
实验技术与方法

高效液相色谱法测定食用油中抗氧化剂特丁基对苯二酚
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摘　要 :目的　建立高效液相色谱法测定食用油中加入的抗氧化剂特丁基对苯二酚 (TBHQ)含量的方法 ,并进行

方法学验证。方法　将适量的供试品溶解于正己烷中 ,用乙腈分次萃取 TBHQ ,将含有 TBHQ的乙腈溶液进行色谱

分析并计算含量。结果　TBHQ色谱峰面积与浓度在 1～100μgΠml的范围内呈良好的线性关系 ( r = 11000 0) ;方法

的最低检测限为 0199 ng ;定量限为 5194 ng。TBHQ的回收率为 94197 %～10410 %( RSD = 2183 %)。结论 　方法准

确、灵敏、快捷。
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Abstract : Objective　To establish the method of high performance liquid chromatography (HPLC) for determination of tertiary

butyl hydroquinone (TBHQ) added in edible oil in order to correct method validation. Method　The TBHQ of sample was

dissolved in n2hexane , and extracted with acetonitrile , and determined by HPLC. Results　The linear relationship between peak

area and concentration of TBHQ was obtained at the range of 1～100μgΠml ( r = 11000 0) ; The detection limit was 0199 ng ,

and the quantify limit was 5194 ng. Recovery was 94197 %～10410 % , and RSD was 2183 %. Conclusion　The method could

be accurate , sensitive and rapid.
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　　特丁基对苯二酚 ( TBHQ)是一种油溶性抗氧化

剂 ,广泛用于食用油脂[1 ] ,能阻止或延迟油脂氧化变

质 ,因具有一定的急性毒性和慢性致癌作用而被限

制使用 (国家标准 TBHQ 的最大使用量为 012

gΠkg
[2 ] ) ,目前由于没有国家标准检验方法 ,食品中

TBHQ的使用量没有得到有效控制。根据文献报

道 ,对 TBHQ的测定一般采用薄层法、比色法、气相

色谱法和高效液相色谱法。由于薄层法和比色法为

限量检查 ,且灵敏度低 ,目前已很少研究。作为广泛

研究的色谱法[3 ]
,其优势在于灵敏度高 ,定量准确。

本研究采用高效液相色谱法检测食品中的 TBHQ ,

检测灵敏度较高 ,方法的前处理较简便 ,能将样品中

的 TBHQ与干扰成分有效分离 ,易于推广。

1　材料与方法

111　试剂

特丁基对苯二酚对照品 (纯度 9710 % ,批号

A0241290) ACROS公司提供 ;A 食用油 　A 有限公

司提供 ,批号 20070726 ;B 食用油 　B 有限公司提

供 ,批号 20070704 ;乙腈为色谱纯 ;其余试剂均为分

析纯。

112　仪器

Agilent 1100液相色谱仪 ;Anke TDL - 40B 离心

机 ; Heidolph真空旋转蒸发仪。

113　色谱条件

色谱柱 SHISEIDO MG 416 mm×150 mm×5μm ;

流动相 1 %醋酸 +乙腈 (55 + 45 ,体积比) ;检测波长

280 nm ;流速 110 mlΠmin ;柱温 (室温25 ℃) ;进样量

20μl。

114　方法

11411　校正曲线 　精密称取特丁基对苯二酚对照

品 10100 mg置 100 ml容量瓶中 ,用乙腈溶解并稀释

至刻度 ,作为储备液 (100μgΠml) ;量取储备液 310、

215、210、115、110置 10 ml 容量瓶中 ,量取 110 ml 储

备液 (100μgΠml)置 100 ml 容量瓶中 ,用乙腈稀释至

刻度 ,摇匀 ,使特丁基对苯二酚的浓度分别为 30、

25、20、15、10和 1μgΠml ,取上述 7个浓度的溶液 (包

括储备液)各 20μl ,分别注入液相色谱仪中 ,测得色
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谱峰面积。对峰面积和对照品溶液的浓度进行线性

回归 ,求得线性方程。

11412　试样处理与测定 　取供试品101000 0 g ,置

100 ml容量瓶中 ,加入正己烷 20 ml ,振摇溶解后 ,加

入乙腈 20 ml ,振摇混合 1 min ,在40 ℃水浴中放置

30 min ,取出 ,再振摇 30 min ,低温冷冻 10 min ,以

3 000 rΠmin离心 5 min ,缓缓倒入分液漏斗中 ,静置 10

min ,收集乙腈层。用乙腈重复提取 2 次 ,每次 20

ml ,合并乙腈提取液 ,置真空旋转蒸发仪的浓缩瓶

中 ,在40 ℃浓缩至 2～5 ml ,用乙腈转移至 25 ml 容

量瓶中 ,用乙腈稀释至刻度 ,摇匀 ,作为测试溶液。

精密量取 20μl测试溶液 ,注入液相色谱仪中 ,测得

色谱峰面积 ,按校正曲线的回归方程计算含量。

2　结果

211　校正曲线

以对照品溶液的浓度为横坐标 ,峰面积为纵坐

标绘制校正曲线 ,得到回归方程 : y = 161474 x -

11713 2 ,相关系数 r = 11000 0 ,表明特丁基对苯二酚

在浓度 1～100μgΠml的范围内呈良好的线性关系。

212　精密度

按照样品的制备方法 ,分别制备 6份测试溶液 ,

进样后计算测定结果。6次平行测定结果的相对标

准偏差为 1122 % ,表明本方法具有良好的精密度。

213　加标回收试验

取 9 份已知含量的食用油101000 0 g置 100 ml

容量瓶中 ,另取特丁基对苯二酚对照品 10100 mg置

100 ml容量瓶中 ,用乙腈溶解并稀释至刻度 ,摇匀。

分别取 410、510和 610 ml 各 3 份 ,加入上述含食用

油的 100 ml容量瓶中。结果见表 1。

214　最低检测限和定量限

21411　最低检测限 　取供试品101000 0 g ,按照样

品的制备方法配制成供试品溶液 ,精密量取 1 ml ,置

200 ml容量瓶中 ,用乙腈稀释至刻度 ,摇匀 ,进样 10

μl ,记录色谱图 ,信噪比为 3 ,特丁基对苯二酚的最低

检测限为 0199 ng。

表 1　加标回收结果 ( n = 9)

试样
编号
原含量
(μgΠml)

加标量
(μgΠml)

测定量
(μgΠml)

回收率
( %)
平均回收率

( %)
RSD
( %)

1 20104 16131 15178 96175

2 20124 16131 16144 10018

3 20178 16131 15149 94197

4 20134 20139 20174 10117

5 20110 20139 20191 10216 10013 2183

6 20103 20139 20171 10116

7 20133 24147 25146 10410

8 21128 24147 24168 10019

9 20153 24147 24141 99175

21412　定量限 　取供试品101000 0 g ,按照样品的

制备方法配制成供试品溶液 ,精密量取 1 ml ,置 200

ml容量瓶中 ,用乙腈稀释至刻度 ,摇匀 ,进样 60μl ,

记录色谱图 ,信噪比为 10 ,特丁基对苯二酚的定量

限为 5194 ng。

215　特丁基对苯二酚溶液的稳定性

将特丁基对苯二酚对照品溶液连续注入液相色

谱仪中 ,记录峰面积 ,表 2结果表明 ,溶液至少可以

在 15 h内保持稳定。

表 2　溶液的稳定性试验结果

时间 (h) 峰面积 (mAU) RSD ( %)

0 11568×104

11 11573×104 0116

15 11571×104

216　试样的测定

由图 1、图 2可见 ,该方法可使 TBHQ与干拢成

分有效分离。对 4份测试样进行检测 ,结果见表 3。

表 3　试样的测定结果 mgΠ100 g

试样编号 测定值 平均值

A食用油 1 41379 41428

　批号 :20070726 2 41478

B食用油 1 41919 41927

　批号 :20070704 2 41936

保留时间 11334的色谱峰为溶剂峰 ;

保留时间 41484的色谱峰为 TBHQ。

图 1　实测样品的典型色谱图

保留时间 11385的色谱峰为溶剂峰 ;

保留时间 41487的色谱峰为 TBHQ。

图 2　标准品色谱图
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3　讨论

311　流动相 pH的影响　由于被测组分含有两个羟

基 ,显弱酸性 ,在流动相中使用乙酸可以增加流动相

的极性 ,有利于抗氧化剂的稳定。

312　检测波长的选择　经紫外光谱扫描 ,特丁基对

苯二酚溶液在 280 nm波长处有最大吸收 ,因此选择

检测波长为 280 nm。

313　试样的前处理　在从油脂中提取特丁基对苯

二酚的过程中 ,由于特丁基对苯二酚的热稳定性差 ,

极性弱 ,因此采用极性强的乙腈作为溶剂 ,采用低温

加热 (40 ℃水浴)溶解。正己烷和乙腈的比重较接

近 ,为了得到良好的分离 ,将混合液低温冷冻 10

min ,使油脂层易于与乙腈层分离。浓缩采用40 ℃

真空旋转蒸发 ,以避免特丁基对苯二酚的氧化。
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