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通过式固相萃取-高效液相色谱法测定小麦粉及面粉处理剂中的硫脲
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摘 要：目的 建立通过式固相萃取柱净化，高效液相色谱法测定小麦粉及面粉处理剂（FTA）中硫脲的分析方法。

方法 试样中的硫脲经乙腈-水溶液（8：2，V/V）提取，通过式固相萃取柱 PRiME HLB 净化，XBridge Amide 色谱柱

（4. 6 mm×250 mm，5 µm）分离，乙腈-水为流动相梯度洗脱，二极管阵列检测器（DAD）检测，外标法定量。结果 该

方法在 0. 05~20 µg/mL 浓度范围线性关系良好，相关系数（R2）>0. 999；检出限（LOD，S/N≥3）为 0. 15 mg/kg，定量限

（LOQ，S/N≥10）为 0. 5 mg/kg；在空白小麦粉和 FTA 中进行 3 个加标水平（LOQ、2LOQ、10LOQ）的加标回收实验，方

法的平均回收率在 95. 5%~103. 7% 之间，相对标准偏差（RSD）<5. 7%。结论 该方法解决了酶式 FTA 易胶化分散

效果差的问题，同时有效去除了小麦粉及 FTA 中的基质干扰，保护了色谱柱。该方法简单、灵敏、准确，适用于小麦

粉及 FTA 中硫脲的准确定性、定量分析。
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Determination of thiourea in wheat flour and flour treatment agents by pass-through solid phase
extraction purification and high performance liquid chromatography
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Abstract：Objective To establish a detection method for thiourea in wheat flour and flour treatment agents（FTA）by
pass-through solid phase extraction purification and high performance liquid chromatography. Methods The samples
were extracted by acetonitrile aqueous solution（8：2，V/V），and purified by PRiME HLB pass-through SPE column. The
extract was separated on a XBridge Amide column（4. 6 mm×250 mm，5 µm）with acetonitrile and water as the mobile
phase in gradient elution，and detected by high performance liquid chromatography-diode array detector（HPLC-DAD）.
Results The linear correlation coefficient（R2）was higher than 0. 9999 in the range of 0. 05-20 µg/mL. The limit of
detection（LOD）and the limit of quantification（LOQ）were 0. 15 and 0. 5 mg/kg，respectively. The average recoveries
ranged from 95. 5% to 103. 7% with the relative standard deviation（RSD）less than 5. 7% at three spiked levels of LOQ，
2LOQ and 10LOQ. Conclusion The problem of easy gelation and poor dispersion effect of FTA had been solved by the
method established in this experiment，while matrix interference in wheat flour and FTA reduced effectively，which
protected the chromatographic column. This simple，sensitive，accurate method is suitable for the confirmation and
quantification of thiourea in wheat flour and FTA.
Key words：Wheat flour；flour treatment agents；thiourea；pass-through solid phase extraction；high performance
liquid chromatography
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硫脲又称硫代尿素，可用作橡胶的硫化促进

剂、金属矿物浮选剂等，也用作制造药物、树脂、染

料等的原料。硫脲能够抑制造血器官和甲状腺的

机能，引起中枢神经麻痹及呼吸和心脏功能降低

等，甚至导致死亡［1］，对人体健康的危害不容忽视。

硫脲有漂白和抗氧化作用，曾一度广泛用于食品的

漂白、保鲜和防腐。此外，硫脲还被不法生产商用

于面粉类食品的增筋、增白［2］。为加强对小麦粉的

安全监管，2017 年 11 月原国家食品药品监督管理

总局发布第 132 号公告，明确规定严禁生产企业在

小麦粉中添加硫脲、过氧化苯甲酰等非食品原料。

在小麦粉生产过程中往往需要添加一些面粉

处理剂（Flour treatment agents，FTA），实现面粉及其

制品的品质改良。根据基质性质的不同，FTA 可分

为酶式处理剂（FTA1）和盐式处理剂（FTA2）［3］，其中

酶式处理剂遇水易成胶状，提取难度大。现有关于

硫脲检测的文献报道多见于空气、水、土壤和生物

等基质的研究。现有关于硫脲检测标准仅有《BJS
201602 小麦粉中硫脲的测定》，该标准仅涵盖小麦

粉中硫脲的测定，不适用于面粉处理剂。因此同时

适用于小麦粉和面粉处理剂中硫脲的测定方法亟

待开发。

目前报道的硫脲检测方法主要有光度法［4-5］、化

学发光法［6］、电化学法［7］、极谱法［8］、离子色谱法［9］、

液相色谱法［10-15］和质谱法［1，16］等，其中液相色谱法是

应用最广泛的方法。PRiME HLB 具有较强的去除

磷脂、蛋白、色素等杂质的能力，为通过性固相萃取

柱，在兽药残留检测［17-19］领域应用广泛，但在硫脲的

测定中未见报道。

本研究建立了高效液相色谱法测定小麦粉及

面粉处理剂中硫脲的分析方法。针对小麦粉及面

粉处理剂的基质特点，对提取体系和净化方式进行

了优化。优化的提取体系可以分散各种类型的面

粉处理剂，提取效率高；PRiME HLB 通过式固相萃

取柱可以有效去除面粉处理剂中的干扰，提高方法

准确性，保护仪器及色谱柱；硫脲作为极性化合物，

在 XBridge Amide 色谱柱上保留适中，以期所建立

的色谱分离条件可实现硫脲的准确定性定量。该

方法灵敏度高，重现性好，简便快捷，检测效率高，

适用于小麦粉及面粉处理剂中硫脲的测定。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

LC-2030C 3D Plus 高效液相色谱仪（日本岛津，

配备二极管阵列检测器）；Milli-Q 超纯水制备器（美

国 MILLIPORE）；AB204-S 型电子天平（瑞士 Mettler

Toledo）；PRiME HLB 固相萃取柱（美国 Waters）；

PTFE 微孔滤膜 0. 45 µm（上海安谱）。

硫 脲 标 准 品（thiourea，美 国 ChemService）；

XBridge Amide 色谱柱（250 mm×4. 6 mm，5 µm，美

国 Waters）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国默克）；甲酸、

醋酸铵（分析纯，国药集团）。实验所用样品均购自

当地超市。

1. 2 标准溶液的配制

准确称取 10. 00 mg（精确至 0. 01 mg）硫脲标准

物质于 10 mL 棕色容量瓶中，用甲醇溶解并定容至

刻度，配制成浓度为 1 mg/mL 的标准储备液。移取

标准储备液用初始流动相稀释到适当的浓度得到

标准工作液。

1. 3 样品前处理

称取均匀样品 2. 00 g（精确至 0. 01 g）于 50 mL具

塞离心管中，准确加入 20 mL乙腈-水溶液（8/2，V/V），
涡旋 2 min，超声 10 min，8 000 r/min 离心 5 min。准

确量取 5 mL 上清液，加入 PRIME HLB 小柱中，收

集流出液，经 0. 22 µm 微孔滤膜过滤，高效液相色

谱测定。

1. 4 色谱条件

色谱柱：Waters® Xbridge Amide色谱柱（250 mm×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：乙腈（A）和水（B）。梯度洗脱

程序（A）：0~9. 0 min：95% 保持；9. 1~15. 0 min：60%；

15. 1~20. 0 min：95% 保持；检测波长：247 nm；流速：

1. 0 mL/min。柱温：35 ℃；进样量：10 µL。

2 结果

2. 1 色谱条件的优化

2. 1. 1 色谱柱的选择

硫脲属于强极性化合物，在常规反相 C18色谱柱

上保留比较弱，实验选取 Xbridge Amide（250 mm×
4. 6 mm，5 µm）和 HILIC（250 mm×4. 6 mm，5 µm）两

种亲水型色谱柱对硫脲的分离效果及峰形进行比

较。结果表明 HILIC 柱可以得到良好的峰形，但保

留时间在 4 min 之内，不能实现硫脲与杂质的完全

分离。Xbridge Amide 柱由于使用了化学稳定的、三

键键合式的酰胺官能团，对高极性化合物保留及分

离效果好，目标物保留时间为 5 min，峰形好且实现

了与杂质的良好分离。因此选择 Xbridge Amide 柱

作为本方法的色谱柱。

2. 1. 2 流动相的选择

应用 Waters Xbridge Amide 色谱柱，首先考察

了甲醇-水、乙腈-水两种流动相对目标物的影响，结

果发现乙腈 -水的峰形更好。进一步考察了标准溶

液在乙腈 -水、乙腈 -10 mmol/L 醋酸铵溶液和乙腈 -
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0. 1% 甲酸水溶液为流动相时的色谱峰峰高、峰面

积及保留时间。结果表明 3 种流动相条件下的保

留时间基本一致，但乙腈 -水条件下硫脲响应最高，

所以选择乙腈 -水作为最终流动相，采用梯度洗脱。

标准品（2. 0 µg/mL）、小麦粉及面粉处理剂空白样

品的色谱图见图 1。图 1 显示，该分析条件下小麦

粉及面粉处理剂中硫脲与杂质分离较好，可满足准

确定性定量要求。

2. 1. 3 检测波长的选择

取配制好的硫脲标准溶液（2. 0 µg/mL）在确定

的流动相条件下，用 LC-2030C 3D Plus 高效液相色

谱仪配备的二极管阵列检测器于 190～500 nm 的

波长范围内进行紫外光谱全波长扫描，扫描得光谱

图见图 2。由图 2 可以看出，目标化合物的最大吸

收波长为 247 nm，故选择 247 nm 为最佳波长。

2. 2 样品前处理条件的优化

2. 2. 1 提取溶剂的选择

面粉制品中的硫脲兼顾提取效率和净化效果，

最佳提取溶剂为 80% 的乙醇水溶液［1］。实验发现

含 80% 有机相的水溶液可以使酶式面粉处理剂分

散均匀、避免胶化，有利于实现目标物的有效提取。

硫脲提取溶剂一般为水、甲醇、乙醇、乙腈等［1］，因此

本实验比较了乙醇-水溶液（8：2，V/V）、甲醇-水溶液

（8：2，V/V）和乙腈 -水溶液（8：2，V/V）3 种提取溶剂

对小麦粉及面粉处理剂提取效果的影响。

如图 3，3 种提取溶剂对小麦粉中硫脲的提取

效果差异不大，但 80% 乙腈水对面粉处理剂 1 的提

取回收率最高，分析原因可能是乙腈有着更好地沉

淀蛋白的作用，对于含各种复合酶的面粉处理剂实

现了更高的提取效率。同时以 80% 乙腈水作为提

取溶剂时，更有利于磷脂在 PRiME HLB 固相萃取

柱上的保留，因此最终选择 80% 乙腈水溶液作为提

取溶剂。

2. 2. 2 净化方式的选择

面粉处理剂中含有玉米淀粉、各种矿物盐、维生

素 C、酶制剂等成分，乙腈水作为提取溶剂在保证硫

脲的提取效率的同时，共提取的杂质较多。硫脲的

检测波长为 247 nm，易受基质干扰的影响。如图 4a
所示，部分面粉处理剂经 80% 乙腈水提取后直接进

行测定，硫脲出峰位置干扰严重，无法定性定量，因

此本研究对净化方式进行了考察。硫脲极性强，在

HLB、C18固相萃取柱上没有保留，几乎没有回收率。

准确量取 5 mL 面粉处理剂的提取溶液，直接通过

PRIME HLB 小柱，收集滤液过膜上机测定，结果见

图 4b。由此可见，PRiME HLB 通过式固相萃取柱

杂质去除效果好，可实现面粉处理剂中硫脲的准确

注：A：标准品；B：小麦粉；C：面粉处理剂

图 1 Xbridge Amide柱分离硫脲标准品及样品色谱图

Figure 1 The chromatograms of thiourea in standard, wheat
flour and flour treatment agents on Xbridge Amide column

图 2 硫脲紫外吸收光谱

Figure 2 The spectrograms of thiourea

图 3 提取溶剂对硫脲提取效率的影响

Figure 3 Average recoveries of thiourea with different extrac⁃
tion solvents
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定性定量。

PRiME HLB 填料具有极强水浸润性，无需活化

和平衡步骤，试剂消耗少，操作简便，环境友好。经

试验发现该固相萃取柱也适用于对面粉的净化，回

收率及精密度俱佳。为提高方法的适用性，保护色

谱柱，面粉及面粉处理剂均采用 PRiME HLB 进行

净化。

2. 3 方法学评价

2. 3. 1 线性范围、检出限和定量限

将 1. 2 中所配制标准工作溶液依次进行高效

液相色谱测定，以标准工作溶液峰面积（Y）为纵坐

标，标准溶液质量浓度（X，µg/mL）为横坐标，绘制

标准曲线。结果显示，硫脲在 0. 05～20 µg/mL 范

围内，线性回归方程为 Y=102 632X-3 601. 98，R2=
0. 999 以上，线性关系良好。

采用空白基质中添加目标化合物的方法，以对应

色谱峰响应值 3倍信噪比得到目标物的检出限（Limit
of detection，LOD）为 0. 15 mg/kg，以对应色谱峰响应

值 10倍信噪比得到目标物的 LOQ为 0. 5 mg/kg。
2. 3. 2 回收率和精密度

选择空白小麦粉、盐式面粉处理剂和酶式面粉

处理剂，分别添加 0. 5、1. 0、5. 0 mg/kg 三个水平的

目标化合物，每个浓度水平平行测定 6 次，计算回

收率和精密度，结果见表 1。结果表明，低、中、高三

个 水 平 下 ，硫 脲 的 平 均 加 标 回 收 率 在 95. 5%~
103. 7% 之间，精密度均小于 5. 7%。方法准确度

高，重复性好。

2. 4 实际样品测定

采用本方法对市售小麦粉、复合酶式面粉处理

剂及复合盐式面粉处理剂等 50 批次样品进行分

析。样品均未检出硫脲。

3 结论

本文首次建立了同时适用于小麦粉及面粉处

理剂中硫脲的高效液相色谱测定方法。样品经

80% 乙腈 -水溶液提取，通过式 PRiME HLB 固相萃

取柱净化，XBridge Amide 色谱柱分离，适用于小麦

粉及面粉处理剂中硫脲的测定。该方法操作简单，

灵敏度高，重现性好，可满足小麦粉及面粉处理剂

中硫脲的快速检测，为现有标准的制修订及监管部

门风险监控提供技术支持。
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注：a：未净化（面粉处理剂）；b：PRiME HLB柱净化后色谱图

图 4 PRiME HLB固相萃取柱对提取液的净化效果

Figure 4 Purification effect of PRiME HLB column on extrac⁃
tion solution

表 1 小麦粉及面粉处理剂中硫脲的回收率及精密度（n=6）
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加标量/（mg/kg）
0.5
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0.5
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5.0
0.5
1.0
5.0
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103.7
96.8
96.9
96.1
95.5
99.1
96.3
96.0
97.7

RSD/%
4.2
2.8
4.8
5.7
2.0
3.4
5.4
4.6
5.2
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