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高效液相色谱法测定豆制品中的甲醛 

李红英*, 黄  程, 李丽霞, 吕  稳, 李世兴, 刘  芸 

(湖北省药品监督检验研究院, 武汉  430075) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定豆制品中甲醛含量的分析方法。方法  样品粉碎后, 采用乙腈-2,4-

二硝基苯肼和磷酸二氢钠溶液的混合体系为衍生溶液提取样品中的甲醛, 生成的产物经色谱柱 Welch XB-C18 

(4.6 mm×250 mm, 5 µm)洗脱, 流动相为乙腈-水(70:30, V:V), 柱温为 35 ℃, 流速为 0.8 mL/min; 检测波长为

355 nm, 高效液相色谱法检测。结果  甲醛质量浓度在 0~3.0 μg/mL 范围内呈良好线性, 相关系数 r2 为 0.9999, 

在 2、10 和 40 μg 3 个加标水平的回收率为 87.22%~93.92%, 相对标准偏差为 0.75%~3.87%, 检出限为 0.05 

mg/kg。结论  本方法灵敏度高, 操作简便, 准确可靠, 适合于测定豆制品中甲醛的含量。 
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Determination of formaldehyde in soybean product by high performance 
liquid chromatography 

LI Hong-Ying*, HUANG Cheng, LI Li-Xia, LV Wen, LI Shi-Xing, LIU Yun 

(Hubei Institute for Drug Control, Wuhan 430075, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of formaldehyde in soybean product by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The formaldehyde in the smashed sample was extracted 

from the derivatized solution which was a mixed system of acetonitrile-2,4-dinitrophenylhydrazine and sodium 

dihydrogen phosphate solution, and then the product was eluted by a column of Welch XB-C18 (4.6 mm×250 mm,   

5 μm) with the mobile phase of acetonitrile-water (70:30, V:V) at 35 ℃, and the flow rate was 0.8 mL/min. The 

detection wavelength was 355 nm, and it was detected by high performance liquid chromatography. Results  Under 

optimmal experimental conditions, good linearity was observed in the range of 0-3.0 μg/mL with a correlation 

coefficient (r2) of 0.9999. The recoveries of formaldehyde at 3 levels (2, 10 and 40 μg) were 87.22%-93.92% and the 

relative standard deviations (RSD) were between 0.75% and 3.87%. The limit of detection was 0.05 mg/kg. 

Conclusion  The established method is simple, rapid, reliable and accurate, which is suitable for the detection of 

formaldehyde in soybean product. 

KEY WORDS: soybean product; formaldehyde; extracted with derivative solution; high performance liquid 

chromatography 
 
 

1  引  言 

甲醛是一种具有刺激性气味的气体, 被世界卫生组

织确定为致癌和致崎物质[1,2]。食品中的甲醛主要来源于某

些食品中正常的代谢成分和外界引入, 外界引入主要为环

境污染、加工过程产生和非法人为添加[3]。由于甲醛具有
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漂白、防腐的作用, 一些不法商家在食品中非法使用甲醛, 

导致食品质量安全受到极大挑战, 因此, 加强食品中甲醛

的监测对保证食品安全具有重要意义。 

目前, 甲醛的检测方法有分光光度法[4-6]、荧光法[7]

和色谱法[8-13]等。其中高效液相色谱法以其无干扰、易操

作、检测灵敏度高等优点广泛用于各行业甲醛的测定。关

于食品中甲醛检测的标准主要有 DB41/T 424-2005[14], 

NY/T 1283-2007[15], GB/T 21126-2007[16], SC/T 
3025-2006[17], 其中 DB41/T 424-2005 包含非发酵豆制品的

测定, 检测方法为变色酸法和乙酰丙酮分光光度法, 但易

受干扰, 专属性不高。关于豆制品的检测方法灵敏度较低

且易受干扰, 因此建立一个高效稳定的检测方法对豆制品

日常监管和补充完善甲醛标准检测体系具有重要意义。 

本研究采用直接衍生化高效液相色谱法测定豆制品

中的甲醛含量, 测定结果可靠, 提高了检测的灵敏度和选

择性, 为开发测定豆制品中甲醛含量的有效检测方法提供

依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

2.1.1  材料与试剂 

样品为非发酵豆制品; 甲醛标准溶液(100 μg/mL, 北

京海岸鸿蒙标准物质技术有限责任公司); 甲醇、乙腈(色谱

纯, 德国 Merk 公司); 实验用水为 millipore 用水; 2,4-二硝

基苯肼(色谱纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 其他试

剂(分析纯, 国药集团)。 

2.1.2  仪  器 

Waters2695 高效液相色谱仪(配 2998 二极管阵列检测

器 , 美国 Waters 公司 ); Milli-Q A10 超纯水机 (美国

Millipore 公司); METTLER TOLEDO 电子天平(瑞士梅特

勒-托利多公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液: 称取 150 mg 2,4-二硝基苯

肼, 用乙腈溶解定容至 1000 mL, 配制成 0.15 g/L 的 2,4-二

硝基苯肼-乙腈溶液;  

磷酸盐缓冲溶液: 称取 31.2 g NaH2PO4ꞏ2H2O, 用

水溶解定容至 1000 mL, 配制成 0.2 mol/L 的磷酸二氢钠

溶液;  

衍生液: 将 2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液与磷酸盐缓冲

溶液 1:1(V:V)混合。 

2.2.2  样品溶液的制备 

称取粉碎均匀的豆制品 2.0 g, 置于 50 mL 具塞离心

管中, 加 20 mL 衍生溶液, 涡旋混匀, 置于 60 ℃水浴中反

应 60 min, 取出冷却至室温, 离心, 取上清液过 0.45 μm 有

机相滤膜, 在色谱条件下进行测定。 

2.2.3  色谱条件 

色谱柱为 Welch XB-C18 (4.6 mm×250 mm, 5 µm), 流

动相为乙腈 :水 (70:30, V:V), 流量为 0.8 mL/min, 柱温

35 ℃, 检测波长为 355 nm, 进样量 10 µL, 洗脱方式为等

度洗脱。 

2.2.4  标准溶液的制备 

分别吸取不同体积的甲醛标准溶液, 置于 50 mL 刻度

离心管中, 加衍生液至 20 mL, 配制成浓度为 0、0.1、0.2、

0.5、1.0、2.0、3.0 µg/mL 的系列标准溶液, 涡旋混匀, 置

于 60 ℃水浴中反应 60 min, 取出冷却至室温, 取上清液过

0.45 µm 有机相滤膜, 在色谱条件下进行测定, 以甲醛质

量浓度为横坐标(X), 以峰面积为纵坐标(Y), 绘制工作曲

线, 外标法计算样品中甲醛的含量。 

3  结果与分析 

3.1  衍生液及用量的选择 

本 实 验 选 用 2,4- 二 硝 基 苯 肼

(2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH)作为衍生试剂, DNPH

与衍生产物 2, 4-二硝基苯腙均易溶于乙腈, 据文献报道, 

在 pH 5 缓冲溶液-乙腈条件下, 甲醛与 DNPH 的衍生反应

灵敏度较高[18,19], 0.2 mol/L 的磷酸二氢钠溶液 pH 约为 5, 

故本实验选择 2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液与 0.2 mol/L 的磷

酸二氢钠溶液的混合体系作为衍生反应溶液。甲醛与

DNPH 反应的摩尔等量关系为 1:1, 为了保证甲醛能彻底

反应, 本研究选择加入稍过量的 DNPH。根据有关文献报

道, DNPH 浓度为 2.0%和 DNPH 浓度为甲醛 1.2 倍满足衍

生反应要求[8,18]。本实验选择 2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液与

缓冲溶液 1:1(V:V)混合作为直接提取衍生液, 按照 2.2.4 对

含有甲醛 240 µg的标准溶液加入衍生液至 20 mL进行实验

(其中甲醛浓度为 12 µg/mL)。结果发现 10 mL 0.15 mg/mL

的 2,4-二硝基苯肼溶液完全可以满足衍生的需要, 见图 1。

所以本实验最终选取 20 mL 0.15 mg/mL 的 2,4-二硝基苯肼

溶液与 0.2 mol/L 磷酸二氢钠溶液 1:1(V:V)混合液作为衍生

液的用量。 

 

 
 

图 1  12 µg/mL 的甲醛标准溶液色谱图 

Fig.1  Chromatogram of formaldehyde standard solution(12 µg/mL) 
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3.2  衍生温度和时间的选择 

本实验选取 30、40、50、60、70、80 ℃为衍生温度, 

2、10 和 40 µg 3 个水平添加量(n=6), 衍生时间为 60 min, 

进行衍生温度实验, 结果见图 2。 

由图 2 可以看出, 3 个添加水平下, 随着温度的升高, 

衍生产物峰面积呈现升高的趋势, 60 ℃以后变化较小, 其

中 10 µg 和 40 µg 2 个添加量水平在 70 ℃以后生成产物的

峰面积有下降的趋势。由相关文献得知甲醛反应一般在

60 ℃反应较快, 绝大多数蛋白质在 70 ℃时都会变性沉淀, 

能被 0.45 μm 滤膜滤除, 不会进入色谱系统[7,19]。 

本研究在 60 ℃条件下选取衍生时间 20、40、60、

90 和 120 min, 2、20 和 50 µg 3 个添加量水平, 进行衍生

时间实验, 并同时选取衍生时间 60 min 做标准曲线, 计

算回收率。3 个添加水平在 60 ℃不同衍生时间的回收率

具体见表 1。 

由表 1 可以看出, 反应时间大于等于 60 min, 回收率

计算结果均在 90%以上, 随着反应时间的增长, 回收率升

高, 但变化幅度不大, 从节省成本和提高效率等方面综合

考虑选择反应温度为 60 ℃和衍生时间为 60 min。 

3.3  线性范围与检测限 

将甲醛标准溶液逐级稀释配制成 0.1、0.2、0.5、1.0、

2.0、3.0 µg/mL 的系列标准溶液, 按照 2.2.4 所述进行衍生

化处理 , 在上述色谱条件下进行检测 , 同时进行空白实

验。以甲醛质量浓度为横坐标(X), 以峰面积为纵坐标(Y), 

绘制标准曲线, 见图 3。由图 3 可以看出, 甲醛质量浓度在

0~3.0 μg/mL 范围内线性良好。将标准溶液加入豆制品中按

标准曲线溶液方法处理后, 进行色谱测定, 扣除空白后信

噪比为 3 的灵敏度计算检出限, 当取样量为 2 g 时, 本方法

的最低检出浓度为 0.05 mg/kg, GB/T 21126-2007 的检出浓

度为 0.08 mg/kg, 本实验建立的方法检出浓度低于 GB/T 

21126-2007。 

3.4  回收率实验 

取粉碎均匀的豆制品样品(其中样品经甲醛标准曲线

法计算, 含量为 0.19 µg/g), 分别添加 2、10、40 µg 3 个水

平的甲醛标准溶液, 按本研究建立的方法进行加标回收率

实验, 每个水平平行 6 份, 计算回收率和相对标准偏差, 

结果见表 2。从表 2 中可以看出, 3 个水平平均回收率范围

为 87.22%~93.92%, 相对标准偏差为 0.75%~3.87%, 回收

率和相对标准偏差符合 GB27404-2008 实验要求。 

3.5  精密度 

取粉碎均匀的同一豆制品 6 份, 向其中分别加入 120 µL 

100 µg/mL 的甲醛标准溶液, 然后在本实验建立的优化条件

下进行精密度实验, 测定结果的峰面积见表 3。结果显示相

对标准偏差为 0.73%, 说明该方法具有良好的精密度。 

 

 
 

注: 添加量水平 a: 2 µg; b: 10 µg; c: 40 µg. 

图 2  不同衍生温度衍生物峰面积变化曲线(n=6) 

Fig.2  Curves of peak area of derivatives changed with temperature (n=6) 

 
表 1  60 ℃时不同衍生时间的测定结果 

Table 1  Results of different derivative times at 60 ℃  

衍生时间/min 加标量/µg 回收率/% 加标量/µg 回收率/% 加标量/µg 回收率/% 

20 2 84.18 20 84.91 50 89.58 

40 2 85.68 20 87.68 50 90.04 

60 2 93.25 20 91.99 50 91.85 

90 2 95.17 20 93.89 50 94.65 

120 2 95.89 20 94.17 50 94.72 
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表 2  加标回收实验结果 (n=6) 
Table 2  Results of recovery tests (n=6) 

加标量/µg 
回收率测定结果/% 平均回收

率/% 
RSD/

% 1 2 3 4 5 6 

2 88.81 81.55 91.03 88.47 85.04 88.41 87.22 3.87

10 96.17 94.34 92.08 94.17 92.73 94.05 93.92 1.52

40 92.79 94.05 93.23 93.32 93.22 91.92 93.09 0.75
 

表 3  精密度实验结果 
Table 3 Results of precision of the method 

进样次数 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD/% 

峰面积 240547 245292 240770 241475 243017 241663 242127 0.73 

 

 
 

图 3  甲醛标准曲线 

Fig.3  Standard curve of formaldehyde 
 

3.6  样品的测定 

用建立的方法对 2018 年国家食品监督抽检中的部分

豆制品进行测定, 测定结果见表 4。由表 4 可以看出, 测定

结果与抽检方案使用的标准检测方法 GB/T 21126-2007[16]

测定结果一致。 
 

表 4 实际样品检测结果 
Table 4 Results of formaldehyde in different samples 

样品 序号 
建立方法测定

结果/(μg/g) 

GB/T 21126-2007
测定结果/(μg/g) 

腐竹 

样 1 0.41 0.42 

样 2 0.43 0.45 

样 3 0.48 0.50 

样 4 1.30 1.40 

豆腐 

样 1 0.24 0.30 

样 2 0.19 0.19 

样 3 0.23 0.19 

样 4 0.26 0.29 

香干 

样 1 0.22 0.25 

样 2 0.75 0.68 

样 3 0.34 0.33 

样 4 0.29 0.33 

样 5 0.17 0.25 

蛋白类豆制品 
样 1 0.20 0.23 

样 2 0.26 0.22 

4  结  论 

本研究建立了衍生液直接提取, 高效液相色谱法测

定豆制品中甲醛含量的分析方法。衍生化试剂直接加到样

品中, 将提取与衍生化同时进行, 大大缩短了前处理的时

间, 使前处理过程更简单易操作。本研究建立的方法, 灵

敏度高, 精密度好, 准确可靠, 适用于豆制品中甲醛含量

的检测。 
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