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不同前处理方法对南美白对虾中游离甲醛 
测定的影响 
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(1. 河北农业大学食品科技学院, 保定  071000; 2. 河北农业大学海洋学院, 秦皇岛  066000) 

摘  要: 目的  利用不同前处理方法对乙酰丙酮法测定南美白对虾(Penaeus vannamei)中游离甲醛进行了研究, 

从而为水产品的中游离甲醛的提取、检测提供一定的理论基础和技术支持。方法  通过对比高氯酸和三氯乙

酸分别结合超声波和静置 4 种提取游离甲醛的前处理方法, 对提取效果较好的前处理进行单因素和正交试验

进行条件优化。结果  高氯酸结合超声波提取游离甲醛的含量测定值最高, 为 1.68 mg/kg, 回收率为 79.53%, 

提取效果较好, 对高氯酸浓度、超声波温度和超声波时间进行正交试验进行方差分析表明 3个因素对游离甲醛

提取效果的影响为: 高氯酸浓度>超声波时间>超声波提取温度, 高氯酸浓度影响极显著(P<0.01), 最佳组合为: 

4%高氯酸作为提取剂, 在 30 ℃下超声 35 min。结论  本试验研究可作为提取南美白对虾中游离甲醛的较宜的

前处理方法。 
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Effects of different pretreatments on detecting free formaldehyde in 
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ABSTRACT: Objective  To determine the content of 4 different preliminary treatments of extracting free 

formaldehyde in Penaeus vannameis by acetylacetone spectrophotometry, and provide reference for 

formaldehyde extracting and detecting in fishery products. Methods  Trichloroacetic acid and perchloric acid 

combined with ultrasonic and soaking statically to extract free formaldehyde were compared respectively. And 

then, the single factor experiment and orthogonal experiment were carried out to improve the extracting effect. 

Results  It showed that perchloric acid combined with ultrasound treatment reveal the highest content of free 

formaldehyde, which was 1.68 mg/kg, and the recovery rate was 79.53%. By analysis of variance, perchloric 

acid concentration had the biggest and significantly (P<0.01) influence on free formaldehyde extracting effect, 

and the influence of ultrasonic time was bigger than ultrasonic temperature. As a result, the most effective 

method for extracting free formaldehyde in Penaeus vannamei had been found out: 4% perchloric acid as 
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extractant, and ultrasound treatment for 35 minutes at 30 ℃. Conclusion  The reasearch can be used as 

appropriate pretreatment method for extracting free formaldehyde in Penaeus vannamei. 

KEY WORDS: Penaeus vannamei; free formaldehyde; ultasonic; preliminary treatment 

 
 

1  引  言 

甲醛是一种生物细胞毒性物质, 对人体的嗅觉、

肺功能、肝功能、免疫功能等有一定的危害作用。在

中国有毒化学品优先控制名单上甲醛高居第二位[1], 

世界卫生组织已将甲醛确定为致癌致畸物质, 美国

环境保护局将甲醛每日允许摄入量(acceptable daily 

intake, ADI)严格到 0.2 mg/kg(体重)[2], 并且中国食品

卫生标准规定不能把甲醛及甲醛化合物作为添加剂

添加于食品中。目前研究表明多种水产品中均含有一

定量的甲醛, 而游离态甲醛、可逆结合态及不可逆结

合态甲醛是食品中甲醛的 3种存在形式[3], 其中游离

态甲醛对人体危害较大。游离态甲醛采用三氯乙酸

(10%)或高氯酸(6%)提取即可得到, 可逆结合甲醛只

有在硫酸(1%~40%)介质下通过水蒸气蒸馏法提取方

可得到, 不可逆结合甲醛则尚未获得有效提取方法 

[4]。目前多采用三氯乙酸为提取剂提取游离甲醛, 且

方法单一, 郑斌[5]曾利用三氯乙酸结合振荡提取得到

了多种水产品中游离甲醛, 朱军莉 [6]采用三氯乙酸

4℃下静置提取到鱿鱼中的甲醛, 陈雪昌则先用蒸馏

水浸泡样品, 再利用三氯乙酸作为提取剂, 在振荡器

中振摇提取游离甲醛[7], 王丹曾比较了 4种提取食品

中甲醛的方法, 表明乙酸锌和亚铁氰化钾作为沉淀

剂结合超声波更适合提取食品中的游离甲醛[8], 另研

究表明 10%三氯乙酸结合超声波 25 min提取水产品

中甲醛效果较好, 且稳定性好[9], 而高氯酸作为提取

剂却有鲜少研究。文章通过对比 10%三氯乙酸和 6%

高氯酸分别结合超声波和静置提取这 4 种前处理方

法, 并通过正交试验进行条件优化, 从而获得提取南

美白对虾中游离甲醛较好的前处理方法, 为水产品

中游离甲醛的提取及检测提供一定的技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  试验材料 

2.1.1  试  剂 

10%三氯乙酸 (TCA)溶液 , 6%高氯酸溶液 , 

(37%-40%)甲醛溶液, 碘, 碘化钾, 乙酰丙酮, 乙酸

铵, 冰乙酸, 硫代硫酸钠, 硫酸, NaOH, 蒸馏水, 除

蒸馏水外均来自天津市科密欧化学试剂有限公司。 

2.1.2  仪  器 

OKHB-1099B 手持式搅拌机, 佛山市顺德区科

欧电器有限公司; KQ5200E 超声波清洗机,昆山市超

声仪器有限公司; XMTD-6000 电热恒温水浴锅, 北

京利康达圣科技发展有限公司; 721 型可见分光光度

计, 上海舜宇恒平科学仪器有限公司。 

2.2  试验方法 

2.2.1  样品前处理 

南美白对虾流水解冻, 取肌肉 100 g, 加入 200 

mL 蒸馏水, 用手持式搅拌机绞碎成匀浆, 分别称取

15 g匀浆(相当于 5 g肌肉)于 50 mL三角瓶中进行以

下处理:  

处理 1: 加入 10 mL10%三氯乙酸溶液, 混合均

匀, 密封, 超声波提取 20 min, 过滤, 滤液备用;  

处理 2: 加入 10 mL6%高氯酸溶液, 混合均匀, 

密封, 超声波提取 20 min, 过滤, 滤液备用;  

处理 3: 加入 10 mL10%三氯乙酸溶液, 混合均

匀, 密封, 4 ℃静置 24 h, 过滤, 滤液备用;  

处理 4: 加入 10 mL6%高氯酸溶液, 混合均匀, 

密封, 4 ℃静置 24 h, 过滤, 滤液备用。 

2.2.2  甲醛标准曲线的绘制 

参照 SC/T 3025-2006《水产品中甲醛的测定》[10]

绘制甲醛标准曲线。 

2.2.3  甲醛的测定 

取 5 mL 样品滤液于 25 mL 纳氏比色管中, 0.5 

mol/LNaOH 溶液调 pH 至 5.5～7, 再加水至 10 mL, 

加入 1 mL乙酰丙酮溶液, 混匀, 置沸水浴中加热 10 

min, 取出用水冷却至室温, 以空白液为参比, 于波

长 413 nm处, 以 1 cm比色皿进行比色, 同时测定吸

光 度 , 根 据 标 准 曲 线 计 算 出 游 离 甲 醛 (free 

formaldehyde, F-FA)含量, 并做 3个平行试验。 

2.2.4  单因素试验 

比较上述4种提取方式, 选择提取效果较好的前

处理方式, 对提取剂的浓度、提取温度和提取时间进

行单因素试验。 
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2.2.5  正交试验 

从各单因素试验中选择游离甲醛提取效果较好

的 3 个梯度进行 3 因素 3 水平正交试验, 优化提取

条件。 

3  试验结果 

3.1  甲醛标准曲线的绘制 

利用乙酰丙酮分光光度法绘制的甲醛标准曲线

如图 1所示。 
 
 

 
 

 

图 1  分光光度法测定甲醛的标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of formaldehyde by spectrophotometry 
 
 

3.2  不同前处理方法测定游离甲醛的含量及精

密度试验 

4 种前处理方法提取游离甲醛的测定结果以及

精密度如表 1所示, 采用高氯酸作为提取剂分别结合

超声波和静置提取的效果均优于三氯乙酸, 这是因

为高氯酸的酸性较强, 更容易使蛋白质的构象发生

改变, 进而使暴露出大量疏水基团聚集沉淀, 因而对

蛋白质的沉淀作用更好, 利用超声波分别结合高氯

酸和三氯乙酸提取游离甲醛的效果均比 4 ℃下静置

24 h 好, 超声波可使南美白对虾组织中的游离甲醛

快速彻底的溶解到酸液中, 比起单纯的静置浸泡, 超

声波的振动能产生强烈的空化及搅拌作用, 加速有

效成分溶入溶剂, 提高样品中有效成分的得率[11]。经

方差分析, 6%高氯酸结合超声波的前处理方法与其

他各组对游离甲醛测定的影响甲醛有显著性差异

(P<0.05), 且效果最好, 而 10%三氯乙酸作为提取剂, 

超声波和静置提取对游离甲醛测定的影响无显著差

异(P>0.05)。 

该试验的精密度 RSD 测定范围在 7.35%～

11.21%, 游离甲醛含量测定范围在 0.7～1.68 mg/kg, 

参照《实验室质量控制规范 食品理化检测》[12]对精

密度的要求如表 2所示, 当 100 μg/kg<被测组分含量

<1 mg/kg时, 11%<RSD<15%; 当 1 mg/kg<被测组分

含量<10 mg/kg时, 7.5%<RSD<11%, 因此, 该试验的

精密度均满足要求。 

3.3  回收率试验 

另取 15 g南美白对虾肌肉匀浆 3份, 据 6%高氯

酸结合超声波提取游离甲醛的测定结果, 即 5 g南美

白对虾肌肉中含有 8.40 μg游离甲醛, 分别加入 10、

15、20 μg甲醛, 进行相同的处理, 进行加标回收率试

验, 结果如表 3。 

 
表 1  不同前处理方法测定游离甲醛的含量及精密度 

Table 1  Formaldehyde content and precision detected under different pre-treatment methods 

提取方法 
Extracting methods 

甲醛浓度(mg/kg) 
The concentration of formaldehyde (mg/kg) 

平均值 
Average value (mg/kg) 

相对标准偏差 
Relative standard deviation

TCA+超声 
TCA combined with ultrasonic 

0.80 0.76 0.84 0.64 0.76 0.64 0.74c 11.21% 

高氯酸+超声 
perchloric acid combined with 

ultrasonic 
1.80 1.76 1.47 1.60 1.56 1.88 1.68a 9.45% 

TCA+静置 
Dipping in TCA 

0.69 0.69 0.69 0.69 0.81 0.77 0.72c 7.35% 

高氯酸+静置 
Dipping in perchloric acid 

1.07 1.11 0.99 0.91 1.03 0.91 1.00b 8.23% 
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表 2  实验室内变异系数的参考范围 
Table 2  Reference range of the coefficient of variation in laboratory 

被测组分含量 
The content of the measured component 

实验室内变异系数(CV&RSD)/% 
Coefficient of variation in the laboratory 

100 μg/kg 15 

1 mg/kg 11 

10 mg/kg 7.5 

100 mg/kg 5.3 

 
 

表 3  游离甲醛回收率试验结果 
Table3  Recovery experiment result of free formaldehyde 

甲醛本底值(mg/kg) 
Background content of 
formaldehyde(mg/kg) 

甲醛添加量(mg/kg) 
Added formaldehyde(mg/kg) 

测得甲醛含量(mg/kg) 
The detected formaldehyde 

content(mg/kg) 

回收率(%) 
Recovery(%) 

平均回收率(%) 
Average recovery(%)

1.68 

2.00 3.17 74.50 

79.53 3.00 4.12 81.33 

4.00 4.99 82.75 

 

 
由表 3 可见, 利用 6%高氯酸结合超声波提取游

离甲醛的回收率在 74.50%～82.75%之间, 平均回收

率为 79.53%, 杜永芳等[13]采用水蒸气蒸馏法提取不

同水产品中游离及可逆结合甲醛含量, 平均回收率

范围在 59%～90.76%, 差异较大, 其中南美白对虾甲

醛平均回收率为 62.06%, 除了与南美白对虾基质本

身有关之外, 甲醛能与氨基酸中的—NH2 作用形成

—NH·CH2OH 等羟甲基衍生物及西佛碱等[14], 因而

加入样品中的甲醛必然会有一部分与南美白对虾肌

肉中暴露在外的—NH2 相结合而不能与乙酰丙酮溶

液发生显色反应, 导致测得的吸光值偏小, 从而使回

收率偏低。Kostuch[15]曾在 pH值为 6.7鳕鱼碎肉中添

加甲醛 100 mg/kg, 4 ℃保存 24 h后, 约有 60%的甲醛

形成不可逆结合态甲醛, 而在 pH为 4.7和 8.7时, 约

有 15%和 30%的甲醛形成不可逆结合态甲醛。 

3.4  检出限 

用不加样品的空白试验处理液测定 20次, 3倍标

准偏差所对应的浓度作为本测定方法的检出限, 结

果表明本方法的检出限为 0.043 mg/kg。 

3.5  单因素试验 

由 2.2可知高氯酸结合超声波提取游离甲醛的效

果最好, 其单因素试验设计如表 4。 

表 4  单因素试验设计 
Table 4  Single factor experiment design 

因素 
Factor 

水平 
Level 

高氯酸浓度(%) 
The concentration of perchloric 

acid(%) 
4 6 8 10 12

超声波温度(℃)Ultrasonic 
temperature(℃) 

4 10 20 30 35

超声波时间(min) 
Ultrasonic time(min) 

5 15 25 35 45

 
 
3.5.1  高氯酸不同浓度对游离甲醛提取效果的影响 

高氯酸作为提取剂在提取左旋肉碱、水产品中抗

生素、土壤中形态铁等都有应用[16-18], 而在提取水产

品中游离甲醛过程中主要起沉淀蛋白的作用。由图 2

可见, 随着高氯酸浓度的升高, 游离甲醛提取量呈下

降趋势, 并经方差分析, 4%和 6%高氯酸分别与各组

间对提取游离甲醛均有显著影响(P<0.05)。可见 4%

高氯酸的酸度即可较好地沉淀蛋白, 而在实际操作

过程中, 加入样品中的高氯酸浓度越高, 虾的肌肉组

织收缩聚集程度越高, 变硬抱团现象越明显, 反而不

利于肌肉组织中的游离甲醛充分接触提取溶剂并快
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速溶入其中 , 因此选择提取游离甲醛效果较好的

4%、 6%和 10%高氯酸进行 3个水平正交试验。 

 
 

 
 
 

图 2  不同浓度的高氯酸对提取游离甲醛的影响 

Fig. 2  The effect of different contents of perchloric acid on 
extracting free formaldehyde 

 

 
3.5.2  不同提取温度对提取游离甲醛的影响 

不同提取温度对提取游离甲醛的影响如图 3 所

示, 随着温度的升高, 游离甲醛的提取量逐渐增加, 

这可能是由于温度较低影响了肌肉组织中成分运输

效率, 而温度的升高有利于游离甲醛的渗出。经方差

分析, 4 ℃下提取游离甲醛的效果显著低于其它温度

的影响(P<0.05), 10 ℃与 20 ℃的处理效果没有显著

差异 (P>0.05), 但与其他各组间有显著性差异

(P<0.05), 20 ℃、30 ℃和 35 ℃对甲醛的提取效果没

有显著影响(P>0.05)。有研究表明在氧化三甲胺热分

解体系中, 当受热温度超过 30 ℃时, 氧化三甲胺微

弱分解, 产生甲醛和二甲胺, 当受热温度超过 40 ℃

时, 氧化三甲胺有明显分解, 并且温度越高, 产生的

甲醛和二甲胺越多[19], 为了避免南美白对虾中氧化

三甲胺高温分解产生甲醛给该实验带来正干扰, 因

而选择 10 ℃、20 ℃和 30 ℃进行正交试验。 

3.5.3  超声波提取时间的影响 

不同超声波时间对游离甲醛提取效果的影响如

图 4所示, 随着提取时间的延长, 游离甲醛提取量有

所增长, 但提取时间超过 35min后, 游离甲醛提取量

不在增长, 这可能由于超声波是通过发射针快速振

动所产生大量的热传递到液体中, 这部分热量在短

时间内能提高组织内部的温度和压力, 提高成分的

扩散速率, 从而有利于甲醛浸出, 然而时间过长, 容

易导致过多的热量在发射针附近产生许多空穴, 阻

断超声波的传输 , 反而使超声效率降低 [20]。此外 , 

有研究利用三氯乙酸结合超声波提取水产中甲醛 , 

结果表明提取时间超过 25 min后甲醛提取量不再增

加 [9], 方差分析表明超声波时间对提取游离甲醛的

影响不显著(P>0.05)。结合该试验研究结果, 选择

15 min、25 min和 35 min作为正交试验中提取时间

的 3个水平。 

 
 

 

 
图 3  不同温度对提取游离甲醛的影响 

Fig. 3  The effect of different temperature on extracting free 
formaldehyde 

 
 

 
 
 

图 4  不同时间对提取游离甲醛的影响 

Fig. 4  The effect of different time on extracting free 
formaldehyde 
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3.6  条件优化试验 

通过正交实验, 对高氯酸结合超声波提取南美

白对虾中游离甲醛的作用条件进行优化。 

3.6.1  正交试验设计 

参照正交表 L9(34), 设计 3 因素 3 水平正交

试验。  

3.6.2  正交试验结果与讨论 

正交试验结果如表 6 所示, 根据极差 r, 各因素

的影响效应: A> C > B, 可见提取剂高氯酸的浓度为

最主要因子, 其次为超声波时间, 最后为超声波温

度。经方差分析如表 7, 高氯酸浓度对提取游离甲醛

影响极其显著(P﹤0.01), 且 A1 为最好水平, 超声波

时间和超声波温度的影响不显著(P﹥0.05), 但经多

重比较, B 因素和 C 因素的第三水平均最好, 因而

A1B3C3 即为提取效果较好的组合, 并且处理 3 在 9

个处理中是测得甲醛含量最高的一组, 因而 4%高氯

酸作为提取剂, 在 30 ℃下超声波 35 min作为提取南

美白对虾中游离甲醛的较宜方式。 

 
 

表 5  正交试验设计表 
Table 5  Orthogonal experimental design 

水平 
level 

A高氯酸浓度(%) 
A The concentration of perchloric acid(%) 

B超声波温度( )℃  
B Ultrasonic temperature ( )℃  

C超声波时间(min) 
C Ultrasonic time(min) 

1 4 10 15 

2 6 20 25 

3 10 30 35 

 

表 6  游离甲醛提取正交实验结果 
Table 6  The result of orthogonal experimental for extracting free formaldehyde 

实验号 
Test number 

A高氯酸浓度 
A The concentration of 

perchloric acid 

B超声波温度 
B Ultrasonic temperature 

C超声波时间 
C Ultrasonic time

甲醛含量(mg/kg) 
The concentration of formaldehyde 

(mg/kg) 

1 1 1 1 2.07 

2 1 2 2 2.11 

3 1 3 3 2.40 

4 2 1 2 1.50 

5 2 2 3 1.72 

6 2 3 1 1.58 

7 3 1 3 1.61 

8 3 2 1 1.54 

9 3 3 2 1.63 

K1 

K2 

K3 

k1 

6.58 

4.80 

4.78 

2.19 

5.18 

5.37 

5.61 

1.73 

5.19 

5.24 

5.73 

1.73 

 

k2 1.60 1.79 1.75  

k3 1.59 1.87 1.91  

R 0.60 0.14 0.18  
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表 7  方差分析表 
Table 7  Analysis table of variance 

变异原因 
Variable factors 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom 

均方 
Mean square 

F值 
F value 

P 
p 

A 0.712 2 0.356 186.302 0.005 

B 0.031 2 0.015 8.099 0.110 

C 0.059 2 0.030 15.529 0.060 

误差 0.004 2 0.002   

 
 

4  结  论 

文章通过对比高氯酸和三氯乙酸分别结合超声

波和静置 4种提取游离甲醛的前处理方法, 表明高氯

酸比三氯乙酸更适合作为游离甲醛提取剂, 超声波

提取游离甲醛的效果明显高于静置提取, 并且高氯

酸结合超声波对南美白对虾中游离甲醛的提取效果

最好, 且回收率较高, 稳定性很好, 并通过对高氯酸

浓度、超声波提取温度和超声波时间进行 3 因素 3

水平的正交试验优化提取条件, 此 3因素的影响效应

为: 高氯酸浓度>超声波时间>超声波提取温度, 高

氯酸浓度影响极显著(P<0.01), 获得了提取南美白对

虾中游离甲醛的较宜的前处理方法, 即 4%高氯酸作

为提取剂, 在 30 ℃下超声提取 35 min。该研究为测

定水产品中游离甲醛的前处理方法提供了一定的理

论基础和技术支持, 但对于不同的水产品因考虑到

肌肉组织本身的差别对提取方法所带来的干扰和差

异, 还应进行具体研究。 
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