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气相色谱法测定食品添加剂柠檬酸脂肪酸 
甘油酯中柠檬酸的改进 

郑悦珊, 洪泽淳, 李  南, 简德威, 熊含鸿, 陈思敏, 刘莹莹, 孙明蔚, 梁旭霞* 
(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘  要: 目的  改进气相色谱法测定食品添加剂柠檬酸脂肪酸甘油酯中柠檬酸的分析方法。方法  对测定食

品添加剂柠檬酸 GB 29951-2013《食品安全国家标准 食品添加剂 柠檬酸脂肪酸甘油酯》的气相色谱法中衍

生剂、色谱柱以及升温程序进行优化, 并对优化后的方法进行验证。结果  选择 N,O-双(三甲基硅烷基)-三氟

乙酰胺(BSTFA)作为衍生剂, HP-5 毛细管柱作为分离柱, 温度程序为 80 ℃(1 min) 20 ℃/min165 ℃(5 min) 

30 ℃/min250 ℃(1 min), 可在 15 min 内完成对目标物的分离, 线性方程为 Y=0.67193X+0.05490, r=0.9935, 

方法回收率为 93.0%~98.7%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.4%, 检出限为 0.1%。结论  

该方法目标物分离效果好, 回收率及灵敏度高, 适用于食品添加剂柠檬酸的定量检测。 
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Improvement of the method for determination of citric acid in citric acid fatty 
acid glyceride by gas chromatography 

ZHENG Yue-Shan, HONG Ze-Chun, LI Nan, JIAN De-Wei, XIONG Han-Hong, 
CHEN Si-Min, LIU Ying-Ying, SUN Ming-Wei, LIANG Xu-Xia* 

(Guangdong Institute for Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve gas chromatography method for the determination of citric acid in glyceryl 

citrate fatty acid ester of food additive. Methods  According to GB 29951-2013 National food safety standard-Food 

safety national standard food additive extraction method of citric acid fatty acid glyceride, the derivative, column and 

temperature program for gas chromatography were optimized, and the optimized method was verified. Results  

BSTFA was selected as a derivative agent, HP-5 capillary column was selected as a separation column, the 

temperature procedures was 80 ℃ (1 min) 20 ℃/min  165 ℃ (5 min) 30 ℃ / min  250 ℃ (1 min). The 

separation of the target object could be completed within 15 min. The linear equation was Y=0.67193X+0.05490, 

r=0.9935. The recovery rate of the method was between 93.0% and 98.7%, and the relative standard deviation (RSD) 

was 0.4%, detection limit was 0.1%. Conclusion  The method has good separation effect, high recovery and 

sensitivity, and is suitable for quantitative determination of citric acid in food additives 
KEY WORDS: gas chromatography; citric acid; additive 
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1  引  言 

柠檬酸(citric acid)又称枸缘酸, 化学名称 2-羟基丙烷

-1,2,3-三羧酸。柠檬酸主要用作酸味剂、增溶剂、缓冲剂、

抗氧化剂、除腥脱臭剂等。此外, 柠檬酸具有抑菌、护色、

改进风味、促进蔗糖转化等作用, 同时还具有螯合作用, 
能够清除某些有害金属。柠檬酸能够防止因酶催化和金属

催化引起的氧化作用, 从而阻止速冻水果变色变味[1] 
柠檬酸是食品中的一种添加剂, GB 29951-2013《食品

安全国家标准 食品添加剂 柠檬酸脂肪酸甘油酯》[2] 中柠

檬酸的理化指标为 13%~50%, 目前为止只在葡萄酒中的

含量有严格的规定 [36], 其他的食品中没有明显的规定 , 
但是柠檬酸过量有可能引起疾病这种说法在一些报道中已

经多次提到[7], 因此其作为食品酸度调节剂可在各类食品

中按生产需要适量使用［8］。 
张素娟 [9]对不同样品中的柠檬酸的检测方法进行

了评述 , 目前柠檬酸的测定常用方法有高效液相色谱

法 [5,6,10]、离子色谱法[11,12]、气相色谱法[1316]等。高效液

相法灵敏度高但是预处理繁琐 , 测定周期长 , 实验成本

较高 , 离子色谱法对样品中蛋白含量有严格限定 , 不适

合做复杂样品分析, 气相色谱法与不同检测器搭配可提

高其灵敏度, 与质谱联用是目前有机酸检测中最常见最

精密的方法, 但目前为止对柠檬酸气相色谱法的研究还

比较少, 用气相色谱法对柠檬酸的检测的样品大都是土

壤 , 食品中柠檬酸的检测大都采用液相色谱法 , GB 
29951-2013《食品安全国家标准 食品添加剂 柠檬酸脂肪

酸甘油酯》中采用 N-甲基-N-三甲基硅烷基-三氟乙酰胺

(N-methyl-n-trimethylsilane trifluoroacetamide, MSTFA)衍
生剂价格较高 , 而且所用的色谱柱是玻璃柱 , 不具备广

泛应用性 , 且国标中是采用恒温的分析方式 , 不利于目

标物与杂质的分离。 
因此, 本研究采用 N,O-双(三甲基硅烷基)-三氟乙酰

胺(N,O-bis (trimethylsilyl) - trifluoroacetamide, BSTFA)作
为衍生剂, 价格比 MSTFA 低许多, BSTFA 与 MSTFA 是

同种类型衍生剂, 而且 BSTFA 也可作为氨基酸、三聚氰

胺的衍生剂, 选择 BSTFA 作为衍生剂可降低实验成本, 
色谱柱选用 HP-5 毛细管柱具有广泛应用性, 采用升温程

序可使目标物很好的分离检测, 改进国标方法后使之具

有良好的回收率、准确性以及重复性, 从而有利于准确测

定食品添加剂柠檬酸的检测, 为食品安全性监管提供技

术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

内标酒石酸(纯度 99.78%, 美国 Stanford Analytical 

Chemicals 公司); 无水柠檬酸(纯度 98%, 加拿大全资公司); 
正庚烷(AR, 广州化学试剂厂); 盐酸(GR, 广州化学试剂

厂); 吡啶(色谱纯, 上海安谱公司); 氢氧化钾(AR, 广州化

学试剂厂); 乙醇(GR, 广州化学试剂厂); 三甲基氯硅烷

(trimethyl chlorosilane, TMCS, 色谱纯, 上海麦克林公司); 
六甲基二硅烷(hexamethyl disilylamine, HMDS, 色谱纯 , 
上海阿拉丁公司 ); N,O-双 (三甲基硅烷基 )-三氟乙酰胺

(BSTFA, AR, 临沂艾科试剂公司)。 

2.2  仪器设备 

Agilent 7890B 型气相色谱仪(配有 FID 检测器, 美国

安捷伦公司); RV10 旋转蒸发仪(德国 IKA 公司)。 

2.3  溶液配制 

酒石酸内标溶液的配制: 准确称取 0.05 g 酒石酸标准

物质, 用超纯水定容至 50.0 mL, 得到 1 mg/mL的酒石酸内

标标准储备液。 
柠檬酸对照液的配制: 准确称取 0.03 g 无水柠檬酸, 

用超纯水定容至 10.0 mL, 得到 3 mg/mL 的柠檬酸标准储

备液。 
氢氧化钾-乙醇溶液(0.5 mol/L): 称取 4 g 氢氧化钾, 

用乙醇溶液溶解定容至 200 mL;  
标准使用液衍生化: 依次准确移取 3 mg/mL 柠檬酸

标准储备液 40、80、100、200、400、1000 μL, 加入 1 mL 
1 mg/mL 酒石酸内标标准储备液, 加入到带盖的圆底烧瓶

中, 蒸发至干, 加入 1 mL 吡啶、0.2 mL TMCS、0.4 mL 
HMDS、0.1 mL BSTFA, 将烧瓶的盖子盖紧小心旋转至溶

质全部溶解, 将烧瓶放置入烘箱, 在 60 ℃下加热 1 h, 得
到三甲硅烷(tetramethylsilane, TMS)衍生化标准溶液, 线性

范围为 0.03~3 mg/mL, 可供气相色谱分析。 

2.4  样品前处理 

皂化反应: 称取试样 1 g(精确至 0.001 g)置于圆底烧

瓶中, 加入 25 mL 氢氧化钾-乙醇溶液(0.5 mol/L), 将装有

混合液的烧瓶与回流冷凝器相连, 回流 30 min, 用盐酸酸

化后用旋转蒸发仪进行浓缩;  
萃取: 用不超 50 mL水将浓缩物定量转移到分液漏斗

中, 分别用 50 mL庚烷萃取 3次, 弃去萃取物, 将水相层转

移至 100 mL 容量瓶中, 用水定容至刻度, 混匀备用;  
衍生反应 : 吸取 1 mL 经萃取得到的溶液以及     

1 mL 酒石酸内标标准储备溶液至圆底烧瓶中 , 蒸发至

近干 , 加入 1 mL 吡啶、0.2 mL TMCS、0.4 mL HMDS、
0.1 mL BSTFA, 盖紧盖子后混匀 , 将烧瓶置于 60 ℃下

加热 1 h, 得到三甲硅烷衍生化的试样溶液 , 供气相色

谱仪分析。  

2.5  仪器条件 

色谱柱: HP-5(30 m×250 μm, 0.25 μm); 检测器温度: 
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240 ℃; 尾吹气: N2 ; 尾吹流量: 25 mL/min;  进样模式: 
分流; 分流比: 5:1; 进样口温度: 240 ℃; 载气: N2 ; 吹扫

流量: 3 mL/min; 线速度: 27.395 cm/sec; 总流量: 9 mL/min; 
色谱柱流量: 1 mL/min; 柱温箱温度: 80 ℃; 温度程序: 
80℃(1 min) 20 ℃/min165 ℃(5 min) 30 ℃/min250 ℃   
(1 min)。 

2.6  衍生试剂的选择 

查文献可得, 黄建立[15]、任清[16]采用 N,O-双(三甲基

硅烷基)乙酰胺(N,O-Bisacetamide, BSA)作为衍生剂衍生柠

檬酸, GB 29951-2013[2]标准采用 MSTFA, 均与本文中采用

的衍生试剂 BSTFA 属于同种类型衍生试剂, 且 BSTFA 还

可用于氨基酸、三聚氰胺、林可霉素的衍生实验, 适用性

比较广泛, BSTFA 价格比较低, 实验成本比较低, 样品经

过 BSTFA 皂化衍生后经气相色谱仪检测后得到的含量可

达到标准要求的指标范围, 故选用 BSTFA 作为此次研究

的衍生剂。 

2.7  色谱柱的选择 

国标中采用的玻璃柱没有广泛应用性, 查文献[15]得

气相色谱法测定柠檬酸可用毛细管柱, 选用与国标使用的

极性相近的 HP-5 柱, HP-5 柱具有广泛使用性, 方便获取, 
且可以达到良好的分离效果。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件优化 

采用国标中恒温分析时, 目标物分离效果不好, 与杂

质峰无法完全分离。采用程序升温分析时, 在对柱温进行

优化选择后 , 得到了适宜的温度变化程序 : 初始温度为

80 ℃保持 1 min, 以 20 ℃/min 的速率升到 165 ℃, 保持   
5 min, 再以 30 ℃/min 的速率升至 250 ℃保持 1 min, 其他

的色谱条件为 : 进样口温度为 240 ℃, 检测器温度为

240 ℃。分离结果见图 1、2。 
 

 
 

图 1  恒温分离结果 
Fig.1  Results of constant temperature separation 

 
 

图 2  升温分离结果 
Fig.2  Results of temperature separation 

 

3.2  线性关系及检出限 

按照 2.5 进行气相色谱分析, 以含量比为横坐标, 峰
面积比为纵坐标建立校正曲线, 相关系数为 0.9935, 线性

良好, 详见图 3。目标物及内标物出峰顺序如图 4 所示, 峰
型良好, 以 3 倍信噪比(S/N)计算检出限, 为 0.1%, 满足实

验的测定要求。 
 

 
 

图 3  柠檬酸工作曲线图 
Fig.3  Working curve of citric acid 

 

 
 

图 4  柠檬酸及酒石酸标准品色谱图 
Fig.4  Standard chromatogram of citric acid and tartaric acid 

 
3.3  加标样品的加标回收和精密度 

在样品中添加 9%、15%、30% 3 个水平的加标浓度, 
计算加标回收率见表 1, 低、中、高 3 个浓度的水平的加

标回收率分别为 93.0%～98.7%, 按实验方法平行测定 8 次, 
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计算精密度 , 结果见表 2, 计算得相对标准偏差(n=8)为
0.4%, 表明在确定的色谱条件下精密度良好。 

3.4  样品测定 

购买 3 个不同厂家的柠檬酸脂肪酸甘油酯样品, 按照

2.4 进行前处理, 按照 2.5 上机分析, 检测结果如表 3, 均符

合 GB 29951-2013 中柠檬酸的理化指标(13%~50%)。 

4  结论与展望 

本研究采用 BSTFA 作为衍生剂, 价格比 MSTFA 低, 
BSTFA 与 MSTFA 是同种类型衍生剂, 而且 BSTFA 也可作

为氨基酸、三聚氰胺、林可霉素的衍生剂, 应用性比较广

泛, 选择 BSTFA 作为衍生剂可降低实验成本; 色谱柱选用

HP-5毛细管柱具有广泛应用性, 采用升温程序分离目标物

可使目标物很好的分离检测, 改进国标方法后使之具有良

好的回收率、准确性以及重复性, 因此该方法适用于添加

剂柠檬酸的检测监控。但是该方法采用的前处理方法过于

繁琐复杂, 衍生时间长, 实验耗时长, 因此, 本研究将继

续优化方法的前处理方法、衍生温度以及时间, 进一步提

高食品添加剂柠檬酸的检测技术, 为食品安全性监管提供

技术支撑。 
 

 
表 1  柠檬酸 3 个加标浓度及加标回收率(n=8) 

Table 1  Three citric acid concentration recovery(n=8) 

加标水平/% 
回收率/% 相对相

差/%1 2 平均回收率 

9 98.7 96.7 97.7 2.0 

15 94.7 94.7 94.7 0 

30 93.7 93.0 93.4 0.7 

 
 

表 2  柠檬酸精密度实验 
Table 2  Precision test of citric acid 

 1 2 3 4 5 6 7 8 平均值 RSD/% 

峰面积 2631.57 2649.08 2647.39 2625.75 2634.93 2629.15 2688.76 2654.51 2645.15  

含量/% 51.10 51.04 51.86 51.12 51.08 51.12 51.90 51.30 51.32 0.4 

回收率/% 97.0 96.8 99.5 97.1 96.9 97.1 99.7 97.7 97.7 1.2 

 
 

表 3  样品实验结果 
Table 3  Result of samples 

序号 A B C 

测定值 1/% 22.2 36.6 20.1 

测定值 2/% 22.0 36.1 21.9 

平均值/% 22.1 36.4 21.0 
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