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实验技术与方法
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摘$要!目的$建立采用超高效液相色谱" ĉ-@#;二极管阵列检测器"cW/#同时快速检测酱腌菜中 # 种防腐剂
"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#和
% 种甜味剂"糖精钠%安赛蜜#的方法$ 方法$采用 C>K4+0/@8̂ \6_ ĉ-@PYA@!9色谱柱 "%’! OOs!"" OO!

!’# "O#!流动相为甲醇 l"’"% OE3(-乙酸铵溶液!梯度洗脱!在 &) f柱温!"’%" O3(O<? 流速下!采用二极管阵列

检测器在 %&"%%)# ?O波长处进行检测!外标法定量$ 结果$% 种甜味剂和 # 种防腐剂 !) O<? 内完全分离!在!" b

%)" OB(-范围内!峰面积和质量浓度的线性关系良好"9$"’555 !#!以 & 组高%中%低浓度作为不同的添加水平!平

均加标回收率为 9)’!a b59’9a!EBK为 &’)ab9’)a " $ k*#!检出限 " 7(Jk&#为 "’% b!’" OB(NB!定量限
"7(Jk!"#为 "’) b:’" OB(NB$ 结论$本方法操作方便%分离效果好%线性范围宽!能满足酱腌菜中防腐剂和甜味

剂的检测要求$
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$$酱腌菜是我国传统的消费食品"品种多"消费
量可观( 其依据 ‘P%#*"!%"!!,食品添加剂使用
卫生标准- )!*对食品的分类又称为腌渍的蔬菜"苯
甲酸’脱氢乙酸及其钠盐和糖精钠等作为防腐剂
与甜味剂在其生产加工过程中已被广泛使用"但
是过量和超范围的添加会对人体健康造成严重的

威胁( 卫生部对腌渍的蔬菜的食品添加剂使用范
围和使用量经过几次修订"依据 ‘P%#*"!%"!!
,食品添加剂使用卫生标准- "山梨酸’苯甲酸’脱
氢乙酸’糖精钠’安赛蜜是可使用于腌渍的蔬菜的
食品添加剂"对其使用量作出严格规定"而羟基苯
甲酸酯类及其钠盐不允许使用于腌渍的蔬菜( 目
前防腐剂和甜味剂的检验方法很多 )% [** "超高效
液相色谱$ ĉ-@%是近年来新发展的液相色谱技
术"代表了液相色谱发展方向( 我们通过摸索"着
重就样品的前处理及上机测定进行了深入的研
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究"建立了 ĉ-@法同时测定酱腌菜中 # 种防腐剂
与 % 种甜味剂的方法"该方法流动相流速仅为高
效液相色谱法的 ! ()"具有节省试剂’分析时间短’

重现性极佳’操作方便’分离效果好’线性范围宽
的优点"并获得较高的精密度和准确度"适合大批
量样品的快速测定(

!$材料与方法
!’!$主要仪器与试剂

/@8̂ \6_ ĉ-@A;@3>00超高效液相色谱仪"带
二极管阵列检测器和荧光检测器 $美国 C>K4+0公
司%#e8;!""P型超声波清洗器(

安赛蜜)‘PC$Y%!"""*)*’山梨酸$PC&)"#%’
苯甲酸 )‘PC $Y% !""%*% *’ 糖精钠 )‘PC $Y%
!""!***’尼泊金甲酯)‘PC$Y%!"""#:*’尼泊金乙
酯 )‘PC $Y% !"""*: *’ 尼泊金丙酯 )‘PC $Y%
!"""#)*’尼泊金丁酯 )‘PC$Y% !"""##*标准品皆
购自中国计量科学研究院"脱氢乙酸 $@W@c;2;)5;
%‘%购自农业部环境保护科研监测所( 配制标准溶
液时各取 "’")" B于 )" O3容量瓶中"加 %) O3甲醇
溶解"再用水溶解稀释至刻度"配成浓度均为
!’"" OB(O3的混合标准溶液#配制使用溶液时取适
量的防腐剂与甜味剂的混合标准溶液"用水稀释"

配成浓度分别为 !"’%"’)"’!""’%)" "B(O3的使用
液#甲醇 $色谱纯%#超纯水用 ĉ MY-/P@3>00<S;超
纯水器制备#乙酸铵溶液$"’"% OE3(-%&称取 !’): B
乙酸铵"加水至 ! """ O3溶解"经 "’:) "O滤膜过
滤#氨水$! l!%&氨水加等体积水混合#亚铁氰化钾
溶液&称取 !"* B亚铁氰化钾加水至 ! """ O3#乙酸
锌溶液&称取 %%" B乙酸锌溶于少量水中"加入&" O3

冰乙酸"加水稀释至 ! """ O3(
!’%$方法
!’%’!$样品前处理

方法一&对于只通过简单的食盐或少量酱油腌
渍的$蛋白质含量很少%蔬菜"可称取样品约 ) B于
%) O3比色管"加 !"a甲醇浸提"用氨水$! l!%调整
1A至近中性"加 !"a甲醇至刻度"混匀"超声提取
!) O<?"经微孔滤膜$"’%% "O"水相%过滤"滤液待
上机分析(

方法二&对于较为复杂处理腌渍的$蛋白质含量
高%蔬菜"例如拌辣酱’面酱或油炒制的蔬菜"可称取
样品约 ) B于 %) O3比色管中"加入 !"a甲醇 !" O3"

亚铁氰化钾溶液 % O3"摇匀"再加入乙酸锌溶液 % O3

摇匀"以沉淀蛋白质"加 !"a甲醇定容至刻度"9 """
+(O<? 离心 ) O<?"上清液经微孔滤膜$"’%% "O"水
相%过滤"滤液待上机分析(

!’%’%$色谱条件
色谱柱&/SV=<KL ĉ-@PYA @!9 $%’! OOs!""

OO"!’# "O%"柱温 &) f"进样量 & "3"流动相 /为甲
醇"P为 "’"% OE3(-乙酸铵溶液"流速 "’%" O3(O<?(
流动相梯度洗脱程序&"b) O<?"!"a /#) b)’) O<?"
!"ab*"a /#!* O<?"*"a /#!*b!*’) O<?"*"ab!"a
/#!# O<?"!"a /(

%$结果与讨论
%’!$样品前处理方法的摸索

市面所售的山梨酸多以山梨酸钾’苯甲酸以苯甲
酸钠’脱氢乙酸以脱氢乙酸钠’糖精以糖精钠和安赛
蜜以乙酰磺胺酸钾的形式"上述 ) 种皆易溶于水"呈
中性或微碱性( 市售尼泊金酯类多以复合钠盐的形
式"也易溶于水( 所以可以用氨水$! l!%调整 1A至
近中性"加入一定比例的甲醇可促进尼泊金脂类的提
取)#* "实验比较了甲醇含量为 )a’!"a’!)a’%"a’
%)a对 5 种添加剂提取效果的影响"发现随着甲醇含
量的增加"尼泊金甲’乙’丙’丁酯的响应值略有提高"

其余组分无明显变化( 但当甲醇含量超过 !"a时"
前 ) 种峰会有重叠"分离度不好"所以选用 !"a甲醇
来提取较为合适( 对于只通过简单的食盐或少量酱
油腌渍的$蛋白质含量无或很少%蔬菜可采用 !’%’!

中的方法一来处理"而对于较为复杂处理腌渍的$蛋
白质含量高%蔬菜"例如拌辣酱’面酱或油炒制的蔬菜
可采用 !’%’! 中的方法二来处理(
%’%$色谱条件的选择

检测器及检测波长的选择&由于上述 5 种物质
在紫外区均有吸收"可以选用紫外检测器进行检
测"通过二极管阵列检测器获得的光谱图可知"安
赛蜜’苯甲酸’糖精钠’山梨酸’脱氢乙酸’尼泊金酯
的最大吸收波长分别在 %%:’ %%&’ %%"’ %):’ %&"’
%)# ?O( 综合考虑前面先出峰的 ) 种标准物质在紫
外区的检测灵敏度"本实验选择 %&" ?O作为检测波
长"后面时间选择 %)# ?O作为尼泊金甲’乙’丙’丁
酯的检测波长(

色谱柱的选择&目前食品添加剂的分析主要采
用 @!9液相色谱柱

)% [** ( 本实验采用 C>K4+0公司的
超高效液相色谱仪"比普通液相色谱仪耐压性能更
强"分析时间更短"色谱柱分离效果更好( 比较了
C>K4+0PYA@!9 %’! OOs)" OO’%’! OOs!"" OO’
%’! OOs!)" OO三根柱子的分离效果")" OO的柱
子分 析 时 间 最 短" 但 安 赛 蜜 的 出 峰 时 间 为
"’#)& O<?"较早"检测实际样品时杂质峰干扰较大"
!)" OO的柱子分析时间稍长一些"综合考虑选择
!"" OO的柱子"安赛蜜出峰时间为 %’!"& O<?"与干
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扰峰能完全分离"并在 !) O<? 内 5 种添加剂完全分
离"较为合适(

流动相的选择&依据国标检验方法 )% [** "仍选择
甲醇和 "’"%" OE3(-乙酸铵溶液作为流动相"但根
据 5 个峰的实际分离情况对甲醇和乙酸铵的配比进
行了梯度摸索( 实验中发现甲醇和乙酸铵在流动
相中的比例的少量变化会使前 ) 种组分的保留时间
发生明显改变"减少甲醇含量时"各组分保留时间
变长"分离效果较好"但扩散效应大"峰形差#反之"

当甲醇含量 !!a时"会使出峰时间提前"前面 ) 种
物质的峰分不开"发生重叠#在甲醇和乙酸铵溶液
的比例为 !"o5" 的条件下"前面 ) 种物质分离效果
较好( 考虑本实验要同时分离测定 5 种添加剂"特
别是对 : 种尼泊金酯同系物的分离"通过试验摸索"
当甲醇含量 *"a时"后面 : 种尼泊金酯同系物的分
离效果良好"本方法通过对梯度变化的摸索"选择
了最佳变化梯度"在 !) O<? 内可使 # 种防腐剂与 %
种甜味剂达到完全分离$见图 !%(

图 !$# 种防腐和 % 种甜味剂标准品混合液的色谱图
G<B=+4!$@,+EO>KEB+>OE.>O<HK=+4E.# 1+404+R>K<R40>?F % 0T44K4?4+00K>?F>+F0

%’&$标准曲线绘制
分别进样 & "3标准系列中各浓度混合标准使

用液"记录色谱图"根据标准液的浓度和峰面积绘
制标准曲线"以保留时间为定性依据( 在本实验条
件下"5 种目标分析物的浓度 $!"OB(-%与峰面积
$C%之间呈良好的一次线性关系"表 ! 可见"相关系
数 9$"’555 !(

表 !$甜味剂和防腐剂的 ĉ-@测定法的线性范围’

回归方程和相关系数$$ k)%
6>I34!$6,43<?4>+4V=>K<E?0E.1+404+R>K<R40>?F 0T44K4?4+0

食品添加剂 线性范围$OB(-% 回归方程 相关系数

安赛蜜 !" b%)" Ck::#5!![)#*9: "’555 5

苯甲酸 !" b%)" Ck:9&*9![!"!&!% "’555 9

糖精钠 !" b%)" Ck&":99![!!&##! "’555 9

山梨酸 !" b%)" Ck99!5"![%5%:9* "’555 %

脱氢乙酸 !" b%)" Ck%%9&9![:""**% "’555 !

尼泊金甲酯 !" b%)" Ck#9%"9![&*%:5# "’555 :

尼泊金乙酯 !" b%)" Ck9%"%#!l!!99"% "’555 5

尼泊金丙酯 !" b%)" Ck##9:9![%):!)9 "’555 9

尼泊金丁酯 !" b%)" Ck*):"&!l&5%*9 "’555 )

%’:$最低检出浓度
本实验中基线的噪声 g%"" "d(0"以%"" "d(0

计"当样品中被测组分峰高为基线噪声的 & 倍时的
浓度为最低检出浓度"被测组分峰高为基线噪声的

!" 倍时的浓度为最低定量浓度( 以取样 ) B最后定
容到 %) O3计"最低检出浓度和定量限见表 %(

表 %$甜味剂和防腐剂的最低检出限$-WW%$7(Jk&%

与定量限$-28%$7(Jk!"%

6>I34%$6,43<O<K0E.F4K4SK<E?$-2W% $7(Jk&% >?F

V=>?K<.<S>K<E?$-28% $7(Jk!"% .E+1+404+R>K<R40

>?F 0T44K4?4+0

食品添加剂
测定液最低检
出浓度$OB(-%

检出限
$OB(NB%

测定液最低定
量浓度$OB(-%

定量限
$OB(NB%

安赛蜜 "’! "’) "’& !’)

苯甲酸 "’! "’) "’: %’"

糖精钠 "’% !’" "’9 :’"

山梨酸 "’": "’% "’! "’)

脱氢乙酸 "’% !’" "’9 :’"

尼泊金甲酯 "’": "’% "’! "’)

尼泊金乙酯 "’"* "’& "’% !’"

尼泊金丙酯 "’"5 "’:) "’& !’)

尼泊金丁酯 "’! "’) "’) %’)

%’)$添加回收率和精密度
采用同一腌渍的蔬菜样品"取 !) 份"应用本法"

分别加入一定量的标准溶液"以 & 组高’中’低浓度
作为不同的添加水平"每个水平 ) 份"按上述操作进
行测定"计算平均回收率和相对标准偏差$EBK%"见
表 &(
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表 &$甜味剂与防腐剂的添加回收率和相对标准偏差$$ k)%

6>I34&$6,4+4SER4+L>?F +414>K>I<3<KL.E+1+404+R>K<R40

>?F 0T44K4?4+0

化合物 添加水平$OB(-% 回收率$a% EBK$a%

安赛蜜 %" 5"’% #’9
:" 5&’& *’)
!"" 5#’: :’&

苯甲酸 %" 5%’) *’)
:" 5*’9 )’5
!"" 59’) :’%

糖精钠 %" 99’* #’5
:" 5%’) *’9
!"" 5:’& )’*

山梨酸 %" 5&’! )’*
:" 5*’: :’)
!"" 59’9 &’)

脱氢乙酸 %" 9)’! 9’)
:" 99’* #’*
!"" 95’& #’)

尼泊金甲酯 %" 9)’5 *’9
:" 9#’* #’)
!"" 95’9 )’5

尼泊金乙酯 %" 9*’& #’9
:" 9#’9 *’:
!"" 5"’% *’5

尼泊金丙酯 %" 9)’5 9’%
:" 99’* #’)
!"" 5"’& *’5

尼泊金丁酯 %" 9)’% #’*
:" 9#’* *’9
!"" 99’# :’)

%’*$干扰性试验
将 : 种混合色素 $柠檬黄’日落黄’胭脂红’诱

惑红%标样在相同色谱条件下进行分离"两者叠加
色谱图见图 %( 可见": 种色素与 5 种目标分析物基
本不发生重叠"第一个色素柠檬黄虽然与安赛蜜分
离度未大于 !’)"但是超高效液相色谱在峰保留时
间偏离仅为 )a"基本不干扰测定"还可以通过最大
吸收波长来排除柠檬黄的干扰( 也提示我们在前
处理条件和灵敏度满足的情况下"色素也可以与防
腐剂’甜味剂同时检测(
%’#$实际样品的测定

随机选取市售散装酱腌菜 &" 份"通过本实验确
立的实验条件"同时进样 & "3处理后试样溶液"测
得峰面积与标准曲线比较定量( 结果发现防腐剂
苯甲酸严重超标的现象"最高超标为 ) 倍"图 & 为某
实际样品的色谱图(

&$小结
本方法运用超高效液相色谱法可同时测定食

品中的防腐剂和甜味剂"大大节约了试剂和分析时
间"本方法操作方便’分离效果好"重现性极佳’线
性范围宽"并可获得较高的精密度和准确度"适合
$$

图 %$5 种目标分析物与 : 种混合色素叠加色谱图
G<B=+4%$2R4+3>11<?BS,+EO>KEB+>OE.5 $# 1+404+R>K<R40"% 0T44K4?4+0% >?F : 1<BO4?K0

图 &$实际样品的色谱图
G<B=+4&$@,+EO>KEB+>OE.>+4>30>O134


