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肉味香精中 5-羟甲基糠醛的含量测定 

张莉莉, 孙  颖, 孔  琰, 杨  肖, 张玉玉*, 孙宝国, 陈海涛 

(北京食品营养与人类健康高精尖创新中心, 食品质量与安全北京实验室, 北京市食品风味化学重点实验室, 

北京工商大学, 北京  100048) 

摘  要: 目的  建立肉味香精中 5-羟甲基糠醛的高效液相色谱分析方法。方法  香精样品经甲醇溶液提取后

离心, 将所得上清液过滤后采用高效液相色谱分析。测定条件为: Venusil XBP-C18色谱柱, UV检测器的检测波

长为 284 nm, 以甲醇-水溶液(5:95, V:V)为流动相, 流速为 1.0 mL/min, 柱温 30 ℃。结果  本方法能在 25 min

内完成目标化合物的分离分析。5-HMF标准品在 0.16~40.00 µg/mL的浓度范围内呈良好的线性关系, r2=0.9999, 

方法的检出限为 0.3525 μg/L, 定量限为 2.82 μg/L。5-HMF在 3个添加水平的平均回收率为 86.89%, 能够满足

样品测定的要求。自制糖醋排骨香精中 5-HMF的含量为 7.80 mg/kg, 市售猪肉、牛肉和鸡肉香精中 5-HMF的

平均含量分别为 3.94、5.32和 9.38 mg/kg, 且测定结果间的 RSD平均值为均小于 5%。结论  该方法快速、准

确、灵敏, 适用于肉味香精中 5-羟甲基糠醛的定量分析。 
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Content determination of 5-hydroxymethylfurfural in meat flavors 
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(Beijing Advanced Innovation Center for Food Nutrition and Human Health, Beijing Laboratory for Food Quality and 
Safety, Beijing Key Laboratory of Flavor Chemistry, Beijing Technology and Business University, 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 5-hydroxymethylfurfural in meat flavors by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The flavor samples were extracted with methanol and 

then centrifuged, and after being filtered, the supernatant fluid obtained was analyzed by HPLC. The samples were 

analyzed on a Venusil XBP-C18 column at 284 nm with a UV detector. Using the methanol water solution (5:95, V:V) 

as mobile phase with the flow rate was 1.0 mL/min and the column temperature was 30 ℃. Results  The separation 

and analysis of the target compound were accomplished within 25 min using this method. The 5-HMF standard had a 

good linear relationship in the range of 0.16~40.00 µg/mL with r2=0.9999, the limits of detection (LOD) was 0.3525 

μg/L, and the limit of quantitation (LOQ) was 2.82 μg/L. The average recoveries at 3 additional levels was 86.89%, 

which could meet the requirements of sample determination. The content of 5-HMF in homemade sweet and sour 

spareribs flavor was 7.80 mg/kg, the average content of 5-HMF in pork flavor, beef flavor and chicken flavor sold in 

markets were 3.94, 5.32 and 9.38 mg/kg, and the average relative standard deviations of the results were all less than 
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5%. Conclusion  The proposed method is fast, accurate and sensitive, which is suitable for the quantitative analysis 

of 5-HMF in meat flavors. 

KEY WORDS: meat flavor; 5-hydroxymethylfurfural; high performance liquid chromatography 
 
 

1  引  言 

5-羟甲基糠醛(5-hydroxymethylfurfural, 5-HMF)是由

糖类化合物在高温或弱酸性条件下水解产生的一类呋喃化

合物[1], 广泛存在于热加工食品中, 比如酒类[2,3]、蜂蜜[4,5]、

烘焙食品[6]、果葡糖浆[7]、醋[8,9]、酱油[10]以及一些药物[11,12]。

然而有研究表明, 5-HMF 对眼黏膜、呼吸道黏膜和皮肤有

一定程度的刺激作用, 过量的 5-HMF被机体吸收后, 会对

人体的肝脏和肾脏等器官产生很大伤害[13,14]。 

5-HMF 能够诱导细胞和基因突变, 具有潜在的致癌

性、神经毒性和生育毒性 [15]。我国国家标准 GB/T 

18796-2005[16]中明确指出, 蜂蜜中 5-HMF 的含量应小于

40 mg/kg。国家标准 GB/T 18963-2012[17]中规定, 浓缩苹果

清汁中 5-HMF的限量为 20 mg/kg。目前, 5-HMF含量的测

定方法以高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC) [18]为主, 黄晓雯等[19]利用固相萃

取-高效液相色谱法测定了 11种酱油专用焦糖中的 5-HMF

含量, 发现不同原料和加工方法对焦糖中 5-HMF的生成有

一定的影响作用; 王露露等[20]利用高效液相色谱法, 通过

测定不同存储时间和温度的蜂王浆中的 5-HMF, 发现样品

中的 5-HMF 含量随着存储时间的延长和温度的升高而增

加; 张乐等[21]利用高效液相色谱法研究了白术麸炒过程中

5-HMF含量的变化规律, 发现样品炮制的时间与温度对其

中 5-HMF 的含量影响很大, 其变化规律与王露露等[20]的

研究结果一致, 时间的延长与温度的增加均有利于样品中

5-HMF 的生成; 郭欢迎等[22]利用高效液相色谱法对右旋

糖酐 40 葡萄糖注射液的 pH 值与 5-HMF 的含量进行了相

关性分析, 发现葡萄糖注射液的 pH值与 5-HMF的含量呈

负相关; 张玉玉等[23]利用高效液相色谱法对 3 种单糖模拟

体系中 5-HMF的形成进行了动力学分析。然而, 采用高效

液相色谱法测定通过热反应制得的肉味香精中 5-HMF 含

量的研究还未见报道。 

本研究采用高效液相色谱法对猪肉香精、牛肉香精、

鸡肉香精和糖醋排骨香精中的 5-HMF进行定量分析, 为其

检测提供一定的理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

猪肉香精、牛肉香精和鸡肉香精各 5 种, 均为市售, 

糖醋排骨香精为自制; 蔗糖、醋、猪肉和猪棒骨均购于北

京永辉超市。 

动物蛋白酶(食品级, 广西南宁庞博生物有限公司); 

5-羟甲基糠醛(纯度 99%, 色谱纯, 美国 Sigma公司); 甲醇

(色谱纯, 美国 Fisher 控制设备国际有限公司); 超纯水(杭

州娃哈哈集团有限公司); 0.45 μm尼龙滤膜(天津博纳艾杰

尔科技有限公司)。 

1260高效液相色谱仪(配备 Quat Pump洗脱泵、ALS

自动进样器、TCC柱温箱、DAD检测器及 OpenLAB CDS

工作站, 安捷伦科技有限公司); Venusil XBP-C18(L)色谱柱

(4.6 mm×250 mm, 5 µm, 天津博纳艾杰尔科技有限公司); 

3K15高速冷冻离心机(德国 Sigma公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  糖醋排骨香精的制备[24] 

将猪肉切成 2 cm 左右见方的肉块, 进绞肉机绞成肉

馅, 按 m(猪肉馅):m(水)=1:2 的比例混匀, 加热搅拌, 待温

度达到 50 ℃时, 加入 0.2%(占肉馅的质量百分数)的动物蛋

白酶酶解 3 h, 酶解结束后, 迅速升温至 90 ℃, 维持 10 min

以灭酶活, 得猪肉蛋白酶解液。 

将猪棒骨放入碎骨机中粉碎, 得到的碎骨颗粒直径

为 74~150 µm, 按m(碎骨):m(冰)=2:1的比例混匀入骨泥磨, 

得到骨泥。按照 m(骨泥):m(水)=1:1的比例加入水并混合均

匀, 加热搅拌, 待温度达到 50 ℃时, 加入 0.2% (占骨泥的

质量百分数)的动物蛋白酶酶解 3 h, 酶解结束后, 迅速升

温至 90 ℃, 维持 10 min以灭酶活, 得猪骨泥酶解液。 

将热反应原料加入三角瓶中混合均匀, 放入灭菌锅

中于 0.11 MPa, 121 ℃条件下反应 15 min, 即得到膏状糖醋

排骨香精。热反应原料为: 4.40 mL醋、7.60 g蔗糖、5.00 g

葡萄糖、1.00 g木糖、0.90 g酵母膏、7.20 g猪骨油、1.35 

g植物水解蛋白液(HVP液)、0.16 g呈味核苷酸二钠(I+G)、

0.27 g硫胺素(VB1)、0.73 g半胱氨酸、0.73 g谷氨酸、0.73 

g 精氨酸、0.73 g 脯氨酸、辛香料复合包: m(八角):m(桂

皮 ):m(肉蔻 ):m(小茴香 ):m(白芷 ):m(香叶 ):m(山柰 ):m(陈

皮):m(鼠尾草)=4:1:4:8:8:1:2:2:8(添加量为香精整体质量的

0.10%)、18.75 g猪骨泥酶解液、18.75 g猪肉蛋白酶解液。

热反应条件: 0.11~0.12 MPa, 121~123 ℃, 15 min。 

2.2.2  标准溶液的配制 

精确称取 5-HMF标准品 0.0286 g, 用超纯水溶解, 定

容到 100 mL的容量瓶中, 得 286 µg/mL的 5-HMF标准品

储备液, 于 4 ℃条件下避光保存。 

2.2.3  样品溶液的配制 

将香精样品于 4 ℃冷藏静置过夜, 然后取样品 20 g, 

于 4 ℃, 9600 r/min条件下离心 10 min去除油脂层, 重复 3

次, 得脱脂液。取脱脂液和甲醇按 1:1(V:V)的比例混合, 静
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置 10 min, 9600 r/min, 4 ℃条件下离心 30 min, 沉淀蛋白, 

取上清液。上清液经 0.45 µm 滤膜过滤后, 用于高效液相

色谱测定分析。 

2.2.4  测定条件 

色谱条件为: Venusil XBP-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm, 

5 μm); 柱温为 30 ℃; UV检测器, 检测波长为 284 nm; 流

动相为 5%(体积百分含量)的甲醇水溶液, 等梯度洗脱; 流

速为 1.0 mL/min; 进样量为 20 μL。 

3  结果与分析 

3.1  色谱流动相的优化 

选取 5%、10%和 15%(V:V)的甲醇-水溶液作为流动相

进行优化, 结果表明, 在 284 nm的检测波长下, 流动相流

速为 1.0 mL/min, 以 5%的甲醇-水溶液作为流动相进行等

梯度洗脱时, 5-HMF 标准溶液的色谱峰图形较好。5-HMF

标准溶液及自制糖醋排骨香精提取液的高效液相色谱图如

图 1 和图 2 所示。由图 2 可以看出, 选定的色谱测定条件

能够很好地分离被测样品中的 5-HMF。 

3.2  标准曲线和线性范围 

将 286 µg/mL的 5-HMF标准品储备液用超纯水逐级

稀释为 40、20、10、5、2.5、1.25、0.63、0.16和 0.13 µg/mL

的标准品溶液。将上述标准品溶液用 0.45 µm的水系微孔

滤膜过滤后, 进行 HPLC 分析, 每个浓度的标准品溶液重

复进样 3 次, 取结果的平均值。以 5-HMF 浓度为横坐标, 

5-HMF对应的色谱峰面积为纵坐标作图, 得到标准曲线如

图 3所示, 线性回归方程为 Y=719.03X+83.834, r2=0.9999。

结果表明, 在 5-HMF的浓度为 0.16~40.00 µg/mL的范围内, 

5-HMF的浓度与峰面积呈良好的线性关系。 
 

 
 

图 1  5-HMF标准溶液的高效液相色谱图 

Fig. 1  The high performance liquid chromatogram of 5-HMF standard solution 
 

 
 

图 2  自制糖醋排骨香精提取液的高效液相色谱图 

Fig. 2  The high performance liquid chromatogram of extract from homemade sweet and sour spareribs flavor 
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图 3  5-HMF的标准曲线 

Fig. 3  Standard curve of 5-HMF 
 

3.3  方法的检出限和定量限 

以信噪比 S/N=3 时信号响应值对应的浓度作为检出

限(detection limit, LOD), 以 S/N=10 时信号响应值对应的

浓度作为定量限(limit of quantitation, LOQ)。进行 9次平行

实验, 得到本测定方法中 5-HMF 的 LOD=0.3525 μg/L, 

LOQ=2.82 μg/L。 

3.4  方法的重复性 

将糖醋排骨香精样品重复取样 3次, 每次 1.0 mL, 每

个样品平行进样 3 次 , 分别按“2.2.4”中的色谱条件对

5-HMF 进行测定 , 计算所测含量间的相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD), 考察方法的重复性, 结

果如表 1所示。从表 1可以看出, 3个样品的测定结果间的

RSD均小于 5%, 表明方法的重复性良好。 
 

表 1  方法的重复性考察(n=3) 
Table 1  Repeatability of the method (n=3) 

样品编号 5-HMF含量(mg/kg) RSD(%) 平均 RSD(%)

1 7.28 7.68 7.57 2.78 

1.59 2 7.99 8.08 8.11 0.77 

3 7.78 7.93 7.76 1.21 

 

3.5  精密度实验 

在室温条件下, 将浓度为 2.86 mg/L、0.286 mg/L 和

0.03525 mg/L的 5-HMF标准品溶液进行色谱分析, 每个浓

度的样品连续进样 6 次, 结果如表 2 所示。从表 2 中可以

看出, 3个浓度样品 5-HMF峰面积的测定结果间的 RSD均

小于 5%, 表明方法的精密度良好。 

3.6  加标回收率实验 

取已知 5-HMF 浓度的糖醋排骨香精样品共 9 份, 分

别加入 0.8、0.8、0.8、1.0、1.0、1.0、1.2、1.2 和 1.2 mL

的 5-HMF 标准品溶液(286 µg/mL)进行色谱分析, 测定香

精样品中 5-HMF 的含量。根据测定结果, 计算 5-HMF 的

加标回收率, 如表 3所示。从表 3中可以看出, 5-HMF的回

收率在 80%~120%范围内, 测定结果间的RSD小于 5%, 表

明方法的准确度较好。 
 

表 2  方法的精密度考察(n=6) 
Table 2  Precision of the method (n=6) 

5-HMF浓度
(mg/L) 

5-HMF峰面积 
RSD(%) 平均 RSD(%) 

1 2 3 4 5 6 

2.86 1072.80 1091.76 1112.71 1127.05 1140.09 1148.42 2.60 

1.34 0.286 125.16 124.09 125.55 124.66 124.66 125.53 0.46 

0.03525 13.83 14.12 13.89 13.87 13.96 14.14 0.95 

 
表 3  5-HMF 的回收率(n=3) 

Table 3  The recoveries of 5-HMF (n=3) 

试验号 样品溶液体积/mL 样品中 5-HMF含量/µg 5-HMF加入量/µg 5-HMF的测定量/µg 平均回收率/% RSD平均值(%)

1 1 4.93 228.80 211.82 

86.89 2.96 

2 1 5.48 228.80 213.49 

3 1 5.13 228.80 212.73 

4 1 5.42 286.00 251.98 

5 1 5.26 286.00 248.35 

6 1 5.50 286.00 250.37 

7 1 5.21 343.20 295.00 

8 1 5.28 343.20 291.17 

9 1 5.38 343.20 298.52 
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表 4  样品中 5-HMF 的含量(n=3) 
Table 4  The contents of 5-HMF in samples (n=3) 

编号 1 2 3 4 5 
5-HMF的平均含量

(mg/kg) 
平均 RSD (%)

猪肉香精 3.41±0.07a 3.31±0.15b n.d. 6.29±0.01c 2.74±0.04d 3.94 2.03 

牛肉香精 2.06±0.06f 3.09±0.03h 2.45±0.05i 13.91±0.02j 5.12±0.08k 5.32 1.48 

鸡肉香精 5.36±0.12a 8.92±0.16c 14.31±0.13d 2.96±0.03j 15.33±0.57n 9.38 1.92 

糖醋排骨香精 7.80±0.13 7.80 1.65 

注: n.d.为未检出; 5-HMF的含量采用(平均值±标准偏差)表示; 同一行标有不同字母的数值间的差异显著(P<0.05)。 

 
 

3.7  样品测定 

将猪肉香精、牛肉香精、鸡肉香精及糖醋排骨香精样

品分别按照“2.2.3”中的实验条件制备样品提取液, 用高效

液相色谱法测定样品中 5-HMF的含量, 结果如表 4所示。 

由表 4 可以看出 , 猪肉、牛肉和鸡肉香精样品中

5-HMF 的含量在 0~15.33 mg/kg 之间, 这可能是由香精制

备过程中的原料、热处理方式、pH、加热温度和加热时间

等的不同而造成的。自制糖醋排骨香精中 5-HMF的含量高

于所测定的 15 种市售肉味香精中的 11 种, 其原因可能是

由于糖醋排骨香精的制作过程中重用糖和醋[25], 并在高温

条件下通过美拉德反应制得, 这有利于糖类化合物在高温

或弱酸性条件下水解产生呋喃类化合物, 形成 5-HMF。 

4  结  论 

本研究采用高效液相色谱法测定肉味香精中 5-HMF

的含量, 选定的检测条件为: 以甲醇-水溶液(5:95, V:V)为

流动相, 流速为 1.0 mL/min, 色谱柱为 Venusil XBP-C18, 

柱温 30 ℃, UV检测器的检测波长为 284 nm。5-HMF在

0.16~40.00 µg/mL 的浓度范围内, 其浓度与峰面积呈良好

的线性关系, r2=0.9999, 方法的检出限为 0.3525 μg/L, 定

量限为 2.82 μg/L。方法的准确度和精密度较好, 能够满足

样品测定的要求。定量分析结果表明, 自制糖醋排骨香精

中 5-HMF的含量为 7.80 mg/kg, 市售猪肉、牛肉和鸡肉香

精中 5-HMF的平均含量分别为 3.94、5.32和 9.38 mg/kg, 且

测定结果间的 RSD平均值为均小于 5%。本研究确定的高

效液相色谱检测条件能够实现对肉味香精中 5-HMF 的定

量分析, 为相关香精样品的生产提供一定的理论依据。 
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