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超高效液相色谱串联质谱法检测奶粉中 

苯甲酸的含量 

丁  洋, 姜  勇*, 纪  赟, 丁  岚, 王锡青 

(圣元营养食品有限公司, 青岛  266400) 

摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-串联质谱(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)检测奶粉中苯甲酸(benzoic acid)含量的分析方法。方法  样品经水提取后, 选用

Waters Acquity UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm), 以甲醇和 0.1%氨水作为流动相进行梯度洗脱, 

电喷雾离子化(electrospray ionizatio, ESI-)及多反应监测模式(multi-reaction monitoring, MRM)进行测定, 外标

法定量。结果   苯甲酸在 0.04~2.00 μg/mL 浓度范围内 , 线性关系良好 (r2=0.9996), 样品加标回收率为

94.92%~109.31%, 定量限为 0.06 μg/g, 结果的相对标准偏差为 1.69%~6.90%。结论  该方法前处理简单, 稳定

性和可靠性好, 具有良好的定性和定量分析能力, 适用于奶粉中苯甲酸含量的检测。 
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Determination of benzoic acid in milk powder by ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

DING Yang, JIANG Yong*, JI Yun, DING Lan, WANG Xi-Qing 

(Synutra Nutrition Food Co., LTD, Qingdao 266400, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of benzoic acid in milk powder by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  After the sample was 

extracted by water, it was separated with a Waters Acquity UPLC BEH C18 column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm) by 

gradient elution using methanol and 0.1% ammonia as mobile phase, performed by electrospray ionization (ESI-) and 

multi-reaction monitoring (MRM), and quantified by external standard method. Results  Benzoic acid had a good 

linear relationship in the concentration range of 0.042.00 mug/mL (r2=0.9996). The recoveries of the spiked samples 

were 94.92%109.31%, the limit of quantification was 0.06 μg/g, and the relative standard deviations of the results 

were 1.69%6.90%. Conclusion  This method has simple pretreatment, good stability and reliability, good 

qualitative and quantitative analysis ability, and is suitable for detecting benzoic acid content in milk powder. 
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1  引  言 

苯甲酸是一种常用的防腐剂, 通过干扰细菌和霉菌

等微生物细胞的通透性, 阻碍细胞膜对氨基酸的吸收, 抑

制细胞内呼吸酶系的活性, 阻止乙酰辅酶 A 缩合反应, 起

到防腐的作用[1,2]。虽然苯甲酸是一种比较安全的防腐剂, 

可以通过肾脏排出体外, 但是长期食用, 依然会对人体产

生毒害作用 [3], 联合国粮农组织 (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations, FAO)和世界卫生组织

(WHO)评价苯甲酸的每日允许摄入量 (acceptable daily 

intake, ADI)值为 0~5 mg/kg 体重[4]。GB 2760-2014《食品

安全国家标准 食品添加剂使用标准》[5]规定奶粉中禁止添

加苯甲酸, 但是乳制品中苯甲酸是天然存在的, 其来源有

很多, 它可以由马尿酸在乳酸菌等作用下转化而来[6], 也

可由苯酚的厌氧代谢产生[7], 同时饲料中的苯甲酸也可以

迁移到牛乳中[8], 此外, 一些不法商贩可能在奶粉或者易

腐营养添加剂中添加苯甲酸起到延长货架期的作用。因此, 

检测奶粉中苯甲酸的含量是非常必要的。 

目前常用的检测苯甲酸的方法有液相色谱法[9,10]、气

相色谱法[11]、光谱法[12,13]、毛细管电泳法[14,15]及离子色谱

法[16]等, GB 5009.28-2016《食品安全国家标准 食品中苯甲

酸、山梨酸和糖精钠的测定》[17]采用的是液相色谱法和气

相色谱法。色谱法在定量方面具有快速、准确等优点, 但

是其定性能力较差, 且奶粉尤其配方奶粉富含蛋白质、脂

肪、碳水化合物、维生素、矿物质等各种营养成分, 基质

复杂, 色谱法检测苯甲酸极易出现假阳性的结果[18]; 而液

相色谱串联质谱法具有灵敏度高、定性能力强等优点, 可

以有效避免假阳性结果的出现。但超高效液相色谱串联质

谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)检测奶粉中苯甲酸含量研究

相对较少。因此本实验研究了超高效液相色谱串联质谱法

检测奶粉中苯甲酸含量的分析方法, 同时通过对其线性、

检出限、定量限和准确度等进行方法学确认, 拟为奶粉样

品中苯甲酸的相关检测提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  试剂、仪器与样品 

苯甲酸标准品(纯度≥99.5%, 美国 Sigma 公司); 乙

腈、甲醇(色谱纯, 美国 Thermo Fisher 公司); 乙酸铵(色谱

纯, 美国 Tedia 公司); 氨水(色谱纯)、亚铁氰化钾(分析纯)、

乙酸锌(分析纯)(天津市科密欧化学试剂有限公司); 水为

符合 GB/T 6682《食品安全国家标准 分析实验室用水规格

和试验方法》[19]规定的一级水。 

ACQUITY 超高效液相色谱仪 (配二极管阵列检测

器)、Xevo TQ-S 三重四级杆质谱仪(配电喷雾离子源)(美国

Waters 公司); KQ-700DE 超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司); 3K15 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司); Classic 

UV MK2 超纯水仪(英国 Elga labwater 公司); BSA224S 型

分析天平(德国赛多利斯公司)。 

实验用婴幼儿配方奶粉、成人配方奶粉和全脂奶粉均

购于青岛市某超市; 高油乳清粉、全脂粉、脱脂粉、复合

营养素均由相应的原料供应商提供。 

2.2  样品的预处理 

准确称取 2 g(精确到 0.001 g)待测样品(包括全脂粉、

脱脂粉、配方奶粉等)于 50 mL 具塞离心管中, 加入 25 mL

超纯水, 涡旋混匀, 超声 20 min后加入 2 mL亚铁氰化钾溶

液和 2 mL 乙酸锌溶液, 混匀, 于 6000 r/min 离心 5 min, 将

水相转移至 50 mL 容量瓶中, 再用 20 mL 超纯水重复提取

1 次, 离心后将水相转移到同一容量瓶, 用超纯水定容至

刻度, 混匀后取清液用 0.22 μm 水系滤膜过滤, 待超高效

液相色谱串联质谱测定。 

2.3  色谱条件 

色谱柱为 Waters Acquity UPLC BEH C18 柱(2.1 mm×   

50 mm, 1.7 μm); 流动相: A: 0.1 %氨水, B: 甲醇; 梯度洗脱, 

95% A(0~0.5 min)—50% A(1.2 min)—50% A(2 min)—95% 
A(2~3 min); 流速: 0.3 mL/min, 进样体积: 10 μL; 柱温: 30 ℃。 

2.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源 ESI; 扫描方式: 负离子扫描; 

毛细管电压: 2.5 kV; 离子源温度: 150 ℃; 脱溶剂气温度: 

350 ℃; 脱溶剂气流量: 800 L/h; 碰撞室压力: 0.31 Pa; 检

测方式: 多反应监测(multiple-reaction monitoring, MRM); 

其他参数见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  流动相选择与色谱条件优化 

本实验选用Waters Acquity UPLC BEH C18色谱柱进行分

离, 并优化了色谱条件, 使奶粉中苯甲酸和干扰物得到了较好

的分离。首先, 分别选择乙腈-水、甲醇-水、乙腈-10 mmol/L 乙

酸铵、甲醇-10 mmol/L 乙酸铵、乙腈-0.1%氨水、甲醇-0.1%

氨水 6 种体系为流动相(有机相与水相的体积比均为 5:95), 

不同流动相配比对苯甲酸出峰影响的 UPLC-MS/MS 谱图见

图 1, 如图 1 所示, 前 2 种流动相不能将苯甲酸分离, 后 4

种流动相对苯甲酸分离效果较好 , 但 0.1%氨水体系较    

10 mmol/L 乙酸铵体系响应值明显偏高, 且有机相选用乙腈

或甲醇有较大差异, 同时因甲醇毒性较小, 成本较低, 因此

选用甲醇-0.1%氨水继续进行优化。通过改变有机相和水相

的比例, 选用梯度洗脱的方式, 有机相比例从 5%逐渐增加

到 50%, 苯甲酸响应达到了最优的水平 , 保留时间为   

0.87 min, 并且奶粉基质中目标峰位置无明显的杂质干扰, 

优化后的奶粉基质中苯甲酸的色谱图如图 2 所示。 
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表 1  苯甲酸的保留时间及质谱分析参数 
Table 1  Retention time and mass spectrometric parameters for benzoic acid 

保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能/eV 

0.87 121.01 121.01>76.95*, 121.01>121.01 32, 32 12, 5 

注: *为定量离子。 

 

 
 

注: 图中流动相配比分别为: a: 乙腈-水, b:甲醇-水, c: 乙腈-10 mmol/L 乙酸铵, d: 甲醇-10 mmol/L 乙酸铵, e: 乙腈-0.1%氨水,  

f: 甲醇-0.1 %氨水。 

图 1  不同流动相配比对苯甲酸出峰影响的 UPLC-MS/MS 谱图 

Fig.1  UPLC-MS/MS spectrogram of the influence of different mobile phase ratios on the peak of benzoic acid 
 

3.2  质谱条件的优化与苯甲酸定量离子的选择 

苯甲酸为酸性化合物, 容易失去质子带一个单位的负电

荷, 因此宜采用负离子模式检测, 通过 ESI 负离子模式对苯

甲酸进行扫描, 获得较强的准分子离子峰 m/z 121.01(如图 3-a

所示), 随后进行二级质谱扫描(如图 3-b 所示), 实验发现, 子

离子m/z 76.95是苯甲酸母离子m/z 121.01通过失去COOH得

到的, 具有较高的相对丰度, 当碰撞能达到12 eV时达到最大

值, 而其他子离子因结合较稳定, 不易解离, 且响应值较 m/z 

76.95 低, 因此选用 m/z 76.95 作为苯甲酸的定量离子[20,21]。 

3.3  建立定量方法及方法学考察 

3.3.1  定量标准曲线的建立 

本实验比较了2种建立标准曲线的方法, 第1种是直接用

超纯水配制系列浓度的标准溶液; 第 2 种是基质加标建立标准

曲线, 在 2 g 奶粉基质中分别加入相应体积的苯甲酸标准溶液, 
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配制成浓度为 0、1、2、5、10、20、50 μg/g 的基质标准物质(对

应的上机浓度为 0、0.04、0.08、0.20、0.40、0.80、2.00 μg/mL)

然后按上述2.2方法进行处理, 按优化好的UPLC-MS/MS条件

进行测定。实验发现, 采用第 1 种方法苯甲酸的回收率为

70.06%~90.93%; 而采用第 2 种方法时, 因 UPLC-MS/MS 的灵

敏度较高, 苯甲酸为内源性物质, 在实际应用中, 很难找到空

白基质。为了利于方法的推广, 本方法以苯甲酸基质标准溶液

的浓度作为横坐标, 相应的峰面积减去所选用基质的空白峰面

积作为纵坐标, 建立标准曲线, 此种方式计算得到苯甲酸的回

收率 94.92%~109.31%。第 2 种方法的回收率要明显优于第 1

种方法, 原因可能是基质加标建立标准曲线的方法消除了前处

理过程和基质效应的影响, 从而使回收率更加优异, 因此选用

第 2 种建立定量标准曲线的方法。 
 

 
 

图 2  优化后奶粉基质中苯甲酸的 UPLC-MS/MS 谱图 

Fig.2  UPLC-MS/MS spectrogram of benzoic acid in milk powder 
after optimization 

 

此外, 本实验进一步考察了其线性范围及线性关系、检出

限(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ), 

苯甲酸的检出限和定量限分别用 3 倍信噪比(S/N)和 10 倍信噪

比(S/N)对应的浓度表示。结果如表 2 所示, 从表 2 中可以看出, 

苯甲酸的上机溶液在 0.04~2.00 μg/mL 范围内, 线性关系良好

(r2=0.9996), 同时, 检出限和定量限均低于 GB 5009.28[17]中液

相色谱法的检出限(5 μg/g)和定量限(10 μg/g), 说明该方法可用

于奶粉中极小浓度的苯甲酸的测定, 能够达到应用的要求。 
 

 
 

注: a: 苯甲酸一级质谱图, b: 苯甲酸二级质谱图。 

图 3  苯甲酸一级质谱图和二级质谱图 

Fig.3  Primary and secondary mass spectra of benzoic acid 
 

3.3.2  检测方法的加标回收率 

本实验通过对添加已知浓度苯甲酸的奶粉样品进行回

收率测定以评估方法的正确度。在奶粉样品中分别加入低、

中、高 3 种已知量的苯甲酸, 加标浓度分别为 5、20、40 μg/g, 

并按上述 2.2 方法对所有样品进行处理和分析, 每个浓度重

复测定 6 次, 计算苯甲酸的回收率, 其结果如表 3 所示。相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 4.3%, 表明

方法的正确度结果令人满意, 可作为例行分析之用。 
 

表 2  苯甲酸的线性关系及检出限和定量限 
Table 2  Linear range, LOD and LOQ of benzoic acid 

名称 线性方程 相关系数 r2 检出限/(μg/g) 定量限/(μg/g) 

苯甲酸 Y=12310X+5283.6 0.9996 0.02 0.06 
 

表 3  苯甲酸加标回收率 
Table 3  Standard recoveries of benzoic acid 

添加值/(μg/g) 回收率/% 平均值/% RSD/% 

5 

102.93 109.19 

106.69 2.25 106.24 107.71 

105.13 108.96 

20 

103.24 109.31 

104.42 3.73 102.89 107.27 

105.53 98.28 

40 

103.07 94.92 

100.50 4.81 105.01 97.55 

106.19 96.28 
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3.3.3  检测方法的精密度 

本实验通过在重复性条件和再现性条件下对加标样

品进行重复测定以评估方法的精密度[22], 在奶粉样品中加

入已知水平(5、20、40 μg/g)的苯甲酸溶液。在第 1 d 由 1

名人员分析每个水平的 6 个重复, 第 2 d 由另 1 名分析人

员分析每个水平的 6 个重复, 数据如表 4 所示, 第 1 名分

析人员测定结果的 RSD 为 1.69%~4.80%, 第 2 名分析人员

测定结果的 RSD 为 2.05%~6.90%, 这表明方法具有良好的

重复性, 2 d 测定结果的相对误差为 1.71%~7.74%, 平均相

对误差为 4.11%, 表明方法具有良好的再现性。通过以上

分析, 说明该方法精密度良好。 

3.3.4  检测方法系统适用性 

本实验研究了配方奶粉常使用的高油乳清粉、全脂粉、

脱脂粉、复合营养素等营养物质的加标回收率, 每种选择一

个代表性样品, 加标浓度为 20 μg/g, 结果如表 5 所示, 从表 5

中可以得出, 该方法检测上述样品中苯甲酸的回收率为

96.10%~113.05%, 说明该方法能够适用于配方奶粉中常用营

养物质的检测, 可以有效监控各营养成分中苯甲酸的含量。 

3.4  样品的检测分析 

3.4.1  液相假阳性样品分析 

本实验选择了某一配方奶粉样品, 该样品采用液相

色谱法检测时, 其苯甲酸的保留时间处有很高的峰, 推测

为基质中杂质的影响, 随后用二极管阵列检测器对峰纯度

进行分析, 如图 4-a, 考察了峰高、半峰高和 1/4 峰高处的

不同吸收波长与吸光值的差别 , 同时考察了峰的前半段

(图 4-b)和高点处峰(图 4-c)的纯度, 从图 4 可以看出, 采用

液相色谱法分析时, 苯甲酸的保留时间处存在大量的杂质

干扰, 已经影响了结果的准确性, 原因可能是此奶粉样品

中的某种成分的性质与苯甲酸相似, 从而导致峰不能完全

分开, 随后用该方法进行分析, 目标峰与杂质峰能够完全

分离, 如图 5 所示, 说明本方法有很好的抗杂质干扰能力, 

能够快速准确的进行定性分析。 

 
表 4  苯甲酸精密度结果 

Table 4  Precision results of benzoic acid 

加标浓度/(μg/g) 第 1 d 测量值/(μg/g) 第 2 d 测量值/(μg/g) RSD 第 1 d/% RSD 第 2 d/% 相对误差/% 

样品含量 0.59±0.01 0.58±0.04 1.69 6.90 1.71 

5 5.92±0.12 5.63±0.37 2.25 6.57 5.02 

20 21.47±0.77 19.87±0.43 3.69 2.16 7.74 

40 40.79±1.93 39.99±0.82 4.80 2.05 1.98 

平均值 - - 3.11 4.42 4.11 

注: 测量结果用平均值±标准差表示。相对标准偏差 RSD＝标准差/平均值×100%, 相对误差＝|第 1 d 测量值－第 2 d 测量值|/两天平均测

量值×100%。 

 
表 5  配方奶粉中常用营养物质中苯甲酸的回收率 

Table 5  Recoveries of benzoic acid from common ingredients in formula milk powder 

配方奶粉中常用营养物质 本底含量/(μg/g) 检测结果/(μg/g) 回收率/% 

高油乳清粉 3.57 26.18 113.05 

全脂粉 1.42 20.64 96.10 

脱脂粉 1.52 23.00 107.40 

复合营养素 0 21.00 105.00 

 

 
 

注: a: 峰高、半峰高和 1/4 峰高处的不同吸收波长对应的吸光值; b: 前半段峰不同吸收波长对应的吸光值。 

c: 峰高处不同吸收波长对应的吸光值。 

图 4  苯甲酸峰纯度二极管阵列检测器数据分析 

Fig.4  Analysis by diode array detector for peak purity of benzoic acid 
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图 5  奶粉样品中苯甲酸 UPLC-MS/MS 谱图 

Fig.5  UPLC-MS/MS spectrum of benzoic acid in milk powder 
samples 

 
3.4.2  市售奶粉中苯甲酸含量的分析 

本实验对市售婴幼儿配方奶粉、成人配方奶粉和全脂

奶粉共 18 个样品的苯甲酸含量进行检测, 结果如表 6 所示, 

苯甲酸的含量在 0.69~7.99 μg/g, 抽检的市售奶粉中苯甲酸

的含量均处在较低水平, 其每日可能摄入量远低于苯甲酸

的每日允许摄入量, 但是, 不同人群对苯甲酸的敏感程度不

同, 特别是婴幼儿和特殊体质人群可能会更加敏感, 因此, 

有必要对奶粉中苯甲酸的含量加强监督并进行有效控制。 

 
表 6  市售奶粉中苯甲酸含量 

Table 6  Concentration of benzoic acid in milk powders in the 
market 

名称 
苯甲酸含量

/(μg/g) 
名称 

苯甲酸含量
/(μg/g) 

名称 
苯甲酸含量

/(μg/g) 

奶粉 1 6.13 奶粉 7 2.06 奶粉 13 5.93 

奶粉 2 2.40 奶粉 8 2.90 奶粉 14 7.99 

奶粉 3 2.67 奶粉 9 4.07 奶粉 15 4.23 

奶粉 4 1.62 奶粉 10 6.72 奶粉 16 4.12 

奶粉 5 0.69 奶粉 11 4.43 奶粉 17 4.41 

奶粉 6 1.83 奶粉 12 2.69 奶粉 18 3.37 

 

4  结  论 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱检测奶粉中

苯甲酸含量的方法, 优化了质谱条件和流动相, 该方法具

有良好的线性, 较低的检出限和定量限。同时对使用液相

色谱法检测出假阳性的样品分别用二极管阵列检测器和该

方法进行分析, 结果表明液相色谱法存在杂质干扰的现象, 

而本方法具有优异的定性能力, 可以有效避免各种物质的

干扰, 同时, 该方法具有良好的定量能力, 前处理简单方

便, 能够满足奶粉中苯甲酸检测的要求。同时对部分市售

奶粉中苯甲酸的含量进行了检测, 抽检到的奶粉中苯甲酸

的含量普遍处在较低水平, 但依然需要加强监控。 
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