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高效液相色谱法测定米面及制品中的 
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摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定米面及制品中过氧化苯甲酰的含量。方法  样品中的过氧化苯甲酰

经纯水超声提取, 静置后加入 20 g/L FeSO4 溶液与 5%乙酸溶液, 振荡混匀后超声提取 10 min, 上清液过  

0.22 µm 水相微孔滤膜。经 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱分离, 以 20 mmol/L 乙酸铵溶液和甲醇为

流动相, 于紫外检测器波长 230 nm 处检测, 外标法定量。结果  过氧化苯甲酰在 0~100 mg/L 范围内线性关系

良好, 相关系数为 0.999, 方法检出限为 0.40 mg/kg。加标回收率为 87.5%~94.5%, 相对标准偏差为 4.2%~6.4%。

结论  该方法检测结果准确、稳定, 适用于米面及制品中过氧化苯甲酰的准确测定。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of benzoyl peroxide in rice, flour and their 

products by high performance liquid chromatography. Methods  The benzoyl peroxide in the samples was extracted 

by pure water ultrasonic method. After static treatment, 20 g/L FeSO4 solution and 5% acetic acid solution were 

added. After oscillating and mixing, ultrasonic extraction was performed for 10 min, and the supernatant was filtered 

through 0.22 µm aqueous microporous membrane. The samples were separated with an Agilent ZORBAX Eclipse 

Plus C18 column using 20 mmol/L ammonium acetate solution and methanol as mobile phase. The signal was detected 

with ultraviolet detector in 230 nm and quantified by external standard method. Results  The linear relation of 

benzoyl peroxide was good within the range of 0100 mg/L, the correlation coefficient was 0.999, and the detection 

limit was 0.40 mg/kg. The recoveries were 87.5%94.5% and the relative standard deviations were 4.2%6.4%. 
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Conclusion  The method is accurate and stable, which is suitable for the accurate determination of benzoyl peroxide 

in rice, flour and their products. 

KEY WORDS: benzoyl peroxide; high performance liquid chromatography; rice, flour and their products 

 
 
 

1  引  言 

过氧化苯甲酰 (benzoyl peroxide)为白色晶体粉末 , 

微有苦杏仁气味, 能溶于乙醚、氯仿、苯, 微溶于水[1]。

过氧化苯甲酰是一种强氧化剂, 性质极不稳定, 摩擦、撞

击、高温等均有引起着火爆炸的危险[2]。氧化苯甲酰对米

面制品具有漂白与防腐的作用, 易被违法添加到米面制

品中[35]。过氧化苯甲酰易对眼睛、皮肤和粘膜产生刺激

作用 [68], 其分解产物苯甲酸, 被人体摄入后, 易加重肝

脏负担, 严重时会造成肝、肾的病理变化[912]。截至 2011

年底, 原国家卫生部发布了 6 批《食品中可能违法添加的

非食用物质和易滥用的食品添加剂名单》[13], 并于 2014

年底对其进行了修订, 提出了《食品中可能违法添加的非

食用物质名单》(征求意见稿)[14]。2 份名单明确公布了过

氧化苯甲酰易在米面及制品中违法添加, 需要加强对违

法添加的打击力度。 

加强对违法添加过氧化苯甲酰的监管 , 首先要建

立优化相应的检测方法。关于食品中过氧化苯甲酰的检

测方法, 主要有高效液相色谱法[15,16]、气相色谱法[17,18]、

紫外分光光度法[19]与荧光法[20]等。对于小麦粉中过氧化

苯 甲 酰 的 检 测 方 法 , 主 要 有 国 家 标 准 方 法 GB/T 

22325-2008《小麦粉中过氧化苯甲酰的测定高效液相色

谱法》 [15], 但该方法在标准曲线的制备中, 直接使用苯

甲酸标准溶液与不含苯甲酸和过氧化苯甲酰的小麦粉

制备 , 存在以下几方面的缺点 : (1) 该方法没有采用待

测物过氧化苯甲酰制备标准曲线, 可能对检测结果准确

度造成影响 ; (2) 使用苯甲酸标准溶液制备标准曲线 , 

配制过程复杂 ; (3) 标液配制过程中使用不含苯甲酸和

过氧化苯甲酰的小麦粉制备, 而不含过氧化苯甲酰的小

麦粉需检测才能判断。 

针对以上问题, 本研究采用高效液相色谱法对米面

及制品中过氧化苯甲酰的检测方法进行研究, 建立一种

稳定可靠的测定米面及制品中过氧化苯甲酰的方法, 为

米面及制品中过氧化苯甲酰的检测提供稳定可靠的检测

方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 2600TH

超 声 波 清 洗 器 ( 上 海 安 谱 科 学 仪 器 有 限 公 司 ); 

BSA224S-CW 电 子 天 平 ( 德 国 Sartorius 公 司 ); 

JYL-C022E 粉碎机 (九阳股份有限公司 ); AllegraX-30R

高速离心机(美国 Beckman Coulter 公司); MS3 digital 涡

旋振荡器(广州仪科实验室技术有限公司)。 

过氧化苯甲酰(标准物质 , 99.8%, 上海安谱实验科

技股份有限公司); 甲醇(色谱纯 , 美国 Fisher Chemical

公司); 乙腈(色谱纯, 美国 Fisher Chemical 公司); 乙酸

铵、乙酸、硫酸亚铁(分析纯, 广州化学试剂厂); 碘化钾

(优级纯 , 天津市科密欧化学试剂有限公司); 草酸(分析

纯, 汕头市西陇化工厂有限公司); 0.22 μm 水相微孔滤

膜 (上海安谱实验科技股份有限公司 ); 实验室用水为

Milli-Q 超纯水。 

实验所需的样品在普通市场购买 , 基体包括米制

品与面制品。 

2.2  标准溶液的配制 

称取 0.1000 g 过氧化苯甲酰标准物质用甲醇定容

至 100 mL 容量瓶中 , 溶液浓度为 1.00 mg/mL。分别吸

取 0、20、50、100、200、500、1000 µL, 1.00 mg/mL

的过氧化苯甲酰标准溶液至 10 mL 容量瓶中 , 分别加

入 0.5 mL 的 20 mg/mL 硫酸亚铁溶液与 5%乙酸(V:V)

溶液 , 用纯水定容至 10 mL。得到浓度分别为 0、2、5、

10、20、50、100 mg/L 的过氧化苯甲酰标准溶液 , 过

膜后待测备用。  

2.3  样品前处理 

称取 2.50 g经粉碎样品至 10 mL离心管中, 加入 5 mL

纯水至离心管中, 涡旋振荡混匀 1 min 后超声提取 10 min, 

分别加入 0.5 mL 的 20 mg/mL 硫酸亚铁溶液与 5%乙酸溶

液, 用纯水定容至 10 mL, 涡旋振荡混匀 1 min 后超声提取

10 min, 再用离心机 10000 r/min 离心 3 min, 取上清液过

0.22 µm 水相微孔滤膜于进样瓶中待测备用。 

2.4  仪器色谱条件 

色谱柱: Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 mm × 

150 mm, 5.0 µm); 流动相: 乙酸铵溶液(20 mmol/L): 甲醇

(70: 30, V:V); 进样量为 10 µL; 流速为 1.2 mL/min; 时间为

10 min; 柱温为 30 ℃; 测定波长 230 nm, 等度洗脱。分别

对标准溶液与待测液进行测定。 
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3  结果与分析 

3.1  检测方法测定波长的确定 

对 50 mg/L过氧化苯甲酰标准溶液与标准空白进行测

定, 通过色谱图进行峰形的比较, 从而确定被还原的过氧

化苯甲酰的色谱峰。过氧化苯甲酰经还原, 生成苯甲酸。

对被还原过氧化苯甲酰的色谱峰进行光谱扫描, 扫描范围

是 210~700 nm, 标准光谱图显示苯甲酸的最大吸收波长是

230 nm。化学物质的最大吸收检测波长主要有物质本身的

特性决定的。本方法选择 230 nm 作为方法的测定波长。

苯甲酸的光谱图见图 1。 

3.2  色谱柱的选择 

本研究对液相色谱柱考察, 先后对 3 种不同类型的色

谱柱进行了测试 , 分别是沃特世 Waters XBridge BEH 

HILIC、安捷伦 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 与安捷伦

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18。 

首先对沃特世 Waters XBridge BEH HILIC(4.6 mm 

×150 mm, 3.5 µm)色谱柱考察, 该柱子是亲水性色谱柱, 

适用于分析强极性化合物分析。用 50 mg/L 的过氧化苯甲

酰标准溶液作为待测液, 对流动相比例进行不断调整测试, 

观察待测物是否有保留以及峰面积的比例关系。实验中, 

各种比例的流动相条件下, 色谱图显示待测物没有吸附与

解吸。 

其次对安捷伦 Agilent Poroshell 120 SB-Aq(2.7 µm, 

4.6 mm×100 mm, 2.7 µm)色谱柱考察, 该色谱柱可用于高

水性条件 , 适用于分析较强极性化合物 , 分离特性介于

正相与反相色谱柱之间。用 50 mg/L 的过氧化苯甲酰标准

溶液作为待测液 , 对流动相比例进行不断调整测试 , 观

察待测物是否有保留以及峰面积的比例关系。实验表明, 

各种比例的流动相条件下, 色谱图显示待测物没有吸附

与解吸。 

最后对安捷伦 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18       

(4.6 mm ×150 mm, 5.0 µm)色谱柱考察, 该色谱柱是非极

性反相色谱柱, 适用于弱极性与非极性化合物分析。用

50 mg/L 的过氧化苯甲酰标准溶液作为待测液, 对流动相

比例进行不断调整测试, 观察待测物是否有保留以及峰

面积的比例关系。实验表明, 反相色谱柱能够对过氧化苯

甲酰进行分离测定。当流动相 20 mmol/L 乙酸铵溶液: 甲

醇＝70:30(V:V)时, 50 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶液的色

谱图见图 2。 

3.3  流动相及比例选择 

高效液相色谱流动相通常有纯水、20 mmol/L 乙酸铵

溶液、乙腈与甲醇等, 水相与有机相组合选择。本研究对

流动相组合选择进行实验, 结果表明, 只有 20 mmol/L 乙

酸铵溶液与甲醇为流动相时才能对待测物实现分离测定。

进一步对流动相比例进行研究, 从 20 mmol/L 乙酸铵溶液: 

甲醇＝10:90(V:V)开始, 让乙酸铵溶液依次增加 10%, 甲醇

相应依次减少 10%, 直到 20 mmol/L 乙酸铵溶液: 甲醇＝

90:10(V:V)。用 50 mg/L 的过氧化苯甲酰标准溶液作为待测

液, 一共进行 9 次测试。实验结果显示: 20 mmol/L 乙酸铵

溶液: 甲醇=60:40(V:V)时, 待测物的色谱峰在溶剂峰之后

出来, 在此之前, 都是在溶剂峰之前出峰。随着流动相中

乙酸铵溶液比例进一步增大 , 保留时间逐渐增加。当    

20 mmol/L 乙酸铵溶液: 甲醇=70:30(V:V)时, 待测物色谱

峰与溶液中乙酸的色谱峰能很好分离, 目标峰的峰形好, 

且峰面积大。流动相中乙酸铵溶液比例继续增大, 保留时

间太长 , 出峰太慢。综合考虑峰形与保留时间 , 选择    

20 mmol/L 乙酸铵溶液与甲醇为流动相, 且 20 mmol/L 乙

酸铵溶液: 甲醇＝70:30(V:V)。 
 
 

 
 
 

图 1  苯甲酸的光谱图 

Fig.1  Spectra of benzoic acid 
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图 2  过氧化苯甲酰的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of benzoyl peroxide 

 
3.4  提取试剂的选择 

过氧化苯甲酰能溶于乙醚、氯仿、苯, 微溶于水[1]。

本实验分别考察用乙腈、甲醇、纯水作为提取试剂, 对加

标水平为 50 mg/kg 的加标样品中的过氧化苯甲酰按样品

前处理过程进行提取。结果显示, 用乙腈提取时, 过氧化

苯甲酰的回收率很差, 几乎没有检出; 用甲醇提取时, 过

氧化苯甲酰的回收率为 74.1%, 回收率差; 用纯水提取时, 

过氧化苯甲酰的回收率为 97.2%, 重现性好。因此, 选择纯

水对样品中的过氧化苯甲酰进行提取。 

3.5  还原剂的选择 

本研究是通过间接法测定过氧化苯甲酰 , 将过氧

化苯甲酰还原成苯甲酸后进行测定。在还原剂的选择中, 

分别对碘化钾、草酸与硫酸亚铁进行实验, 对加标水平

为 50 mg/kg 的加标样品按样品前处理过程进行测定。实

验表明 , 碘化钾本身的响应值太大 , 不利于对目标物色

谱峰的观察; 草酸还原过氧化苯甲酰时 , 加标样品的回

收率为 67.5%, 回收率较差; 硫酸亚铁还原过氧化苯甲

酰时, 加标样品的回收率为 97.6%, 回收率高。因此, 选

择硫酸亚铁溶液作为还原剂 , 同时加乙酸溶液 , 让反应

在酸性体系下进行, 防止样品待测液较长时间放置时形

成亚铁盐或铁盐的沉淀。 

3.6  过氧化苯甲酰高效液相色谱法的方法验证 

3.6.1  过氧化苯甲酰测定方法的校准曲线范围 

本方法研究校准曲线范围时, 考察 0~100 mg/L 的线

性宽度。配制浓度为 0、2、5、10、20、50、100 mg/L

的过氧化苯甲酰标准溶液。实验结果表明, 在 0~100 mg/L

的范围内, 过氧化苯甲酰的浓度与色谱峰面积的大小成

正比例线性关系, 线性良好。在线性范围 0~100 mg/L 时, 

以过氧化苯甲酰浓度为横坐标 X 轴, 以对应色谱峰面积

为纵坐标 Y 轴, 得到线性方程: Y=23.01X+13.14, 相关系

数为 0.999。 

3.6.2  过氧化苯甲酰测定方法的检出限 

对于高效液相色谱法, 检出限＝最低响应值/b＝S/b[21]。

S—仪器噪音的 3 倍, 即仪器能辨认的最小的物质的信号; 

b—标准曲线回归方程中的斜率。具体做法是将过氧化苯甲

酰标准溶液逐级稀释, 直到待测溶液无信号或信号不明显

时 , 上一级或上一个浓度即为过氧化苯甲酰的仪器检出

限。实验结果显示: 0.20 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶液的峰

面积相对较大, 信号明显。0.10 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶

液的峰面积相对较小, 但能够判断是对应待测物的色谱

峰。0.05 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶液的峰面积非常小, 几

乎没有色谱峰。因此, 0.10 mg/L 是过氧化苯甲酰的仪器检

测限。当称样量为 2.50 g 时, 提取定容体积为 10 mL 时, 则

方法检出限为 0.40 mg/kg。0.10 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶

液的色谱图见图 3。 

3.6.3  过氧化苯甲酰测定方法的准确度结果 

理化检验中用加标回收率表示方法的准确度。

P=(X1X0)/m×100%[21]。P—加标回收率; X1—加标样品的测

定值; X0—样品的测定值; m—加入的标准物质的量。对于

食品中的禁用物质, 加标回收实验应在方法检出限、2 倍

方法检出限、10 倍方法检出限 3 个水平进行实验。过氧化

苯甲酰加标回收实验测定结果见表 1。 

过氧化苯甲酰加标回收试验结果显示 , 加标水平 

0.40 mg/kg 时, 加标回收率为 87.5%; 加标水平 0.80 mg/kg

时, 加标回收率为 90.0%; 加标水平 4.00 mg/kg 时, 加标回

收率为 94.5%。过氧化苯甲酰加标回收试验的结果符合

GB/T 27404-2008 《实验室质量控制规范食品理化检测》[22]

对回收率的要求, 方法具有准确可靠性。 

3.6.4  过氧化苯甲酰测定方法的精密度 

对于食品中的禁用物质 , 精密度实验应在方法检

出限、2 倍方法检出限、10 倍方法检出限 3 个水平进行。
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每一个水平样品重复处理测定 6 次, 做 6 次平行实验, 

计算其相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。

过氧化苯甲酰精密度实验测定结果见表 2。 

结果显示, 过氧化苯甲酰测定水平为 0.40 mg/kg 时, 

相对标准偏差为 6.4%; 过氧化苯甲酰测定水平为   

0.80 mg/kg 时, 相对标准偏差为 6.1%; 过氧化苯甲酰测

定水平为 4.00 mg/kg 时, 相对标准偏差为 4.2%。精密度试

验结果符合 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范食品理

化检测》[22]对精密度的要求, 方法具有稳定可靠性。 

3.6  实际样品的测定 

在农贸市场与超市购买 20 份米面及制品样品, 用

本方法进行样品前处理与测定 , 过氧化苯甲酰均为未检

出。样品的色谱图见图 4, 加标样品的色谱图见图 5。 

 
 

 
 
 

图 3  0.10 mg/L 过氧化苯甲酰标准溶液的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of standard solution of 0.10 mg/L benzoyl peroxide 
 
 

 
 

表 1  过氧化苯甲酰加标回收实验测定结果 
Table 1  Spiked recovery test results of benzoyl peroxide  

样品结果/(mg/kg) 加标水平/(mg/kg) 
加标样结果/(mg/kg) 

相对标准偏差/% 回收率/%
单次结果①  单次结果②  平均值 

未检出 0.40 0.34 0.36 0.35 5.7 87.5 

未检出 0.80 0.74 0.69 0.72 7.0 90.0 

未检出 4.00 3.83 3.72 3.78 2.9 94.5 

 
 

表 2  过氧化苯甲酰精密度实验测定结果 
Table 2  Precision test results of benzoyl peroxide  

平行样序号 
 加标水平  

0.40 mg/kg 0.80 mg/kg 4.00 mg/kg 

1 0.33 0.72 4.10 

2 0.37 0.77 3.72 

3 0.34 0.69 4.06 

4 0.38 0.73 3.85 

5 0.36 0.82 3.83 

6 0.39 0.73 3.73 

RSD/% 6.4 6.1 4.2 
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图 4  样品的色谱图 

Fig.4  Chromatogram of sample 

 

 
 

图 5  加标样品的色谱图 

Fig.5  Chromatogram of spiked sample. 

 
 

4  结  论 

用高效液相色谱仪对过氧化苯甲酰进行光谱扫描 , 

选择 230 nm 作为检测方法的测定波长。Agilent ZORBAX 

Eclipse Plus C18 色谱柱能够对过氧化苯甲酰进行分离测

定, 选择乙酸铵溶液、甲醇作为流动相, 从而实现分离检

测。纯水对样品中的过氧化苯甲酰提取效果好, 采用酸性

硫酸亚铁溶液作为还原剂, 方法的检出限为 0.40 mg/kg。在

0~100 mg/L 的范围内, 过氧化苯甲酰的浓度分别与色谱

峰面积的大小成正比例线性关系, 线性良好, 线性方程为

Y=23.01X+13.14, 相关系数为 0.999。方法的准确度与精密

度试验结果均符合 GB/T27404-2008《实验室质量控制规范

食品理化检测》[22]的相应要求, 为米面制品中过氧化苯甲

酰的检测提供准确、稳定、可靠的检测方法。 
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