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基于新型亲水型 C18 色谱柱的高效液相色谱法测定食品中

3 种防腐剂和 2 种甜味剂
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摘 要：目的　建立新型亲水型反相 PSV C18 色谱柱结合高效液相色谱法同时测定食品中安赛蜜、苯甲酸、山梨

酸、糖精钠和脱氢乙酸等 5 种食品添加剂的分析方法。方法　考察了不同类型的 C18 填料、不同 pH 值流动相和不

同流动相比例等条件对 5 种组分分离的影响。结果　采用新型亲水型 PSV C18 色谱柱、在最佳的流动相条件为甲

醇∶乙酸铵溶液（0. 02 mol/L，调节 pH 至 6. 7）=7∶93（V/V）下对 5 种食品添加剂的分离效果最为理想，5 种组分具有

良好的线性关系，相关系数均≥0. 999 7，检出限为 0. 004~0. 007 mg/L，方法的加标回收率为 80. 3. %~106. 7%，相对

标准偏差为 1. 4%~6. 5%。结论　本文建立的方法耐用性好且色谱柱的寿命长，用于实际样品检测的寿命可达近

1 000 针的进样次数，适用于食品中 5 种添加剂的准确定量。
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Determination of three preservatives and two sweeteners in food by high-performance liquid 
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Abstract： Objective　The aim of this study was to establish an analytical method for the simultaneous determination of 
five food additives—acesulfame potassium， benzoic acid， sorbic acid， sodium saccharin， and dehydroacetic acid—in food 
using a new hydrophilic reversed-phase PSV C18 packing column combined with high-performance liquid chromatography.
Methods　 The effects of the type of C18 packing， the pH of the mobile phase， and the mobile phase ratio on the 
separation of the five components were investigated. Results　The best resolution was obtained for the five food additives 
when analyzed under the optimal mobile phase conditions of methanol：ammonium acetate ［0. 02 mol/L， adjusted to pH 
6. 7； 7∶93 （v/v）］ using a new hydrophilic Blossmate PSV C18 chromatographic column.  The five components had a good 
linear relation， with correlation coefficients all greater than 0. 999 7， detection limits of 0. 004-0. 006 mg/L， 80. 3%-106. 7% 
recovery， and relative standard deviations ranging from 1. 4% to 6. 5%. Conclusion　The method established in this study 
has good durability and the chromatographic column used has a long lifetime， reaching more than 1 000 injections.  The 
method is suitable for the accurate quantification of the five additives in food.
Key words： High-performance liquid chromatography； food additives； acesulfame potassium； benzoic acid； sorbic 
acid； sodium saccharin； dehydroacetic acid

饼干、糕点和面包等大多数食品往往会添加一

种或多种防腐剂和甜味剂等食品添加剂，常用的食

品添加剂包括安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖精钠和脱

氢乙酸等。过量摄入防腐剂和甜味剂会损害人体

健康［1］。因此分析这些食品添加剂的含量对其质量

控制和保障人体健康具有重要意义。
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目前，食品添加剂的检测方法主要有高效液

相 色 谱法（High performance liquid chromatography， 
HPLC）［2-6］、气相色谱法（Gas chromatography， GC）［7-8］、

毛细管电泳法（Capillary electrophoresis，CE）［9］、离子

色谱法（Ion Chromatography，IC）［10］和液相色谱-质谱

联 用 法（Liquid chromatography-mass spectrometry/
mass spectrometry，HPLC-MS/MS）［11-13］等。国家标准

GB 5009. 28—2016《食品安全国家标准  食品中苯甲

酸、山梨酸和糖精钠的测定》针对各类食品中防腐

剂甜的检测也主要采用色谱法［14］。然而，采用该国

标测试方法经常遇到棘手的问题是色谱柱不耐用，

仅能进样 200 针左右。并且，5 种添加剂的峰型和

分离度也不够理想。因此，本文考察了色谱柱填料

类型、流动相甲醇比例以及缓冲盐 pH 对 5 种组分

保留和分离等色谱行为的影响，建立了利用新型亲

水型反相 PSV C18 色谱柱同时检测饼干、面包和糕

点等食品中 5 种添加剂的分析方法，该方法相比国

标较大程度地提升了色谱柱的使用寿命，为 5 种添

加剂的准确检测提供了一种有效的分析方法。

1　材料与方法

1. 1　样品来源

样品购自浙江省金华市市区超市，分别是饼

干、糕点和面包，共采购 3 种，每种 10 份。

1. 2　主要仪器与试剂

LC-20A 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

AVW220D 电 子 天 平（日 本 岛 津 公 司）；Blossmate 
PSV C18 色谱柱（浙江月旭材料科技有限公司）；

RG-160AT 离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公

司）；JP-020S 超声波清洗仪（深圳市洁盟清洗设备

有限公司）。

安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖精钠和脱氢乙酸

（纯度：99. 8%；购于浙江月旭材料科技有限公司）；

甲醇（色谱纯，德国 Merck 公司）；乙酸铵、硫酸锌和

氢氧化钠（分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司）。

1. 3　标准溶液的配制

取脱氢乙酸标准品，用 20. 0 g/L 的氢氧化钠溶

液溶解后，用水定容得到 1. 0 mg/mL 脱氢乙酸标准

储备液。其余 4 种添加剂称取标准品后直接用水

溶解并定容，配制成浓度为 1. 0 mg/mL 的标准储

备液。

1. 4　色谱参数及条件

色谱柱：PSV C18 色谱柱（250 mm×4. 6 mm，5 μm）；

流动相：甲醇∶乙酸铵溶液（0. 02 mol/L，调节 pH 至

6. 7）=7∶93（V/V）；流速：1. 0 mL/min；柱温：30 ℃；检

测波长：230 nm。

1. 5　样品的预处理

准确称取 2. 0 g 试样于 50 mL 具塞离心管中，

加入 25 mL 超纯水，涡旋混匀，50 ℃水浴超声 20 min。
冷却至室温后加 2. 0 mL 92 mg/mL 亚铁氰化钾溶

液和 2. 0 mL 183 mg/mL 乙酸锌溶液，于离心半径

60 mm、8 000 r/min 离心 5 min，将上层的水相转移

至 50 mL 容量瓶中；随后向残渣中继续加超纯水

20 mL，涡旋混匀后超声 5 min，于 8 000 r/min 离心

5 min。合并两次提取的水相，用水定容至刻度，取

适量上清液过 0. 22 μm 滤膜，待测定。

1. 6　统计学分析

以 SPSS 20. 0 软件进行数据统计分析。分别观

察方法的精密度和回收率。

2　结果

2. 1　色谱柱的选择

参考文献方法［15］制备了新型亲水型反相

PSV C18 填料，主要是将亲水性高分子糖类基团、含

卤素原子基团和十八烷基同时键合到硅胶表面。

将该色谱柱和其他 3 种商品化 C18 色谱柱进行测

试效果对比，其中 1 号 C18 柱为聚合键合方式的十

八烷基基团；2 号 C18 柱为甲基单官能团封尾的十

八烷基基团；3 号 C18 柱为极性酰胺基团内嵌的十

八烷基基团。图 1 中 a~d 分别是 PSV C18、1 号、2 号

和 3 号 4 种 C18 色谱柱测定五种食品添加剂的色

谱图。使用 1 号、2 号和 3 号色谱柱均无法将糖精

钠和脱氢乙酸有效的分离，原因可能是这 3 种填料

的亲水性不够，导致在高比例水相的流动相的条件

下有轻微“相塌陷”；而 PSV C18 色谱柱的分离效果

较好，原因可能是该填料亲水性基团和水相的兼容

性较好，使得 C18 烷基链能充分舒展，从而对 5 种

组分具有良好的分离度［16-17］。

2. 2　流动相有机相比例的优化

安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖精钠和脱氢乙酸等

5 种添加剂属于中等极性化合物，在反相 C18 色谱柱

均有一定的保留。图 2 中 a～d 分别为 5%、7%、10%
和 15% 甲醇比例的流动相对 5 种组分的色谱图。当

甲醇的比例由初始的 5% 上升到 15% 后，5 种组分的

保留时间大幅度缩短，并且造成糖精钠和脱氢乙酸无

法基线分离，因而综合考虑耐用性和分离度，采用甲

醇比例为 7%［甲醇∶乙酸铵溶液（0. 02 mol/L）=7∶93
（V/V）］作为测试的流动相。

2. 3　流动相 pH 值的优化

图 3 中 a~e 分别为 pH 5. 0、6. 0、6. 5、6. 7 和

7. 0 的 5 种 pH 条件下的分离效果的色谱图。当 pH
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值在 5. 0~6. 0 范围时，pH 值越低，5 种组分响应值

越小甚至不出蜂，分别有 3 种组分和 1 种组分未出

峰，而安赛蜜和糖精钠的保留时间基本保持不变。

究其原因，可能是因为安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖

精钠和脱氢乙酸的解离常数 pka 分别为：2. 0、4. 2、
4. 2、2. 0 和 5. 3［18］，导致在该 pH 范围内安赛蜜和糖

精钠以单一的离子态形式存在，而苯甲酸、山梨酸

和脱氢乙酸以分子态和离子态两种形式存在，从而

导致不出蜂或者峰响应低。当 pH 升高到 6. 5~6. 7
时，除脱氢乙酸以外，流动相的 pH 均在 4 种添加剂

pKa 的 2. 0 个单位以外，安赛蜜、苯甲酸、山梨酸和

糖精钠等 4 种目标物均以单一的离子形式存在，因

而获得了有效的分离。而当 pH 值为 7. 0 时，糖精

钠和脱氢乙酸完全重叠。因此选择乙酸铵的 pH 值

为 6. 7。
2. 4　色谱柱的使用寿命和批次稳定性能考察

图 4 是 PSV C18 色谱柱的使用寿命的色谱图。

5 种添加剂连续进样 1 000 针以上仍旧拥有理想的

峰形和优异的分离效果，且峰型良好，充分说明了

该色谱柱具有优异的耐用性。图 5 是连续合成 3 个

批次的 PSV C18 色谱柱对饼干基质样品测试色谱

图，充分表明了该填料的键合工艺具有优异的稳定

性和重现性。

2. 5　线性关系和检出限

5 种组分的线性范围、线性方程、相关系数、检

出限与定量限见表 1。各组分别在 0. 5~100 μg/mL
浓度范围内具有良好的线性关系，线性相关系数

≥0. 999 7，检 出 限 为 0. 04~0. 07 mg/kg，定 量 限 为

0. 11~0. 22 mg/kg。
2. 6　加标回收率

称取 2. 0 g 样品，分别加入 2. 0、5. 0、50. 0 μg/mL 
3 个浓度水平的混合标准溶液，每个浓度水平做 3 个

平行测定。按照“1. 5”项下方法处理样品后测量，

测量结果见表 2。样品的加标回收率在 80. 3%~
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图 1　四种不同类型 C18 柱对五种添加剂的分离色谱图

Figure 1　The chromatograms of four different C18 columns on the separation of five food additives
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图 2　不同比例甲醇对五种添加剂的分离色谱图

Figure 2　The chromatograms of different percentage of metha⁃
nol effect on the separation of five food additives
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图 3　不同 pH 缓冲盐对五种添加剂的分离色谱图

Figure 3　The chromatograms of different pH salt buffer effect 
on the separation of five food additives
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106. 7% 之 间 ，相 对 标 准 偏 差（Relative standard 
deviation，RSD）为 1. 4%~6. 5%。表明方法的准确度

良好。

2. 7　样品含量测定

随机选取市售饼干、糕点和面包 3 种食品，按

照“1. 5”项下方法处理样品后进行检测。样品均未

检测出五种添加剂。

3　结论

本文建立了利用新型亲水性反相色谱柱结合

高效液相色谱法同时测定食品中安赛蜜、苯甲酸、

山梨酸、脱氢乙酸和糖精钠含量的分析方法。该方

法采用极性基团封尾的亲水性 PSV C18 色谱柱对

5 种添加剂的分离效果最为理想，检测效率高、成本

低，适用于食品中 5 种添加剂的准确测定。
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图 4　PSV C18 色谱柱使用寿命测试色谱图

Figure 4　The chromatogram of the lifetime test results of PSV 
C18 column
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图 5　三批 PSV C18 填料寿命测试色谱图

Figure 5　The chromatogram of the lifetime of three patches of 
PSV C18 columns

表 2　食品中 5 种添加剂添加水平、回收率及 RSD(n=6)
Table 2　The spiked levels, recovery and RSD of 9 sweeteners in food samples (n=6)

添加剂名称

安赛蜜

苯甲酸

山梨酸

糖精钠

脱氢乙酸

添加水平/(mg/kg)

2.0
5.0

50.0
2.0
5.0

50.0
2.0
5.0

50.0
2.0
5.0

50.0
2.0
5.0

50.0

样品基质

饼干

回收率/%
85.6
87.3

100.1
86.7
86.4
89.5
84.8
87.2

105.5
84.0
88.6

101.4
83.7
86.9
89.2

RSD/%
6.5
4.6
2.1
5.9
3.3
2.4
5.7
2.6
1.9
6.5
3.0
2.8
6.2
4.1
1.6

糕点

回收率/%
82.3
89.6

105.4
87.1
92.5
96.1
86.4
91.0

102.7
87.5
92.4

103.8
80.3
85.2
90.3

RSD/%
5.9
3.7
2.1
4.7
3.2
2.6
4.1
2.8
1.4
4.1
2.8
1.7
5.4
4.1
2.8

面包

回收率/%
83.4
87.7

106.7
86.2
93.4
95.8
89.2
92.3

104.6
96.4
91.9

104.5
82.1
87.5
92.1

RSD/%
5.0
4.1
2.5
4.1
2.7
1.9
5.7
3.8
2.4
3.9
2.3
1.4
5.7
4.9
3.0

表 1　线性方程、线性范围、相关系数、检出限与定量限

Table 1　Linear equations, linear ranges, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantitation
名称

安赛蜜

苯甲酸

山梨酸

糖精钠

脱氢乙酸

线性范围/(μg/mL)
0.5~100
0.5~100
0.5~100
0.5~100
0.5~100

线性方程

Y=0.256 25X+0.090 66
Y=0.293 59X+0.108 87
Y=0.490 47X+0.157 57
Y=0.187 17X+0.067 58
Y=0.507 42X+0.048 68

相关系数

0.999 8
0.999 9
0.999 7
0.999 8
0.999 8

检出限/(mg/kg)
0.04
0.05
0.06
0.03
0.07

定量限/(mg/kg)
0.13
0.18
0.19
0.11
0.22
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