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柱前衍生-高效液相色谱法测定婴幼儿 
谷类辅食中的甲醛 

丘福保*, 卢丽明, 薛荣旋, 陈华宜 
(中山市疾病预防控制中心, 中山  528400) 

摘  要: 目的  建立柱前衍生-高效液相色谱法测定婴幼儿谷类辅食中甲醛含量的分析方法。方法  样品中的

甲醛经柠檬酸钠缓冲溶液和含有 2,4-二硝基苯肼的乙腈混合体系衍生提取, 生成的甲醛-2,4-二硝基苯腙经色

谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18(4.6 mm×150 mm, 2.7 μm)以乙腈-水(70:30, V:V)等度洗脱分离, 柱温 30 ℃, 

流速为 0.5 mL/min, 检测波长为 355 nm, 外标法定量分析。结果  甲醛在 0.025~2.00 mg/L 质量浓度范围内线

性关系良好且相关系数(r2)大于 0.995, 方法检出限和定量限分别为 0.03 mg/kg 和 0.10 mg/kg, 在 3 个加标水平

(1.00、5.00 和 10.0 mg/kg)的平均加标回收率为 86.8%~89.0%, 相对标准偏差为 0.7%~2.1%。结论  该方法操

作简便, 灵敏度高, 重现性好, 适用于婴幼儿谷类辅食中甲醛含量的测定。 

关键词: 婴幼儿谷类辅食; 甲醛; 柱前衍生; 高效液相色谱法 

Determination of formaldehyde in infant cereal-based supplementary  
food by high performance liquid chromatography with 

 pre-column derivatization 

QIU Fu-Bao*, LU Li-Ming, XUE Rong-Xuan, CHEN Hua-Yi 
(Zhongshan City Center of Disease Control and Prevention, Zhongshan 528400, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of formaldehyde in infant cereal-based supplementary food 

by high performance liquid chromatography with pre-column derivatization. Methods  Formaldehyde in the samples was extracted 

with sodium citrate buffer solution and acetonitrile mixture containing 2,4-dinitrophenylhydrazone, and the resulting 

formaldehyde-2,4-dinitrophenylhydrazone was eluted with acetonitrile-water (70:30, V:V) on a chromatographic column (4.6 

mm×150 mm, 2.7 μm). The column temperature was 30 ℃, the flow rate was 0.5 mL/min, the detection wavelength was 355 nm, 

and the quantitative analysis was performed by external standard method. Results  The detection limit and quantitative limit were 

0.03 mg/kg and 0.10 mg/kg, respectively. The average standard recoveries were 86.8%-89.0% at the 3 standard levels (1.00, 5.00, 

and 10.0 mg/kg), and the relative standard deviations were 0.7%‒2.1%. Conclusion  The established method is simple, sensitive 

and reproducible, which is suitable for determination of formaldehyde in infant cereal-based supplementary food. 
KEY WORDS: infant cereal-based supplementary food; formaldehyde; pre-column derivatization; high 

performance liquid chromatography 
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1  引  言 

甲醛又称蚁醛, 是一种无色、有刺激性味道的气体, 
常温下易溶于水和乙醇, 已被世界卫生组织列为一类致癌

物质[1,2]。甲醛本身具有防腐杀菌的作用, 且成本低廉, 在
面食和水发食品中可以起到改变色泽、增加韧性和改善口

感的效果, 因此常被不法商家所使用[3]。食品中甲醛的来

源途径主要有动植物天然代谢产生、原(辅)料中引入、人

为非法添加和环境污染等这几种[4]。当人体内吸收甲醛浓

度过高时, 其会与蛋白质分子发生交联、凝固, 进而引起

人体免疫力下降, 严重者还会引起细胞核基因突变[5]。婴

幼儿谷类辅食是以一种或多种谷物为主要原料, 且谷物占

干物质组成的 25%以上, 添加适量的营养强化剂和(或)其
他辅料, 经加工制成。市面上的婴幼儿谷类辅食分为婴幼

儿谷物辅助食品、婴幼儿高蛋白谷物辅助食品、婴幼儿生

制类谷物辅助食品和婴幼儿饼干或其他婴幼儿谷物辅助食

品[6]。婴幼儿一般 4~6 个月时需开始添加辅食, 以训练其

吞咽咀嚼能力, 从流食开始慢慢过渡为固体食物。因此, 
加强婴幼儿谷类辅食中甲醛的检测和市场监管对婴幼儿的

健康成长具有极其重要的意义。 
目前, 食品中甲醛检测方法主要有分光光度法[7,8]、气

相色谱法[9,10]、气相色谱-质谱联用法[11]、液相色谱法[12‒16]、

液相色谱-质谱联用法[17,18]和快速检测法[19]。其中快速检测

法在定量方面准确度不够理想, 分光光度法灵敏度欠佳且

比色时受干扰因素较多, 色谱法及色谱-质谱联用法在甲

醛定性和定量检测方面均具有优势。本文通过研究以 2,4-
二硝基苯肼(2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH)为甲醛衍生

化试剂, 优化提取和衍生条件, 直接衍生提取婴幼儿谷类

辅食中的甲醛, 用高效液相色谱法测定。以期为大批量婴

幼儿谷类辅食中甲醛的测定提供方法参考, 为执法部门对

婴幼儿谷类辅食市场监管提供执法依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 1100 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测器, 
美国 Agilent 公司); Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore
公司); UX620H 电子天平、SevenMulti 系列 pH 计(瑞士

Mettler Toledo 公司); Multi reax 振荡器(德国 Heidolph 公

司 ); 3K15 台式高速冷冻离心机 (德国 Sigma 公司 ); 
SWB-2000 恒温水浴摇床 (天津奥特塞恩斯仪器有限公

司)。 
甲醛标准溶液(9.69 mg/mL, 中国计量科学研究院); 

乙腈(色谱纯, 德国 Merck 公司); 2,4-二硝基苯肼、无水

磷酸氢二钠、二水柠檬酸钠、一水柠檬酸、三水乙酸钠、

冰乙酸(分析纯 , 国药集团化学试剂有限公司 ); 实验用

水均为超纯水。 
婴幼儿谷类辅食样品购于当地超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液的配制 
2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液: 称取 200 mg 纯化后的

2,4-二硝基苯肼 , 用乙腈溶解并定容至 100 mL, 配得  
2 g/L 的 2,4-二硝基苯肼-乙腈溶液;  

磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液 : 分别称取 14.626 g
无水磷酸氢二钠和 10.190 g 一水柠檬酸, 各用水定容至

1000 mL, 2 者在 pH 计监测下取不同体积混合, 配得 pH
为 5.0 的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液;  

柠檬酸钠缓冲溶液: 分别称取 17.352 g 二水合柠檬

酸钠和 5.6 g 一水柠檬酸, 各用水定容至 1000 mL, 2 者

在 pH 计监测下取不同体积混合, 配得 pH 为 5.0 的柠檬

酸钠缓冲溶液;  
乙酸钠缓冲溶液: 称取 19.054 g 三水乙酸钠, 用水

定容至 1000 mL, 在 pH 计监测下用冰乙酸调节, 配得

pH 为 5.0 的乙酸钠缓冲溶液。 
2.2.2  样品前处理 

称取 2.0 g 粉碎均匀的样品 (精确至 0.001 g)于    
50 mL 具塞聚四氟乙烯离心管中, 依次加入 12 mL 柠檬

酸钠缓冲溶液、200 μL 2,4-二硝基苯肼 -乙腈溶液和   
7.8 mL 乙腈, 涡旋混匀后置于 60 ℃恒温振荡水浴箱中

反应 40 min, 取出迅速冷却至室温, 8000 r/min 离心 5 
min, 取上清液过 0.45 μm 混合相滤膜后上机测定。 
2.2.3  仪器条件 

色谱柱为 Agilent Poroshell 120 EC-C18(4.6 mm× 
150 mm, 2.7 μm); 柱温为 30 ℃; 流动相为乙腈-水(70: 
30, V:V), 等度洗脱 ; 流速为 0.5 mL/min; 进样量为    
10 μL; 检测波长为 355 nm。 
2.2.4  标准溶液的制备 

取适量甲醛标准原液用水稀释为 100 mg/L 和    
10 mg/L 的甲醛标准中间液。分别吸取不同体积的 2 种

甲醛标准中间液置于 50 mL 具塞聚四氟乙烯离心管中, 
补加柠檬酸钠缓冲溶液至 12 mL, 再加入 200 μL 2,4-二
硝基苯肼-乙腈溶液和 7.8 mL 乙腈, 余下操作按 2.2.2 进

行。将最终制得浓度为 0.025、0.05、0.10、0.25、0.500、
1.00、2.00 mg/L 的标准溶液系列上机测定。 

3  结果与分析 

3.1  检测波长的选择 

本实验选用 2,4-二硝基苯肼作为甲醛的衍生试剂 , 
利用二极管阵列检测器(diode array detector, DAD)进行

检测。如图 1 所示, 2,4-二硝基苯肼及其与甲醛的衍生物

(2,4- 二 硝 基 苯 腙 , 甲 醛 -DNPH) 的 紫 外 吸 收 光 谱 在   
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355 nm 处均有较大吸收, 而且在乙腈-水(70:30, V:V)等
度洗脱条件下 2 者分离情况良好, 故选用 355 nm 作为检

测波长。 
 

 
 

图 1  DNPH 和甲醛-DNPH 紫外吸收光谱图 
Fig.1  The UV absorption spectrogram of DNPH and 

formaldehyde-DNPH 
 

3.2  衍生剂用量的选择 

甲醛与 2,4-二硝基苯肼衍生化反应的摩尔等量关系为

1:1, 为保证甲醛尽可能地衍生化, 一般会加入过量的 2,4-二
硝基苯肼。在 4 个离心管中加入 400 μL 浓度为 100 mg/L 甲

醛标准溶液, 依次加入约 1.0、1.2、1.5、2.0 倍摩尔比的 2 g/L 
2,4-二硝基苯肼(分别为 130、160、200、260 μL), 补加超纯

水至 20 mL, 混匀, 在 60 ℃恒温振荡水浴反应 1 h 后上机测

定。结果如图 2所示, 随着 2,4-二硝基苯肼加入量的增加, 甲
醛衍生物峰面积随之增加, 并在约 1.5 倍摩尔比时达到较高

峰值, 随后峰面积增长趋势缓慢。本实验最终选取 2 g/L 2,4-
二硝基苯肼的加入量为 200 μL。 

 

 
 

注: 甲醛浓度为 2.00 mg/L。 
图 2  DNPH/甲醛加入摩尔比(n=3) 

Fig.2  The molar ratio of DNPH and formaldehyde (n=3) 

3.3  提取溶液的选择 

洪月玲等[15]认为甲醛与 2,4-二硝基苯肼的衍生反应

在弱酸性缓冲溶液体系下灵敏度较高。本研究配制了 pH
为 5 的乙酸钠-乙酸(A)、柠檬酸钠-柠檬酸(B)和磷酸氢二

钠 - 柠 檬 酸 (C)3 种 缓 冲 溶 液 , 将 缓 冲 溶 液 - 乙 腈 各     
10 mL(1:1, V:V)混合后作为提取溶液, 其他实验条件均

相同的情况下将甲醛标准和实际样品同时进行衍生。结

果如图 3a 所示, 在柠檬酸钠-柠檬酸和磷酸氢二钠-柠檬

酸 2 种缓冲溶液中 , 甲醛衍生物峰面积响应相差不大 , 
且均比乙酸钠-乙酸缓冲溶液高。 

选取柠檬酸钠缓冲溶液作为水相提取溶液 , 进一

步调节其与乙腈的比例, 结果如图 3b 所示, 当柠檬酸钠

缓冲溶液与乙腈的体积比例为 12:8 时, 甲醛衍生物峰面

积响应最佳。实验最终选取了柠檬酸钠缓冲溶液-乙腈体

系(12:8, V:V)作为提取溶液。 

3.4  衍生条件的优化 

本实验选取了室温、45、50、55、60、65、70 ℃为衍

生温度, 衍生时间为 60 min, 进行衍生实验。结果如图 4a
所示, 随着温度的升高, 衍生产物峰面积呈升高趋势, 升至

60 ℃之后峰面积呈稳定状态。 
在 60 ℃衍生温度下进一步选取 10、20、30、40、50、

60、70 min 为衍生时间。从图 4b 可以看出, 随着反应时间的

增长, 甲醛标准的衍生物峰面积在 20 min 后增长缓慢, 实际

样品的衍生物峰面积在 40 min 后增长亦趋于稳定。综合考虑

实验时间和衍生灵敏度后, 最后选择反应温度为60 ℃和衍生

时间为 40 min。 

3.5  线性关系、方法检出限和定量限 

将配制好的甲醛标准溶液系列在上述色谱条件下进行检

测, 2.00 mg/L 甲醛标准溶液色谱图如图 5 所示。以甲醛质量浓

度为横坐标(X), 以甲醛-DNPH 峰面积为纵坐标(Y), 绘制工作

曲线用于定量分析。所得甲醛-DNPH 在 0.025~2.00 mg/L 浓度

范围内线性关系良好, 线性方程为 Y=0.1843X+4.0384, 相关

系数为 0.9993。按取样量 2 g, 定容体积 20 mL 计算, 以空白

实验的3倍和10倍基线噪音与峰高回归方程斜率比值对应的

浓度分别为方法检出限(limit of detection, LOD)和方法定量限

(limit of quantitation, LOQ), 所得检出限和定量限分别为  
0.03 mg/kg 和 0.10 mg/kg。 

3.6  回收率和精密度 

在称好的婴幼儿米粉样品中分别添加 3 个水平(1.00、
5.00、10.0 mg/kg)的甲醛标准溶液, 每个水平设置平行样各

6 份, 按照 2.2.2 建立的方法进行前处理并上机测定, 计算加

标回收率和相对标准偏差。从表 1 中可以看出, 在扣除样本

本底后 3 个添加水平的平均加标回收率为 86.8%~89.0%, 相
对标准偏差为 0.7%~2.1%, 说明婴幼儿米粉中干扰甲醛衍

生物的基质较少, 该方法具有良好的回收率和精密度。 
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图 3  缓冲溶液选择及其与乙腈提取条件优化(n=3) 
Fig.3  Optimization of extraction conditions of buffer solution and acetonitrile (n=3) 

 

 
 

 

 

 
图 4  衍生温度和衍生时间优化(n=3) 

Fig.4  Optimization of derivatization temperature and time (n=3) 
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图 5  2.00 mg/L 的甲醛标准溶液色谱图 
Fig.5  Chromatogram of formaldehyde standard solution (2.00 mg/L) 

 

3.7  实际样品的测定 

用上述建立的方法对留样室中部分婴幼儿谷类辅

食样品进行测定, 测定结果见表 2。由表中可以看出, 本
方法测定结果与标准检测方法 GB/T 21126-2007《小麦

粉与大米粉及其制品中甲醛次硫酸钠含量的测定》 [20]

测定的结果相近, 2 者的相对偏差在 10%以内。 

4  结  论 

本研究建立了在柠檬酸钠缓冲溶液-乙腈混合体系

中以 2,4-二硝基苯肼与婴幼儿谷类辅食的甲醛衍生提取

后直接测定的高效液相色谱分析方法。该方法将甲醛提

取和衍生化同步进行 , 操作简便 , 前处理时间少 , 方法

检出限低于 GB/T 21126-2007《小麦粉与大米粉及其制

品 中 甲 醛 次 硫 酸 钠 含 量 的 测 定 》 [20] 中 的 检 出 限     

(0.08 μg/g), 且本方法与现行国家标准方法对样品的测

定结果相近 , 回收率和精密度均能满足实验要求 , 适用

于婴幼儿谷类辅食中甲醛含量的测定。 
 

表 1  婴幼儿米粉中甲醛平均加标回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 1  Average recoveris and RSDs of formaldehyde in infant supplementary food (n=6) 

本底值/(mg/kg) 加标水平/(mg/kg) 
测定结果/(mg/kg) 

平均回收率/% 相对标准偏差/%
1 2 3 4 5 6 

0.39 

1.00 1.32 1.29 1.25 1.28 1.26 1.25 88.5 2.1 

5.00 4.69 4.72 4.79 4.72 4.71 4.75 86.8 0.7 

10.0 9.30 9.19 9.36 9.33 9.20 9.36 89.0 0.8 

 
 

表 2  实际样品检测结果 
Table 2  Results of formaldehyde in different samples 

样品 本方法/(mg/kg) GB/T 21126-2007/(mg/kg) 相对偏差/% 

菠菜营养米粉 0.22 0.24 8.7 

婴幼儿营养奶米粉 0.11 0.12 8.7 

胡萝卜营养米粉 1.56 1.52 2.6 

婴幼儿营养面条 0.28 0.26 7.4 

黑米紫薯粒粒面 0.48 0.46 4.3 
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