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摘 要：目的  建立油豆腐中山梨酸和苯甲酸的毛细管柱气相色谱检测方法。方法  在碱性条件下，样品利用硫酸锌去除基体干扰，水溶液提取，提取液经酸化后乙醚提取，浓缩后乙醇定容，用气相色谱进行分离测定。结果  浓度在50-300μg/ml 时，各组分线性良好(苯甲酸r=0.9996，山梨酸r=0.9994)。方法的相对标准偏差为1.07%～3.14% ,回收率为90.6%～101.8%。结论  该方法简便、快速、准确、稳定,适用于油豆腐中山梨酸和苯甲酸的检测。
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Determination of Sorbic，Benzoic acid in oily bean curd by gas chromatography
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Abstract：Objective  To develop a method to detect benzoic，sorbic acid in oily bean curd by capillary gas chromatography．Methods  In alkaline condition，the samples were eliminated matrix interference by ZnSO4，extracted aqueous solution，then acidized，extracted by ether，fixed using anhydrous ethanol and finally determined by capillary gas chromatography．
 Results  The linear range was 50-300μg/ml (Benzoic acid r=0.9996，Sorbic acid r=0.9994). The relative standard deviation was 1.07-3.14%，The recovery was 90.6-101.8%．Conclusion  This method is simple，rapid accurate and reliable to detect the benzoic，sorbic acid of oily bean curd．
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　   苯甲酸和山梨酸是目前最常用化学合成防腐剂，但如果超标在一定程度上会损害健康，因而许多国家的食品卫生标准都规定了最大允许使用量[1]。我国国家标准GB/T5009.29 -2003[2]中规定的检验方法有气相色谱法、高效液相色谱法等；文献[3] 报道了用高效液相色谱法测定高油脂样品中山梨酸、苯甲酸含量，但高效液相色谱仪价格比较昂贵，在基层检测机构普及率不高。气相色谱法按国标方法操作，只适用于基质比较简单的食品；现在也有采用固相萃取来净化高脂肪样品[4],但此法需要固相萃取柱,检测成本较高。本文利用硫酸锌去除蛋白质等基体干扰，用氢氧化钠改变酸碱度[5]，去除脂肪干扰，步骤简单，经过一系列实验说明，结果准确、可靠。

1  材料与方法
1.1 材料

卫生监督所抽检的各农贸市场在售的散装油豆腐8份

1.2 试剂

    乙醚；盐酸(1+1)；氢氧化钠溶液(0.50 mol/L)；硫酸锌(0.42 mol/L)；无水乙醇；苯甲酸、山梨酸标准溶液[GBW(E)100006、GBW(E)100007，浓度均为1.00mg/ml]。
1.3 仪器

岛津GC2010气相色谱仪，自动进样器，离心机，超声波清洗器,旋转蒸发仪。

1.4 方法

1.4.1 标准曲线制备

分别吸取苯甲酸、山梨酸标准液0.50、1.00、1.50、2.00、3.00ml于10ml容量瓶中, 以无水乙醇稀释定容, 配置成含山梨酸、苯甲酸的标准系列。
1.4.2 样品预处理

称取5.0g研碎混匀的样品于50ml 离心管中,加入纯水30ml, 0.50mol/L 氢氧化钠2.50ml, 0.42mol/L 硫酸锌1.50ml,超声振荡20min，静止5min，用纯水定容到50ml[6]，
离心分层。弃去最上层油脂层及部分水层，取上清液过滤，收集滤液25ml。加入盐酸(1+1)溶液调pH值到1～2,用25ml乙醚分2次超声萃取,合并有机相,旋转蒸发近干, 用无水乙醇定容至2ml[7],备用。

1.4.3 色谱条件

色谱柱: FFAP 30m×0.25mm×0.25μm;氮气30ml/min;氢气, 40 ml/min;空气, 370 ml/min。进样口温度: 230℃；检测器温度:250℃, 柱温: 140℃ 保持1min, 以10℃/min升到220℃,保持2 min。进样量：样品和标准均为1μl, 分流比: 20。

1.4.4 定性测定
     在上述条件下，山梨酸的保留时间为6.581min，苯甲酸的保留时间为9.150min。见图1。
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图 1  山梨酸、苯甲酸色谱分离图
Figure 1  Gas chromatogram of Sorbic，Benzoic acid
1.4.5 定量测定

样品根据保留时间定性，峰面积定量，计算公式:

X = 
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式中：X—样品中组分含量，mg/kg；C—从标准曲线上查得样品的组分含量，μg/ml；V—无水乙醇定容体积，ml；M—样品的质量，g；50.0—样品定容体积，ml；25.0—收集滤液的体积，ml
2  结果与分析

2.1 色谱条件选择

试验发现采用方法1.4.3的色谱条件检测油豆腐样品，杂质分离完全，不干扰山梨酸、苯甲酸的测定，同时也可以确保分析时间。空白样品加标色谱图见图2。
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图 2样品加标的色谱分离图

Figure 2  Gas chromatogram of spiked Sample No. 1
2.2  样品前处理方式的选择

有文献[8]报道利用了氢氧化钠和硫酸铜去除基体干扰，但是操作过程中样品需要放置过夜，不利于样品的快速检测；若利用碳酸氢钠调节酸碱度，用铁氰化钾和乙酸锌沉淀杂质[9]，操作中因为使用了碳酸氢钠，在酸性样品中容易产生气体，同时两种方法都有静置后直接过滤，在实际过程中，因为沉淀主要为絮状物，不利于过滤的快速进行。本文利用硫酸锌去除蛋白质等基体干扰，同时通过利用氢氧化钠改变其酸碱度而改变其在有机相和水相中分配比,通过离心、分层，弃去油脂层后过滤，有效去除脂肪的干扰。也有文献[1]报道利用了高速匀浆机进行萃取，但该仪器成本较高，通过实验发现，将超声波萃取时间定为20分钟，可以取得较好的提取效率。
2.3 回归方程及检测限

    根据峰面积和浓度关系绘制标准曲线，山梨酸的回归方程为: Y=617.04X-1709, r=0.9994；苯甲酸为:Y=659.84X-2572, r=0.9996，线性范围为50-300μg/ml，检测限均为1mg/kg。

2.4 准确度试验

用1号油豆腐做加标回收试验。做高、中、低3个水平的加标回收，每个浓度测定各5份，回收率范围为90.6%～101.8%。测定结果见表1。
表1 　回收率实验结果(n=5)
Table 1 Recovery of Sorbic acid、Benzoic acid(n=5)
	样品编号
	本底值
	加入值(μg)

	苯甲酸测定值(μg)
	回收率(%)
	山梨酸测定值(μg)
	回收率(%)

	1-1
	0
	50.0
	46.7
	93.4
	45.3
	90.6

	1-2
	
	200.0
	203.6
	101.8
	189.4
	94.7

	1-3
	
	300.0
	292.5
	97.5
	294.3
	98.1


2.5 精密度试验
　 取2号、8号油豆腐，各加入一定量苯甲酸、山梨酸后测定6次，相对标准偏差为1.07～3.14%，结果见表2。
表2　精密度试验结果( n = 6)
Table 2  Results of precision tests( n = 6)
	样品编号
	本底值
	加入量(μg)
	苯甲酸
	山梨酸

	
	
	
	测定值(μg)
	平均值(μg)
	
RSD
(% )
	测定值(μg)
	平均值(μg)
	
RSD
(% )

	2
	0
	50
	47.0 46.2 47.9 48.5 46.7 45.1
	   46.9
	
2.58
	48.5 49.7 50.9 

48.1 47.4 51.2
	49.3
	
3.14

	8
	0
	200
	190.9 187.6 193.7 192.6 189.4 191.8
	  191.0
	
1.16
	185.9 187.3 189.2 185.9 188.4 185.1
	186.6
	
1.07


2.6 样品测定结果

对监督所送检的8份市售油豆腐按上述方法进行了检测，除3号样品测出苯甲酸外（苯甲酸含量为：46.8mg/kg），其它样品均未检出山梨酸、苯甲酸。
3  结论

本文利用氢氧化钠-硫酸锌去除基体干扰，用毛细管柱气相色谱法进行分离测定，检测效率大为提高, 通过一系列的试验证明，方法可靠，准确度、精密度都较为理想。对基层实验室运用气相色谱法快速测定油豆腐类高脂食品中的防腐剂，具有一定的推广作用。
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1.批注11的更改：In alkaline condition，the samples were eliminated matrix interference by ZnSO4，extracted aqueous solution，then acidized，extracted by ether，fixed using anhydrous ethanol and finally determined by capillary gas chromatography．

2.批注12的更改：静止5min，用纯水定容到50ml[6]，离心分层。弃去最上层油脂层及部分水层，取上清液过滤，…（说明：试样定容是为了后续的计算。参照了国标中甜蜜素的测定，也是同样在固体试样中直接加水定容。同时我根据老师初审的时候给的意见，重新购买了油豆腐进行过实验：先不定容，离心后将溶液层全部转移至50ml容量瓶中，再加纯水定容。静止5min，分层后弃去上层油脂层，准确收集水溶液25ml，然后进行后续相同操作，发现两种方法的回收率并没有什么区别。但相对来说，前面的方法要简便一些，所以没有进行大的修改，只根据老师要求，进一步说明了除油脂的过程）

3.批注13的更改：过滤改为分层，弃去油脂层后过滤。（说明：进一步说明是分层除去油脂。因为碱性条件下，山梨酸、苯甲酸都以离子状态存在于水溶液中，同时油脂跟水会上下分层，通过弃去上层的油脂层和部分水层，可以得到较纯净的水溶液。）

4.批注14的更改：全文中u改为μ。

5.根据终审要求，将文章进行了压缩，现文章约2000字左右。
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�再根据中文修改


�定容会不准的，因为里面含有较多不溶解的样本基质。如果油层在上的话，需要取中间的水层。这里需要描述除去脂肪的步骤


�怎么去除，是分层？


�不规范，下同
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