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应用亲水作用液相色谱法测定食品中过氧化氢 

孙  佳 1, 毛  燕 2, 李  刚 1, 2*, 张 丽 1 
(1. 吉林农业大学食品与科学工程学院, 长春  130118; 2. 吉林省产品质量监督检验院, 长春  130022) 

摘  要: 目的  建立食品中过氧化氢含量的高压液相色谱检测方法。方法  用水提取样品中过氧化氢, 用乙

腈做萃取液和流动相, 在 1 mL/min流速下, 用 Venusil HILIC 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 µm, 100 Å)不经过衍

生化, 直接通过紫外检测器检测食品中的过氧化氢。结果  过氧化氢的检出限为 0.6 µg/mL, 定量限为 2 

µg/mL。对实际样品进行检测时, 平均回收率 R≥30%, RSD≤7%。结论  该方法准确、灵敏、精密度高, 可

用于食品中过氧化氢的测定。 
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Application of hydrophilic interaction liquid chromatography to determine 
hydrogen peroxide in food 

SUN Jia1, MAO Yan2, LI Gang1, 2*, ZHANG Li1 
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ABSTRACT: Objective  To establish a high pressure liquid chromatography (HPLC) method for determination 
of the hydrogen peroxide content in food. Methods  The food sample was directly extracted with water, and the 
residual hydrogen perioxide (H2O2) was determined without derivatization via hydrophilic interaction 
chromatography (HILIC) subsequently. The separation was carried out through a Venusil HILIC column (250 
mm×4.6 mm, 5 µm, 100 Å) with acetonitrile as mobile phase at a flow rate of 1 mL/min. Results  The detection 
limit and quantitation limit of H2O2 were 0.6 µg/mL and 2 µg/mL, respectively. The average recovery of food 
sample was higher than 30% with relative standard deviation (RSD) of lower than 7%. Conclusion  This method 
has a high sensitivity, a good precision and accuracy, which can be applied to determine the H2O2 in food. 
KEY WORDS: hydrogen peroxide; food; high pressure liquid chromatography; HILIC column 
 
 

 
 

1  引  言 

过氧化氢(hydrogen peroxide)是一种强氧化剂 , 
具有高效杀菌、氧化漂白的作用和易分解、低残留的

特点[1]。我国食品添加剂使用卫生标准 GB2760-2011

中允许食品级双氧水在食品生产中作为加工助剂使

用[2]。但是过氧化氢残留可直接刺激人体粘膜组织, 
并通过化学反应致人癌变, 使用过程中产生的大量活
泼羟基自由基也会加速人体的衰老或诱发心血管疾病

等[3], 因此过氧化氢在制成成品前应该清除, 如果清
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除不完全, 则应严格控制在规定的范围内。近年来过量
使用过氧化氢和使用工业级过氧化氢引起的食品中毒

事件在我国时有发生, 如何准确快速地定量检测过氧
化氢是我国食品安全迫切需要解决的关键技术难题。 

目前, 研究过氧化氢测定方法的报道有很多, 主要
有下述几类: 常规滴定法[4]、生物传感分析法[5-6]、分光

光度法[7-9]、化学发光法[10-11]、荧光光度法[12-13]、色谱法
[14-20]、电化学分析法等[10, 21]。国家标准GB/T 23499-2009
规定了食品中过氧化氢的测定方法[22], 但是滴定法测
定过氧化氢却存在灵敏度低, 抗干扰能力弱的缺点, 不
适合复杂样品的测定和确证。近年来有研究者报道直接

采 用 高 压 液 相 色 谱 法 (high pressure liquid 
chromatography, HPLC)检测过氧化氢, 但是直接 HPLC
法由于过氧化氢在反相色谱柱上保留弱, 紫外响应值低
而难于直接用于食品样品中过氧化氢的检测[20], 通常
需要特殊试剂柱前衍生后再分离, 或者使用间接的方法
测量, 这将影响方法的准确性, 也不利于推广使用。 

本研究中, 我们使用 Venusil HILIC丙基酰胺亲
水作用色谱柱, 以乙腈为流动相, 用亲水液相色谱法
直接分离、并检测了食品中残留的过氧化氢, 此方法
特异性好, 检测灵敏度高、稳定性强, 特别适合于复
杂基质样品中过氧化氢的直接检测, 是一种非常有
望用于食品中过氧化氢残留量检测的方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与材料 

Agilent1100液相色谱仪(配置自动进样器、色谱
工作站、二元泵、VWD可见波长紫外检测器和 DAD
二极管阵列检测器、柱温箱); AE240 电子分析天平
(梅特勒-托利多); 一次性无菌注射器(陕西海达医疗
器械科技有限公司); HPD-25 无油真空泵(天津恒奥
科技有限公司); 微量台式离心机(美国贝克曼公司); 
KQ-250DE 医用数控超声波清洗器(昆山市超声仪器
有限公司); 超纯水(自制)。 

乙腈(美国 Tedia 公司, 色谱纯); 乙腈(北京化工
厂 , 分析纯); 30%过氧化氢(北京化工厂 , 优级纯); 
氯化钠(北京化工厂)。 

2.2  方  法 

2.2.1  标准溶液的配制 
标准溶液的配制: 用电子分析天平准确称取过

氧化氢 0.66 g准确称取应准至 0.0001 g于 200 mL棕

色容量瓶中, 用乙腈定容至刻度, 配制成 1 mg/mL过
氧化氢标准溶液。使用时需用高锰酸钾法标定浓度, 
按标定出的准确浓度值计算此标准溶液浓度。取此标

准溶液, 加适量乙腈分别稀释成含过氧化氢 10, 30, 
50, 100, 200 μg/mL的系列标准溶液, 备用。 
2.2.2  样品的处理 

水产品、新鲜畜禽肉、动物内脏等固体样品: 称
取有代表性样品约 100 g, 用绞肉机绞碎后, 称取 10 
g(精确至 0.01 g)试样于 250 mL烧杯中, 加入 50 mL水, 
用高速匀浆机匀浆 3 min, 振荡混匀后, 超声提取 10 
min, 混匀, 静置, 取上清液用 4000 r/min的转速离心
5 min。精密量取 10.00 mL离心后的上清液过 C18固相

萃取小柱(过柱前, C18小柱需先用 4 mL乙腈活化后用
20 mL 水冲洗干净), 将过滤液置于分液漏斗中, 加入
氯化钠至饱和后, 再加入 20 mL乙腈萃取剂选择不当, 
振荡萃取, 静置后分层。分取上层乙腈, 水层分别用
20 mL乙腈和 10 mL乙腈重复提取两次。合并三次乙
腈萃取液, 置于 50 mL容量瓶中, 定容混匀后用 0.45 
μm一次性微孔滤膜过滤至 2 mL进样瓶中, 待测。 

原料乳、鲜牛乳、豆浆等液体样品: 称取有代表
性样品 10 g(精确至 0.01 g)试样于 50 mL容量瓶中, 
加水定容至刻度 , 振荡混匀后 , 静置 , 取上清液用
4000 r/min的转速离心 5 min。精密量取 10.00 mL上
清液按固体样品相同的前处理方法继续处理即可。 

2.3  色谱条件 

Venusil HILIC 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 
100 Å), 流动相为乙腈, 柱温 40 ; ℃ 检测波长 220 
nm, 流速为 1.0 mL/min, 进样体积 5 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件的优化 

3.1.1  色谱柱的选择 
通过实验比较, 我们发现 H2O2 在常用色谱柱, 

如 SCX型强阳离子交换柱、SAX型阴离子交换柱、
氨基柱、氰基柱等上无保留, 或有保留但峰形很差; 
在反相C18色谱柱上只有用纯水做流动相时才有很弱

的保留, 且分离效果不好, 因此这些色谱柱都不适合
用于 H2O2的检测。但是, H2O2在 HILIC色谱柱上保
留较强, 且分离效果较好, 可以用于食品中过氧化氢
的检测。 
3.1.2  检测波长的选择 



第 6期 孙  佳, 等: 应用亲水作用液相色谱法测定食品中过氧化氢 1875 
 
 
 
 
 

 

实验中, 我们取0.1 mg/mL H2O2标准溶液, 进样
后用 DAD 检测器记录 H2O2的紫外光谱图(见图 1), 
由此光谱图可见, H2O2 在紫外区没有明显的吸收峰, 
在 190∼230 nm区间具有有机溶剂的末端吸收, 随波
长的减小几乎呈直线增强。因为检测波长越短, 仪器
波动、流动相本底吸收、杂质干扰等对样品检测的影

响越大, 因此为确定最佳检测波长, 我们考察了从
195 nm到 225 nm间不同检测波长H2O2的检出限, 发
现检测波长在 215∼220 nm间, H2O2的检测灵敏度较

好, 为了进一步减少样品中其他杂质对检测结果的
影响, 我们选择了 220 nm作为检测波长。 

 

图 1  过氧化氢的紫外光谱图 
Fig. 1  UV spectra of H2O2 

3.1.3  流动相的选择 

H2O2在 HILIC 色谱柱上的保留符合正相色谱的
保留规律 , 极性越强的流动相保留越弱 , 为增强
H2O2在此色谱柱上的保留, 我们分别采用了乙腈、乙
腈-甲酸、乙腈-高氯酸、乙腈-三氟乙酸、乙腈-氨水、
甲醇、乙醇、丙醇、四氢呋喃等作为流动相,考察不
同流动相组成对 H2O2保留时间、峰形、杂质干扰的

影响。结果发现: 甲醇、乙醇、四氢呋喃等溶液末端
吸收强, 紫外检测截止波长高于 220 nm, 不能用于
H2O2 检测; 当乙腈中含水量增加时, H2O2 保留变弱, 
且选择性降低; 在乙腈中添加氨水、甲酸、三氟乙酸
等酸碱溶液亦不能增强 H2O2 的保留或增加选择性, 
因此我们采用 100%色谱纯乙腈作为过氧化氢检测的
流动相。  
3.1.4  H2O2 试液含水量对色谱峰影响 

由于此检测方法, H2O2 峰形对流动相中含水量

的变化非常敏感, 即使试样溶液中的微量的水分进
入也会对测量结果造成明显的影响。实验中, 我们分
别用乙腈-水体积比(v/v)为 0/100、20/80、40/60、60/40、
80/20、100/0的混合溶液配制 1 mg/mL的 H2O2标准

溶液, 分别上机检测, 结果如图 2所示。由此图 2可
知, 随着试液中含水量增加, H2O2峰中出现水峰的干

扰, 且含水量越高水峰的干扰就越强。因此, 我们在
样品处理和标准溶液配制过程中尽量使用乙腈直接

定容, 以去除水分的干扰。 

3.2  HPLC 色谱图 

H2O2标准溶液和样品试液的 HPLC 图如图 3 和
图 4 所示, 从图 3 和图 4 可以看出 H2O2标准品溶液 

 
含水 100 % 含水 80 % 含水 60 % 含水 40 % 含水 20 % 含水 0 % 

     
 

图 2  试液含水量对色谱峰形的影响 
Fig. 2  The effect of water contents in samples on chromatographic peak form 
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1: 乙腈; 2: 过氧化氢. 
1: acetonitrile; 2: hydrogen peroxide. 
图 3  过氧化氢标准溶液色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of H2O2 standard solution 

 

1: 乙腈; 2: 过氧化氢. 
1: acetonitrile; 2: hydrogen peroxide. 
图 4  含过氧化氢样品液相色谱图 

Fig. 4  Liquid chromatogram of sample contained H2O2 
 
和样品试液的色谱峰保留时间一致, 色谱峰的容量
因子大于 1, H2O2与样品中的杂质成分有较好的分离, 
因此此方法适用于样品中 H2O2的分离、检测。 

3.3  标准曲线的绘制及相关性 

取 2.2.1 配制的 H2O2 系列标准溶液, 分别进样
20 μL, 记录峰面积。以标准溶液浓度为横坐标, 色谱
峰面积为纵坐标绘制标准曲线(图 5), 回归处理, 求
得线性方程: H2O2的线性回归方程: Y=8.986X-40.439 
(R=0.9996)。标准曲线如图 5所示。 

 

图 5  过氧化氢的标准曲线 
Fig. 5  Standard curve of hydrogen peroxide 

 

以上数据表明, H2O2在 10∼200 μg/mL的浓度范
围内, 浓度和峰面积线性关系良好, 可用于外标法
定量。 

3.4  检出限和定量限 

取 10 μg/mL 的标准溶液, 在不同的波长下, 分
别进样 8 次, 每次 20 μL, 计算不同条件下峰面积的
标准差, 结果显示在 220 nm 检测波长条件下, 样品
检测的灵敏度最高、抗干扰能力最强。在此条件下, 
按三倍标准差计算, 用 DAD 可变波长紫外检测器检
测过氧化氢的检出限为 0.6 μg/mL, 以十倍标准差计
算定量限为 2 μg/mL。 

3.5  精密度实验 

取 50 μg/mL的标准溶液, 重复进样 5次, 测定峰
面积, 计算过氧化氢的RSD。由表1可见精密度良好。 
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3.6  样品前处理条件的研究 

由于试样中水分的存在对 H2O2 检测影响较大, 
所以用水提取样品中的 H2O2后, 在上机检测前要尽
量除去样品中的水分。我们分别考察了固相萃取、液

液萃取等方法除去样品中水分的效果, 结果发现用
固相萃取很难找到合适的固相萃取小柱, 而使用液
液萃取则可以取得比较理想的效果。 

液液萃取主要是用乙腈萃取出水提取液中的 
 

表 1  精密度实验结果 
Table 1  Results of precision test 

名称 1 2 3 4 5 average RSD% 

过氧化氢峰面积 396.4 398.1 407.9 403.3 396.8 400.5 1.24 

表 2  提取次数的影响 
Table 2  The effect of extraction times  

提取次数 1 2 3 4 5 

过氧化氢峰面积 216.1 105.0 12.2 0 0 

表 3  过氧化氢的加样回收率(n=5) 
Table 3  The average recovery of H2O2(n=5) 

样品 添加量(μg/g) 回收率(%) RSD% 

鲜牛奶 

 20 43 6.4 
 40 37 5.5 
200 46 3.2 

豆浆 

 20 45 4.8 
 40 51 3.9 
200 39 3.1 

鸡爪 

 20 66 4.9 
 40 59 6.8 
200 65 5.0 

鸡肉 

 20 53 4.6 
 40 47 4.9 
200 59 5.8 

鱿鱼丝 

 20 58 5.2 
 40 68 4.3 
200 61 3.6 

鸭肚 

 20 46 6.3 
 40 49 6.8 
200 51 5.9 

 
H2O2, 由于乙腈与水的无机盐饱和溶液不互溶, 我
们分别考察了在水溶液中加入无水硫酸钠和氯化钠

饱和的方法, 发现以氯化钠饱和, 用乙腈萃取样品溶
液中的 H2O2, 溶液分层明显, 易于观察, 操作简便。
我们分别检测了 2次、3次和 4次提取溶液中过 H2O2, 
发现在第 3 次提取后 H2O2基本被萃取干净, 结果见
表 2。因此在实验方法中我们使用 50 mL乙腈分 3次
萃取提取试液中的 H2O2。按此前处理方法, 试样中
过氧化氢检出限为: 15 mg/kg。 

3.7  回收率实验 

样品添加回收率: 我们取鲜牛奶、豆浆、鸭肚、
鸡爪、鸡肉、鱿鱼丝 6种样品, 每个样品各精密称取
5份, 每份 5 g, 每份分别加入 1000 μg/mL混合标准
溶液 0.1、0.2、1 mL, 按 2.2.2样品处理方式操作, 分
别进样 20 μL, 计算样品添加回收率和相对标准偏
差。详细数据见表 3。由表 3可见, 6种样品的添加回
收率均高于 30%, 相对标准偏差小于 7%, 表明此方
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法测定 H2O2具有很好的准确性。 

4  结  论 

本文建立了亲水作用液相色谱(HILIC)直接检测
食品中残留过氧化氢的方法, 利用水提取试样中的
过氧化氢, 乙腈萃取氯化钠饱和水提液后直接进样
检测, 并且可以用 C18 柱净化去除基质干扰, 方法简
单快速, 结果准确度高、重现性好, 可用于食品中残
留过氧化氢的含量测定, 并为食品中过氧化氢残留
量的检测提供了参考依据。 
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