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[摘要 ] � 目的: 建立豆制品中对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯等防腐剂

的高效液相色谱同时测定方法。方法: 样品经甲醇 /水 ( 50�50, V /V )提取后, 采用 C18色谱柱, 以乙酸 - 乙酸铵缓冲液

( 0. 02 m ol/L, pH = 5. 5) /乙腈为流动相, 采用梯度洗脱分离,在紫外 226 nm波长进行检测。结果: 4种对羟基苯甲酸酯

的加标回收率在 87. 0% ~ 99. 8%范围,其相对标准偏差在 1. 6% ~ 4. 9%范围, 在 0. 1 m g /L~ 25. 0 m g /L范围均具有良好

的线性, 其回归系数均大于 0. 999, 检出限 ( LOD )均为 0. 2 m g /kg,最低定量检出限 ( LOQ )为 0. 7 m g /kg。结论: 本方法简

便、灵敏、重现性好, 能满足豆制品中对羟基苯甲酸酯类残留的监测要求。
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[ Abstract] � Objective: To set up an assay fo r the sim ultaneous ana lysis of four p - hydroxybenzoate preserva tives, such as

m ethy lparaben, ethylpa raben, propy l p- hydroxybenzoate and buty l p- hydroxybenzoa te in soybean products by h igh- perform�

ance liquid chrom atography. Methods: After the p - hydroxybenzoa tes were ex tracted by m e thano l/w ater ( 50�50, V /V ), the

sam ple was separa ted on a C
18

co lumn by a m obile phase consisting of amm onium aceta te- acetate ac id ( 0. 02 mo l/L, pH =

5. 5) / ace ton itr ile in g radient elu tion. Detection w as carr ied out by an u ltrav io le t detec to r a t 226 nm. Resu lts: Calibration curves

o f the four preservatives we re linea rw ith in the range o f 0. 1 mg /L~ 25. 0 mg /L w ith correlation coeffic ients o fm ore than 0. 999,

the lim its o f detection ( LOD ) w ere 0. 2 m g /kg, and the lim its o f quantifica tion ( LOQ ) we re 0. 7 m g /kg. The ex traction recover�
ies w ere betw een 87. 0% ~ 99. 8% , and theRSD s were betw een 1. 6% ~ 4. 9% . Conc lu sion: Th is m ethod is simp le, sens itive,

and accura te, and was suitable fo rm on itor ing the p- hydroxybenzoates residues in soybean products.

[ Key words] � H igh- perfo rm ance liquid chrom atography; Soybean products; P reservatives; P- hydroxybenzoa tes; Res idue a�

na lysis

� � 对羟基苯甲酸酯是一类新一代高效低毒消毒杀菌防腐
剂, 它的抗菌能力比苯甲酸和山梨酸及其盐类强, 应用 pH范

围比苯甲酸和山梨酸及其盐类广, 用量比苯甲酸和山梨酸及

其盐类低得多, 并且使用安全, 经济方便, 对人体刺激较小。

但 Routledge等 [ 1]发现对羟基苯甲酸酯具有弱雌激素活性,这

一发现对原有的对羟基苯甲酸酯低毒性的观点提出了挑战。

欧洲经济共同体 ( EEC)明确规定: 以对羟基苯甲酸计, 食品

中对羟基苯甲酸酯的最高允许含量为 0. 1% , 当几种对羟基苯

甲酸酯复配使用时, 其总量不得超过 0. 1%。目前, 对羟基苯

甲酸酯类化合物的测定方法主要有高效液相色谱法 ( HPLC)
[ 2, 3]、毛细管电泳法 [1]和气相色谱法 [4, 5]等。 GB /T 5009. 31 -

2003采用气相色谱氢火焰离子化检测器测定酱油、醋等食品

中的对羟基苯甲酸酯 [ 5] , 但该方法存在样品前处理步骤繁琐、

灵敏度不高的弱点, 且只测定两种酯类 (对羟基苯甲酸乙酯和

对羟基苯甲酸丙酯 ) ,从而限制了它的使用范围。高效液相色

谱和高效液相色谱质谱联用法是目前主要的食品质量安全检

测方法并且已有广泛的应用 [ 6~ 10]。有关豆制品中对羟基苯甲

酸酯的液相色谱法测定尚未见报道。本文建立了液相色谱法

同时测定豆制品中的 4种对羟基苯甲酸酯类防腐剂含量的方

法, 用于豆制品中防腐剂的监测,获得了满意的结果。

1� 实验部分
1. 1� 试剂与材料

� � 乙腈、乙酸均为 H PLC级 (德国 M erck公司 ), 乙酸铵为分

析纯; 所有的溶剂使用前均用 0. 45 �m 滤膜过滤; 对羟基苯甲

酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲

酸丁酯标准品 ( > 98. 0% , S igm a公司 );
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� � 对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙

酯和对羟基苯甲酸丁酯标准贮备液 ( 1. 0 m g /m l) :分别准确称

取 10. 0 mg对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯

甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯标准品于 4个 10 m l容量瓶中,

分别用少量乙腈溶解后,并用乙腈定容至刻度;

� � 实验用水均来自 M illi- Q纯水系统。

1. 2� 仪器

� � W aters 2695型高效液相色谱仪,包括四元泵、在线真空脱

气机、紫外检测器、柱温箱、自动进样器及 Bree ze化学工作站

(美国W aters公司 ); 全玻璃溶剂过滤器 (美国 W aters公司 );

SB25- 12D型超声波清洗器 (宁波新芝生物科技有限公司 ); 5

号砂蕊漏斗; M illi- Q纯水系统 (美国 M illipore公司 )。

1. 3� 色谱条件

� � 色谱柱: Phenom enex Luna C18柱 ( 250 mm � 4. 6 mm .i d. ,

5 �m ); 流速: 1. 0 m l/m in; 柱温: 35� ; 流动相: 流动相为乙酸

-乙酸铵缓冲溶液 ( 0. 02 m o l/L, pH = 5. 5) /乙腈, 梯度洗脱程

序: 其中乙腈: 0� 3. 0 m in, 保持 30% ; 3. 0 m in� 7. 0 m in, 乙腈

30% � 80% ; 7. 0 m in� 15. 0 m in,乙腈保持 80%。紫外检测波

长为 226 nm,进样体积: 20� l。

1. 4� 样品处理

� � 将样品剪碎混匀或捣碎匀浆, 取混匀后的试样 10. 0 g,放

入烧杯中, 加甲醇 /水 ( 50�50, V /V ) 50 m l超声提取 10 m in后,

提取液用 5号砂芯漏斗过滤转移至 100 m l容量瓶中, 再用甲

醇 /水 ( 50�50, V /V ) 25 m l重复提取, 合并提取液并用纯水定

容至刻度, 经 0. 45 �m滤膜过滤后, 注入 H PLC进行测定。

2� 结果与讨论
2. 1� 流动相的选择

� � 以纯乙腈作为流动相时,对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲

酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯两两未能达

到完全分离, 增加流动相中乙酸 -乙酸铵缓冲溶液的含量, 4

种对羟基苯甲酸酯的分离度显著增大, 但对羟基苯甲酸丁酯

的出峰时间过长, 当以 V(乙腈 ) /V (水 ) = 75�25的流动相等

度洗脱时, 对羟基苯甲酸丁酯的出峰时间超过了 40 m in, 故考

虑采用梯度洗脱。本文采用梯度洗脱, 流动相为乙酸 -乙酸

铵缓冲液 ( 0. 02 mo l/L, pH = 5. 5) /乙腈, 梯度洗脱程序: 其中

乙腈: 0 m in� 3. 0 m in,保持 30% ; 3. 0 m in� 7. 0 m in, 乙腈 30%

� 80% ; 7. 0 m in� 15. 0 m in,乙腈保持 80%。获得了较好的分

离效果, 在 15 m in内可使 4种组分完全分离, 对羟基苯甲酸甲

酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁

酯的保留时间分别为 8. 95 m in、11. 05 m in、12. 13 m in和

13. 62 m in,见图 1。

2. 2� 流速的选择

� � 分别选择流速为 0. 5 m l/m in、0. 8 m l/m in、1. 0 m l/m in和

1. 5 m l/m in进行试验。流速为 0. 5 m l/m in时, 4种待测物虽然

能完全分开, 但是分析时间太长,峰形过宽, 灵敏度下降, 流速

为 1. 5 m l/m in时,虽然出峰时间短, 峰形尖锐, 但是两两之间

难以分离。本研究选择流速为 1. 0 m l/m in, 4种对羟基苯甲酸

酯防腐剂能完全分开 ,分析时间适宜, 峰形好,灵敏度高。

2. 3� 检测波长的选择
� � 分别对 4种对羟基苯甲酸酯在 190 nm ~ 400 nm之间进行

全波长扫描, 尽管它们的紫外吸收峰有一定的差异, 但在

1-对羟基苯甲酸甲酯; 2 -对羟基苯甲酸乙酯; 3 -对羟基苯甲酸丙

酯; 4 -对羟基苯甲酸丁酯

图 1� 4种对羟基苯甲酸酯的标准谱图

205 nm、226 nm和 272 nm 处均有 3个特征吸收峰, 吸收强度

依次增大, 但我们在试验中发现 272 nm处干扰较多,综合考虑

吸收强度及干扰因素, 选择 226 nm作为检测波长,在此波长下

各组分均有较好的检测灵敏度。

2. 4� 线性范围及检出限

� � 准确吸取浓度为 1. 0 m g /m l的对羟基苯甲酸甲酯、对羟基

苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯各 1. 0 m l

于 10 m l容量瓶中, 用乙腈 +乙酸 -乙酸铵缓冲溶液 ( 10+ 90,

V /V )定容至 10 m ,l此混合中间液的浓度为 0. 10 m g /m l。分别

吸取混合中间液 0. 01 m l、0. 05 m l、0. 1 m l、0. 2 m l、0. 5 m l和

2. 5 m l用乙腈 +乙酸 -乙酸铵缓冲溶液 ( 10+ 90, V /V )定容至

10 m ,l 配成浓度分别为 0. 1 mg /L、0. 5 mg /L、1. 0 m g /L、

2. 0 mg /L、5. 0 m g /L和 25. 0 mg /L的标准溶液系列。按所述

的色谱条件进样 20 � l进行分析,获得不同质量浓度下各组分

的峰面积,以质量浓度 ( C, mg /L )对峰面积 ( A )进行线性回归,

结果见表 1。由表 1 可知, 4种对羟基苯甲酸酯防腐剂在

0. 1 mg /L~ 25. 0 m g /L范围均具有良好的线性, 其相关系数均

大于 0. 999。同时采用不含对羟基苯甲酸酯的空白样品进行

检测, 按色谱峰高为噪声高 3倍 ( S /N= 3)相对应的浓度为检

出限 ( LOD ), 结果表明豆制品中 4种待测物的 LOD 均为

0. 2 mg /kg,按 10倍 ( S /N = 10)相对应的浓度为最低定量检出

限 ( LOQ ), 豆制品中 4种待测物的 LOQ 均为 0. 7 m g /kg, 见

表 1。

表 1� 各组分的线性范围及检出限

化合物
线性范围

( mg/L )
线性方程

相关系数

( r)

LOD

(mg /kg)

LOQ

(mg /kg)

对羟基苯甲酸甲酯 0. 1~ 25. 0 A= 112. 03C- 1. 28 0. 9992 0. 2 0. 7

对羟基苯甲酸乙酯 0. 1~ 25. 0 A= 135. 29C- 1. 65 0. 9994 0. 2 0. 7

对羟基苯甲酸丙酯 0. 1~ 25. 0 A= 103. 41C- 2. 03 0. 9992 0. 2 0. 7

对羟基苯甲酸丁酯 0. 1~ 25. 0 A= 107. 32C- 1. 22 0. 9991 0. 2 0. 7

2. 5� 方法的回收率与精密度

� � 取一定量的不添加任何防腐剂的空白豆制品样品, 加入

一定量的对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲

酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯的标准溶液 , 使其最终的添加浓
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度为 1. 0 m g /kg、10. 0 mg /kg和 100. 0 m g /kg,然后按 1. 4方法

处理, 进样分析, 平行测定 6次, 计算其回收率, 结果见表 2。

由表 2可知, 对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基

苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯的回收率在 87. 0% ~ 99. 8%

范围, RSD在 1. 6% ~ 4. 9%范围, 表明本方法具有较好的回收

率和测定精密度。

表 2� 回收率与精密度试验

化合物
加入量

(m g /kg)

测定值

( m g/kg)

回收率

(% )

RSD

(% )

对羟基苯甲酸甲酯 1. 0 0. 93 � 0. 03 93. 0 3. 3

10. 0 9. 43 � 0. 15 94. 3 1. 6

100. 0 98. 5 � 1. 76 98. 5 1. 8

对羟基苯甲酸乙酯 1. 0 0. 87 � 0. 03 87. 0 3. 4

10. 0 9. 44 � 0. 41 94. 4 4. 3

100. 0 88. 3 � 1. 52 88. 3 1. 7

对羟基苯甲酸丙酯 1. 0 0. 97 � 0. 04 97. 0 4. 2

10. 0 9. 45 � 0. 47 94. 5 4. 9

100. 0 99. 8 � 1. 91 99. 8 1. 9

对羟基苯甲酸丁酯 1. 0 0. 98 � 0. 04 98. 0 4. 1

10. 0 9. 33 � 0. 29 93. 3 3. 1

100. 0 88. 8 � 1. 58 88. 8 1. 8

2. 6� 样品分析

� � 采用本方法, 分别对市售的腐乳、豆腐皮、五香豆腐干和

豆腐等样品进行了检测, 结果见表 3。由表 3可知, 市售的腐

乳、豆腐皮、五香豆腐干和豆腐等豆制品中均含有一定量的对

羟基苯甲酸酯, 其含量在 0 m g /kg~ 172. 0 m g /kg范围 ,图 2给

出了豆腐样品的色谱图。

表 3� 实际样品检测结果 ( n= 5)

化合物
样品名称 (m g /kg)

腐乳 豆腐皮 五香豆腐干 豆腐

对羟基苯甲酸甲酯 ND 24. 0 � 1. 7 85. 6 � 2. 4 ND

对羟基苯甲酸乙酯 172. 0 � 4. 5 ND ND ND

对羟基苯甲酸丙酯 63. 7 � 2. 3 55. 9 � 2. 7 ND 43. 9 � 1. 5

对羟基苯甲酸丁酯 ND ND 52. 0 � 1. 2 46. 5 � 0. 6

� � 注: ND代表小于检出限

3-对羟基苯甲酸丙酯; 4 -对羟基苯甲酸丁酯

图 2� 豆腐样品色谱图

3� 结论

� � 建立的高效液相色谱测定方法可同时测定豆制品中 4种

对羟基苯甲酸酯类防腐剂, 具有准确、快速、简便的优点, 能用

于豆制品中对羟基苯甲酸酯类防腐剂的实际监测。
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