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液相微萃取-高效液相色谱法测定油脂中 

1, 4-特丁基对苯二酚 

张立新*, 邹  蕾, 宋君威, 王小迪 

(河南省产品质量监督检验院, 郑州  450000) 

摘  要: 目的  建立一种液相微萃取-高效液相色谱法测定油脂中 1, 4-特丁基对苯二酚(t-butyl hydroquinone, 

TBHQ)的方法。方法  以 0.1 g 油脂为原料, 以 400 µL 1, 4-丁二醇作为样品前处理萃取剂, 旋涡萃取 2 min, 提

取物采用高效液相色谱法(紫外检测)进行分析。结果   本方法线性关系良好 , r2 为 1; 加标回收率较高

(96.00%~114.67%), 日内和日间测定精密度良好(小于 3%)。本方法应用于不同种类的食用油中 TBHQ 的测定

时, 得到的测定结果与使用常规溶剂甲醇萃取前处理的结果相近。结论  该方法准确性高, 且效率高、时间短; 

并且所需样品量小, 适合用于油脂中 TBHQ 的测定。 
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Determination of 1, 4-t-butyl hydroquinone in edible oils by liquid phase 
microextraction-high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method that determination of 1, 4- t-butyl hydroquinone (TBHQ) in edible 

oils by liquid phase microextraction-high performance liquid chromatography. Methods  Using 0.1 g of fat as raw 

material and 400 μL of 1, 4-TBHQ as sample pretreatment extractant, the mixture was extracted by vortexing for 2 min, 

and the extract was analyzed by high performance liquid chromatography (ultraviolet detector). Results  This 

established method showed good linearity (r2=1). The recoveries were in the range of 96.00%114.67%, and the 

intra-day and inter-day precision were all less than 3.0%. When the method was applied to the determination of TBHQ 

in different kinds of edible oils, the obtained measurement results were similar to those obtained by the conventional 

solvent methanol extraction pretreatment. Conclusion  The method has high accuracy, high efficiency and short time; 

and the required sample amount is small, which is suitable for the determination of TBHQ in fats and oils. 

KEY WORDS: antioxidants; 1, 4-t-butyl hydroquinone; liquid-liquid microextraction; high performance liquid 
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1  引  言 

食用油是人们日常生活中不可缺少的食品与营养物

质的重要来源。大多数食用油富含不饱和脂肪酸, 在储存

和加工过程易受氧气、水、光、热等因素的影响, 品质易

发生明显改变, 如不饱和脂肪酸含量下降、油脂发生氧化

并产生醛、酮、及酸类等的小分子物质[1]。这些物质会使

油脂食用品质发生变化, 产生令人不愉快的味道, 其营养
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价值也会被破坏。为防止油脂氧化酸败, 通常在食用油脂

中添加抗氧化剂。抗氧化剂通过防止油脂与空气因长时间

接触发生氧化变质, 能够延缓食品的腐败, 达到延长保质

期的效果。 

食用油中所使用或含有的抗氧化剂, 可分为合成抗

氧化剂和天然抗氧化剂。常用的合成抗氧化剂有特丁基对

苯二酚 (t-butyl hydroquinone, TBHQ)、丁基羟基茴香醚

(butylated hydroxyanisol, BHA)和 2, 6-二叔丁基羟基甲苯

(butylated hydroxytoluene, BHT)等。常用的天然抗氧化剂有

维生素 E、维生素 C 等。由于天然抗氧化剂价格较贵, 因

此向食用油中添加的一般是合成抗氧化剂。 

现行我国国家标准允许使用的合成抗氧化剂有

TBHQ、BHA 等, 其最大添加限量为 0.2 g/kg[2]。过量使用

合成抗氧化剂将影响人体健康, 也会影响食品安全。TBHQ

是食用油(尤其是大豆油和调和油)中一种最常用的合成抗

氧化剂。其具有很强的抗氧化性, 比 BHA、BHT、维生素

E 等的抗氧化能力更强。因其良好的热稳定性而适宜添加

到常见的食用油中。但据研究报道, TBHQ 对实验动物的胃

有一些副作用, 如引发肿瘤、损伤 DNA 等[3]。因此, TBHQ

的使用需要由政府有关部门来监管, 其在不同国家或地区

的使用规则也不尽相同。例如, 中国、美国等国家的食品

中允许使用 TBHQ, 而欧盟和日本禁止在食品中使用[4]。

但是过量添加 TBHQ 等合成抗氧化剂在食品中有致畸形、

致癌的风险[5]。因此, 准确测定食用油中 TBHQ 对人体健

康和食品安全至关重要。 

用于检测食用油中抗氧化剂的分析方法有比色法、紫

外-可见分光光度法、气相色谱法[6]和高效液相色谱法[7]等。

薄层色谱法检测抗氧化剂只能大致定量, 比色法检测抗氧

化剂只能检测油脂中的 BHT, 适用抗氧化剂种类有限[8]。

虽然气相色谱法应用广泛, 但其存在所需试剂多、操作难、

成本高等问题[9,10]。而高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)适用范围广、分离效率高、速

度快、流动相可选择范围宽、灵敏度高、色谱柱可反复使

用、安全等特点[11]。 

由于常规方法在进行高效液相色谱分析前, 需要使

用甲醇等有毒溶剂进行萃取, 因此应用将无毒或低毒的溶

剂(如离子液体等)是近年来研究的热点[1215]。本研究使用

低毒溶剂对食用油中的 TBHQ 进行液相微萃取, 并采用高

效液相色谱法进行分析, 以期为分析检测油脂中的抗氧化

剂 TBHQ 提供新的分析方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Waters e2695高效液相色谱仪(2489型紫外检测器)(美

国沃特世(Waters)公司); VM-T1 旋涡振荡器(上海泰坦科学

仪器有限公司); TDL-80-2B 型低速离心机(上海安亭科学

仪器厂); BSA224S 电子天平(赛多利斯仪器有限公司)。 

大豆油(不含合成抗氧化剂)、菜籽油、玉米油、葵花

籽 油 : 在 当 地 超 市 购 置 ; TBHQ( 纯 度 99.0%, 美 国

Sigma-Aldrich 公司); 1.4-丁二醇、甘油、乙二醇、1.2-丙二

醇、乳酸(分析纯, 科密欧化学试剂(天津)有限公司); 甲醇、

正己烷(色谱纯, 国药试剂(上海)有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

准确称取 0.05 g TBHQ 于棕色容量瓶中, 用甲醇(色

谱纯)溶解并定容至 100 mL, 制得浓度为 500 µg/mL 的

TBHQ 储备液, 置于 4 ℃冰箱中保存备用。分别移用不同

体积的 TBHQ 储备液于容量瓶中, 用甲醇稀释并定容, 制

成浓度为 0、5、10、20、25、50、100、200 µg/mL 的标准

溶液。混合均匀, 分别用 0.45 µm 有机滤膜过滤后取适量

样, 进液相色谱仪分析。 

2.2.2  油样的制备 

准确称取 0.0500 g TBHQ 溶于 50 g 大豆油中, 振荡加

以超声混匀 , 确保 TBHQ 充分溶解在大豆油中 , 配得  

1000 mg/kg 的 TBHQ 油样, 将高浓度的 TBHQ 油样稀释到

100 mg/kg。 

2.2.3  样品中 TBHQ 的萃取方法 

甲醇萃取法: 参考 NY/T 1602-2008[15]并加以改进。具

体过程为: 准确称取 3.000 g 油样(精确至 0.001 g)于长试管

中, 加入 8 mL 甲醇, 涡旋振荡 2 min, 4000 r/min 离心 2 min, 

取出上层清液于 25 mL 容量瓶中, 残余物每次用 8 mL 甲

醇萃取 2 次, 上层清液合并于容量瓶中, 用色谱甲醇定容

后混合均匀, 用针管取出一定量将液体经 0.45 µm 滤膜过

滤, 进行液相色谱分析。 

多元醇液相微萃取法: 用具塞试管准确称取一定量

油样(0.1 g), 加入一定量(如 400 µL)多元醇, 涡旋振荡一定

时间, 然后将混合液转移至离心管, 在 4000 r/min 下离心 

5 min, 用微量注射器取出多元醇相 100 µL到 1 mL容量瓶, 

用甲醇定容后混合均匀 , 用针管取出一定量将液体经 

0.45 µm 滤膜过滤, 进行液相色谱分析。 

所有实验均重复 3 次, 取平均值计算数据, 数据均用

平均值±标准偏差表示。萃取效率根据下式计算:  

萃取效率=(实际测定浓度/理论添加浓度)×100% 

2.2.4  高效液相色谱法检测 TBHQ 

色谱柱: Waters Symmetry C18 柱(250 mm×4.6 mm,   

5 μm); 柱温: 30 ℃; 进样量: 20 μL。采用梯度洗脱, 流动相

A: 甲醇, B: 0.5%乙酸水溶液, 其中 0~7 min, 40%A~80%A; 

7~15 min, 80%A~100%A; 15~20min, 100%A; 20~28 min, 

100%A~40%A; 28~40 min, 40%A。 
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3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

按 2.2.1 方法配置不同浓度的 TBHQ 标准溶液。分别用

0.45 µm 有机滤膜过滤, 各取 20 µL 进反相 HPLC 进行检测

分析。TBHQ 的高效液相色谱图如图 1 所示, TBHQ 在   

11.5 min 出峰, 且液相色谱峰形良好。以 TBHQ 标准品的浓

度为横坐标, 不同浓度所对应的 HPLC 峰面积为纵坐标, 绘

制标准曲线, 结果如图 2 所示。TBHQ 的线性回归方程为: 

Y=19591X34088(r2=1), 说明 TBHQ 在 0.00~500.00 µg/mL

浓度范围内线性关系良好。 

 

 
 

图 1  TBHQ 标样的液相色谱图 

Fig.1  HPLC chromatogram of TBHQ standard solution  
 

 
 

图 2  TBHQ 的标准曲线 

Fig.2  Standard curve of TBHQ 

 

3.2  萃取溶剂的选择 

在食品样品分析中, 液相微萃取是一种代替常规萃取的

有效方法。液相微萃取技术作为一种样品前处理技术, 其主

要的优点在于对萃取溶剂用量与样品用量要求低, 一般为

0.1~1 g; 而常规萃取方法需要萃取溶剂与样品量都为2~50 g。 

本研究选择了几种在食品工业上被认为是无毒的溶

剂或添加剂, 如乙二醇(沸点 197 ℃)、丙二醇(沸点 188 ℃)、

1, 4-丁二醇(沸点 228 ℃)、丙三醇(沸点 290 ℃)、乳酸等作

为液相微萃取的溶剂, 且其不易挥发, 从而减小了萃取过

程中误差的产生。将以上几种极性溶剂(400 µL)用于萃取

大豆油样品(0.1 g)中的 TBHQ, 其萃取效率如图 3 所示。 

 
 

注: 溶剂用量 400 µL, 正己烷用量 100 µL, 油用量 0.1 g, 萃取时

间 2 min, 常温萃取。 

图 3  溶剂种类对萃取效率的影响(n=3) 

Fig.3  Effect of solvent on the extraction efficiency (n=3) 
 

从图 3 可知, 6 种极性溶剂对 TBHQ 的萃取率都较高。

在 6 种考察的溶剂中, 多元醇类的溶剂萃取效果较好, 萃

取率均在 80%以上。其中 1, 4-丁二醇对油样中 TBHQ 的萃

取率达到 99.06%。而乙二醇的萃取结果超过了理论值

(100%), 说明其不适合用于液相微萃取。此外, 1, 4-丁二醇

萃取的结果经 HPLC 检测, 其 HPLC 色谱图中 TBHQ 的峰

形也好, 干扰较小。因此, 选择 1, 4-丁二醇作为油脂样品

液相微萃取最佳的萃取剂。 

3.3  萃取条件的选择 

3.3.1  油样用量的优化 

油样用量同样影响着油脂中抗氧化剂 TBHQ 的萃取

效率。在确定 1, 4-丁二醇用量为 400 µL 条件下, 接下来对

油样用量进行了优化试验。 

图 4 是油样用量对萃取效率的影响。从图中可以看出, 

油样由 0.05 g 增到 0.2 g 时, TBHQ 的萃取效率逐渐减小; 

继续增加油样用量, 萃取效率趋于平稳。当油样用量为

0.05 g 时 TBHQ 萃取效率达 115%, 偏离真实值。因此, 为

保证实验的准确度, 减少因油量过少、操作不便造成的测

量误差, 油样选用 0.1 g 为最佳样品用量。 
 

 
 

注: 实验条件: 溶剂用量 400 µL, 正己烷用量 100 µL, 萃取时间 

2 min, 常温萃取。 

图 4  样品用量对萃取效率的影响(n=3) 

Fig.4  Effect of solvent volume on the extraction efficiency (n=3) 
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3.3.2  正己烷用量的优化 

通过实验发现, 单纯使用 1, 4-丁二醇做萃取剂萃取

油样中的 TBHQ 时, 萃取效率不太高。分析原因, 可能是

食用油在常温下有一定的黏度, 影响了萃取效果。因此考

虑向其中加入非极性溶剂, 如正己烷, 可以适当调节萃取

体系的黏度, 从而提高萃取效率。添加正己烷的用量对

TBHQ 萃取效率的影响如图 5 所示。 

由图 5 可知, 不加正己烷时, TBHQ 的萃取效率为

88.14%。而加入 100 µL 正己烷后, TBHQ 的萃取效率由

88.14%升到 101.99%。萃取效率有明显提高, 说明适量正

己烷的加入对萃取产生有利影响。这可能是因为正己烷的

加入降低了油脂样品的黏度。但加入过量正己烷导致萃取

效率都有所降低。这是因为正己烷对 TBHQ 也有一定的溶

解性, 正己烷用量增加, 导致丁二醇相中 TBHQ 的含量降

低 , 故 TBHQ 萃取效率降低。因此 , 选择向油样添加   

100 µL 正己烷为宜。 

 

 
 

注: 实验条件: 溶剂 1, 4-丁二醇用量 400 µL, 油用量 0.1 g, 萃取

时间 2 min) 

图 5  添加正己烷对萃取效率的影响 

Fig.5  Effect of hexane on the extraction efficiency (n=3) 

 
3.3.3  萃取时间的优化 

萃取时间决定着萃取达到平衡的程度。在一定时间范

围内, 延长萃取时间可以使萃取更加充分, 从而萃取效率

更高。旋涡混合萃取是目前实验室进行高效萃取最有效的

一种萃取方法, 其萃取一般在 3~10 min 内即能达到萃取平

衡。因此, 对旋涡混合萃取的时间进行了优化, 其结果如

图 6。从图中可以看出, 随着时间的增加, 油样中抗氧化剂

TBHQ 的萃取效率先增加后趋于平稳。当萃取达到平衡后, 

延长时间对萃取效率没有影响。因此, 本研究选取的萃取

时间为 2 min, 萃取率高且时间短。 

 

 
 

注: 实验条件: 1, 4-丁二醇用量 400 µL, 正己烷用量 100 µL,  

油用量 0.1 g。 

图 6  萃取时间对萃取效率的影响(n=3) 

Fig.6  Effect of extraction time on the extraction efficiency (n=3) 

 

3.4  方法表征 

将某一实际油样按照 2.2.3所述方法进行检测, 重复 6

次测其日内重复性; 重复 5 d, 每天重复 3 次测其日间重复

性。测定结果表明, TBHQ 日内精密度的相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)为 1.31%, TBHQ 日间精密

度的 RSD 为 2.88%。由此可得, TBHQ 测定方法的日内、

日间稳定性都较好。 

实验采用常用的规定方法 , 以 3 倍信噪比来估算

TBHQ 的最低检出限, 10 倍的信噪比作为最低定量限。将

500.00 µg/mL 的 TBHQ 标准储备液进行梯度稀释成不同浓

度, 各取 10 µL 进反相 HPLC。得到的 TBHQ 最低检出限

为 0.02 µg/mL; TBHQ 的最低定量限为 0.06 µg/mL。 

为了验证本方法的准确性, 进行了加标回收率实验。

制备含不同浓度 TBHQ 的油样, 在优化的条件进行萃取, 

根据标准曲线分别对 TBHQ 的加标回收率进行计算, 结果

如表 1 所示。由表可以看出, TBHQ 的加标回收率的测定结

果在 96%~114.67%之间。这表明建立的方法准确性好, 适

用于食用油中的抗氧化剂 TBHQ 的准确检测。 

3.5  实际样品检测 

为了进一步对该方法进行验证, 我们选用了 4 种不同

的食用油(如大豆油、菜油、玉米油等)作为实际样品(所购

油样中不含 TBHQ, 实验向其中添加 50 mg/kg), 用建立的

方法对 TBHQ 的含量进行了测定。其测定结果如表 2 所示。 

 
表 1  油脂样品添加 TBHQ 的回收实验测定结果(n=3) 

Table 1  Recovery of TBHQ in oil samples (n=3) 

 样品浓度/(mg/kg) 加标浓度 20/(mg/kg) 加标浓度 50/(mg/kg) 加标浓度 100/(mg/kg) 回收率/% 

TBHQ 95.72 127.32±5.24 151.08±4.01 189.58±1.68 96.00~114.67% 
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表 2  不同油脂样品添加 TBHQ 的实验测定结果(n=3) 
Table 2  Real sample analysis using different extraction methods 

(n=3) 

样品 丁二醇萃取/(mg/kg) 甲醇萃取/(mg/kg)

大豆油(转基因) 50.85±0.85 49.32±9.32 

大豆油(非转基因) 50.55±0.50 50.12±0.15 

菜籽油 50.95±0.95 49.65±9.65 

玉米油 49.92±9.92 50.05±0.05 

葵花籽油 49.77±9.77 49.25±9.25 

 
由表 2 可知, 用本方法测得的结果与使用甲醇萃取的

常规方法(国标推荐方法)结果基本一致。另外, 用丁二醇萃

取方法所需的油样量(0.1 g)和萃取溶剂的量(400 µL)比用

现行国标方法中甲醇萃取法(油样量 3 g, 甲醇 25 mL)更少, 

因此本方法具有一定的创新性和实际操作性。此外, 本方

法所用试剂与设备在一般食品分析实验室都能够满足。综

上所述, 采用丁二醇液相微萃取的方法是一种萃取效率

高、环境友好型的萃取技术。 

4  结  论 

本研究选择 1, 4-丁二醇作为样品前处理的萃取剂, 

研究了其对食用油中合成抗氧化剂 TBHQ 的萃取效果。研

究结果表明 400 µL1,4-丁二醇作为萃取剂 , 旋涡振荡     

2 min、油样用量 0.1 g、正己烷用量为 100 µL; 在此条件

下, TBHQ 萃取效率高达 100%。基于 1, 4-丁二醇液相微萃

取-高效液相色谱-方法, 用于食用油脂样品中 TBHQ 的检

测, 线性关系良好, r2 大于 0.9999; 加标回收率较高, 日内

和日间测定精密度良好(小于 3%)。最后将建立的分析方法

应用于不同种类的食用油中 TBHQ 的测定, 得到的结果与

使用常规溶剂甲醇萃取的结果相近, 表明该法真实可靠。

该方法真实可靠, 效率高、时间短; 并且所需样品量小。 
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