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超高效液相色谱-变波长法快速检测糕点中 

6种食品添加剂 

王承业, 谭高好, 吴基任, 尹青春, 万  娜, 高云慨* 

[海南省食品检验检测中心, 国家市场监管重点实验室(热带果蔬质量与安全), 海口  570311] 

摘  要: 目的  建立一种快速的超高效液相色谱(ultra performance liquid chromatography, UPLC)-二极管阵列

变波长检测方法, 在 10 min 内同时测定糕点中安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸和纳他霉素 6 种

食品添加剂。方法  样品经 20%甲醇水溶液(含 2 mmol/L 甲酸)提取, 乙酸锌、亚铁氰化钾沉淀蛋白, 以甲醇

和 20 mmol/L乙酸铵溶液(含 2 mmol/L甲酸)作为流动相梯度洗脱, 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100 mm× 

4.6 mm, 2.7 μm)色谱柱分离, 二极管阵列-变波长检测。结果  6 种食品添加剂在 0.1~100.0 μg/mL 范围内线性关

系良好, 相关系数均大于 0.999, 回收率为 83.0%~110.2%, 相对标准偏差为 0.56%~5.96%。安赛蜜、糖精钠、苯

甲酸、山梨酸、脱氢乙酸和纳他霉素的检出限为 0.11~0.29 mg/kg, 定量限为 0.38~0.97 mg/kg。结论  该方法前

处理简单, 分析时间短, 重现性好, 适合用于糕点中 6 种食品添加剂的大批量检测。 
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Rapid determination of 6 kinds of food additives in pastry by ultra 
performance liquid chromatography with variable wavelength 

WANG Cheng-Ye, TAN Gao-Hao, WU Ji-Ren, YIN Qing-Chun, WAN Na, GAO Yun-Kai* 

(Hainan Institute for Food Control, Key Laboratory of Tropical Fruits and Vegetables Quality and Safety  
for State Market Regulation, Haikou 570311, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid detection method of ultra performance liquid chromatography 

(UPLC)-diode array with variable wavelength, and simultaneously determine 6 kinds of food additives, including 

acesulfame potassium, sodium saccharin, benzoic acid, sorbic acid, dehydroacetic acid and natamycin in pastries within 

10 minutes. Methods  Samples were extracted by 20% methanol aqueous solution (containing 2 mmol/L formic acid), 

protein was precipitated by zinc acetate and potassium ferrocyanide, methanol and 20 mmol/L ammonium acetate 

solution (containing 2 mmol/L formic acid) were used as mobile phase gradient elution, and Agilent Poroshell 120 

EC-C18 (100 mm×4.6 mm, 2.7 μm) column was used for separation, and diode array-wavelength-changing detection was 

used. Results  The linear relationships of the 6 kinds of food additives were good within the range of 0.1‒100.0 μg/mL, 

with correlation coefficients greater than 0.999, recoveries of 83.0%‒110.2%, and relative standard deviations of 

0.56%‒5.96%. The limits of detection for acesulfame potassium, sodium saccharin, benzoic acid, sorbic acid, 
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dehydroacetic acid and natamycin were 0.11‒0.29 mg/kg, and the limits of quantitation were 0.38‒0.97 mg/kg. 

Conclusion  This method has the advantages of simple pretreatment, short analysis time and good reproducibility, 

and is suitable for mass detection of 6 kinds of food additives in pastry. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography; variable wavelength; pastry; rapid analysis 
 

 
0  引  言 

食品添加剂是用于改善食品品质, 延长其保鲜期, 便

于食品加工和增加营养成分的化学合成物或天然物质[1‒2]。

在糕点的生产中, 常用食品添加剂来改善糕点的色、香、

味等品质, 以及防腐[3]。安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、山梨

酸、脱氢乙酸和纳他霉素这 6 种添加剂是糕点生产过程中

常用的食品添加剂[4]。安赛蜜、糖精钠是甜味剂[5‒6], 苯甲

酸、山梨酸、脱氢乙酸以及纳他霉素是防腐剂[7], 它们在

国家标准中都有限量规定, GB 2760—2014《食品安全国家

标准 食品添加剂使用标准》对于添加剂的使用品种、使

用范围及使用量有严格的规定 , 并制定了相应的检测方

法。相应的检测方法有: SN/T 3538—2013《出口食品中六

种合成甜味剂的检测方法 液相色谱-质谱/质谱法》、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》、GB 5009.121—2016《食品中脱氢乙

酸的测定》、GB/T 21915—2008《食品中纳他霉素的测定 

液相色谱法》。GB 2760—2014 中还规定: 同一功能的食

品添加剂在混合使用时, 各自用量占其最大使用量的比

例之和不应超过 1, 但部分糕点食品添加剂使用超标现象

十分严重 [8], 对人体健康造成很大的潜在危害 [9] 。

2016—2019 年国家食品安全抽检计划中的糕点, 其各类

型指标不合格项次情况中, 因食品添加剂不合格的占比

为 43.19%[10], 说明糕点中的食品添加剂在监管上还需进

一步加强。相应的标准方法中没有同时检测这 6 种添加

剂, 安赛蜜采用的标准方法是液相色谱-质谱/质谱法, 检

测成本高, 糖精钠、苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸、纳他霉

素采用的标准方法是常规液相色谱仪进行分析, 分析时

间长, 试剂耗用量大, 因此, 开发一个能够同时检测这 6

种食品添加剂, 将分析时间和分析成本大大降低的快速

检测方法显得很有必要。 

目前, 6 种添加剂常用的检测方法有气相色谱法[11‒12]、气

相色谱-串联质谱法[13]、液相色谱法[14‒15]及超高效液相色

谱-串联质谱法等[16‒18]。高效液相色谱法中的分析时间大多

在 20 min[19‒20], 甚至达 30 min[21‒22], 耗时较长。液相色谱

法大多报道研究的是同时检测安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、

山梨酸、脱氢乙酸等添加剂[23‒25], 少有报道同时测定纳他

霉素和安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、山梨酸、脱氢乙酸等添

加剂的研究[26]。目前报道同时测定 6 种添加剂的常见分析

方法多为超高效液相色谱-串联质谱法[27], 分析所用时间

最短, 但前处理要求高, 试剂耗材成本较高, 不利于大批

量筛查检测。超高效液相色谱法近年来多被应用于食品

检测中, 具有时间短、分析速度快、试剂消耗少的特点, 

也用于食品添加剂的检测, 但是极少有报道单通道中快

速同时检测本研究中 6 种食品添加剂。本研究旨在建立

一种糕点中安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、山梨酸、脱氢乙

酸、纳他霉素的超高效液相色谱的快速检测方法, 使其检

测时间缩短至 10 min, 并且利用可变波长, 将 6 种食品添

加剂在单通道中体现出来, 同时利用 6 种食品添加剂的

光谱图作为指纹图库, 将库相似度作为 6 种食品添加剂

的一种定性因子, 提高对 6 种食品添加剂定性的准确度, 

降低食品添加剂监管中误判的风险, 为监管提供可靠的、

快速的检测方法以作参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

1.1.1  实验仪器 

Vanquish 超高效液相色谱仪(配有二极阵列管检测器, 

德国Thermo Fisher Scientific公司); XS205DU十万分之一电

子天平(瑞士梅特勒-托利多公司); Multi Rcax 型涡旋振荡器

(德国 heidolph 公司); SK7200 超声仪(上海 KUDOS 公司); 

5804R 台式高速离心机(德国 Eppendorf 公司)。 

1.1.2  试剂与材料 

甲醇(色谱纯 , 德国默克公司); 甲酸(色谱纯 , 美国

ACS 恩科化学); 乙酸铵(色谱纯, 赛默飞世尔科技公司); 

冰醋酸、乙酸锌(分析纯, 广州化学试剂厂); 亚铁氰化钾

(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 0.22 μm 滤膜(有

机相滤膜, 天津市津腾实验设备有限公司); Agilent Poroshell 

120 EC-C18 (100 mm×4.6 mm, 2.7 μm)色谱柱(美国安捷伦科

技有限公司); Waters ACQUITY UPLC HSS T3 (100 mm×  

2.1 mm, 1.8 μm)色谱柱、Waters ACQUITY UPLC BEH C18 

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)色谱柱(美国沃特世公司)。 

安塞蜜(纯度 99.69%)、苯甲酸(纯度 99.66%)、山梨

酸(纯度 99.18%)、糖精钠(纯度 86.24%)、纳他霉素(纯度

90.41%)(德国 Dr. Ehrenstorfer 公司 ); 脱氢乙酸 (纯度

99.5%, 美 国 Chem Service 公 司 ); 纯 水 由 Milli-Q 

Academic 净化系统制得。 

糕点实际样品均从海口市超市采购。 
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1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液的配制 

标准贮备液(约 10 mg/mL): 称取适量安塞蜜、苯甲

酸、山梨酸、糖精钠、脱氢乙酸和纳他霉素标准品分别

于 10 mL 容量瓶中。安赛蜜、糖精钠用水定容至刻度; 脱

氢乙酸先用适量 2%氢氧化钠溶液溶解 , 再用水定容 ; 

苯甲酸、山梨酸、纳他霉素用甲醇定容, 得标准贮备液。 

标准使用液(1 mg/mL): 适量吸取各个贮备液至同一

50 mL的容量瓶, 用 50%甲醇水定容至刻度, 得 1 mg/mL 标

准使用液, 4℃避光条件下保存。 

1.2.2  标准曲线溶液配制 

分别适量吸取不同体积的标准使用液, 用 7%甲醇水溶

液(含2 mmol/L甲酸)配制成质量浓度范围为0.1~100.0 μg/mL

的混合标准工作液。 

1.2.3  样品前处理  

称取糕点 2 g (±0.1 g)均匀样品于 50 mL 的离心管, 加入 

8 mL 甲酸-甲醇水溶液超声提取 30 min, 8000 r/min 离心 5 min, 

移取上清液至另一50 mL的离心管中, 残渣再按上述操作提取

一次, 合并上清液, 加入 2 mL 乙酸锌溶液(193 g/L)和 2 mL 亚

铁氰化钾溶液(92 g/L), 涡旋混匀, 8000 r/min 离心 5 min, 转移

上清液至 20 mL 容量瓶中, 用 7%甲醇水溶液(含 2 mmol/L 甲

酸)定容至刻度, 摇匀, 经 0.22 μm 滤膜过滤, 上机检测。 

1.2.4  色谱仪条件 

色谱柱: Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100 mm×4.6 mm, 

2.7 μm); 柱温 30℃; 流速: 1.0 mL/min; 进样量: 10 μL; 流

动相 A: 甲醇, 流动相 B: 20 mmol/L 乙酸铵(含 2 mmol/L 甲

酸); 二极管阵列检测器, 检测波长和流动相梯度见表 1。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Program of gradient elution 

时间/min 波长/nm A/% B/% 

0 230 7 93 

0.8 230 7 93 

3.5 230 25 75 

4.5 230 67 33 

5.7 304 67 33 

6.5 304 67 33 

 6.51 304 7 93 

10 304 7 93 
 

1.3  数据处理软件 

实验数据采用 Microsoft Office 365 处理 ; 采用

OriginPro 2019b 对数据进行制图分析; 色谱数据采用变色

龙 Chromeleon 7.2.10 版本处理。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的选择 

2.1.1  色谱柱的选择 

研究了市面上常用的几种色谱柱: Agilent Poroshell 

120 EC-C18 (100 mm×4.6 mm, 2.7 μm)、Waters ACQUITY 

UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) 、 Waters 

ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)。在其

他分离条件相同的情况下, 使用 T3 柱时, 6 种添加剂都出

峰, 但山梨酸和糖精钠分离效果不佳, 使用 BEH C18 柱时, 

6 种食品添加剂在 10 min 内可以很好的分离, 但是峰形较

宽, 使用 EC-C18 柱时, 6 种食品添加剂不仅能够很好的分

离, 且峰形尖锐, 所以本方法采用 EC-C18 柱作为分离色谱

柱。色谱图见图 1。 
 

 
 

图 1  6 种食品添加剂的标准品色谱图(10 μg/mL) 

Fig.1  Chromatograms of the standards for the 6 kinds of food 
additives (10 μg/mL) 

 

2.1.2  提取剂的改进 

6 种添加剂中, 安赛蜜、糖精钠、苯甲酸、山梨酸、脱

氢乙酸常见的提取剂为纯水[24,28‒29], 也有用 50%甲醇水来

提取甜味剂[30]。纳他霉素微溶于水, 在中性环境溶解度较低, 

偏碱性或酸性时, 溶解度会有所提高[31], 一些文献方法中

用甲醇作提取剂[32], 还有用 20%甲醇水作提取剂[33]。本研究

分别探究了①水、②20%甲醇水、③20%甲醇水(含 2 mmol/L

甲酸)3 种提取剂。各提取剂的回收率见图 2。图 2 表明, 用

①作提取剂时, 6 种食品添加剂都能提取出来, 杂质影响小, 

纳他霉素回收率较低, 约在 60%; 用②作提取剂时, 无大的

干扰峰, 6 种添加剂分离效果好, 纳他霉素回收率为 84%; 

③作提取剂时, 基线较好, 且纳他霉素回收率有 91%。考虑

到纳他霉素在偏酸性或偏碱性状态下更容易溶解提取, 因

此本研究采用③20%甲醇水(含 2 mmol/L 甲酸)作提取剂。 

2.1.3  流动相的优化 

以Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100 mm×4.6 mm, 2.7 μm)

作为分析柱, 本研究比较了 4 组流动相, a 组: 20 mmol/L 乙

酸铵溶液-甲醇; b 组: 20 mmol/L 乙酸铵(含 2 mmol/L 甲酸)-

甲醇; c 组: 20 mmol/L 乙酸铵-乙睛; d 组: 10%乙酸水-甲

醇。研究发现, 当流动相为 a 组时, 在 3.300 min, 山梨酸

和糖精钠不能很好分离; 当流动相为 c 组时, 山梨酸在

5.640 min 出峰, 但有明显的杂质干扰, 影响定量; 当流

动相为 d 组时, 只有纳他霉素有良好峰形, 另外 5 种添加



第 18 期 王承业, 等: 超高效液相色谱-变波长法快速检测糕点中 6 种食品添加剂 5927 
 
 
 
 
 

剂分离效果不佳; 当流动相为 b 组时, 6 种物质分离效果

良好且无较大干扰峰 , 纳他霉素的响应也较好 , 色谱图

见图 3。因此, 综合考虑, 本研究选用 b 组: 20 mmol/L 乙

酸铵(含 2 mmol/L 甲酸)-甲醇作流动相。 
 
 

 
 

图 2  各提取剂的回收率(n=3) 

Fig.2  Recovery of each extractant (n=3) 
 
 

 
 

图 3  流动相 a、b、c 组色谱图 

Fig.3  Mobile phase a, b, c group chromatograms 

2.1.4  检测波长的选择 

将 6 种防腐剂用二极管阵列检测器进行全波长扫描, 

安赛蜜的最大吸收波长在 227 nm; 糖精钠的最大吸收波

长在 203 nm; 苯甲酸有两个吸收波长的峰值点, 分别是

200 和 224 nm; 山梨酸的最大吸收波长在 254 nm; 脱氢乙

酸的最大吸收波长在 230 nm; 纳他霉素的最大吸收波长在

304 nm。综上, 本研究设安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖精

钠、脱氢乙酸的检测波长为 230 nm, 纳他霉素的检测波长

为 304 nm, 并设置了时间范围内的可变波长, 实现单通道

波长切换检测。 

2.2  线性关系与检出限  

混合标准工作液的测定按照上述色谱条件进行, 以

添加剂的峰面积为纵坐标 (Y), 质量浓度为横坐标 (X, 

µg/mL), 绘制标准曲线。以 3 倍信噪比(S/N)计算检出限, 

10 倍信噪比(S/N)计算定量限, 线性方程、相关系数和检

出限、定量限结果见表 2。本方法中 6 种添加剂的线性范

围为 0.1~100.0 µg/mL, 相关系数良好, 检出限和定量限均小

于 SN/T 3538—2013 中安赛蜜的测定低限 1.0 mg/kg; GB 

5009.28—2016 中苯甲酸、山梨酸、糖精钠的检出限 5 mg/kg, 

定量限 10 mg/kg; GB 5009.121—2016 中脱氢乙酸的检出限

1 mg/kg, 定量限 3 mg/kg; GB/T 21915—2008 中纳他霉素的

检出限 0.5 mg/kg。 

 
表 2  6 种食品添加剂的线性方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 2  Linear relations, correlation coefficients, limits of 
detection and limits of quantification of 6 kinds of food additives 

名称 线性方程 相关系数 
检出限

/(mg/kg)
定量限

/(mg/kg)

安赛蜜 Y=0.4825X‒0.0041 0.9999 0.15 0.49 

糖精钠 Y=0.4091X‒0.0042 0.9998 0.16 0.52 

苯甲酸 Y=0.5487X‒0.0002 0.9998 0.11 0.38 

山梨酸 Y=0.8234X+0.0323 0.9998 0.17 0.57 

脱氢乙酸 Y=0.8293X‒0.0301 0.9996 0.16 0.54 

纳他霉素 Y=0.2446X‒0.0004 0.9999 0.29 0.97 
 

2.3  方法的加标回收率和精密度 

称取 18份阴性样品, 设置低(5 mg/kg)、中(50 mg/kg)、

高(500 mg/kg)加标水平, 6 份加入标准使用液 0.01 mL 作

为低加标水平 , 6 份加入标准使用液 0.10 mL 作为中加

标水平 , 6 份加入标准使用液 1.00 mL 作为高加标水平。

按照上述方法处理样品及色谱条件进行检测 , 计算 6

种添加剂的回收率和相对标准偏差 (relative standard 

deviations, RSDs), 结果见表 3。表 3 的结果表明, 方法

的回收率为 83.0%~110.2%, RSDs 为 0.56%~5.96%, 实验

结果满足检测要求。 
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表 3  糕点中 6 种添加剂回收率及 RSDs (n=6) 
Table 3  Recoveries and RSDs of 6 kinds of food additives  

in pastries (n=6) 

名称 添加水平 回收率/% RSDs/% 

安赛蜜 

低  98.2 3.05 

中  94.9 3.32 

高  96.9 1.66 

糖精钠 

低 110.2 4.45 

中  94.5 4.60 

高  95.3 2.45 

苯甲酸 

低  97.2 2.22 

中  93.9 1.49 

高  96.7 0.64 

山梨酸 

低  85.0 5.96 

中  89.8 1.84 

高  91.6 0.63 

脱氢乙酸 

低  84.3 2.71 

中  83.0 1.94 

高  89.9 1.27 

纳他霉素 

低  92.9 2.26 

中  90.1 1.68 

高  92.1 0.56 
 

2.4  样品检测结果 

2.4.1  光谱图库的建立及应用 

本研究将 6 种添加剂标准液的光谱建立成标准光谱

库, 将加标样品(5 mg/kg)的光谱进行库中匹配, 如图 4。图

4 说明, 样品中的 6 种添加剂能够很好匹配建立的标准光

谱库, 并且匹配度都大于 900, 提高了超高效液相色谱法

定性 6 种添加剂的准确性。 

2.4.2  实际样品检测结果 

本研究采集了 8 份实际样品, 分别按照 SN/T 3538— 

2013 测定安赛蜜; GB 5009.28—2016 测定苯甲酸、山梨酸

和糖精钠 ; GB 5009.121—2016 测定脱氢乙酸 ; GB/T 

21915—2008 测定纳他霉素, 以及用本研究方法对实际样

品进行处理和检测, 检测结果如表 4。实际样品中, 无安赛

蜜检出, 糖精钠有 1 份检出, 苯甲酸有 1 份检出, 山梨酸和

脱氢乙酸有 4 份检出, 纳他霉素有 2 份检出。将检出值作对

比, 本方法测定结果与各标准方法的测定结果的相对标准

偏差小于 15%, 符合 GB/T 27404—2008《实验室质量控制

规范 食品理化检验》附录 F 中要求的含量为 10~1000 mg/kg

样品的检测结果偏差范围小于 15%, 说明本方法结果准确

可靠。 

 

 
 

图 4  加标样品(5 mg/kg)与标准液的光谱图对比 

Fig.4  Spectral comparison of spiked sample (5 mg/kg) and standard solution 
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图 4(续)  加标样品(5 mg/kg)与标准液的光谱图对比 

Fig.4  Spectral comparison of spiked sample (5 mg/kg) and standard solution 
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表 4  8 份样品检测结果 
Table 4  Detection results of 8 samples 

实际样品 食品添加剂 
本研究结果

/(mg/kg) 
标准方法结果 

/(mg/kg) 
标准偏差

/% 

芒果风味 

蛋糕 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 229.6 239.0  3.9 

脱氢乙酸 112.3 121.0  7.2 

纳他霉素 ND ND / 

纯蛋糕(原味) 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 187.1 180.0  3.9 

脱氢乙酸  73.7  78.6  6.3 

纳他霉素 ND ND / 

榴莲熟了 

风味蛋糕 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 ND ND / 

脱氢乙酸 ND ND / 

纳他霉素  16.2  16.0  1.4 

雪松(乳酸菌 

味蛋糕) 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 ND ND / 

脱氢乙酸 ND ND / 

纳他霉素  14.4  14.1  2.5 

纯蛋糕 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸  10.4   9.9  4.8 

山梨酸 ND ND / 

脱氢乙酸 ND ND / 

纳他霉素 ND ND / 

乳酸菌味软面

包(热加工) 

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸  78.0  68.5 13.8 

脱氢乙酸 102.9 110.0  6.4 

纳他霉素 ND ND / 

表 4(续) 

实际样品 食品添加剂
本研究结果 

/(mg/kg) 
标准方法结果

/(mg/kg) 
偏差
/% 

豪士早餐

吐司面包

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠 ND ND / 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 241.7 236.0  2.4 

脱氢乙酸 146.4 154.0  5.0 

纳他霉素 ND ND / 

长崎蛋糕

安赛蜜 ND ND / 

糖精钠   1.3   1.2  8.3 

苯甲酸 ND ND / 

山梨酸 ND ND / 

脱氢乙酸 ND ND / 

纳他霉素 ND ND / 

注: ND 为未检出; /为无计算值。 

 

3  结  论 

本研究采用超高效液相色谱法 , Agilent Poroshell 

120 EC-C18 表面多孔层色谱柱, 对安赛蜜、糖精钠、苯甲

酸、山梨酸、脱氢乙酸和纳他霉素同时进行检测。每个

糕点样品原来需要采用 4 种不同方法, 每一种方法进样

分析时间都较长 , 并且需要不同的流动相 , 不同检测波

长还需要有不同通道, 而本研究缩短至只需 10 min, 在

单通道中变波长就能完成 6 种食品添加剂的定量分析。

对比国家标准检测方法, 本方法不仅提高了工作效率、节

省了大量试剂, 而且检出限、定量限、回收率和重复性均

符合检测要求。本研究还建立了 6 种添加剂的标准光谱

图库 , 提高了对假阳性样品的判断能力 , 可为监管提供

不同的检测思路。 
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