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　　原子荧光法作为我国特有的分析方法 ,在食品

中铅、砷、汞、镉、锡等元素的分析检验工作中发挥着

重要作用 ,如何对其不断加以完善 ,从而得到更广泛

应用和国际公认 ,是国内分析工作者的责任。

另外 ,我国标准理化检验方法 GBΠT 5009—2003

除检出限之外 ,缺乏必要的技术参数 ,建议按国际分

析方法的要求制定参数 ,如精密度、准确度、灵敏度、

最低检出限、不确定度等 ,以提高我国检测方法的国

际可比性。

目前 ,我国国标中有多种分析方法可供选择 ,以

适应基层不同要求的食品检验工作 ,然而要提高我国

现有的检验水平 ,分析方法的仪器化、自动化是必然

的发展方向 ,而能够进行元素价态分析和同时检测多

种元素的联用技术是国内外发展的共同趋势。
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实验技术与方法

食品中游离甲醛的高效液相色谱测定方法的研究
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摘　要 :为优化食品中游离甲醛的测定方法 ,采用固相提取、高效液相色谱法测定食品中微量游离甲醛的含量。试

样经水浸泡等方法处理后过滤 ,取过滤液与 2 ,4 - 二硝基苯肼衍生反应后 ,经Oasis HLB富集净化 ,采用Luna 5μC18

(2)色谱柱 ,水与乙腈为流动相 ,选用 380 nm波长检测 ,与标准谱图比较进行定性 ,外标定量。本法的回收率分布于

8510 %～9714 % ,检出限为 01025 mgΠkg。本方法具有简便、快速、准确的特点。
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Abstract : This study was conducted to optimize the method for determination of trace of free formaldehyde in foods by HPLC. The

samples were soaked by water , then the liquid was made to react with 2 , 4 - Dinitrophenylhydrazine and then , purified and

enriched by Oasis HLB Cartridge. The components were separated on a Luna 5μC18 (2) column with acetonitrile and water as

mobile phase and UV detection at 380 nm. The recovery was 8710 %～9914 %. The limit of detection was 01025 mgΠkg. It is

concluded that the method is sensitive and accurate.
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　　一些不法商贩在面类食品的制作和水发食品的

泡制等食品加工过程中违规添加甲醛和甲醛次硫酸

氢钠 ,以此来改善劣质面制品的感官 ,提高食品的白

度和韧性 ,延长食品的保存期。目前甲醛的测定方

法主要有分光光度法、气相色谱法、液相色谱法和示

波极谱法等。

本文参考文献 [ 1 ,2 ] ,根据淀粉类食品、酒类食

品和水发食品等的特性 ,比较浸泡和水汽蒸馏等处

理方法的优劣 ,选用水浸泡样品 ,然后直接过滤或除

蛋白后过滤 ,取过滤后的过滤液与 2 ,4 - 二硝基苯

肼溶液 (以下简称 DNPH) 衍生化反应 ,衍生液经

Oasis HLB固相提取柱富集和净化 ,用乙腈将富集的

衍生物洗脱下后直接进样检测。方法的特异性强、

灵敏度高 ,操作简单。

1　材料与方法

111　试剂与材料 　甲醛试剂 (37 % ,上海市炎晨化

工实业有限公司 ,分析纯) ;2 ,4 - 二硝基苯肼 (中国

医药集团上海化学试剂公司 ,分析纯) ;甲醇、乙腈、

四氢呋喃 (Fisher Chemicals ,美国 ,液相色谱淋洗剂) ;

Oasis HLB 固相提取柱 (购自于 Waters公司) 。实验

用水均为石英亚沸高纯水。

110 gΠL的 DNPH溶液 :称取 100 mg的 DNPH溶

于 24 ml 浓盐酸中 ,用水定容至 100 ml ,用前用二氯

甲烷萃取纯化数次。50 %三氯乙酸溶液 :称取 50 g

三氯乙酸溶于 100 ml水中。乙酸盐缓冲液 (pH = 5) :

称取 30114 g无水乙酸钠 ,以适量水溶解 ,加入 12 ml

冰乙酸 ,再用水稀释至 500 ml。

甲醛标准溶液 :量取分析纯的甲醛试剂 218 ml ,

放入1 000 ml容量瓶中 ,加水稀释至刻度。每次应用

前用滴定法[3 ]标定其浓度 ,使用前再稀释为 011

mgΠml的甲醛标准使用液。

112　仪器 　Waters公司高效液相色谱仪 ,包括 515

泵 ,2487 双波长紫外可见检测器 ,MILLENNIUM
32操

作系统 ;色谱柱 : Phenomenex Luna 5μ C18 (2) 100 A

250 mm×416 mm ;进样量 10μl ;流动相 :乙腈 +四氢

呋喃 (9919 + 011 ,体积分数)∶水 +四氢呋喃 (9919 +

011 ,体积分数) = 70∶30 (体积分数) ;流速 :1 mlΠmin ;

工作波长为 380 nm。

113　方法

11311　试样的前处理　固体试样 :取粉碎后的试样

210～1010 g于 50 ml容量瓶中 ,加水至刻度 ,充分振

摇 ,常温浸泡 4 h后过滤 ,取 1010 ml过滤液 ,加入 10

ml醋酸盐缓冲溶液 (pH = 5)和 10 ml的 DNPH溶液 ,

在常温下衍生反应 1 h后 ,衍生液过 Oasis HLB 固相

提取柱富集。液体试样 :取 510～1010 ml试样 ,加入

10 ml醋酸盐缓冲溶液 (pH = 5)和 10 ml 的 DNPH溶

液在常温下衍生反应 1 h后 ,衍生液过 Oasis HLB 固

相提取柱富集。富含蛋白质的试样取粉碎后的试样

210～1010 g于 50 ml容量瓶中 ,加 30 ml水 ,常温浸泡

4 h后 ,加入 5 ml 三氯乙酸溶液 (50 %) ,加水至刻度 ,

混匀后过滤 ,取 10 ml过滤液 ,加入 10 ml 醋酸盐缓冲

溶液 (pH = 5)和 10 ml的 DNPH溶液 ,在常温下衍生反

应 1 h后 ,衍生液过Oasis HLB 固相提取柱富集。

试样的洗脱和测定　用乙腈将 Oasis HLB 固相

提取柱中的富集物洗脱至 5 ml的容量瓶中 ,并加乙

腈至刻度 ,摇匀 ,进行色谱分析 ,以保留时间定性 ,校

正曲线法定量。

11312　甲醛衍生物校正曲线的制备 　于 10 个 25

ml的具塞比色管中各加入 10 ml 醋酸盐缓冲溶液

(pH = 5) ,分别准确加入相当于 010、015、215、510、

1010、2010、3010、4010、5010、10010μg甲醛的甲醛标

准使用液 ,再加入 110 gΠL 的 DNPH溶液 10 ml ,盖

塞 ,振摇 ,室温下反应 1 h。然后经Oasis HLB固相提

取柱富集净化后 ,按上述方法进行洗脱和色谱分析 ,

分别测定并计算其峰面积。

2　结果与讨论

211 　色谱条件的选择 　参考菲罗门公司

Phenomenex Luna 5μC18 (2) 100 A 250 mm×416 mm

色谱柱的应用图谱 ,经过实验优选 ,确定流动相为乙

腈 +四氢呋喃 (9919 + 011 ,体积分数)∶水 +四氢呋

喃 (9919 + 011 ,体积分数) = 70∶30 (体积分数) ,流速

为 1 mlΠmin ,测定波长为 380 nm。在此条件下甲醛

与 DNPH衍生反应生成的衍生产物甲醛 2 ,4 - 二硝

基苯腙 (以下简称甲醛腙)同其它组分分离良好 ,图

1为甲醛腙与乙醛腙和丙酮腙的色谱分离图谱。甲

醛在 010～2010μgΠml的范围内呈线形关系 ,保留时

间为 51303 min ,检出限为 0101μgΠml , 线形回归方

程为 y = 204 178 x + 19 751( r = 01999 8) 。

212　衍生化条件的选择

21211　反应时 pH选择　参考文献 [ 5 ,6 ]的反应条

件 ,取 30份定量添加甲醛的合成水样 10 ml 于具塞

比色管中 ,分别加入 10 ml 不同 pH值的缓冲溶液

pH值分别为 310、410、510、610、715 ,然后按 114法衍

生和富集 ,按 211的条件进行色谱测定 ,比较甲醛的

测定值 ,结果显示在缓冲液 pH为 5的条件下 ,甲醛

的测定值最高。因此 ,选择 pH为 5的缓冲液。

21212　衍生化时间的选择　取 42份定量添加甲醛

的合成水样 10 ml于具塞比色管中 ,各加入 10 ml的

pH为 5的缓冲液和 DNPH溶液 ,以不同的时间进行

衍生化反应 ,然后按 113的方法衍生和富集以及按
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211的条件进行色谱测定 ,结果见表 1。考虑到多数

样品中富含糖和蛋白质 ,如果衍生化反应时间太长 ,

会产生凝胶物质 ,影响固相提取柱的富集吸附操作 ,

因而选择衍生化反应时间为 1 h为宜。

11甲醛腙 (Formaldehyde DNPH) 21乙醛腙 (Acetaldehyde DNPH) 31丙酮腙 (Acetone DNPH)

图 1　甲醛腙、乙醛腙和丙酮腙的分离图谱

表 1　不同衍生时间甲醛腙的生成量

反应时间 15 min 30 min 45 min 60 min 120 min 720 min 24 h

甲醛腙的峰面积 3786159 4029949 4233880 4473115 4455592 4714090 4778127

甲醛腙的生成量 % 79 84 89 94 93 100 100

21213　衍生化温度的选择 　取若干份定量添加甲

醛的合成水样 10 ml于具塞比色管中 ,各加入 10 ml

的 pH为 5的缓冲液和DNPH溶液 ,分别在 10、20、30

和 60℃下进行衍生化反应 1 h ,然后进行色谱测定 ,

结果差异无显著性 ( P > 0105) 。因此 ,选择在常温

下进行衍生化反应。

213　试样前处理的研究

21311　去除蛋白质方法的研究　用三氯乙酸 (以下

简称 1法) 、乙酸锌和亚铁氰化钾 (以下简称 2法)以

及硫酸锌和氢氧化钠 (以下简称 3法)比较 3种除蛋

白质的方法。比较结果发现 ,3法操作复杂 ,2法测

定本底较高 ,因而本文选用 1法作为去除蛋白质的

方法。

21312　衍生产物提取方法的研究　取 25 ml啤酒采

用 113的方法 (以下简称固相萃取法)测定试样的游

离甲醛的含量。同时用二氯甲烷萃取衍生产物 ,经

水浴挥干和乙腈溶解定容后进行色谱分析 (以下简

称二氯甲烷法) ,甲醛的测定结果分别为2169 mgΠL
和 1105 mgΠL ,图 2和图 3分别为 25 ml 啤酒固相萃

取法和二氯甲烷法的色谱分离图谱。由于食品样品

普遍富含糖、色素等有机物质 ,用二氯甲烷萃取衍生

产物时 ,常会产生乳化现象以及提取色素等非目标

物质 ,从而降低测定的灵敏度 ,因而本文选用固相萃

取法作为衍生产物提取的方法。

21313　试样前处理方法的比较 　由于甲醛易挥发

和易溶于水中 ,试样前处理一般采用加水溶解或加

稀酸使结合态甲醛分解溶于水中 ,然后将试样经水

汽蒸馏后 ,取蒸馏液进行乙酰丙酮等比色分析 (以下

简称乙酰丙酮法) ,或取蒸馏液与 DNPH衍生反应

后 ,用二氯甲烷萃取 (以下简称二氯甲烷 Ⅰ法) 。本

图 2　啤酒的固相萃取法色谱分离图谱

图 3　啤酒的二氯甲烷法色谱分离图谱

文选取不同的试样 ,分别按 113 的方法和以上 2 种

方法测定试样中的游离甲醛 ,结果见表 2。

表 2　不同处理方法游离甲醛的

测定结果 (mgΠkg或 mgΠL)

虾仁 米粉 鲜山芋 啤酒 糖 甲醛

固相萃取法 2154 0174 0120 2169 1199 9152
乙酰丙酮法 nd 5171 nd 0193 3173 7132
二氯甲烷Ⅰ法 nd 0152 0116 0117 1167 6192

注 :nd为未检出 ,甲醛的浓度为 10μgΠml。
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分析表 2的数据 ,乙酰丙酮法测定的是醛酮类

物质的总和 ,无法对甲醛准确定量测定 ,其测定结果

与二氯甲烷 I法相比偏高。水汽蒸馏同水浸方法相

比 ,测定结果偏低 ,且回收率和检测灵敏度较前者

低 ,因此 ,选用 113方法作为试样前处理的方法。

215　精密度和回收率　分别取水样、鲜虾仁、水发

虾仁各 15份样品 ,定量填加 3种不同浓度的甲醛标

准溶液 (10、50、100 mgΠkg) ,按照 114的实验方法 ,进

行精密度和回收率的测定 ,结果见表 3。

表 3　精密度和回收率实验 ( n = 5)

样品 添加量 (μg) 测定量 (μg) 回收率 ( %) RSD ( %)

水样 10 913 9310 114

50 4817 9714 118

100 9614 9614 113

鲜虾仁 10 118 1810 316

50 712 1414 219

100 3416 3416 117

水发虾仁a 10 815 8510 215

50 4712 9414 119

100 9519 9519 211

注 :a水发虾仁为用 1 %的甲醛水溶液浸泡 12 h的鲜虾仁。

　　本方法是测定样品中的游离甲醛 ,如果样品中

富含蛋白质 ,添加的甲醛将与之结合 ,会使回收率降

低 ,反映为表 3 中鲜虾仁添加的甲醛回收率较低。

而水样和水发虾仁的回收率却在 8510 %～9714 %。

216　实际样品的测定　按照 113方法 ,对市场上的

多种样品的游离甲醛进行测定 ,结果见表 4。

表中大米、黄豆等样品的测定结果有较大的差

异 ,是由于水浸泡试样后 ,直接过滤的测定结果低 ,

　　

表 4　实际样品测定结果 (mgΠkg或 mgΠL)

样品名称 测定结果 样品名称 测定结果

大米 0159～4182 猪血 n1d

糯米 0142～3126 鸭血 1193

面粉 2150 豆腐 2190

黄豆 0149～6101 水发蹄筋 2143

绿豆 0121～0192 水发猪膘 3102

木耳 11110 牛百叶 3133

干香菇 15187 猪肚 n1d

山楂酒 7149 鲜虾仁 2154

白酒 0144 水发虾仁 248a

注 : n. d为未检出 ,a :水发虾仁为用 1 %甲醛水溶液浸泡 12 h 的鲜

虾仁。

而用三氯乙酸除蛋白质后测定结果高 ,可能是加入

的三氯乙酸使得试样中糖类水解产生醛类化合物。
[本研究得到了Waters中国有限公司安蓉小姐和广州菲罗门科

学仪器有限公司杨武杰先生的帮助 ,谨在此对他们和其他参与实验

的人员表示感谢 ]。
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