溶液 pH 为

8.0）；流动相流量：1.0 mL/min ；梯度洗脱程序如表

2 所示。
表 2　梯度洗涤程序

时间 /min
流动相体积分数 /%

A B
0
2
12
17
19
25

50
60
70
80
95
50

50
40
30
20
5
50

　注：A 为甲醇 – 乙腈（体积比为 3 ∶ 2），B 为 25 mmol/L 四丁基溴化

铵溶液（含体积分数为 5% 的甲醇，并用三乙胺调节溶液 pH 为 8.0）。
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1.4　实验方法

1.4.1　阳性样品的制备

将食品接触用包装用纸用剪刀剪成约为 0.5 
cm×0.5 cm 碎 片，称 取 约 0.25 g 样 品（精 确 至

0.1 mg），置于微波萃取罐中，向其中加入一定量的

荧光增白剂混合标准溶液，混匀，避光于 4 ℃冰箱中

存放 24 h，待充分吸收后待测。

1.4.2　样品分析

将样品用剪刀剪成约为 0.5 cm×0.5 cm 碎片，

称取约 0.25 g 样品（精确至 0.1 mg），加入 20 mL 乙

腈 – 水溶液，于 80 ℃微波萃取 15 min，冷却，将提取

液转移至 25 mL 容量瓶中，再加入 5 mL 上述萃取

溶液洗涤，合并提取液，定容至标线，混匀，取 2 mL
提取液，过孔径为 0.45 μm 的滤膜，用高效液相色

谱仪测分析测定，以色谱峰面积标准曲线法定量。

2　结果与讨论

2.1　液相色谱条件的选择

2.1.1　激发波长和发射波长

利用液相色谱仪配置的荧光检测器对 11 种荧

光增白剂混合标准溶液进行光谱扫描，该 11 种荧光

增白剂的最大激发波长在 360～363 nm 范围内，最

大发射波长在 408～410 nm 范围内。当选择激发波

长为 362 nm、发射波长为 410 nm 时各物质均有较

高荧光响应值，11 种荧光增白剂混合标准溶液 3D
光谱扫描如图 1 和图 2 所示。

 
t min

 

λ
nm

 

0 5  10 15 20

340

350

360

370

380 1  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1—FWA 220 ；  2—FWA 24 ；  3—FWA 210 ；  4—FWA 85 ；

5—FWA 113 ； 6—FWA 264 ；  7—FWA 353 ；  8—FWA 357 ；

9—FWA 5bm ；  10—FWA 90 ；  11—FWA 71

图 1　11 种荧光增白剂混合标准溶液的激发光谱图
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9—FWA 5bm ；  10—FWA 90 ；  11—FWA 71

图 2　11 种荧光增白剂混合标准溶液的发射光谱图

2.1.2　流动相

选取 Kromasil 100–5 C18 色谱柱（250 mm×4.6 
mm，5 µm）为分析柱，进样体积选择 20 μL，流动

相流量选择 1.0 mL/min。常用柱温为室温，升高柱

温可以缩短液相色谱分析时间，提高检测效率。本

次目标分析物有 11 种，数量较多，当选择柱温为 35 
℃时，各物质均能较好分离，且在 18 min 内完全出

峰。

甲醇和乙腈是液相色谱仪常用有机流动相。11
种荧光增白剂含有磺酸基和苯基，可溶解于有机溶

剂与水的混合溶液中，特别是乙腈的水溶液。标准

混合溶液溶剂为乙腈水溶液，说明 11 种荧光增白剂

在乙腈水溶液中能较好的溶解。试验结果表明，若

只用 40% 乙腈水溶液作为流动相，11 种荧光增白剂

不能有效分离。参考韩晓鸥等［20］所提出的仪器条

件，选择乙腈 – 甲醇溶液（体积比为 3∶2）为流动相

A，调节流动相 B 进行优化。当流动相 B 为体积分

数 5% 的甲醇水溶液时，11 种荧光增白剂完全不能

分离开，如图 3（a）所示。因为 11 种荧光增白剂分

子中含有多个磺酸基团，极性较强，在 C18 柱中保留

较差，均在 3 min 内全部出峰。为了增强其在 C18 柱

上的保留，加入正离子对试剂四丁基溴化铵（TBA）

与磺酸基团结合来减小极性。所以，当流动相 B 为

10 mmol/L 四丁基溴化铵水溶液（含体积分数为 5%
的甲醇，并用三乙胺调节溶液 pH 为 8.0）时，11 种

荧光增白剂除 FWA 264 和 FWA 353 外，其它均能较

好分离，如图 3（b）所示。当流动相 B 中四丁基溴

化铵的浓度增加至 25 mmol/L 时，11 种荧光增白剂

均能够完全分离，如图 3（c）所示。同时，该类物质

中含有多个磺酸基团，需要在碱性条件下才能确保

待测物在与离子对试剂结合前充分离子化。韩晓鸥

等［20］研究表明，pH 值为 9.5～10 时，色谱峰会出现

拖尾现象。本实验结果表明：当 pH 为 8.0 时，各物

质色谱峰均较好。因此，流动相 B 选择 25 mmol/L 
四丁基溴化铵水溶液（含体积分数为 5% 的甲醇，并

用三乙胺调节溶液 pH 为 8.0）。

0 4 8 12 16 20
t

（a）流动相 B ：体积分数为 5% 的甲醇水溶液
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（b）流动相 B ：10 mmol／L 四丁基溴化铵水溶液

0 4 8 12 16 20
t

1
2

3
4
5

6
7

8

910
11

（c）流动相 B ：25 mmol／L 四丁基溴化铵水溶液

1—FWA 220 ；  2—FWA 24 ；  3—FWA 210 ；  4—FWA 85 ；

5—FWA 113 ；  6—FWA 264 ；  7—FWA 353 ；  8—FWA 357 ；

9–FWA 5bm ；  10–FWA 90 ；  11–FWA 71

图 3　不同流动相对应的 11 种荧光增白剂的色谱图

2.2　样品前处理条件的选择

2.2.1　萃取溶剂

11 种荧光增白剂均为阴离子荧光增白剂，含有

较多的非水溶性苯环，所以选择有机溶剂与水的混

合溶液作为提取试剂。分别选择 40% 的乙腈 – 水、

甲醇 – 水、乙醇 – 水溶液（均含 0.6% 的三乙胺）和

乙腈 – 水溶液（不含三乙胺）作萃取剂，加入到已知

含量的自制阳性样品中，按照 1.4.3 的处理方法进行

提取，计算各种荧光增白剂的回收率，绘制柱状图如

图 4 所示。
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—乙腈-水-三乙胺； —乙醇-水-三乙胺；
—甲醇-水-三乙胺； —乙腈-水

%

图 4　不同混合溶剂提取时 11 种荧光增白剂的回收率

由图 4 可知，提取效率从大到小依次为：乙腈 –
水溶液（含三乙胺）＞甲醇 – 水溶液＞乙腈 – 水溶

液＞乙醇 – 水溶液。提取效率最好的溶剂为乙腈 –
水溶液（含三乙胺），这是因为该类阴离子型荧光增

白剂在碱性条件下以离子形式存在，更易被提取。

乙醇–水–三乙胺体系中的三乙胺使萃取液呈碱性，

利于磺酸基以离子形式存在，但是该类化合物中的

苯环等疏水基团在乙醇中溶解度很低，使乙醇 – 水

溶液的萃取效率最低。

为了进一步优化萃取溶剂中乙腈与水的混合

比例，分别选取乙腈与水的体积比为 1∶4、2∶3、3∶2
和 4∶1（均含有 0.6% 的三乙胺）对阳性样品进行

微波提取，试验结果如图 5 所示。由图 5 可知，当乙

腈与水的体积比为 2∶3 时，各种荧光增白剂的回收

率均在 80% 以上，提取效率最高。随着水含量降低，

各种荧光增白剂的回收率均迅速减小。这是因为荧

光增白剂的磺酸基团为水溶性的，随着萃取剂中水

含量降低，溶于萃取剂的荧光增白剂减少。综合考

虑，选取乙腈 – 水的体积比为 2∶3（含 0.6% 的三乙

胺）作为萃取溶剂。
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图 5　不同配比乙腈和水萃取 11 种荧光增白剂的回收率

萃取剂中三乙胺的主要作用是调节 pH 值，使

溶液呈碱性，以便各物质充分离子化和溶解。考察

三乙胺的体积分数分别为 0.2%、0.4%、0.6%、0.8%
和 1.0% 时 11 种荧光增白剂的荧光响应，结果表明，

随着三乙胺含量增大，荧光增白剂 FWA 220 的响应

值也增大，当三乙胺体积分数为 0.6% 时，FWA 220
的响应值不再变化，其余物质响应无明显变化。因

此选择三乙胺体积分数为 0.6%。

2.2.2　萃取时间

称取约0.25 g自制阳性样品（4份）于萃取罐中，

分别向其中加入 20 mL 乙腈 – 水溶液，于 80 ℃分

别微波萃取 5、10、15 和 20 min，考察萃取时间对荧

光增白剂回收率的影响，试验结果如图 6 所示。
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图 6　不同萃取时间 11 种荧光增白剂的回收率
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由图 6 可知，当萃取时间为 15 min 时，各种荧

光增白剂提取效率均达到较高水平（80% 以上），萃

取时间继续延长，回收率增大不明显。因此选择萃

取时间为 15 min。
2.2.3　萃取温度

分别选择萃取温度为 60、70、80 和 90℃，考察萃

取温度对各种荧光增白剂回收率的影响。按照 1.4.2
样品处理方法，对自制阳性样品进行提取和测定，计

算各种荧光增白剂的回收率，结果如图 7 所示。
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图 7　不同萃取温度时 11 种荧光增白剂的回收率

由图 7 可知，随着萃取温度的升高，各种荧光增

白剂的回收率逐渐提高，当萃取温度为 80 ℃时，各

种荧光增白剂回收率均大于 80%，温度继续升高回

收率提高不明显。因此选取萃取温度为 80 ℃。

2.3　线性范围、相关系数、方法检出限和定量限

按照 1.4.1 方法配制 11 种荧光增白剂质量浓度

均分别为 2、10、20、40、80、100、150 μg/L 的系列混

合标准溶液，在 1.3 条件下测定。以各种荧光增白

剂质量浓度为横坐标（X）、色谱峰峰面积为纵坐标

（Y），绘制标准曲线，计算线性方程及相关系数。

用空白样品加标的方法，分别以 3 倍信噪比和

10 倍信噪比对应的标准溶液质量浓度作为各种荧

光增白剂的方法检出限和定量限。

11 种荧光增白剂的质量浓度线性范围、线性方

程、线性相关系数、检出限和定量限列于表 3。由表

3 可知，11 种荧光增白剂在 2～150 μg/L 的质量浓

度范围内，线性相关系数均不小于 0.999 6，表明线

性关系良好，满足测试要求。当称样量为 0.25 g、定
容体积为 25 mL 时，样品中 11 种荧光增白剂的检

出限为 0.1～0.2 mg/kg，定量限为 0.3～0.6 mg/kg。
表 3　11 种荧光增白剂质量浓度线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限

化合物 质量浓度 /(μg · L–1) 线性方程 相关系数 检出限 /(mg · kg–1) 定量限 /(mg · kg–1)
FWA 220
FWA 24

FWA 210
FWA 85
FWA 113
FWA 264
FWA 353
FWA 357
FWA 5bm
FWA 90
FWA 71

2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150
2～150

Y=6 939.0X–5 248.2
Y=5 293.1X–3 711.9
Y=6 232.7X–2 921.9
Y=3 860.2X–2 380.0
Y=3 383.9X–2 798.3
Y=6 586.5X–7 684.1
Y=7 691.3X–8 711.1
Y=5 047.6X–6 056.7
Y=8 281.1X–7 429.9
Y=7 066.8X–6 209.9
Y=7 713.1X–3 613.1

0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 6
0.999 6
0.999 6
0.999 9
0.999 9
0.999 9

0.1
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1

0.3
0.3
0.3
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.3
0.3
0.3

2.4　加标回收和精密度试验

采用向阴性样品中加入标准溶液的方式进行

加标回收试验。选择未检出荧光增白剂的食品接

触用纸作为阴性样品，分别添加 2.0、20.0 和 100.0 

μg/L 低、中、高 3 个浓度水平的 11 种荧光增白剂

混合标准溶液，每个加标水平平行测定 6 次，11 种

荧光增白剂测定值、回收率和测定结果的相对标准

偏差列于表 4。
表 4　加标回收和精密度试验结果（n=6）

化合物
添加质量浓度为 2.0 μg /L 添加质量浓度为 20.0 μg/L 添加质量浓度为 100.0 μg/L

测定值 /(μg · L–1) 回收率 /% RSD/% 测定值 /(μg · L–1) 回收率 /% RSD/% 测定值 /(μg · L–1) 回收率 /% RSD/%
FWA 220
FWA 24

FWA 210
FWA 85
FWA 113
FWA 264
FWA 353
FWA 357
FWA 5bm
FWA 90
FWA 71

1.83
1.76
1.91
1.88
1.89
1.82
1.84
1.97
1.81
1.72
2.05

91.5
88.0
95.5
94.0
94.5
91.0
92.0
98.5
90.5
86.0
102.5

4.9
2.9
2.4
3.1
3.4
2.7
2.6
4.3
4.0
3.2
3.4 

20.70
18.57
18.19
19.25
18.60
17.99
18.73
21.69
18.44
19.24
19.20

103.5
92.8 
91.0 
96.2 
93.0 
90.0 
93.6 
108.4 
92.2 
96.2 
96.0 

2.3 
2.4 
2.7 
2.0 
1.6 
1.1 
2.3 
3.9 
2.1 
1.3 
2.1 

97.69 
97.64 
97.67 
97.45 
96.00 
96.59 
96.65 
99.49 
97.69 

104.37 
97.92 

97.7 
97.6 
97.7 
97.4 
96.0 
96.6 
96.6 
99.5 
97.7 

104.4 
97.9 

1.2 
0.6 
0.7 
0.7 
0.4 
0.6 
1.1 
0.8 
0.7 
1.4 
0.7 
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由表 4 可知，11 种荧光增白剂的加标回收率为

86.0%～108.4%，相对标准偏差为 0.4%~4.9%（n=6），
表明该方法准确度和精密度良好，可用于食品接触

用纸制品中荧光增白剂的检测。

3　结语

建立了检测食品包装用纸中 11 种荧光增白剂

的微波萃取高效液相色谱方法。该法样品处理快速、

简便，使用有机溶剂少。该方法具有干扰小、分离效

果好、灵敏度高、定量准确、重现性好等优点。
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