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浊点萃取 -高效液相色谱法检测牛奶中苯甲酸

侯文欣 , 商闯 , 杨更亮 3 , 闫永娜 , 张巧霞

(河北大学药学院河北省药物质量分析控制重点实验室 , 保定 　071002)

　　摘 　要 : 建立了基于浊点萃取 (CPE) 测定牛奶中苯甲酸的高效液相 (HPLC) 色谱法。以非离子表面活

性剂聚氧乙烯山梨糖醇酐单月桂酸酯 ( Tween - 20) 为萃取剂 , 考察了萃取剂的浓度、盐的浓度、加热温度

及时间、pH值等因素对浊点萃取效果的影响。CPE方法的优化条件 : Tween - 20的浓度为 3% (V /V )、

(NH4 ) 2 SO4的浓度 300g/L、在 pH值为 4的条件下 90℃萃取 10m in; 色谱条件 : 色谱柱为 Venusil MP C18

(416mm ×150mm, 5μm) , 流动相为乙酸铵水溶液 (0102mol/L) -甲醇 (体积比为 90 ∶10) , 流速为 110mL /

m in, 检测波长 230nm。在上述实验条件下 , 苯甲酸在 012 - 2μg/mL时其浓度与检测信号呈线性关系 , 相关

系数为 019998, 检出限为 01025μg/mL; 在牛奶样品中加标回收率为 98190% ～100116% , 相对标准偏差为

112% ～215%。
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De te rm ina tion of benzo ic acid in m ilk by cloud po int
extrac tion - high pe rfo rm ance liquid chrom a tography de tection
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( Key Laboratory for D rug Quality Control and Analysis of Hebei Province,

College of Pharmacy, Hebei University, Baoding 071002)

Abstract: A method based on cloud point extraction was developed to determ ine benzoic acid in m ilk using high - per2
formance liquid chromatography detection. The non2ionic surfactant Tween - 20 was chosen as extraction solvent, the

extraction parameters affecting extraction efficiency, such as concentrations of Tween - 20 and (NH4 ) 2 SO4 , equilibra2
tion temperature, equilibration time and pH were evaluated and op tim ized. The op timum CPE conditions were: 3%

(V /V) Tween - 20, 300g/L (NH4 ) 2 SO4 , pH4, equilibration temperature 90℃ for 10m in; chromatographic condi2
tions were: mobile phase of ammonium acetate buffer2methanol 90 ∶10 (V /V ) , flow rate 1mL /m in, the detection

wave length 230nm. Under the above op tim ized conditions, the linearity of the calibration curve for benzoic acid was in

the range of 012～210μg/mL, the lim its of detection was 01025μg/mL, the correlation coefficient was 019998. The

recovery for the standard addition of the benzoic acid in the m ilk ranged from 98190% to 100116% , the relative stand2
ard deviations was in the range of 112% ～215%.
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浊点萃取法 ( cloud point extraction, CPE )

是近年来新兴的一种环保型的液液萃取技术 , 是

以中性表面活性剂胶束水溶液的溶解性和浊点现

象为基础 , 通过改变实验参数引发相分离 , 将疏

水性物质与亲水性物质分离 , 与传统的液液萃取

相比 , 此方法具有操作简单、高效、经济 , 不使

用挥发性有机溶剂 , 不影响环境等优点。近年

来 , 此方法作为前处理方法已经有很多报道 , 如

利用浊点萃取富集测试样品溶液中的金属离

子 [ 1 - 6 ]
, 蛋白质的分离纯化 [ 7 ]

, 吲哚 - 3 -丁酸的

测定 [ 8 ]和人尿中的 4种抗凝血鼠药测定 [ 9 ]。CPE

在环境污染物和农药残留检测方面也有应

用 [ 10 - 15 ]。

苯甲酸作为一种食品添加剂 , 具有杀死微生

物或抑制其繁殖的作用 , 但其对人体肝脏、肾脏

均有一定损害 , 且有一定的毒副作用 [ 16 ]。本文使

用聚氧乙烯山梨糖醇酐单月桂酸酯 ( Tween - 20)

为萃取剂 , 结合高效液相色谱法探讨了牛奶中苯

甲酸测定的新方法。

1　实验部分

111　仪器与试剂

JASCO 高效液相色谱仪 (日本 JASCO 公

司 ) , 包括 : PU - 1587泵 , UV - 1575可变波长

检测器 , 南京千谱色谱工作站 ; CT15RT通用低

温离心机 (上海天美生化仪器设备工程有限公

司 ) ; KQ3200B型超声波清洗器 (昆山市超生仪

器有 限 公 司 ) ; Venusil MP C18 ( 416mm ×

150mm, 5μm )。

苯甲酸溶液标准物质 ( 1100mg/mL, 国家标

准物质研究中心 ) ; 30% (V /V ) Tween - 20; 硫

酸铵 ; 乙酸铵水溶液 ( 0102mol/L ) ; 甲醇 ; 盐

酸。所用试剂均为分析纯。

112　实验方法

11211　色谱条件

液相色谱条件 : 流动相为 V ( 0102mol/L 乙

酸铵水溶液 ) ∶V (甲醇 ) = 90 ∶10, 用前过

0145μm 滤膜 , 流速为 1mL /m in, 检测波长为

230nm; 柱温为室温 , 进样量为 510μL。

11212　标准溶液的制备

取 1100mg/mL的苯甲酸标准溶液 , 分别配制

成浓度为 012、014、015、110、210μg /mL 的苯

甲酸标准溶液。

11213　前处理方法

取市售牛奶样品 510mL于 10mL离心试管中 ,

再分别加入 112g (NH4 ) 2 SO4和 110mL30% Tween

- 20, 用超纯水定容至 10mL, 在 80℃水浴中加

热 15m in, 冷却至室温 , 以 5000 r/m in的速度在离

心机中离心 10m in, 取上清液 , 再加入 (NH4 ) 2

SO4使其浓度为 300g/L , 调节 pH值为 4, 摇匀 ,

然后在 90℃水浴中平衡 10m in, 可得到两相 ; 下

层为水相 , 上层为表面活性剂富集相 , 苯甲酸即

被增溶于该相中 , 立即在冰水中冷却 , 吸去水

相 , 将所得表面活性剂富集相用一定量甲醇溶

解 , 过 0145μm滤膜 , 进高效液相色谱仪进行分

析。

2　结果与讨论
211　破乳过程添加剂浓度的选择

为了能够充分破乳 , 去除牛奶中其他物质的

影响 , 在加入表面活性剂之后 , 加入 (NH4 ) 2

SO4、Cu2 SO4、A lCl3、Na2 SO4对牛奶进行破乳 ,

结果发现 (NH4 ) 2 SO4破乳效果好 , 没有颜色干

扰 , 在加入 (NH4 ) 2 SO4后 , 能够很快达到较好的

破乳效果。 (NH4 ) 2 SO4质量浓度为 120g/L时能够

充分破乳。

212　破乳过程离心条件的选择

80℃水浴中加热 15m in破乳 , 然后离心 , 改

变离心转速 ( 4000～9000 r/m in) 和时间 ( 10～

30m in) , 转速低出现絮状漂浮物 , 分层不明显 ,

结果显示转速为 5000 r/m in, 离心 10m in时分层明

显 , 效果最好。提高转速 , 增加离心时间效果没

有明显的提高。

213　浊点萃取条件的选择

参照传统萃取的基本特性可以获得影响浊点

萃取平衡的主要因素有表面活性剂的类型及浓

度、平衡温度和时间、pH值、溶液中电解质的种

类和浓度。本文分别考察了表面活性剂的浓度、

平衡时间和温度、pH值、电解质浓度这几个因素

对实验的影响。图中的萃取率是通过在牛奶中添

加一定量的待测标准物质 , 萃取富集之后 , 进样

得到的实际峰面积与由理论计算得出的峰面积比
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值。

21311　表面活性剂浓度的选择

萃取体系中表面活性剂的浓度会影响到萃取

容量、富集相体积以及浓缩因子 ( Fc) , 继而影

响到萃取效率。表面活性剂的用量少会出现回收

率低、难收集、准确度低、重现性差等问题 ; 用

量过多浓缩因子会减小 , 也可能出现回收率降低

的现象。本实验通过改变 Tween - 20的加入量 ,

使其浓度为 2% ～7% (V /V ) , 来考察表面活性

剂浓度对浊点萃取的影响 , 结果如图 1所示 , 当

表面活性剂浓度为 3%时 , 回收率达到最大 , 浓

度再增大萃取率降低 , 因此 , 选择 3%作为 Tween

- 20的最佳浓度。

图 1　表面活性剂浓度对萃取率的影响

21312　pH值的影响和选择

萃取体系的酸碱度影响目标物在萃取环境中

的存在状态 , 从而影响萃取效率。所测苯甲酸为

弱酸性有机物 , 在碱性条件下易形成盐而溶于

水 , 所以萃取过程 pH值应小于 710。实验选择了

盐酸调节萃取体系的 pH值 , 考察酸度对萃取效

率的影响 , 见图 2。如图所示随着萃取体系 pH值

的增加萃取效率逐渐增大 , 但当 pH 值超过 410

后 , 萃取率反而减小 , 所以选择萃取体系的最佳

pH值为 410。

21313　浊点萃取过程添加剂浓度的选择

为了改善牛奶在浊点萃取后两相的分离 , 本

实验选择加入 (NH4 ) 2 SO4改变 CPE体系的离子

强度。结果如图 3, 实验表明适当的添加剂能够

加快相分离行为 , 降低浊点萃取体系的温度。但

是随着添加剂浓度的增加 , 用甲醇溶解富集相时

相对较为困难 , 且待测液混浊 , 可能是盐析效

应 , 使表面活性剂的疏水性增强 , 在富集相的体

图 2　pH值对回收率的影响

积减少的同时 , 形成刚性液态晶体或以固态富集

相沉淀出来所致 , 增加了后续实验的难度 [ 17 ]。最

后确定添加剂的质量浓度为 300g/L。

图 3　添加剂浓度对回收率的影响

21314　浊点萃取温度和时间的选择

温度对于表面活性剂胶束的性质 , 尤其是分

相后形成的凝聚相体积和含水量均有较大的影

响。为了在较低的平衡温度和最短时间内达到完

全萃取 , 样品按照前面优化条件处理后 , 研究了

在不同温度和时间对萃取效率的影响。结果表

明 , 在 90℃水浴下平衡 10m in萃取率达到最大。

实验的结果表明 pH值、平衡温度和时间对

本实验的影响较其它因素大。

214　线性回归方程及检出限

以色谱峰面积 ( Y) 对浓度 ( X, mg/mL )

进行线性回归 , 得其回归方程为 : Y = 43 10
7
X +

4471134, r = 019998, 表 明 苯 甲 酸 在 012 ～

210μg/mL浓度范围内呈良好线性关系。当信噪
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比为 3时 , 测得苯甲酸的检出限为 01025μg /mL。

215　精密度和回收率

精确量取等量样品三份 , 分别加入一定对照

品溶液 , 每个质量浓度测定五次 , 结果见表 1。

图 4为苯甲酸标准溶液和加标牛奶样品色谱图。

表 1　样品加标回收率实验

本底值

(μg)

添加值

(μg)

检测值

(μg)

回收率

( % )

RSD

( % )

01416 012 01612 99135 112

01416 018 11218 100116 215

01416 115 11895 98190 119

图 4　苯甲酸标准溶液 ( A) 和加标牛奶样品

( B) 的高效液相色谱图

3　结论
采用 Tween - 20对牛奶进行破乳大大简化了

牛奶样品的前处理步骤 , 破乳后样品的萃取和浓

缩可以同时进行 , 不需要再分离净化 , 并且本方

法大大减少了有机溶剂的使用 , 实现了绿色分

析。在本实验条件下 , 回收率可达 98190% ～

100116% , 检出浓度为 01025μg/mL, 可以满足

牛奶中苯甲酸的检测。
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