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摘 要：目的　建立分散液液微萃取结合气相色谱同时测定食醋中 7 种常用防腐剂和 3 种常用抗氧化剂的方法。

方法　采用三氯甲烷为萃取剂，乙酸乙酯为分散剂，对分散剂、萃取剂、盐浓度和 pH 等影响萃取效率的因素进行了

研究。结果　所有目标物在 0. 004~1. 00 mg/mL 范围内线性良好，相关系数（r）为 0. 998 98~0. 999 98，检出限为

0. 03~0. 10 mg/kg，定 量 限 为 0. 10~0. 34 mg/kg，目 标 物 回 收 率 为 71. 6%~93. 5%，相 对 标 准 偏 差 为 2. 3%~8. 7%。

结论　该法适用于食醋中常用防腐剂和抗氧化剂的同时检测。

关键词：分散液液微萃取； 气相色谱； 食醋； 防腐剂； 抗氧化剂

中图分类号：R155   文献标识码：A   文章编号：1004-8456（2023）03-0367-07
DOI:10. 13590/j. cjfh. 2023. 03. 008

Simultaneous determination of common preservatives and antioxidants in vinegar by gas 
chromatography combined with dispersive liquid- liquid microextraction
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Abstract： Objective　 To establish a method based on dispersive liquid-liquid microextraction coupled with gas 
chromatography for the simultaneous determination of seven common preservatives and three common antioxidants in 
vinegar. Methods　 Chloroform was used as the extractant and ethyl acetate was used as the dispersant.  The variables 
affecting the extraction efficiency were investigated， such as the extractant， dispersant， salt addition and pH. Results　All 
analytes were linear in the range of 0. 004-1. 00 mg/mL， and the correlation coefficients （r） were 0. 998 98-0. 999 98.  The 
limits of detection were 0. 03-0. 10 mg/kg and the limits of quantification were 0. 10-0. 34 mg/kg.  The recovery rates were 
71. 6%-93. 5% and the relative standard deviations were 2. 3%-8. 7%. Conclusion　 The method is applicable for the 
simultaneous determination of preservatives and antioxidants in vinegar.
Key words： Dispersive liquid- liquid microextraction； gas chromatography； vinegar； preservatives； antioxidants

目前，随着人们生活水平的提高，食品中的各

种添加剂问题日益引起消费者的广泛关注。在食

品生产和销售过程中，人们为了提高食品的品质，

达到色、香、味俱佳的目的和防腐的保鲜效果，往往

会添加一部分食品添加剂，但超范围超限量使用食

品添加剂会对人的身体健康产生伤害［1］。食醋是我

国常用的调味品，脱氢乙酸、山梨酸、苯甲酸以及对

羟基苯甲酸酯类是食醋中最常添加的防腐剂。我

国 GB 2760—2014《食品安全国家标准  食品添加剂

使用标准》［2］对其最大使用量进行了明确规定。食

醋中塑料包装占有一定比例，已有研究报道常见

抗 氧 化 剂 如 叔 丁 基 对 羟 基 茴 香 醚（Butylated 
hydroxyanisole，BHA）、2，6-二 叔 丁 基 对 甲 基 苯 酚

（Butylated hydroxytoluene，BHT）、叔丁基对苯二酚

（Tert-Butylhydroquinone，TBHQ）通常作为食品、塑

料等多种材料的抗老化剂。在食醋生产和销售过

程中，塑料包装中的抗氧化剂就极有可能会迁移到

实验技术与方法
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食醋中，进而危害消费者健康［3］。

目前对食品中防腐剂和抗氧化剂的分析方法主

要有气相色谱法［4-5］、气相色谱 -质谱联用法［6-7］和高

效液相色谱法［8］等。已有的国标前处理方法大部分

存在分析时间长、需要大量乙醚等有毒试剂多次提

取和只对特定的一种或几种防腐剂/抗氧化剂分别

进行检测等不足之处。为了提高检测效率、降低分

析成本和对环境绿色友好，所以十分有必要建立一

种污染小、快速、简便，同时能测定食醋中防腐剂和

抗氧化剂的方法。

分散液液微萃取技术（Dispersive liquid-liquid 
micro-extraction，DLLME）是 由 Rezaee 等［9］在 2006
年首次提出，其原理是萃取剂在分散剂的媒介作用

下形成细小的有机液滴，均匀分散在样品溶液中，

进而形成样品溶液/分散剂/萃取剂的浑浊体系，样

品溶液中的目标物被不断地萃取到萃取剂中，最后

在样品溶液和小体积萃取剂之间达到萃取平衡。

该技术凭借前处理简单、快速、有机试剂使用量少

等优点被广泛应用于食品测定。目前，分散液液微

萃取技术已被广泛应用于农药残留［10］、邻苯二甲酸

酯［11-12］和多环芳烃［13］的测定。何浩等［14］研究了 DLLME
在复杂基质中防腐剂的应用，但采用该技术对食醋

中多种防腐剂和抗氧化剂的同时检测在国内外研

究较少。

本研究采用分散液液微萃取结合气相色谱 -氢

火焰离子化检测器技术，通过实验条件优化，建立了

同时检测食醋中多种常用防腐剂和抗氧化剂的分

析方法。该方法前处理简便、准确性高、精密度好，

并较好地应用于实际食醋样品的分析检测。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

安捷伦 7890B 气相色谱 -氢火焰离子化检测器

（GC-FID）；安捷伦 8890/5977B 气相色谱 -质谱联用

仪，配电子轰击（EI）源；台式高速冷冻离心机（德国

Sigma 公司）；UMV-2 涡旋混合器（山东青云实验耗

材有限公司）。

脱氢乙酸、山梨酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸甲

酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基

苯甲酸丁酯、BHA、BHT、TBHQ 10 种标准物质（北京

振翔有限公司）；甲醇、乙酸乙酯、正己烷、1，1，2-三

氯乙烷、甲苯、二氯甲烷、三氯甲烷均为色谱纯（德国  
Merck 公司）；N-N 二甲基甲酰胺（DMF）、盐酸、NaCl
均为分析纯（国药集团化学试剂有限公司）、食醋购

自当地超市。

1. 2　仪器条件

1. 2. 1　GC-FID 分析条件

色谱柱：DB-1701（30 m×0. 25 mm×0. 25 μm，美

国 Agilent 公司）；分流比 10∶1；色谱柱升温程序：起

始温度为 70 ℃，保持 1 min；以 20 ℃/min 速率程序

升温至 150 ℃，以 5 ℃/min 速率程序升温至 240 ℃，

保持 5 min。进样量：1 μL；柱流量：1. 0 mL/min；载
气 为 氮 气 ；进 样 口 温 度 250 ℃ ；检 测 器 温 度 为

300 ℃。

1. 2. 2　GC/MS 确认条件

HP-5MS UI 柱（30 m×0. 25 mm×0. 25 μm，美国

Agilent 公司）；程序升温：初始温度为 50 ℃，保持

1 min；以 15 ℃/min 的速率升至 250 ℃，保持 10 min；
再以 30 ℃/min 的速率升至 260 ℃，保持 1 min。后

运行温度 300 ℃；后运行时间为 5 min；进样量：1 μL；
柱流量：1. 0 mL/min；载气为氦气；进样口温度 250 ℃。

离子源：EI 源；离子电压：70 eV；离子源温度：

230 ℃；四级杆温度：150 ℃；传输线温度：280 ℃；扫

描方式：选择离子监测（SIM）模式；溶剂延迟为 5 min。
山梨酸定量定性离子：97、67、112；苯甲酸定量定性

离子：105、77、122。
1. 3　标准溶液的配制

分别准确称取山梨酸、苯甲酸、脱氢乙酸、对羟

基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸

丙酯、对羟基苯甲酸丁酯、BHA、BHT 和 TBHQ 各

100 mg 至同一 10 mL 容量瓶中，用乙酸乙酯定容至

刻度。配制成质量浓度为 10 mg/mL 的混合标准溶

液母液。

准确移取 1 mL 混合标准溶液母液于 10 mL 容

量瓶中，用乙酸乙酯稀释并定容至刻度。配制成质

量浓度为 1 mg/mL 的混合标准溶液中间液，并稀释

成 4、10、50、100、200、500、1 000 μg/mL 的 工 作

溶液。

1. 4　样品前处理方法

称 取 样 品 3. 00 g 于 50 mL 离 心 管 中 ，加 入

0. 6 mL 体积浓度为（1∶1）的盐酸溶液，摇匀后加入

0. 72 g 氯化钠，摇匀。然后向离心管中快速加入

1. 4 mL 乙酸乙酯和 200 μL 三氯甲烷的混合溶液，

振荡，形成样品/乙酸乙酯/三氯甲烷的浑浊液体

系。涡旋 1 min（2 500 r/min），以 8 000 r/min 离心

2 min（相对离心力为 7 012×g）。此时含有目标物的

三氯甲烷层于离心管底部，取出三氯甲烷层，氮气

吹干。加入 0. 5 mL 乙酸乙酯复溶，分析液经 GC-

FID 测定。

1. 5　统计与分析

实验结果以平均值±标准偏差（Mean±SD）来表
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示，并用 Origin 9. 0 软件绘图。采用 SPSS 16. 0 软

件进行差异性分析。各组间的显著性差异用单因

素方差分析（one way ANOVA）。P<0. 05 则有显著

性差异，P<0. 01 则为极显著性差异。

2　结果

2. 1　色谱条件优化

色谱柱的固定相填料和炉温箱的升温程序是

影响目标分析物分离效果和检测灵敏度的重要因

素。实验表明，使用 DB-1701 毛细管色谱柱在优化

的色谱条件下，7 种防腐剂和 3 种抗氧化剂在 16 min
内就可以实现有效的分离，并且各目标物都具有良

好的色谱行为（图 1）。

2. 2　样品前处理条件优化

在分散液液微萃取中，对萃取效率产生影响的

因素为萃取剂种类及其体积、分散剂种类及其体

积、盐效应和 pH 等。为了达到最佳的萃取效果，需

要对以上因素分别进行优化。

2. 2. 1　萃取剂种类及其体积

选择合适的萃取剂对提高萃取效率至关重要。

在 DLLME 中，萃取剂需满足：（1）在样品溶液中溶

解度较小；（2）萃取剂的性质与目标物性质相近，保

证对目标分析物有较强的萃取能力；（3）有良好的

色谱行为，与目标物的色谱峰能较好地分开［9］。本

研究分别对 1，1，2-三氯乙烷、甲苯、二氯甲烷、三氯

甲烷和正己烷作为萃取剂进行了研究。结果表明

（图 2A），三氯甲烷对山梨酸、苯甲酸、脱氢乙酸、

BHT 和 BHA 的萃取效率显著高于其他优化试剂，

而其对其他几种目标物的萃取效率与其他四种试

剂无显著性差异，故选择三氯甲烷作为萃取剂。

萃取剂体积决定了 DLLME 的萃取效率。本实

验在保证实验易操作的前提下，研究了三氯甲烷在

50~300 μL 的萃取效率。结果表明（图 2B），当三氯

甲烷的体积在 50~200 μL 时，TBHQ 的萃取效率随

体积的增加不明显，其他目标物的萃取效率呈显著

增 加（P<0. 05），但 当 三 氯 甲 烷 体 积 逐 渐 增 大 到

注：1：山梨酸；2：苯甲酸；3：脱氢乙酸；4：BHT；5：BHA；6：对羟基苯甲酸甲酯；7：对羟基苯甲酸乙酯；8：TBHQ；9：对羟基苯甲酸丙酯；

10：对羟基苯甲酸丁酯

图 1　7 种防腐剂和 3 种抗氧化剂的混合标准溶液的气相色谱图（0.01 mg/mL）
Figure 1　GC chromatography of a mixture of 7 preservatives and 3 antioxidants (0.01 mg/mL)
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图 2　萃取剂种类（A）和体积（B）对回收率的影响

Figure 2　Influence of extraction solvents type (A) and volume (B) on extraction recovery
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300 μL 时，各分析物的回收率极显著下降（P<0. 01），

因此萃取剂三氯甲烷的体积选择 200 μL。
2. 2. 2　分散剂种类及其体积

在 DLLME 中，分散剂作为目标物从样品水溶

液转移到萃取剂中的媒介，它的选择需满足以下特

点：（1）能够使萃取剂以微小的液滴均匀分散在样

品水溶液中，与分析物充分接触，提高萃取效率；

（2）与目标物分离度大，具有良好的色谱行为［9］。本

实验分别考察了甲醇、DMF 和乙酸乙酯作为分散剂

对目标物萃取效果的影响，结果见图 3A。对于部分

目标物，甲醇作为分散剂时萃取效率较低，这可能

是由于甲醇与水具有高互溶性；选择乙酸乙酯作为

分散剂时，所有目标物的回收率均极显著高于甲醇

和 DMF（P<0. 01），因此在后续实验中选择乙酸乙酯

作为 DLLME 的分散剂。

分散剂体积会直接影响样品水溶液、萃取剂和

分散剂乳浊液的形成，进而影响萃取剂在样品水溶

液中的分散及萃取效率。本实验分别研究了 1. 1、
1. 2、1. 3、1. 4、1. 5 和 1. 6 mL 的乙酸乙酯对萃取效

率的影响。结果发现（图 3B），在 1. 1~1. 4 mL 范围

内，BHA、对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸丁酯

的萃取效率随着乙酸乙酯体积增大升高不明显；山

梨酸、BHT、对羟基苯甲酸乙酯、TBHQ 和对羟基苯

甲酸丙酯随着乙酸乙酯体积的增大先呈极显著升

高（P<0. 01），随后呈显著性升高（P<0. 05）；苯甲酸

和脱氢乙酸的萃取效率随乙酸乙酯体积的增大均

呈 显 著 升 高（P<0. 05）。 乙 酸 乙 酯 体 积 在 1. 4~
1. 6 mL 范围时，山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸

乙酯和对羟基苯甲酸丙酯的萃取效率随着乙酸乙

酯体积的增大先无显著差异，随后呈显著或极显著

下降（P<0. 05 或 P<0. 01）；苯甲酸、BHT、BHA、对

羟基苯甲酸甲酯、TBHQ 和对羟基苯甲酸丁酯的萃

取效率随着乙酸乙酯体积的增大先显著或极显著

降低（P<0. 05 或 P<0. 01），随后均极显著下降（P<
0. 01）。由于乙酸乙酯体积在一定范围内增大时，

三氯甲烷在样品水溶液中容易形成更均匀的小液

滴，提取得更充分；当乙酸乙酯体积过大时，会增大

目标物在乙酸乙酯中的溶解度，进而导致三氯甲

烷的萃取效率降低。因此选择乙酸乙酯体积为

1. 4 mL。

2. 2. 3　盐浓度的影响

样品中加入 NaCl 会改变溶液的离子强度，离

子强度会影响目标分析物在样品溶液和萃取剂之

间的分配系数。在样品溶液中加入一定量的 NaCl
有利于目标分析物由水相转移到有机相中［15］。本

研究考察了不同质量浓度 0、5%、10%、15%、20%，

25% 和 30%（加入氯化钠的质量为 0、0. 18、0. 36、
0. 54、0. 72、0. 90、1. 08 g）的 NaCl 对萃取效率的影

响。结果表明（图 4），当 NaCl 的质量浓度在 0~20%

范围内，苯甲酸的回收率随其增大先呈极显著（P<
0. 01）增加趋势随后缓慢升高，其它目标物的回收

率随其增大显著性升高（P<0. 05）；当 NaCl 质量浓

度大于 20% 时，苯甲酸的回收率呈极显著性降低

（P<0. 01），其它目标物的回收率先逐步降低后极显

著降低（P<0. 01）。这是由于盐效应一方面会减小

目标物在水中的溶解度，提高萃取剂的萃取效率，

另一方面还可能会增大水的黏度，使得目标物在水

中的传质系数变差，从而导致萃取效率降低［14］。因

**

**

**

**

**

**

**

**

**
**

** **

**

** **

**

**

**

**
**

山
梨
酸
苯
甲
酸

脱
氢
乙
酸

BHT
BHA

对
羟
基
苯
甲
酸
甲
酯

对
羟
基
苯
甲
酸
乙
酯

TBHQ

对
羟
基
苯
甲
酸
丙
酯

对
羟
基
苯
甲
酸
丁
酯

0

20

40

60

80

100

A

回
收
率

/%

甲醇 DMF 乙酸乙酯

** *

* **

*
* **

** ** *

*
*

* *
*

*

*

*
*

*

* **

*
*

**

*

* **

**

**

** **
**

** *
**

山梨
酸
苯甲
酸

脱氢
乙酸 BHT

BHA

对羟
基苯
甲酸
甲酯

对羟
基苯
甲酸
乙酯 TBHQ

对羟
基苯
甲酸
丙酯

对羟
基苯
甲酸
丁酯

0

20

40

60

80

100

B

回
收
率

/%

1.1 mL 1.2 mL 1.3 mL
1.4 mL 1.5 mL 1.6 mL

注：同一指标，与最优的条件相比，*差异显著（P<0.05），**差异极显著（P<0.01）
图 3　分散剂种类（A）和体积（B）对 DLLME 回收率的影响

Figure 3　Influence of dispersive solvents type (A) and volume (B) on extraction recovery
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此本实验中 NaCl 的质量浓度选择为 20%，即加入

氯化钠的质量为 0. 72 g。
2. 2. 4　pH 的影响

一般情况下，防腐剂类目标物以钠盐或钾盐的

形式存在于水相中，在有机相萃取过程中，当用盐

酸溶液（1∶1）调节 pH 后，分析物会以酸或酯的形式

存在于萃取剂中，并服从一定的分配比例［14］。本研

究考察了加入不同体积（0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0 mL）
盐酸溶液（1+1）对萃取效率的影响。实验结果（图 5）
表明，当盐酸溶液（1+1）的体积为 0. 6 mL 时，所有

目标物的回收率均为最高。当酸溶液体积为 0. 2~
0. 6 mL 时，所有目标物的回收率随其增大呈显著或

极显著升高（P<0. 05 或 P<0. 01），在 0. 6~1. 0 mL 时，

山梨酸、BHT、BHA、对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯

甲酸丁酯的回收率随其增大先无显著性差异，随后

呈显著或极显著降低（P<0. 05 或 P<0. 01）。因此，

在本实验中选择加入 0. 6 mL 的盐酸溶液（1+1）。

2. 3　方法性能评估

2. 3. 1　方法线性范围与灵敏度

在 0. 004~1. 00 mg/mL 范围内配制所有目标物

的混合标准溶液。按 1. 2 节仪器分析条件进行测

定，以所得目标物峰面积对目标物浓度做标准曲

线。在优化的条件下，通过空白样品加标实验确定

方法的检出限（Limits of detection，LOD）和定量限

（Limits of quantification，LOQ），结果见表 1。所有目

标物在 0. 004~1. 00 mg/mL 范围内线性关系均良

好，相关系数（r）为 0. 998 98~0. 999 98，检出限为

0. 03~0. 10 mg/kg，定量限为 0. 10~0. 34 mg/kg，所
有目标峰均可以完全分离。表明所建立方法的灵

敏度较高，适合食醋中防腐剂和抗氧化剂的同时

检测。

2. 3. 2　方法回收率和精密度

采用溶剂匹配标准溶液-外标法定量，在空白样

品中添加目标物进行回收率试验，添加水平为 0. 01、
0. 03、0. 06 g/kg，每个水平重复测定 6 次，按优化的方

法测定所有目标物的含量，方法的回收率结果见表 2。
目标物的回收率为 71. 6%~93. 5%，相对标准偏差

（Relative standard deviation，RSD）为 2. 3%~8. 7%。
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图 5　不同体积的盐酸溶液（1+1）对回收率的影响

Figure 5　Influence of hydrochloric acid (1+1) volume on 
extraction recovery

表 1　10 种分析物的线性关系、相关系数 r及方法检出限

Table 1　Linear equations, r and detection limit of 10 analytes
目标物种类

山梨酸

苯甲酸

脱氢乙酸

BHT
BHA
对羟基苯甲酸甲酯

对羟基苯甲酸乙酯

TBHQ
对羟基苯甲酸丙酯

对羟基苯甲酸丁酯

线性方程

y=923.83x-4.92
y=1 049.42x-4.65
y=679.61x-3.25
y=1 512.33x+1.89
y=1 118.58x-3.81
y=943.33x-1.66
y=992.44x-3.79
y=1 048.20x-14.01
y=1 054.07x-4.12
y=1 081.88x-8.32

相关系数
r

0.999 90
0.999 92
0.999 79
0.999 98
0.999 92
0.999 94
0.999 73
0.998 98
0.999 86
0.999 87

LOD/

(mg/kg)
0.10
0.10
0.03
0.06
0.07
0.08
0.10
0.09
0.07
0.05

LOQ/

(mg/kg)
0.33
0.33
0.10
0.21
0.24
0.28
0.34
0.30
0.25
0.17

表 2　方法准确度和精密度

Table 2　Detection of accuracy and precision of the method

目标物种类

山梨酸

苯甲酸

脱氢乙酸

BHT
BHA
对羟基苯甲酸甲酯

对羟基苯甲酸乙酯

TBHQ
对羟基苯甲酸丙酯

对羟基苯甲酸丁酯

0.01 g/kg
回收
率/%
72.6
76.4
71.6
73.0
74.1
82.1
86.7
90.4
86.4
81.7

RSD/%
3.6
7.6
6.4
7.2
6.8
6.4
6.6
8.6
6.7
7.2

0.03 g/kg
回收
率/%
73.2
74.3
76.4
75.2
80.8
84.2
85.4
88.9
85.6
84.2

RSD/%
5.7
2.3
4.4
7.0
4.6
4.3
4.1
4.0
4.2
4.3

0.06 g/kg
回收
率/%
75.0
73.7
84.1
78.7
88.6
90.0
90.2
93.5
90.5
89.9

RSD/%
8.7
5.2
4.9
7.8
6.3
6.5
6.3
4.4
6.2
6.2
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图 4　离子强度对回收率的影响

Figure 4　Influence of ionic strength on extraction recovery
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2. 4　样品测定

利用优化的方法，对随机抽样于当地超市不同

品牌的 7 批食醋样品进行检测，结果显示：其中

1 批食醋样品检出山梨酸，其检出量为 0. 06 g/kg，
1 批食醋样品检出苯甲酸，其检出量为 0. 02 g/kg，
这两批样品的检出值均符合 GB 2760—2014［2］中的

限量要求。其它样品的防腐剂和抗氧化剂均未

检出。

为了进一步保证方法的准确性，对有检出的阳

性样品进行气相色谱-质谱确认分析。标准溶液、试

剂空白和阳性样品稀释后的总离子流色谱图见图 6。
山梨酸阳性样品的检出值为 0. 058 g/kg，苯甲酸阳

性样品的检出值为 0. 019 g/kg，两者的检出值均与

气相色谱的分析结果一致。

3　结论

本文首次成功地将分散液液微萃取技术应用

于食醋中山梨酸、苯甲酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸

甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟

基苯甲酸丁酯、BHA、BHT 和 TBHQ 的同时测定分

析，建立了其与 GC-FID 相结合的新方法，并将其用

于实际样品中多种防腐剂和抗氧化剂的同时测定。

该方法可用于食醋中防腐剂和抗氧化剂的同时快

速分析，是一种简单、准确和高效的检测方法。
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图 6　山梨酸和苯甲酸的总离子流色谱图

Figure 6　Total ion current chromatogram of the sorbic 
acid and benzoic acid
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