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摘  要: 目的  建立软饮料中香兰素和乙基香兰素的高效液相色谱法检测方法。方法  样品中的香兰素和乙基

香兰素在酸性条件下经乙腈提取, 利用盐析作用分层净化, 提取液浓缩复溶解后, 供液相色谱检测。检测波长

308 nm, 外标法定量。结果  香兰素和乙基香兰素在 0.5~50.0 g/mL浓度范围内线性关系良好, 相关系数均大

于 0.9999。添加水平为 5、30、63 mg/kg时, 香兰素和乙基香兰素的平均回收率分别为 98.4%和 100.4%, 96.7%

和 100.2%, 97.8%和 100.3%, 相对标准偏差在 3.53%~4.70%, 检出限均为 0.5 mg/kg。结论  方法操作简便、快

速, 经济实用, 适用性强, 结果准确可靠, 可用于样品批量快速检测。 
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Determination of vanillin and ethyl vanillin in soft drink by 
high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination of vanillin and ethyl vanillin in soft drink by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Vanillin and ethyl vanillin in sample were extracted 

with acetonitrile and 0.1% formic acid solution, and were cleaned up by salting out effect. After concentrated, the 

extraction was redissolved and determined by HPLC at 308 nm. The external standard method was used for 

quantitative analysis. Results  The method showed a good linear over the range of 0.5~50.0 g/mL for vanillin and 

ethyl vanillin with correlation coefficients above 0.9999. The average recoveries were 98.4% and 100.4%, 96.7% 

and 100.2%, 97.8% and 100.3% at the spiked level of 5, 30, and 63 mg/kg, with relative standard deviation 

between 3.53%~4.70%. The limit of detection was 0.5 mg/kg. Conclusion  The method is simple, rapid, 

economical and practical, and the result is accurate and reliable, which is suitable for batch sample determination. 

KEY WORDS: food additive; spice; soft drink; vanillin; ethyl vanillin; QuEChERS; high performance liquid 

chromatography 
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1  引  言 

食品添加剂是指为改善食品品质和色、香、味, 

以及为防腐和加工工艺的要求而加入食品中的人工

合成或者天然物质。营养强化剂、食品用香料、胶基

糖果中基础物质、食品工业用加工助剂也包括在   

内[1]。食品添加剂是当今食品工业不可缺少的重要物

质, 已成为继医药、农用化学品及饲料添加剂之后的

第四类备受人们关注的精细化工。香精香料是食品添

加剂中很大一类物质。目前我国食用香精香料的应用

非常广泛, 饮料、冷饮占据一大部分市场, 奶饮料市

场中水质香精的应用也更加广泛。 

香兰素(vanillin)又名 3-甲氧基-4-羟基-苯甲醛、

香草醛, 分子式为 C8H8O3, 是人类合成的第一种香

料, 具有浓烈的奶香气息。乙基香兰素(ethyl vanillin)

又名 3-乙氧基-4-羟基苯甲醛、乙基香草醛, 分子式为

C9H10O3, 香气强度为香兰素的 3~4 倍, 且留香持久, 

是当今世界上最重要的合成香料之一。香兰素和乙基

香兰素被广泛用于各种需要增加奶香气息的调香食

品, 如饮料、糖果、糕点等, 起增香和定香作用。大

剂量食用香兰素和乙基香兰素可以导致头晕、恶心、

呕吐、呼吸困难, 甚至能够损伤肝、肾, 对人体有较

大危害, 除在婴幼儿食品中严格限制使用外, 各国对

其限量都做出明确规定。 

 

图 1  香兰素与乙基香兰素化学结构 

Fig. 1  Chemical structure of vanillin and ethyl vanillin 
A:香兰素; B:乙基香兰素 

A: vanillin; B: ethyl vanillin 

 
目前, 香兰素和乙基香兰素的相关标准检测方

法均为气相色谱法, 且只针对原料进行分析[2-5]。文

献报道显示, 香兰素和乙基香兰素的检测方法主要

有紫外分光光度法[6]、毛细管电泳法[7,8]、气相色谱法
[9-11]、气相色谱串联质谱法[12]、液相色谱法[13-18]和液

相色谱串联质谱法[19], 研究多以婴幼儿食品、奶粉和

牛奶为主, 未见液相色谱法同时检测饮料中香兰素

和乙基香兰素的报道。本研究以软饮料类食品为研究

对象, 建立同时检测香兰素和乙基香兰素的液相色

谱法。 

软饮料(soft drink)指乙醇含量低于 0.5%(质量比)

的天然的或人工配制的饮料, 又称清凉饮料、无醇饮

料, 各国软饮料分类标准不同, 通常分为碳酸饮料、

果汁及其饮料、蔬菜汁及其饮料、植物蛋白饮料、植

物抽取液饮料、含乳饮料、矿泉水和固体饮料 8类。

但在英、美等国家, 果汁、蔬菜汁及其饮料通常不在

软饮料之列。香兰素和乙基香兰素在软饮料中使用限

量分别为 63 mg/kg和 20 mg/kg。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

2.1.1  仪  器 

Agilent 1260 系列高效液相色谱仪(美国 Agilent

公司), 配有脱气机、四元泵、高效自动进样器、柱

温箱、二极管阵列检测器(diode array detector, DAD); 

电子天平 (德国  Sartorius 公司 ); 氮吹仪 (美国 

Organomation公司); 涡旋混匀器(德国 IKA公司); 离

心机(美国 Sigma 公司); 超纯水仪(美国 Millipore 公

司)。 

2.1.2  试  剂 

乙腈(色谱纯, 德国 Merck 公司); 甲酸(色谱纯, 

天津科密欧); 氯化钠、乙酸锌(分析纯, 天津科密欧); 

海砂(粒度 0.65~0.85 mm, 国药试剂); 水为去离子

水。香兰素(纯度＞98.0%)购自上海梯希爱化成工发

展有限公司, 乙基香兰素(纯度＞99%)购自百灵威科

技有限公司。 

2.2  标准溶液的配制 

标准储备液: 分别称取香兰素和乙基香兰素标

准物质约 50 mg, 精密称定, 置 25 mL容量瓶中, 加

乙腈溶解, 加甲酸 2 滴, 摇匀, 继续用乙腈稀释, 定

容至刻度, 摇匀, 得浓度为 2 mg/mL 的标准储备溶

液。避光, 4 ℃冷藏保存, 有效期 6个月。 

混合标准中间液: 分别准确移取香兰素和乙基

香兰素标准溶液适量, 置 50 mL 容量瓶中, 加乙腈

0.1%甲酸水溶液(1:1, v:v)稀释, 定容至刻度, 摇匀, 

得浓度为 50 g/mL的混合标准中间液。避光, 4 ℃

冷藏保存, 有效期 3个月。 

混合标准工作液: 分别移取适量混合标准中间
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液, 乙腈-0.1%甲酸水溶液(1:1, v:v)稀释, 制成浓度为

0.5、1.0、5.0、10、20、40、50 g/mL的系列标准工

作液。临用前现配。 

2.3  材料 

所有检测样品来自超市采购, 部分为实验室送

检样品。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: Inertsil ODS-3(250 mm×4.6 mm, 5 m); 

流动相: 乙腈-1‰甲酸梯度洗脱, 洗脱程序见表 1, 

流速 1.2 mL/min; 检测波长: 308 nm; 柱温: 25 ℃; 进

样量: 20 L。 

2.5  样品提取与净化 

2.5.1  液态软饮料 

准确称取 1 g样品, 置 50 mL离心管中, 加 0.1%

甲酸水溶液 1 mL, 海砂约 1.5 g, 轻轻涡旋使样品混

合均匀。准确加入乙腈 5 mL, 含乳或蛋白质类样品

加饱和乙酸锌溶液 0.1 mL, 涡旋提取。加入氯化钠约

2 g, 充分涡旋约 2 min, 8000 r/min离心 5 min。取上

清液 1 mL 置玻璃离心管中, 40 ℃水浴中氮气吹干, 

加 1 mL流动相定容, 涡旋溶解残渣。提取液经微孔

滤膜过滤后, 供高效液相色谱测定。乳和乳饮料按此

步骤处理。 

2.5.2  固体饮料 

准确称取 0.5 g 样品, 置 50 mL 离心管中, 加

0.1%甲酸水溶液 1 mL, 海砂约 1.5 g, 轻轻振摇, 充

分浸润样品。加入准确 5 mL乙腈, 氯化钠约 2 g, 充

分涡旋约 2 min, 8000 r/min离心 5 min。取上清液 1 

mL置玻璃离心管中, 40 ℃水浴中氮气吹干, 加 1 mL

流动相定容, 涡旋溶解残渣。提取液经微孔滤膜过滤

后, 供高效液相色谱测定。 

3  结果与讨论 

3.1  检测波长的选择 

利用二极管阵列检测器紫外全扫描显示, 香兰

素和乙基香兰素的max均为 278 nm, 其次为 308 nm; 

实际样品检测显示, 检测波长为 278 nm 时, 在目标

峰附近部分样品存在干扰, 而 308 nm的谱图干扰少

(图 2), 且吸收强度与 λmax 相差不多, 因此检测波长

定为 308 nm, 278 nm 谱图为辅助判别。 

3.2  流动相的选择 

香兰素和乙基香兰素在 C18 色谱柱上有较好的

保留, 流动相选洗脱能力较强的乙腈。分别考察了乙

腈-水和乙腈-0.1%甲酸流动相体系, 实验显示在相同

洗脱条件下, 当水相含有酸时, 色谱峰峰形好、响应

值高, 分离度好, 达到完全分; 当水相中不加酸时, 

色谱峰峰宽较大、响应值相对低, 分离度虽满足检测

但香兰素色谱峰拖尾。香兰素和乙基香兰素结构中的

酚羟基具有酸性, 水溶液为弱酸性。流动相中加入酸

改变了溶液 pH 值, 抑制了目标化合物的解离, 增强

其在色谱柱上的保留, 改善了色谱峰峰形的同时提

到分离度, 并提高了信号强度, 典型谱图见图 3。 

3.3  标准溶液的配制 

香兰素和乙基香兰素的标准储备液均由乙腈稀

释定容, 因为二者都有水溶性, 中间液和标准工作液

最初以乙腈-水(1:1, v:v)稀释。研究过程中发现, 低

浓度样品 1 g/mL溶液在棕色进样瓶中常温避光放

置 2~3 d后, 即检测不到两种化合物。后改用甲酸溶

液稀释定容, 持续观测, 发现工作液至少可以稳定

1 周。 

化合物结构分析显示, 芳香醛基团和酚羟基具

有还原性, 能够与强、弱氧化剂和氧气发生氧化-还 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Program of gradient elution(%, v:v) 

时间(min) 乙腈 0.1%甲酸 

0.00 45 55 

5.00 60 40 

5.01 90 10 

8.00 90 10 

8.01 45 55 

12.00 45 55 
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图 2  样品在不同检测波长下的谱图比较 

Fig. 2  Chromatogram comparison in different detection wavelengths 
A: max为 278 nm;  B: max为 308 nm 

 

 

图 3  软饮料样品空白与添加色谱图 

Fig. 3  Soft drink chromatograms of sample blank and spiked 
A: 样品空白;  B: 样品添加(5 μg/g) 

 
 

 
 

原反应[20], 其中醛基 C 更易发生亲核反应, C—H 键

最不牢固, 故香兰素氧化反应易发生在醛基上[21]。这

一特性使香兰素具有较强的抗氧化活性[22,23]。在中性

或碱性溶液中, 醛基被氧化, 化合物结构发生变化

(图 4), 导致吸收波长发生变化, 从而在原保留时间

处检测不到原色谱峰。溶液中加入酸能抑制亲核反应, 

阻断氧化反应的发生。因此配制标准储备液时需加入

甲酸, 标准中间液和工作液用含甲酸的流动相定容。

为维持待测物的稳定, 提取液或定溶液应为酸性, 应

尽量避免或减少待测物在碱性溶液中存留的时间 , 

防止氧化反应的发生。如果定溶液为 pH 值为中性, 

应及时测定含量。 

 

图 4  香兰素的氧化 

Fig. 4  Oxidation of vanillin 

3.4  提取方法的优化 

如果液体或固体饮料直接用乙腈-甲酸溶液, 提
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取会引起溶液体积变化, 从而导致检测结果偏低或

偏高, 并且提取液未经过净化, 杂质和糖的含量较

高, 可能会干扰检测, 计划用液液分配的方法进行

净化。0.1%甲酸溶液起到浸润和稀释样品的作用, 同

时酸性条件下有利于待测组分稳定和提高乙腈的提取

效率。对含乳制品或蛋白含量高的样品入饱和乙酸锌

沉淀蛋白; 为使样品混合均匀, 提取中还加入海砂, 

进一步研磨、混匀样品。溶液 pH<3 时, 香兰素和乙

基香兰素多以游离酸状态存在, 在盐析作用下进入乙

腈层。与 QuEChERS法不同的是, 本实验方法中乙腈

提取后不需要加除水剂脱水, 取乙腈层适量, 吹干、定

容即可, 可以认为本方法是改良的 QuEChERS法。提

取液经过改良 QuEChERS 法提取后, 脱色效果明显, 

色素部分基本留在水层, 色谱图显示极性组分明显减

少, 而待测物回收率基本  未发生变化。认为改良

QuEChERS法即能排除体  积变化对检测结果的干扰, 

又能很好的提取和净化样品。 

3.5  方法的线性范围、回收率与精密度实验 

将系列混合标准工作液的中, 待测物的峰面积

Y(mAU)对其质量浓度 X(g/mL)进行线性回归, 制作

标准曲线。香兰素的标准曲线方程为 Y=67.476× 

X0.0195(R2=0.9999), 乙基香兰素标准曲线方程为 Y 

=59.367×X-0.1713(R2=0.9999); 线性范围均为 0.5~50.0 

g/mL。进空白样, 以基线3倍信噪比计算方法检出限, 

香兰素和乙基香兰素检出限均为 0.5 g/g。 

选取阴性植物蛋白饮料进行不同浓度水平的添

加实验, 每水平平行样品 6 份。香兰素和乙基香兰素

的平均回收率为 96.7%~100.4%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)3.53%~4.70%, 结果

见表 2。 

3.6  软饮料样品的测定 

应用本方法对收集的乳饮料和软饮料类样品进

行香兰素和乙基香兰素的定量分析, 检出情况及含

量水平见表 3。 

本研究中共收集到 50 个乳饮料和饮料, 除矿泉

水外, 基本覆盖软饮料种类。检出香兰素 11个, 其中

超使用限量 3个, 另有一个含量临近限量值; 检出乙

基香兰素 4个, 超使用限量 3个。奶香味浓郁饮料中

往往含量香兰素或乙基香兰素。应当注意, 在若干儿

童乳饮料中基本不含待测物, 但 9号样品同时含有香

兰素和乙基香兰素, 且二者含量紧邻限量值, 不利于

儿童身体健康。儿童食品应更加注意添加剂的使用, 

这种做法虽未违反国家规定但并不可取。 

4  结  论 

本研究建立了软饮料中香兰素和乙基香兰素的

高效液相色谱检测方法。采用乙腈在酸性条件下提取

样品, 改进的 QuEChERS 法分离净化, 能有效的出

去样品中的色素和糖分等杂质。实验表明, 方法的线

性关系、相关系数、回收率和精密度实验均符合方法

学要求。本方精密度高, 经济成本低, 对环境友好, 

方法操作简便、快速, 适用性强, 测定结果准确可靠, 

对食品添加剂香兰素和乙基香兰素的监测和检测具

有重要的意义。 

 
表 2  软饮料中香兰素和乙基香兰素的添加回收与精密度实验(n=6) 

Table 2  Recoveries and RSD of vanillin and ethyl vanillin in soft drink (n=6) 

项目 
添加水平 

(g/g) 

回收率(%) 
RSD 
(%) 

1 2 3 4 5 6 AVE 

香兰素 

5.0 98.4 99.4 101.6 91.2 98.6 101.4 98.4 3.86 

30 97.0 95.4 96.9 91.1 104.9 95.1 96.7 4.70 

63 102.2 99.3 95.8 93.1 100.5 95.7 97.8 3.53 

乙基香兰

素 

5.0 102.8 104.0 104.0 94.8 98.8 97.8 100.4 3.79 

30 106.0 101.5 98.3 96.5 104.3 94.9 100.2 4.41 

63 103.4 104.6 102.2 98 95.7 98.1 100.3 3.55 
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表 3  软饮料与乳饮料中香兰素和乙基香兰素的检测结果(g/g) 

Table 3  Detection results of vanillin and ethyl vanillin in soft drink and dairy beverage (g/g) 

编号 样品名称 香兰素 乙基香兰素 编号 样品名称 香兰素 乙基香兰素

1 乳饮料(香草味) 119.5 36.5 26 酸牛奶(原味) - - 

2 乳饮料 104.9 45.4 27 纯牛奶 - - 

3 乳饮料(原味) - - 28 植物蛋白饮料(混合) 55.3 <5 

4 乳饮料(草莓味) - - 29 酸奶(草莓味) - - 

5 酸奶 24.5 <5 30 固体饮料奶茶(原味) 386.0 - 

6 乳饮料(甜橙味) - - 31 咖啡伴侣奶精球 5.0 - 

7 儿童乳饮料 -  32 儿童乳饮料 - - 

8 儿童乳饮料 -  33 儿童乳饮料 - - 

9 儿童乳饮料 62.0 20.1 34 儿童乳饮料 - - 

10 植物蛋白饮料 - - 35 植物蛋白饮料(红豆) 8.0 - 

11 植物蛋白饮料 <5 - 36 植物饮料(椰汁) - - 

12 植物蛋白(香蕉味) 21.4 - 37 植物蛋白饮料 <5 <5 

13 植物蛋白饮料 - - 38 植物蛋白饮料(黑芝麻) - - 

14 咖啡饮料(美式经典风味) <5 - 39 咖啡饮料(摩卡经典风味) 8.8 15.9 

15 植物饮料(糙米) <5 - 40 植物饮料(番茄汁) - <5 

16 碳酸饮料(大麦) - - 41 植物饮料(青梅汁) - - 

17 果汁饮料(混合果汁) <5 - 42 植物饮料(柚子) - - 

18 果汁饮料(菠萝汁) <5 - 43 植物饮料(混合果汁) <5 - 

19 果汁饮料(橙汁) <5 - 44 植物饮料(蔓越莓汁) <5 - 

20 碳酸饮料(蓝莓味) 6.9 <5 45 植物饮料(苹果汁) - - 

21 果汁饮料(混合果汁) - - 46 碳酸饮料(水蜜桃味) - - 

22 果汁饮料(芒果汁) - - 47 乳饮料(含果汁) - - 

23 果汁饮料(葡萄汁) - - 48 果汁饮料(梨+菠萝汁) - - 

24 果汁饮料(橙汁) - - 49 果汁饮料(梨汁)  - 

25 果汁饮料(石榴汁) - - 50 果汁饮料(苹果汁)  - 
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