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高效液相色谱法测定起酥油中的苯甲酸和山梨酸 
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3. 集美大学食品与生物工程学院, 厦门  361021) 

摘  要: 目的  建立起酥油中苯甲酸和山梨酸的高效液相色谱法测定方法, 对 GB/T 5009.29 中没有涉及的食

品类型的检测方法进行补充。方法  样品使用弱碱水提取, 用弱酸液体将溶液调至弱酸性(pH约为 6), 经过 0.2 

μm微孔过滤膜过滤; 进样分析。色谱柱: CNW C18色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: B相, 甲醇溶液, 5%; 

C相, 10 mmol/L乙酸铵水溶液(50 mL甲醇+950 mL超纯水, 0.77 g乙酸铵), 95%; 检测波长: 230 nm; 流速: 1.0 

mL/min; 柱温: 室温; 进样量: 3.0 μL; 采用色谱峰保留时间定性, 外标法峰面积定量。结果  在 1～50 μg/mL

范围内线性良好, 苯甲酸和山梨酸的相关系数均大于 0.99, 平均回收率 93.76%和 98.00%, 相对标准偏差 9.22%

和 10.93%, 检出限都是 1 mg/kg。结论  该方法具有样品预处理简单、分析速度快、灵敏度高的特点, 可用于

起酥油中苯甲酸和山梨酸的同时快速检测。 
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Determination of benzoic acid and sorbic acid in shortening oil by high 
performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a high performance liquid chromatography method for determination 

of benzoic acid and sorbic acid in shortening oil, which food type does not involved in GB/T 5009.29 detection 

ruler. Methods  The sample was extracted by weak base water and converted the extraction liquid to weak 

acidic (pH about 6) with weak acid solution, then the sample was analyzed after filtering with 0.2 μm 

microfiltration membrane. The detection condition was as column: CNW C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 

mobile phase: B phase, methanol solution, 5%; C phase, 10 mmol/L ammonium acetate solution (50 mL of 

methanol +950 mL ultrapure water , 0.77 g ammonium acetate), 95%; detection wavelength: 230 nm; flow rate: 

1.0 mL/min; column temperature: room temperature; and injection volume: 3.0 μL. Finally, the benzoic acid 

and sorbic acid in shortening oil were qualitatively analyzed with chromatographic peak retention time and 

quantitatively analyzed with external standard peak area, respectively. Results  This method showed a good 

linearity in 1~50 μg / mL (r2>0.99), the average recoveries were 93.76% and 98.00%, and relative standard 
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deviation were 9.22% and 10.93%, and the detection limit was 1 mg /kg. Conclusion  The sample preparation 

method is simple, rapid and high sensitive, which can be used for the rapid detection of benzoic acid and sorbic 

acid in shortening oil. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; shortening oil; benzoic acid; sorbic acid 
 
 

1  引  言 

现代的起酥油产品是通过使用精制动、植物油

脂、氢化油或上述混合油脂, 经过速冷、捏合等工艺

生产出的固体油脂产品[1]。或者不经过以上工艺而生

产出的呈固状、半固状或流动状且具有良好起酥性能

的油脂产品[2]。起酥油一般呈白色或淡黄色, 质地均

匀, 细腻柔软, 无杂质, 气味良好。根据熔点不同, 可

将起酥油分为 33~38 ℃, 38~43 , 43~47 ℃ ℃和大于

47 ℃等不同规格, 其生产工艺一般是将精炼后的食

用油经速冷、捏和、充氮等工序制成半成品, 包装后

在恒温下(25~28 ) ℃ 养晶 72 h, 使食用油形成稳定

的晶型, 即为成品[3]。起酥油不同于人造奶油不能直

接食用[4], 在食品工业中一般用于油炸烤炙、面包和

蛋糕加工等[5]。 

山梨酸及其钾盐作为防腐剂、抗氧化剂和稳定剂

可以在起酥油中使用, 台湾地区将山梨酸称为“己二

烯酸”[6]。GB 2760-2014食品添加剂使用标准中对人

造黄油(人造奶油)及其类似制品中山梨酸及其钾盐

的最大使用量规定为 1.0 g/kg, 其中山梨酸钾使用量

以山梨酸计[7]，市场商品中有超量添加山梨酸的情

况。同样作为常用防腐剂的苯甲酸, 国标中规定的使

用范围却不包括人造黄油，但因为苯甲酸较为便宜有

可能违规添加，因此有必要开发一种快速、简单和适

用于起酥油的防腐剂检测方法。 

目前, 国内关于苯甲酸和山梨酸的检测主要使

用高效液相色谱法(HPLC)[8-12], 气相色谱法[13], 高效

毛细管电泳法[14]等, 其中 HPLC较为常用, 但是对起

酥油这种高油脂样品, 缺乏相关报道。文献中的前处

理方法适用性不强, 针对去除油脂干扰的考虑不多。

本研究旨在建立一种同时测定起酥油中两种目标物

的 HPLC, 并满足法规 GB2760[15] 的检测限量要求。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

苯甲酸和山梨酸标准品购自德国 Dr.Ehrenstorfer

公司 , 纯度均大于 99.0%, 用超纯水配制成 10.0 

mg/mL 的母液。供试样品来自台湾地区 A 公司瓶装

起酥油(规格为 33~38 ℃)。 

Agilent 1200 高效液相色谱仪, 配有 DAD 检测

器(美国 Agilent 公司), CNW C18柱(250 mm×4.6mm 

i.d., 5.0 μm, 上海安谱); IKA T18 Basic均质器(德国

IKA 公司); 甲醇(色谱纯, 美国 Tedia 公司), 其他试

剂为分析纯, 实验用水为去离子水。 

2.2  标准溶液的配制 

准确移取苯甲酸、山梨酸标准溶液(10.0 mg/mL)

各 1.00 mL于一个 10 mL容量瓶中, 用超纯水定容至

刻度, 得到 1000 μg/mL的混合标准工作液。临用时, 

逐级稀释成质量浓度分别为 1.0、5.0、10.0、20.0、

50.0 μg/mL的系列混合标准溶液。 

2.3  色谱条件 

色谱柱: CNW C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 

μm); 流动相: A相, 甲醇溶液, 5%; B相, 10 mmol/L

乙酸铵水溶液(50 mL甲醇+950 mL超纯水, 0.77 g乙

酸铵), 95%; 检测波长: 230 nm; 流速: 1.0 mL/min; 

柱温: 室温; 进样量: 3.0 μL; 采用色谱峰保留时间定

性, 外标法峰面积定量。 

2.4  样品处理 

称取来自于台湾地区的瓶装起酥油 (规格为

33~38 ℃)1.00 g样品于离心管中, 加入 10 mL 弱碱

水(1000 mL蒸馏水+136 μL 1 mol/L NaOH, pH约为 8), 

盖上盖子, 水浴加热至溶解完全; 待冷却后从下层用

吸管分取 5 mL到刻度试管(注意不要取到上层油), 加

34 μL弱酸液体(弱酸液体: 加入 25.5 μL 1 mol/L 盐酸

到 200 mL水中得到, pH约为 6)将溶液调至弱酸性(pH

约为 6); 超纯水定容 10 mL，总体相当于样品稀释 20

倍; 经 0.2 μm微孔过滤膜过滤; 进样分析。 

3  结果与讨论 

3.1  样品前处理优化 

为优化称样量和稀释倍数, 称取不同质量的含
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有山梨酸的阳性样品, 并稀释不同倍数, 以确定最佳

称样质量和最佳稀释倍数。结果见表 1, 结果表明, 

称取 2.00 g样品和称取 1.00 g样品, 稀释同样的倍数, 

测得 1.00 g样品浓度较高; 同样称取 1.00 g样品稀释

不同的倍数, 发现稀释 20 倍时样品浓度最高, 其他

稀释 40倍、60倍和 80倍的样品浓度相差不大。 

表 1  阳性样品稀释实验 
Table 1  Positive sample dilution experiments 

称取样品/g 稀释倍数 
样品瓶浓度 

/mg/kg 
样品浓度 

/mg/kg 

1.0 20.0 14.80 296.0 

1.0 40.0 6.61 264.4 

1.0 60.0 4.17 250.2 

1.0 80.0 3.50 280.0 

2.0 40.0 6.18 247.2 
 

综合考虑, 样品应取 1.00 g, 前处理过程中的总

体稀释倍数以 20倍为宜。 

由图 1看出, 苯甲酸，山梨酸标准品中苯甲酸和

山梨酸的保留时间分别为 6.746 min和 9.018 min。可

根据采用色谱峰保留时间定性, 外标法峰面积定量。 

由图2看出, 样品的色谱图中山梨酸的保留时间

为 9.053 min, 与标准品的山梨酸保留时间 9.018 min

相近, 因此可判断此样品中含有山梨酸。 

3.2  方法的线性范围、检出限 

通过计算得出在 1.00 g样品中添加 50、100、

200 μL混合标准工作液(浓度 1000 μg/mL)时相当于

样品本底浓度分别为 50、100、200 μg/g。 

称取 1.00 g未测出苯甲酸，山梨酸的起酥油样品

(阴性样品)于离心管中, 分别加入不同体积的标准工

作液(50、100、200 μg), 按上述步骤处理, 进样分析。 

从表 2中看出, 加标浓度为 50 μg/g时的回收率

最高，说明此浓度下, 测得数据较为准确。 

 

图 1  标准品色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of standard sample 

 

图 2  阳性样品色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of positive sample 
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表 2  阴性样品加标实验 (n=3) 
Table 2  Addition test of negative samples (n=3) 

加标浓度/μg/g 稀释倍数 
样品瓶浓度/μg/mL 样品浓度/μg/mL 回收率 

苯甲酸 山梨酸 苯甲酸 山梨酸 苯甲酸 山梨酸 

0 20 0 0.00 0.0 0.0 0.00% 0.00% 

50 20 2.56 2.46 51.2 49.2 102.4% 98.40% 

100 20 4.78 4.78 95.6 95.6 95.6% 95.60% 

200 20 8.18 8.18 163.6 163.6 81.8% 81.80% 

注: 样品瓶浓度是指进样分析时的浓度(稀释后的样品浓度), 样品浓度是指样品的实际浓度(样品含量) 

表 3  线性范围、检出限 
Table 3  The results of linear range and detection limit of benzoic acid and sorbic acid 

组份 测定范围(μg/L) 线性方程 r2 方法检出限(mg/kg) 

苯甲酸 1~50 Y=33.171X-9.7263 0.9985 1 

山梨酸 1~50 Y=54.263X-16.421 0.9985 1 

 
移取混合标准工作液逐级稀释, 配成一系列浓

度的工作溶液 , 在选定条件下 , 以 X(质量浓度)对

Y(峰面积)绘制工作曲线, 两个目标组分的线性方程

及相关系数, 见表 3和图 3、图 4所示。 

 

图 3  苯甲酸标准曲线图 

Fig. 3  Calibration curve of benzoic acid 

 

图 4  山梨酸标准曲线图 

Fig. 4  Calibration curve of sorbic acid 

 

3.3  准确度与精密度试验 

在最优化条件下, 考察苯甲酸和山梨酸在起酥

油样品中的加标回收率, 分别称取 1.00 g未测出苯甲

酸，山梨酸的起酥油阴性样品(见图 5)于离心管中, 加

入含量各为 50 μg的苯甲酸、山梨酸混合标准工作液, 

按上述步骤进行处理, 进样分析。进行 6次平行测定，

结果见表 4。 

表 4  加标回收率及其相对标准偏差 (n=6) 
Table 4  Recoveries and relative standard deviation of 

samples (n=6) 

组份 加入量(mg/kg) 回收率(%) RSD (%) 

苯甲酸 50 93.76% 9.22% 

山梨酸 50 98.00% 10.93% 

 
阴性样品加标后(见图 6)，其中苯甲酸和山梨酸

的保留时间分别为 6.832 min和 9.071 min。可根据色

谱峰保留时间定性, 外标法峰面积定量。 

从以上实验数据得出, 苯甲酸回收率为 93.76%, 

山梨酸回收率为 98.00%, 相对标准偏差(RSDs)分别

为 9.22%、10.93%; 本法对起酥油基质中的防腐剂测

定具有较好的准确度与精密度。 
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3.4  样品测定 

在优化后的色谱条件下, 我们对市售起酥油样

品进行筛查测定, 发现大部分起酥油样品为阴性, 仅

个别起酥油样品中检出山梨酸。 

根据初步筛查结果, 对山梨酸阳性的起酥油样

品按上述步骤处理，进行 6次平行测定，该阳性样品

的典型色谱图见图 7。图中山梨酸的保留时间为 9.059 

min, 与标准品中山梨酸的保留时间 9.018 min 相近, 

因此可判断此样品中含有山梨酸。经过计算，山梨酸

的平均含量为 248.5 mg/kg，见表 5。 

表 5  阳性样品中山梨酸含量平行实验(n=6) 
Table 5  Positive samples of sorbic parallel experiments 

(n=6) 

序号 样品瓶浓度/μg/mL 样品浓度/ mg/kg 

1 11.50 230 

2 8.68 173.6 

3 13.50 270 

4 12.85 257 

5 14.40 288 

6 12.80 256 

注: 样品瓶浓度是指进样分析时的浓度(稀释后的样品浓度), 样

品浓度是指样品的实际浓度(样品含量) 

 

 

 
 

图 5  阴性样品色谱图 

Fig. 5  Chromatogram of samples 
 
 
 
 

 

 

图 6  阴性样品加标色谱图 

Fig. 6  Chromatogram of negative samples spiked 
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图 7  山梨酸阳性样品色谱图 

Fig. 7  Chromatogram of samples 
 
 

 

4  结  论 

通过对液相色谱法同时检测苯甲酸和山梨酸所

采用前处理方法的优化研究, 本研究建立了一种同

时测定起酥油中两种目标物的高效液相色谱分析方

法。与文献方法相比，该方法扩展了样品基质类型，

具有样品预处理简单、分析速度快、灵敏度高的特点, 

可以用于起酥油中苯甲酸和山梨酸的同时快速测定。 
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