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高压液相色谱法检测酸性乳饮料及酸奶中 
对羟基苯甲酸酯类 

袁凤琴*, 王  佳, 孙佳美, 崔向云, 陈  军, 林立民, 常建军, 宋晓东 
(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  建立酸性乳饮料及酸奶中对羟基苯甲酸甲、乙、丙、丁酯含量的高压液相色谱分析方法。

方法  样品去蛋白后, 用甲醇提取, 提取液用高压液相色谱仪进行检测。结果  对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯

甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯在 0∼10 μg/kg范围内, 相关系数大于 0.999, 检出限分别为

为 0.48、0.45、0.47、0.49 mg/kg; 在 1、2、5 mg/kg 3个加标水平下，样品中对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲

酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯的加标平均回收率分别为 95.59%∼104.52%、93.21%∼108.05%、

97.75%∼107.98%、97.48%∼103.67%, 相对标准偏差均小于 10%。结论  本方法适用于乳与乳制品中对羟基苯

甲酸(尼泊金)甲、乙、丙、丁酯含量的测定需要。 
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Determination of p-hydroxybenzoic acid esters in milk and dairy products by 
high pressure liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a fast and accurate method for determining of methyl p-hydroxybenzoic 
acid ester, ethyl p-hydroxybenzoic acid ester, propyl p-hydroxybenzoic acid ester and butyl p-hydroxybenzoic 
acid ester in milk and dairy products by high pressure liquid chromatography(HPLC). Methods  After preci-
pitation of protein, the samples were extracted with methanol and the extracts were measured by HPLC.   
Results  A good linear relationship between values of peak area and concentrations of p-hydroxybenzoic acid 
esters was obtained in the range of 0∼10 μg/kg with the correlation coefficient above 0.999. The limits of de-
tection for methyl p-hydroxybenzoic acid ester, ethyl p-hydroxybenzoic acid ester, propyl p-hydroxybenzoic 
acid ester and butyl p-hydroxybenzoic acid ester were 0.48, 0.45, 0.47, 0.49 mg/kg, respectively and the reco-
veries were 95.59%~104.52%, 93.21%~108.05%, 97.75%~107.98%, 97.48%~103.67% at three spike level of 1, 
2, 5 mg/kg, with relative standard derivations less than 10%, respectively. Conclusion  This method can meet 
the demand for determining of p-hydroxybenzoic acid esters in milk and dairy products. 
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对羟基苯甲酸甲酯又称尼泊金甲酯, 对羟基苯
甲酸乙酯又称尼泊金乙酯, 它们对细菌、霉菌和酵母
菌有很好的抑制作用, 因低毒性、无刺激等特点而被
广泛应用, 常用作食品防腐剂[1]。它们可以在 pH 4~8
的范围内发挥作用。由于大部分食品的 pH 为中性, 
苯甲酸(钠)、山梨酸(钾)在 pH 4~8 时抗菌活性极低, 
而对羟基苯甲酸丙酯仍保持良好的抗菌活性[2, 3], 这
对食品工业有特别重要的意义, 世界上许多国家和
地区把对羟基苯甲酸丙酯作为食品防腐剂, 我国也
将其列为食品防腐剂, 广泛应用于酱油、醋、饮料、
啤酒、水果、蔬菜、果汁、果酱等行业 [4, 5]。对羟基

苯甲酸丁酯是对羟基苯甲酸酯类中防腐抗菌作用最

强的防腐剂。 
对羟基苯甲酸酯类的防腐效果好 , 毒性较小 , 

应用范围很广。目前其检测方法主要是仪器法。GB/T 
5009.31-2003适用于酱油、醋、水果汁及果酱中对羟
基苯甲酸脂类的测定, SN/T 1303-2003适用于蜂王浆
中对羟基苯甲酸酯类的测定, DB 37/T 1100-2008适
用于酱油、醋、果酱、糕点及饮料中对羟基苯甲酸酯

类的测定, 上述三个标准的适用范围均不包括酸性
乳饮料及酸奶。本文使用一种简单的前处理方式, 通
过加沉淀剂沉淀样品中的蛋白, 利用甲醇提取样品, 
从而得到待测液上机检测, 目的是为了能够简单、快
速、准确测定酸性乳饮料及酸奶中的对羟基苯甲酸酯

类含量。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

仪器: 日立 2000系列高压液相色谱仪, 资生堂
AQ-C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 万分之一天平
(XP-205 型, 梅特勒-托利多集团);电热板(HP7 型, 
德国 IKA 集团); 涡旋仪(MS 3 basic 型, 德国 IKA
集团)。 

试剂: 甲醇(色谱纯); 亚铁氰化钾、乙酸铵、乙
酸锌均为分析纯; 羟基苯甲酸甲酯、羟基苯甲酸乙
酯、羟基苯甲酸丙酯、羟基苯甲酸丁酯(纯度为 99%, 
中国计量科学研究院)。 

亚铁氰化钾溶液 (92 g/L): 称取亚铁氰化钾 

[K4Fe(CN)6·3H2O] 106 g, 溶解于 1000 mL容量瓶中, 
定容到刻度后混匀。 

乙 酸 锌 溶 液 (183 g/L): 称 取 乙 酸 锌 
[Zn(CH3COO)2·2H2O] 219 g, 加入 32 mL乙酸, 用水
溶解于 1000 mL容量瓶中, 定容到刻度后混匀。 

1.2  色谱参考条件 

色谱柱: 反相 C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱
温箱: 35 ℃; 流速: 1.0 mL/min; 检测波长扫   描范
围: 210~400 nm; 定量波长: 256 nm; 进样量: 20 μL; 
流动相: 20 mmol/L; 乙酸铵:甲醇=50:50(v/v)。 

1.3  样品前处理 

称取 5.0 g酸性乳饮料及酸奶样品于 50 mL的离
心管中, 向离心管中加入 1.0 mL亚铁氰化钾、1.0 mL
乙酸锌, 涡旋 1 min, 然后用甲醇定容到 25.0 mL, 剧
烈振动, 于 4000 r/min离心 3 min, 有机滤膜过滤, 用
高压液相色谱仪进行分析检测。 

2  结果与分析 

2.1  标准曲线的绘制 

用甲醇分别配制浓度为 0.1、1.0、2.0、3.0、5.0、10 
μg/mL 的对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、
对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯混合标准工作

液, 采用 1.2 色谱条件利用液相色谱仪进行检测, 以
标准物质的浓度为横坐标, 对应峰面积为纵坐标进
行线性回归分析, 得到线性回归方程及其相关系数, 
并根据信噪比 S/N=3, 计算 4 组分最低检测浓度(表
1)。结果表明: 对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙
酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯在 0∼10 
μg/kg 范围内, 浓度与峰面积有良好的线性关系, 相
关系数大于 0.999。 图 1为 4种对羟基苯甲酸酯类的
标准色谱图。 

2.2  方法的回收率与精密度 

分别向空白酸性乳饮料和酸奶中添加 3 个水平
的混合标准溶液, 每个加标水平取 16 个平行样, 考
察方法的回收率和精密度。结果如表 2所示。样品中
的加标色谱图见图 2。由表 2可以看出, 4 种防腐剂 
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表 1  4 种对羟基苯甲酸酯的工作曲线、相关系数和检出限 
Table 1  Calibration curves, correlation coefficients and limits of detection for 4 p-hydroxybenzoic acid esters 

组分 线性回归方程 相关系数(R2) 检出限(mg/kg) 

对羟基苯甲酸甲酯 Y=132993X+175.43 0.9999 0.48 

对羟基苯甲酸乙酯 Y=113519X+33.796 0.9999 0.45 

对羟基苯甲酸丙酯 Y=103981X+880.77 0.9998 0.47 

对羟基苯甲酸丁酯 Y=86771X−374.9 0.9998 0.49 

 
注: 1 羟基苯甲酸甲酯, 2 对羟基苯甲酸乙酯, 3 对羟基苯甲酸丙酯, 4 对羟基苯甲酸丁酯 

图 1  4种对羟基苯甲酸酯类标准品色谱图 
Fig. 1  Chromatogram for 4 p-hydroxybenzoic acid esters standard 

 

图 2  样品色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of spiked samples 
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表 2  样品中 4 种对羟基苯甲酸酯类防腐剂回收率 
Table 2  Recoveries for 4 kinds of p-hydroxybenzoic acid esters in samples 

化合物 添加水平(mg/kg) 样品 回收率(%) 相对标准偏差(%) 

对羟基苯甲酸甲酯 1 酸性乳饮料 102.07 3.67 

 2  95.59  

 5  99.44  

对羟基苯甲酸乙酯 1  99.33 6.13 

 2  96.13  

 5  103.72  

对羟基苯甲酸丙酯 1  99.53 5.81 

 2  105.57  

 5  101.07  

对羟基苯甲酸丁酯 1  96.48 4.88 

 2  102.35  

 5  98.47  

对羟基苯甲酸甲酯 1 酸奶 104.52 3.33 

 2  101.38  

 5  97.56  

对羟基苯甲酸乙酯 1  108.05 1.51 

 2  100.37  

 5  93.21  

对羟基苯甲酸丙酯 1  100.60 4.85 

 2  97.75  

 5  107.98  

对羟基苯甲酸丁酯 1  103.67 2.79 

 2  98.21  

 5  97.59  

 
的平均回收率为 93.21%~108.05%, 相对标准偏差为
1.51%~6.13%, 表明该方法具有较好的准确度和精密
度, 满足残留检测的要求。 

3  结  论 

采用高压液相法检测酸性乳饮料和酸奶中对羟

基苯甲酸酯类的含量, 前处理方法简便、易操作, 该
方法的重现性好、准确度高, 其回收率及相对标准偏
差都能够满足酸性乳饮料及酸奶中对羟基苯甲酸酯

类的检测。 
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