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高效液相色谱法同时测定食品中 7种防腐剂 

刘  佟, 王  浩, 苗雨田, 杨悠悠, 杨永坛* 

(中粮营养健康研究院, 北京市营养健康与食品安全重点实验室, 北京  102209) 

摘  要: 目的  建立一种采用高效液相色谱同时检测食品中苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸甲酯、

对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯等 7种防腐剂的方法, 并对葡萄酒、饮料、酱油、

面包等 4种基质进行测定。方法  样品经甲醇提取, 无水硫酸镁除水离心后取上清液经 0.45 μm滤膜过滤, 使

用高效液相色谱二极管阵列检测器(DAD)对 7种防腐剂含量进行测定。结果  在优选条件下, 方法线性范围为

0.1~10 mg/L, 线性相关系数 R2 ≥0.9999, 检出限(S/N=3)为 50~100 μg/L, 样品回收率为 77.28%~106.81%, 相对

标准偏差(RSD)为 0.46%~2.38%。结论  该方法操作简便, 灵敏度高, 适用于葡萄酒、饮料、酱油和面包 4 种

基质中 7种防腐剂的检测。 
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Determination of 7 preservatives in food using high performance liquid 
chromatography 

LIU Tong, WANG Hao, MIAO Yu-Tian, YANG You-You, YANG Yong-Tan* 

(Beijing Key Laboratory of Nutrition Health and Food Safety, COFCO Nutrition and Health Research Institute, 
Beijing 102209, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 7 preservatives 

(benzoic acid, sorbic acid, dehydroacetic acid, methyl p-hydroxybenzoate, p-hydroxy benzoic acid ethyl ester, 

p-hydroxy benzoic acid n-propyl, and p-hydroxy benzoic acid butyl ester) in food by high performance liquid 

chromatography, and determine the wine, drink, soy sauce, and bread in the samples. Methods  Samples were 

extracted with methanol, and assisted by MgSO4 to remove the water before the centrifugation. After through 

0.45 μm filter, 7 kinds of preservatives were detected by HPLC-DAD. Results  Under the optimized 

conditions, the linear range was 0.1~ 10 mg/L with R2≥0.9999. The limits of detection (LOD, S/N=3) were 

from 50 to 100 μg/L. Besides, recoveries were in the range of 77.28%~106.81%, and the RSDs of the peak 

areas were between 0.46%~2.38%. Conclusion  This method is suitable for simple and sensitive 

determination of 7 kinds of preservatives in wine, drink, soy sauce and bread. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; food; preservatives; benzoic acid; sorbic acid; 

p-hydroxybenzoic acid ester 
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1  引  言 

防腐剂是防止由微生物引起食品的腐败变质、延

长食品保质期的添加剂。在我国, 食品生产中所使用

的防腐剂大多是人工合成的, 过量使用会有一定副

作用, 有些防腐剂甚至含有微量毒素, 长期过量摄入

会 危 害 人 体 健 康 [1] 。 因 此 我 国 出 台 了 标 准

GB2760-2011《食品添加剂使用标准》[2]中严格规定

了食品中防腐剂的使用限量, 且建立了防腐剂的标

准检测方法[3-5]。目前国内外防腐剂多组分检测方法

主要有高效液相色谱法[6-8]、液相色谱-质谱法[9]、离

子色谱法[10]、气相色谱法[11,12]、气相色谱-质谱法[13-15], 

其中部分防腐剂的前处理条件不同, 导致分析效率

降低。本文尝试采用甲醇提取的方式, 建立采用高效

液相色谱二极管阵列检测器同时测定葡萄酒、饮料、

酱油、面包基质中的苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、对

羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸

丙酯、对羟基苯甲酸丁酯等 7种常见防腐剂的方法。 

2  材料和方法 

2.1  仪器与试剂 

Ultimate 3000液相色谱仪(配备梯度泵、自动进

样器、柱温箱、二极管阵列检测器、变色龙色谱管理

软件 , Thermo Scientific 公司 ); Milli-Q 超纯水机

(Millipore公司); 离心机(Allegra 64R, 美国贝克曼公

司); 摇床(SHZ-88A, 上海一恒公司); 电子天平(万

分之一, ME204/02, 梅特勒公司)。 

苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸甲酯、

乙酯、丙酯、丁酯标准品(Sigma公司); 无水硫酸镁、

磷酸二氢铵(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

乙腈(色谱纯, Fisher公司); 葡萄酒、柠檬果汁、酱油、

面包购自本地超市。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: Agilent ZORBAX SB-C8(4.6 m×150 mm, 

3.5 µm); 进样量 10 µL; 柱温 30 ; ℃ 流速 1 mL/min; 流

动相: 0~15 min 磷酸二氢铵:乙腈(20:80, v:v), 15.1~22 

min磷酸二氢铵:乙腈(60:40, v:v), 22.1~25 min磷酸二氢

铵:乙腈(40:60, v:v), 25.1~30 min磷酸二氢铵:乙腈(20:80, 

v:v); 检测器波长: 230 nm、254 nm、293 nm。 

2.3  标准溶液配制 

准确称取苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯

甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、

对羟基苯甲酸丁酯标准品各 10.0 mg(准确至 0.0001 g)

于 10 mL容量瓶中, 用纯甲醇定容至刻度, 此时苯甲

酸、山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸甲酯、乙酯、

丙酯、丁酯浓度为 1000 mg/L; 再用纯甲醇配制成浓

度为 0.1、0.5、1.0、5.0、10.0 mg/L的混合溶液。 

2.4  样品前处理 

葡萄酒、饮料、酱油样品: 准确称取液体样品

1.0~5.0 g于 15 mL离心管中, 加入 2.5 mL甲醇溶液, 

涡旋 2 min, 加入 2 g 无水硫酸镁, 继续涡旋 2 min, 

5000 r/min离心, 2 min, 取上清液, 经 0.45 μm滤膜过

滤后进样分析。 

面包样品: 准确称取 1~5 g 已均质的样品于 15 

mL离心管中, 如果样品油脂含量较高, 可加入 5 mL

正己烷涡旋 2 min, 弃去上层正己烷层, 再加入 10 

mL甲醇, 于 200 r/min摇床提取 20 min, 5000 r/min

离心 2 min, 取上清液 3 mL加入 1 g无水硫酸钠, 涡

旋 2 min, 5000 r/min离心 2 min, 经 0.45 μm滤膜过滤

后进样分析。 

3  结果与讨论 

3.1  HPLC 色谱条件的优化 

3.1.1  缓冲溶液的选择 

乙酸铵、磷酸二氢钾和磷酸二氢铵是三种常用分

析防腐剂的缓冲盐。由于乙酸在低紫外波长下有吸收, 

所以乙酸铵用乙酸调节 pH后会导致紫外检测器饱和; 

磷酸二氢钾和磷酸二氢铵均可满足 7 种防腐剂的分

离(图 1), 实验发现, 苯甲酸、山梨酸在磷酸二氢铵溶

液中的分离度优于磷酸二氢钾溶液, 综合考虑, 选择

磷酸二氢铵作为流动相。 

3.1.2  有机溶液 

甲醇和乙腈是最常用的有机溶剂 , 实验发现 , 

当使用甲醇与缓冲液(pH=2.5)作为流动相时, 目标物

保留能力过强, 需使用 80%有机相才可洗脱, 而此时

苯甲酸与山梨酸分离度为 0.78, 且柱压过高; 当使用

乙腈与缓冲液(磷酸二氢铵 pH=2.5)作为流动相时 , 

使用 20%有机相可使目标物满足分离, 苯甲酸、山梨

酸分离度大于 1.5, 柱压在合理范围内。综合考虑, 选

择乙腈作为该实验流动相。 

3.1.3  流动相 pH 的优化 

流动相 pH 能显著影响化合物的性质, 当 pH 小

于苯甲酸、山梨酸或脱氢乙酸的 pKa时, 此时部分有
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机酸防腐剂会以酸的形式存在, 从而与色谱柱之间

的疏水作用加强, 目标物保留性增加。本研究对 1.5、

2.5和 4.2三个 pH条件进行对比分析, 研究发现当 pH

为 1.5时, 7种防腐剂能达到基线分离, 且样品中的杂

质不干扰目标物能的分离, 如图 2所示。 

 

图 1  磷酸二氢铵/乙腈(pH=1.5) 5 mg/L标准品图(A); 磷

酸二氢钾/乙腈(pH=1.5) 5 mg/L 标准品图(B) 

Fig. 1  Chromatogram of 5 mg/L standard using aqueous 
NH4H2PO4solution/ACN as the mobile phase(A) and 

K2H2PO4 solution/ACN as the mobile phase(B) 
1. 山梨酸; 2. 苯甲酸; 3. 对羟基苯甲酸甲酯; 4. 脱氢乙酸; 5. 对

羟基苯甲酸乙酯; 6. 对羟基苯甲酸丙酯; 7. 对羟基苯甲酸丁酯. 

 

图 2  pH 1.5 的磷酸二氢铵/ACN为流动相时 5 mg/L标准

品图(A)和葡萄酒样品(B) 

Fig. 2  Chromatograms of 5 mg/Lstandard (A) andgrape 
wine sample (B) when using NH4H2PO4 (pH 1.5)/ACN as the 

mobile phase 
1. 山梨酸; 2. 苯甲酸; 3. 对羟基苯甲酸甲酯; 4. 脱氢乙酸; 

5. 对羟基苯甲酸乙酯; 6. 对羟基苯甲酸丙酯; 7. 对羟基苯

甲酸丁酯. 

3.2  样品前处理优化 

采用葡萄酒样品对样品的前处理方法进行考察, 

考察以下三种方式: 对样品稀释后直接测定、亚铁氰

化钾-乙酸锌沉淀法和甲醇提取如图 3 所示。结果表

明, 样品直接稀释对于葡萄酒、饮料等基质相对简单

的样品适用, 但对于酱油等基质复杂或固体样品不

适用; 亚铁氰化钾-乙酸锌沉淀法样品回收率随着沉

淀剂的增加而降低, 对羟基苯甲酸酯类目标物影响

最大 ; 而甲醇提取方法 , 简单快捷 , 回收率为

77.28~106.81%, 满足实验要求, 适用于葡萄酒、饮

料、酱油、面包多种基质中 7种防腐剂的测定。 

 

图 3  葡萄酒直接稀释(A); 葡萄酒经亚铁氰化钾-乙酸锌

沉淀(B); 葡萄酒经甲醇提取(C) 

Fig. 3  Chromatograms of samples after dilution only (A); 
sample by potassium ferrocyanide-zinc acetate precipitation 

(B) and extraction with methanol (C) 
 

3.3  方法线性范围、检出限 

在优化条件下, 进行方法学考察。以各目标物的

峰面积对各目标物浓度作图, 绘制标准曲线; 线性相

关系数(R2)均大于 0.9999。以信噪比(S/N=3)计算各防

腐剂方法检出限(LOD)。如表 1 所示, 该方法具有良

好的线性关系。 

3.4  回收率及精密度的测定 

分别称取葡萄酒、柠檬果汁、酱油、面包四种样品

各 6份, 其中 3份为样品空白, 另外 3份加入一定浓度的

混合标准溶液, 按上述前处理步骤进行实验, 结果表明; 

苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基

苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯回收

率为 77.28~106.81%, 相对标准偏差(RSD)为 0.46%~ 

2.38%。实际样品色谱图见图 4, 测定结果见表 2~表 3。 
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图 4  5 mg/L标准品(A); 酱油样品(B); 面包样品(C); 红

酒样品(D); 柠檬汁样品(E)色谱图 

Fig. 4  Chromatograms of 5 mg/L standard(A), soy sauce(B), 
bread(C), wine(D), lemon juice(E) 

1. 山梨酸; 2. 苯甲酸; 3. 对羟基苯甲酸甲酯; 4. 脱氢乙酸; 

5. 对羟基苯甲酸乙酯; 6. 对羟基苯甲酸丙酯; 7. 对羟基苯

甲酸丁酯. 

 

3.5  实际样品测定 

采用建立的方法分别对葡萄酒、柠檬汁、酱油、

面包 4种基质进行测定, 在 4种食品中均测出山梨酸, 

在酱油和面包中检测出苯甲酸, 至于对羟基苯甲酸

酯类化合物, 仅在酱油中检测出, 含量为 4.63 mg/kg, 

测定结果见表 4。 

4  结  论 

国标方法中液体样品多数为稀释后经滤膜过滤

直接进样, 长期测定对色谱柱的寿命影响较大, 面包

等固体样品提取后需经过固相萃取柱净化, 操作繁

琐。本方法采用甲醇提取, 提取后经滤膜过滤利用高

效液相色谱, 二极管阵列检测器同时对食品中 7防腐

剂进行检测。本方法统一了 7种防腐剂的前处理方法, 

提高其分析效率, 能达到更低的检出限。结果表明, 

方法线性范围为 0.1~10 mg/L, 线性相关系数 R2 ≥

0.9999, 检出限(S/N=3)为 50~100 µg/L。

表 1  方法线性方程，线性范围及检出限 
Table 1  Linear equations, correlation coefficients, and LOD of 7 kinds of preservatives 

防腐剂 线性回归方程 相关系数 (R2) 线性范围 mg/L 检出限 LOD Yµg/LY 

山梨酸 Y=0.998X+0.010 0.99994 0.1~10 60 

苯甲酸 Y=0.998X+0.009 0.99996 0.1~10 100 

脱氢乙酸 Y=0.998X+0.016 0.99994 0.1~10 100 

对羟基苯甲酸甲酯 Y=0.999X+0.002 0.99995 0.1~10 50 

对羟基苯甲酸乙酯 Y=0.998X+0.007 0.99994 0.1~10 100 

对羟基苯甲酸丙酯 Y=0.998X+0.013 0.99992 0.1~10 50 

对羟基苯甲酸丁酯 Y=1.001X-0.010 0.99993 0.1~10 50 

表 2  加标回收结果(n=3) 
Table 2  Spiked recoveries of preservatives (n=3) 

样品名称 
回收率(%) 

山梨酸 苯甲酸 脱氢锑酸 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯

葡萄酒 86.00 81.94 87.18 91.55 90.23 93.96 84.43 

柠檬汁 85.19 89.43 92.20 92.11 94.76 95.96 94.34 

酱油 80.37 80.36 77.90 77.72 82.93 78.34 77.28 

面包 89.09 101.19 106.81 97.74 98.14 102.02 103.35 
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表 3  相对标准偏差(n=3) 
Table 3  RSD of preservatives (n=3) 

样品名称 
相对标准偏差(RSD%） 

山梨酸 苯甲酸 脱氢锑酸 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 

葡萄酒 1.98 1.64 1.11 1.30 1.37 1.35 1.19 

柠檬汁 1.04 1.62 1.36 1.58 1.63 1.49 1.58 

酱油 0.52 0.69 0.81 0.52 0.47 0.96 0.78 

面包 2.38 1.63 0.84 0.93 0.51 0.46 1.89 

表 4  4 种食品基质中 7 种防腐剂含量的测定(n=3) 
Table 4  Content of preservatives in 4 kinds of food (n=3) 

样品名称 
样品含量 (mg/kg) 

山梨酸 苯甲酸 脱氢锑酸 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 对羟基苯甲酸甲酯 

葡萄酒 0.98 ND ND ND ND ND ND 

柠檬汁 1.98 ND ND ND ND ND ND 

酱油 22.65 12.73 ND 4.63 ND ND ND 

面包 0.95 11.78 ND ND ND ND ND 

* ND: not detected 
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