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萃取法对样品中的维生素 V, 进行提取"参照文献
($ h!))中报道的维生素 V, 样品处理方法与本研究
做对比"本研究优势主要在于提取方法快速’简便"分
析成本低"准确度和重现性好* 通过试验探究"得出
微波萃取钙片中维生素 V, 的最优条件"为钙片中维
生素 V, 的快速提取和检测提供依据*
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实验技术与方法
高效液相色谱法同时测定小麦粉及其制品中过氧化苯甲酰和苯甲酸
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摘"要!目的"建立同时测定小麦粉及其制品中过氧化苯甲酰和苯甲酸的高效液相色谱检测方法$ 方法"样品

中过氧化苯甲酰和苯甲酸用无水乙醇进行提取!采用色谱柱为 8\XX’BC\?!3 "!*# XXn2G$ XX!* !X#!以甲醇+

#G!g磷酸水溶液梯度洗脱!检测波长 ),* (X$ 结果"过氧化苯甲酰%苯甲酸与杂质基线分离!过氧化苯甲酰和苯

甲酸在 #G!# j)# XPI6浓度范围内线性良好!相关系数 8均在 #G%%% % 以上$ 过氧化苯甲酰和苯甲酸回收率分别为
%*G)g j%%G*g和 %*G,g j!#*g!方法检出限分别为 #G!# 和 #G#3 XPIbP!定量限分别为 #G,# 和 #G)2 XPIbP$ 结

论"本方法操作简便%灵敏度高%结果准确!适用于小麦粉及其制品中过氧化苯甲酰和苯甲酸同时分析$
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""过氧化苯甲酰$];9%"作为一种重要的食品改
良剂"具有抑制微生物生长’促进小麦粉熟化’增加
白度等优点"被广泛应用于小麦粉中* 研究表
明 (! h,) "小麦粉中适当添加一定浓度的过氧化苯甲
酰"并不会造成食品安全问题* 但过氧化苯甲酰本
身不仅会破坏面粉中的营养成分"其分解产物也存
在着一定的健康危害风险#苯甲酸$]-%短期过量食
用会导致神经衰弱等"长期过量食用会造成肝脏损
害* 我国已于 )#!! 年撤销过氧化苯甲酰作为食品
添加剂的许可"禁止在面粉生产中添加"且加强了
对小麦粉及其制品的监督力度"以保障小麦粉及其
制品的食用安全*

目前小麦粉中过氧化苯甲酰的检测方法包括化
学分析法(2) ’光谱法(* hc) ’色谱法(3 h!3)和质谱法(!%)

等* 其中"化学分析法和光谱法由于灵敏度较低"不
适用低浓度过氧化苯甲酰的检测* 质谱法仪器昂贵
不普及* 此外"多数检测方法采用间接测定方
式(3 h%) "通过将样品中过氧化苯甲酰还原为苯甲酸后
进行测定"以苯甲酸结果乘以系数折算出样品中过氧
化苯甲酰的含量"方法操作繁琐且试验结果不能反映
样品中过氧化苯甲酰和苯甲酸的真实水平"从而造成
产品质量异议* 张艳等(!, h!%)采用单一或混合有机溶
剂进行提取"液相色谱法同时测定样品中的过氧化苯
甲酰和苯甲酸* 但这些方法亦存在一定的不足&样品
前处理笼统单一#在上述色谱条件下"溶剂峰或杂质
容易干扰目标物质检测#分析时间长"效率低* 因此"
本方法在上述研究的基础上"对前处理条件以及色谱
条件进行了优化"适用于小麦粉及其各种制品中过氧
化苯甲酰和苯甲酸的检测"结果准确可靠*

!"材料与方法
!G!"主要仪器与试剂

高效液相色谱仪$配四元泵’自动进样器’柱温
箱’二极管阵列检测器"美国 -POD’(B%’超声波清洗
器’超速离心机’涡旋混合器’超纯水机’搅拌机’
) XD超速离心管’#G2* !X有机相针筒微孔滤膜
$天津津腾公司%*

过氧化苯甲酰标准品$##)!,+!##&%’苯甲酸标准
品$!),*,+)*&%纯度均!%3g"均购自美国 ‘DSbT’甲
醇$色谱纯%#磷酸’无水乙醇均为分析纯*
!G)"方法
!G)G!"标准溶液的配制

称取过氧化苯甲酰和苯甲酸标准品各 #G! P$精

确到 #G### ! P%至 !## XD棕色容量瓶中"加适量无水
乙醇超声 !# XO("冷却至室温"用无水乙醇定容至刻
度"得质量浓度为 !G### XPIXD标准储备液* 使用前
配制成最终浓度分别为 #G!##’#G*##’*G##’!#G#’
!*G#’)#G# XPI6的混合标准溶液*
!G)G)"样品前处理

小麦粉和生干性面制品&样品粉碎并混匀"称取
! P$精确到 #G##! P%至 !# XD具塞比色管中"准确加
入 !# XD无水乙醇"涡旋混匀后超声震荡提取 !# XO("
取适量溶液至超速离心管 !* ### CIXO( 离心 * XO("
取上清液过 #G2* !X有机相滤膜"待高效液相色谱测
定* 该方法适用于小麦粉’面糊$如用于鱼和禽肉的
拖面糊%’裹粉’煎炸粉’挂面等样品的前处理*

生湿性面制品和发酵性面制品&样品去馅后切
细"经搅拌机绞碎并混匀* 称取 ) P$精确到 #G##! P%
至 )* XD具塞比色管中"准确加入 !# XD无水乙醇"其
余步骤同上* 该方法适用于湿面条’饺子皮’馄饨皮’
烧麦皮’包子’馒头’花卷等样品的前处理*
!G)G,"仪器条件

色谱 柱& 8\XX’BC\?!3 $ !*# XX n2G$ XX"
* !X% #流动相&-为 #G!g磷酸水溶液"]为甲醇"
梯度洗脱#流速 !G# XDIXO("柱温 )* i"检测波长
),* (X"进样量 !# !D* 梯度洗脱条件见表 !*

表 !"梯度洗脱程序
>T.D’!"&CT0O’(B’DSBOE( YCEPCTX

时间IXO( 流动相 -Ig 流动相 ]Ig
#G# ,# c#
!*G# )# 3#
!cG# )# 3#

)"结果与分析
)G!"前处理条件优化
)G!G!"提取溶剂的选择
""参考目标物的化学性质和相关文献报导 (!) h!2) "
过氧化苯甲酰和苯甲酸提取液主要有石油醚’乙
醚’丙酮’乙醇’乙腈’无水乙醇等* 亦有文献报导
采用含有一定比例水的有机溶剂提取样品中目标
物"但是"本研究发现有机溶剂与一定比例水混合"
不仅带入大量的水溶性杂质干扰检测"而且会加速
过氧化苯甲酰的分解"故本文采用单一有机溶剂丙
酮’乙醇’乙腈’无水乙醇作为提取剂对样品进行试
验* 结果显示&丙酮$图 !-%溶剂峰与苯甲酸吸收
峰重叠#甲醇$图 !]%’乙腈 $图 !?%提取液中脂溶
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性杂质多"对苯甲酸检测存在一定干扰"而采用无
水乙醇则杂质干扰少’色谱基线平稳’提取效率高
$图 !V%* 因此"本研究选择无水乙醇作为提取液*

图 !"不同提取液对过氧化苯甲酰和苯甲酸的色谱图
‘OPSC’!"VOLL’C’(B’<BCTKBOE( DOqSO0 K4CEXTBEPCTX

)G!G)"提取时间的选择
本研究通过测定在 )* i时不同超声提取时间

$*’!#’!*’)# 和 )* XO(%对空白小麦粉基质加标样
品$加标水平为 2 XPIbP%的峰面积"来比较提取时
间对过氧化苯甲酰和苯甲酸的影响"结果见图 )*
随着提取时间的增加"过氧化苯甲酰的含量逐渐降
低"而苯甲酸的含量逐渐增加"但二者的总和基本
维持在同一个水平* 提示超声波能加速基质中过
氧化苯甲酰分解成为苯甲酸*

本研究同时考察了在超声条件下"过氧化苯甲
酰和苯甲酸在无水乙醇中的溶解时间* 结果发现"
过氧化苯甲酰和苯甲酸各 !## XP在 !## XD无水乙
醇中超声 $ j!# XO( 才能完全溶解* 综合考虑"本
研究选择最佳提取时间为 !# XO(*
)G!G,"提取温度的选择

本研究考察了在不同提取温度条件下$)*’,#’,*’
2# i%超声 !# XO("空白小麦粉加标回收样品$加标水
平为 2G# XPIbP%的目标化合物峰面积* 如图 , 所示"
""""

图 )"不同提取时间对过氧化苯甲酰和苯甲酸的影响
‘OPSC’)"7(LDS’(K’EL0OLL’C’(B’<BCTKBOE( BOX’EL.’(aE\D

Y’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0

图 ,"不同提取温度对过氧化苯甲酰和苯甲酸的影响
‘OPSC’,"7(LDS’(K’EL0OLL’C’(B’<BCTKBOE( B’XY’CTBSC’EL

.’(aE\DY’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0

随着提取温度的升高"过氧化苯甲酰峰面积逐渐下降"
提示加热会导致过氧化苯甲酰的缓慢分解* 除提取温
度外"过氧化苯甲酰的分解亦可能影响苯甲酸的含量
变化* 考虑过氧化苯甲酰不稳定及苯甲酸在 *# i以
上也有少量挥发"因此提取的温度不宜过高"故本研究
最终选择最佳提取温度为室温 )* j,# i*
)G)"色谱条件选择
)G)G!"检测波长的选择

采用 V-V检测器对过氧化苯甲酰和苯甲酸乙
醇提取液在 )## j2## (X波长范围进行扫描"结果
见图 2* 苯甲酸’过氧化苯甲酰最大吸收波长范围
均在 ))# j)*# (X* 根据波长选择原则&两种目标
物吸收尽量大"干扰物吸收尽量小"本研究选取
),* (X作为最佳检测波长*

图 2"),* (X下过氧化苯甲酰和苯甲酸的全扫描光谱图
‘OPSC’2"8Y’KBCEPCTXEL.’(aE\DY’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0 O( ),* (X
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)G)G)"色谱柱的选择
本研究考察了 2 种不同品牌的 ?!3柱$2G$ XX

n!*# XX"* !X%对目标化合物分离度的影响* 从
色谱图 *-可知"8\XX’BC\?!3色谱柱能有效分离苯
甲酸和杂质"灵敏度高"色谱峰峰形对称*

图 *"不同色谱柱对过氧化苯甲酰和苯甲酸分离度的色谱图
‘OPSC’*"VOLL’C’(BK4CEXTBEPCTY4OKKEDSX( K4CEXTBEPCTX

EL.’(aE\DY’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0 OAEDTBOE(

)G)G,"洗脱条件的选择
本研究依据过氧化苯甲酰和苯甲酸的化学性

质和极性"通过试验"采用甲醇+#G!g磷酸水溶液梯
度洗脱"并对比了参考文献中不同洗脱条件$甲醇+
乙酸铵溶液梯度洗脱 (!c) ’甲醇+磷酸水溶液等度洗
脱 (!*) % * 结果表明"甲醇+#G!g磷酸水溶液梯度洗
脱条件下"过氧化苯甲酰与苯甲酸能实现良好的分
离"且能保障苯甲酸与杂质的良好分离"基线平稳"
见图 $* 流动相中的磷酸能起抑制目标物的解离作
用"减少拖尾从而解决峰形对称问题#梯度洗脱可
令先出峰的苯甲酸能与杂质达到良好的分离"并控
制过氧化苯甲酰在 3 XO( 内出峰"提高分析效率*

图 $"苯甲酸和过氧化苯甲酰的标准色谱图
$浓度均为 3G# XPI6%

‘OPSC’$"8BT(0TC0 K4CEXTBEPCTXAEL.’(aEOKTKO0 T(0

.’(aE\DY’CE<O0’

)G,"线性范围’检出限和定量限
在上述试验条件下"测定不同质量浓度的标准溶

液"以峰面积比质量浓度绘制标准曲线"以曲线的相
关系数衡量方法的线性* 在 #G!# j)# XPI6浓度范

围内"过氧化苯甲酰的回归方程为 <k*3G#’h,G3"
苯甲酸的回归方程为 <k2%G,’5!G#"相关系数 8均
t#G%%% %"说明方法线性良好* 样品逐级降低加标
水 平 并 按 !G)G, 仪 器 条 件 测 定" 以 目 标 峰
, 倍信噪比$FEQ%对应的浓度作为方法检出限"当称
样量为 ! P无水乙醇定容至 !# XD时"过氧化苯甲酰
和苯甲酸的方法检出限分别为 #G!# 和 #G#3 XPIbP"
方法定量限分别为 #G,# 和 #G)2 XPIbP*
)G2"准确度和精密度

选取空白生湿面制品’生干面制品’发酵面制品’
裹粉等面制品作为代表性基质"以空白加标回收试验
的回收率来衡量方法的准确度"以回收率结果的相对
标准偏差$5FO%来衡量方法的精密度* 加标水平分
别为 !#G#’)#G#’!## XPIbP"结果见表 )* 不同水平空
白样品加标"过氧化苯甲酰和苯甲酸的回收率均介于
%2G!g j!#)g之间"5FO均 F*g* 说明该方法的精
密度和准确度良好"适用于小麦粉及其制品中过氧化
苯甲酰和苯甲酸的同时测定*

表 )"回收率及精密度测定结果$- k$%

>T.D’)"=’ASDBAELC’KE[’C\CTB’T(0 YC’KOAOE( EL0’B’CXO(TBOE(

样品
加标水平
I$XPIbP%

过氧化苯甲酰 苯甲酸

平均回收
率Ig

5FO
Ig

平均回收
率Ig

5FO
Ig

小麦粉

挂面

馒头

湿面条

炸粉

2G## %cG* !G2 !#) !G!
!#G# %%G2 !G2 %3G, )G!
)#G# %$Gc !G, %*G, !G!
2G## %cG3 !G! !## #G3
!#G# %%G2 !G2 %$G% !G3
)#G# %%G* !Gc %cG! !G2
2G## %*G) #Gc !#, !G)
!#G# %$G$ #G) %cG3 #G%
)#G# %cG3 #Gc %%G, #G$
2G## %$G! !G* !#$ !G)
!#G# %*G* !G% !#! !G2
)#G# %$G$ #G% %%G) #Gc
2G## %$G$ !G, !#* )G2
!#G# %*G$ !G! %3G! )G#
)#G# %cG$ !G! !## !G$

)G*"稳定性试验

称取空白小麦粉添加过氧化苯甲酰和苯甲酸
标准溶液$添加水平为 !## XPIbP%并按 !G)G) 条件
进行前处理"在室温下每隔一定时间测定其峰面积
考察其稳定性"结果见图 c* 随时间变化苯甲酸峰
面积响应值逐渐增加"在 c 4 内增加了 #G,g")% 4

内增加了 ,G$g* 随时间变化过氧化苯甲酰峰面积
响应值呈下降趋势"在 c 4 内过氧化苯甲酰下降率
为 !G#g#)% 4 内过氧化苯甲酰的下降率 ,G,g* 在
一定的时间内过氧化苯甲酰和苯甲酸相对稳定"为
保证检测结果的准确性"建议样品前处理后应尽快
上高效液相色谱仪检测*



高效液相色谱法同时测定小麦粉及其制品中过氧化苯甲酰和苯甲酸!!!许秀敏"等 ! ,c""" !

图 c"不同时间对过氧化苯甲酰和苯甲酸稳定性的影响
‘OPSC’c"VOLL’C’(BBOX’OXYTKBE( B4’ABT.ODOB\EL.’(aE\D

Y’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0

)G$"方法学对比
称取空白小麦粉添加过氧化苯甲酰和苯甲酸

标准溶液 $添加水平均为 2G# XPIbP%"采用 &]I>
)),)*!)##3.小麦分中过氧化苯甲酰的测定 高效
液相色谱法/ ()#)与本试验方法分别进行结果比对*
国标法把测定结果苯甲酸含量折算为过氧化苯甲
酰含量 cG% XPIbP#采用本方法的测定结果苯甲酸
含量为 2G! XPIbP"过氧化苯甲酸 ,G3 XPIbP* 本方
法同时提取并测定小麦粉及其制品中过氧化苯甲
酰和苯甲酸各自含量"无需氧化还原或破坏目标物
的化学结构直接测定"检验指标明确"试验操作简
单"试验结果科学可靠*
)Gc"实际样品检测

采用本试验方法对 )#!) 年广东省食品安全风
险监测中 $# 份小麦粉及其制品进行检测* 结果显
示&所有样品中均未检出过氧化苯甲酰#苯甲酸检
出率为 3G,g"检出范围为 #G#)$ j,Gc* PIbP* 说明
该方法可用于实际小麦粉及其制品的检测*

,"小结
本研究针对不同种类小麦粉及其制品"分别优

化了前处理条件和仪器条件"建立了过氧化苯甲酰
和苯甲酸同时测定的高效液相色谱检测方法* 该
方法操作简单快捷’灵敏度高’结果准确可靠"适用
于小麦粉及其制品中过氧化苯甲酰和苯甲酸的含
量的同时测定"方法明显优于之前的研究报道*

参考文献
( ! )"刘林"彭蜀晋1小麦粉添加剂过氧化苯甲酰的作用机理及安

全性研究(N)1安徽农业科学")#!!",%$$% &,$$%+,$c!1

( ) )"李伟"赵全年"宋卫东1过氧化苯甲酰毒性的研究进展(N)1疾

病监测与控制杂志")#!#"2$c% & %+!#1

( , )"姜培珍1食品添加剂使用中的安全问题与管理对策(N)1上海

预防医学杂志")##2"$$$% &)3#+)3)1

( 2 )"中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局1&]!%3)*!)##*食

品添加剂稀释过氧化苯甲酰(8)1北京&中国标准出版社")##*1

( * )"沙鸥"李亚鑫1碘化钾+罗丹明 $&分光亮度法测定面粉中过

氧化苯甲酰(N)1分析检测")#!)",,$))% &!cc+!3#1

( $ )"杜娟"孙丹1罗丹明 ]光谱探针测定面粉中过氧化苯甲酰

(N)1食品科学")##%",#$!#% &!*$+!*31

( c )"吴迎春"聂峰1流动注射化学发光法测定面粉中过氧化苯甲

酰(N)1食品科学")#!#",!$))% &2,%+22!1

( 3 )"中国人民共和国国家质量监督检验检疫总局1&]I>!32!*!

)##! 小麦粉中过氧化苯甲酰的测定方法 ( 8)1北京&中国标

准出版社")##!1

( % )"中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局1&]I>)),)*!

)##3 小麦粉中过氧化苯甲酰的测定 高效液相色谱法( 8)1北

京&中国标准出版社")##31

(!#)"中国人民共和国国家质量监督检验检疫总局18MI>,!23!

)#!) 出口食品中过氧化苯甲酰含量的测定 高效液相色谱法

( 8)1北京&中国标准出版社")#!)1

(!!)"8TOa- 7" ZT(COqS’& V" ‘COBa=1V’B’CXO(TBOE( EL.’(aE\D

Y’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0 D’[’DA.\:;6? 0SCO(P_4’TBLDESC

.D’TK4O(PYCEK’AA(N)1-PCOK‘EE0 ?4’X")##!"2%$!% &%3+!#)1

(!))"王艳芳"石俊杰1毛细管气相色谱测定小麦粉中过氧化苯甲

酰方法的改进(N)1粮食加工")#!!",$$!% &c2+c$1

(!,)"王金"杨更亮"张骊1胶束毛细管电泳在线吹扫富集技术测定面粉

中的增白剂过氧化苯甲酰(N)1色谱")##c")*$,%&,2!+,2,1

(!2)"冯吉"李忠"黄琼"等1离子色谱+抑制电导法同时测定小麦粉

及其制品中过氧化苯甲酰与溴酸钾的方法研究(N)1食品科

技")#!!",$$c% &)%#+)%,1

(!*)"张艳"陈剑刚"冯翠霞1高效液相色谱法同时测定面粉中的过氧化

苯甲酰和苯甲酸(N)1中国卫生检验杂志")#!#")#$$%&!,,*+!,,$1

(!$)"高艾英"张昊"许芬"等1高效液相色谱法测定小麦粉中过氧化苯

甲酰及其还原产物苯甲酸(N)1山东农业科学")##%$!%&%c+%31

(!c)"奚星林"李宪华"陈毓芳"等1梯度洗脱 :;6?法同时测定小

麦粉中过氧化苯甲酰和苯甲酸 (N)1中国卫生检验杂志"

)##c"!c$,% &2!!+2!)1

(!3)"郑云峰"诸葛庆"葛乐勇"等1高效液相色谱法同时测定小麦

粉及其制品中的苯甲酸和过氧化苯甲酰 (N)1粮食与工业"

)#!#$*% &*3+$#1

(!%)"RSbObE-9"?4ObTbER"MTEbO8"’BTD1V’B’CXO(TBOE( EL.’(aE\D

Y’CE<O0’T(0 .’(aEOKTKO0 O( _4’TBLDESC.\4OP4+Y’CLECXT(K’

DOqSO0 K4CEXTBEPCTY4\T(0 OBAO0’(BOLOKTBOE( .\4OP4+Y’CLECXT(K’

DOqSO0 K4CEXTBEPCTY4\+XTAA AY’KBCEX’BC\ ( N)1NESC(TD EL

?4CEXTBEPCTY4\-")##2"!#2#$)% &)#%+)!21

()#)"中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局"中国国家标准

化管理委员会1&]I>)),)*!)##3 小麦分中过氧化苯甲酰的

测定 高效液相色谱法( 8)1北京&中国标准出版社")##31


