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凝胶渗透色谱-气相色谱法测定
豆瓣酱中 6种防腐剂

杨晓凤1, 2 , 侯 � 雪1 , 易盛国1 , 韩 � 梅1
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摘 � 要: 提出了气相色谱法测定豆瓣酱中山梨酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙

酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯共 6种防腐剂含量的方法。豆瓣酱样品用乙醚提取, 所

得提取液须经凝胶色谱净化大分子干扰物质。方法中采用 Biobeads S-X3凝胶渗透色谱净化柱和

乙酸乙酯-环己烷( 1+ 1)混合溶液作流动相,采用 Rx i
�
-17( 0. 25 mm � 30 m , 0. 25 �m)毛细管柱分

离后,用氢火焰离子化检测器检测。6种防腐剂的质量浓度均在 10. 0~ 400 mg � L- 1
范围内与峰

面积呈线性关系,方法的检出限( 3S/ N )在 0. 56~ 0. 74 mg � kg - 1之间。在 3个浓度水平下对方法

的回收率和精密度进行了试验, 测定回收率在 91. 4% ~ 98. 8% 之间, 相对标准偏差 ( n= 5)在

2. 9% ~ 5. 3%之间。
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Abstract: A method o f GC for determination of 6 pr eser vatives, including so rbic acid, benzoic acid, methyl

p-hydroxybenzoate, ethyl p-hydroxybenzoate, propy l p-hydroxybenzoate and buty l p-hydroxybenzoate, in bean

paste was propo sed. T he sample w as extr acted w ith acetonitr ile, and the extr acts obtained w ere pur ified to remove

the macromo lecular impur ities by gel permeation chr omato gr aphy ( GPC) , using t he Biobeads S-X3 GPC column and

a mixed solvent of ethyl acetate and cyclohexane ( 1+ 1) as mobile phase. The 6 preserv ativ es w ere separated on

Rx i�-17 ( 0. 25 mm � 30 m, 0. 25 �m) capillar y co lumn and determined by F ID detector . L inear relationships

betw een values o f peak ar ea and mass concentration of the 6 preserv atives were kept in the same range of 10. 0-

400 mg� L - 1 , with detection limits ( 3S/ N ) in the range o f 0. 56- 0. 74 mg� kg - 1 . Recover y and precision o f the

met hod w ere tested at 3 concentr ation lev els, g iving results of recovery in the r ange of 91. 4% - 98. 8% , and RSD�s

( n= 5) in the r ange of 2. 9% - 5. 3% .
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� � 豆瓣酱是一种调味品, 近年来有关豆瓣酱质量

安全的问题经常被曝光, 主要为微生物指标和防腐

剂超标。山梨酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸甲酯、对羟
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基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁

酯是常用的防腐剂, 添加到豆瓣酱中可抑制微生物

的生长, 防止其腐败变质从而延长保质期, 但防腐剂

超标将危害身体健康。目前, 检测这 6 种防腐剂主

要采用乙醚作为提取剂提取样品, 用气相色谱法测

定[ 1-4] ,但高油脂类的豆瓣酱会出现油脂的测定干
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扰,且容易污染仪器。凝胶渗透色谱净化技术能够

有效去除脂肪、色素等大分子[ 5-6] , 本工作采用凝胶

渗透色谱对豆瓣酱样品进行净化,气相色谱法测定

豆瓣酱中山梨酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸甲酯、对羟

基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁

酯的含量。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂
Agilent 7890气相色谱仪, 配有自动进样器、氢

火焰离子化检测器( FID)检测器; J2 Scient ific 凝胶

渗透色谱仪, 配有 Biobeads S-X3 玻璃柱 ( 22 g ,

19 cm � 2 cm) ;瑞士 B�chi旋转蒸发仪。

混合标准溶液: 称取各标准品 50. 0 mg ,分别置

于 50 mL 容量瓶中, 用丙酮溶解并定容至刻度, 此

防腐剂混合储备溶液的质量浓度为 1. 00 g � L - 1
。

临用时,用丙酮稀释成所需的标准工作溶液。

氯化钠酸性溶液: 称取氯化钠 40 g, 用水溶解

后,加入 6 mol � L- 1
盐酸 2 mL,以水定容至 1 L。

丙酮为色谱纯, 其余试剂均为分析纯。

1. 2 � 色谱条件

色谱柱为 Rx i �-17石英毛细管柱( 0. 25 mm �

30 m, 0. 25 �m) , 载气为高纯氮气 (纯度不小于

99. 999% ) ;进样方式为分流进样, 分流比 10 比 1;

恒流模式, 氮气流量 2. 0 mL � min- 1 , 氢气流量

30 mL �min
- 1
,空气流量 400 mL � min

- 1
;进样口

温度 250 � ,检测器温度 300 � ;柱升温程序: 初始

温度 100 � ,以40 � � min- 1速率升至 170 � ,再以

10 � � min- 1速率升至 220 � 。

1. 3 � 试验方法
1. 3. 1 � 试样提取

称取经匀浆处理的试样 2. 50 g,置于 50 mL 具

塞量筒中,加盐酸( 1+ 1)溶液 0. 5 mL 酸化,分别用

乙醚 25 mL 提取 2次,每次振摇 1 m in,将上层乙醚

提取液移入另一个 50 mL 具塞量筒中,合并乙醚提

取液。用 40 g � L - 1氯化钠酸性溶液 5 mL 洗涤

1次,静止分层后, 将乙醚层通过无水硫酸钠滤入

50 mL旋蒸瓶中, 45 � 旋转蒸发至近干, 用乙酸乙

酯-环己烷 ( 1 + 1) 溶液 10. 0 mL 溶解残渣, 过

0. 45 �m滤膜, 供凝胶渗透色谱净化。

1. 3. 2 � 凝胶渗透色谱净化
取上述提取液过 Biobeads S-X3凝胶渗透色谱

柱,以乙酸乙酯-环己烷( 1+ 1)混合溶液为流动相,

流量为 4. 7 mL � min- 1
,进样量为 5 mL。收集 9~

21 min流出的组分于旋蒸瓶中, 45 � 旋转蒸发至近

干, 用丙酮定容至 5. 0 mL。溶液过 0. 45 �m 滤膜,

在色谱工作条件下进行测定。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 色谱条件的选择

试验中比较了 Rx i
�
-5 ( 0. 25 mm � 30 m,

0. 25 �m)、Rxi �-17( 0. 25 mm � 30 m, 0. 25 �m)和

HP-FFAP( 0. 32 mm � 30 m, 0. 25 �m) 3种色谱柱

对 6种防腐剂分离效果的影响。3种色谱柱都能实

现对 6种防腐剂的基线分离, 但山梨酸、苯甲酸在

Rx i �-5色谱柱上峰形不对称,而 4种对羟基苯甲酸

酯在 HP-FFAP 色谱柱上峰形不对称, 试验选择

Rx i
�
-17色谱柱作为 6种防腐剂的分析柱。综合考

虑 6种防腐剂的色谱峰对称、峰高及分析时间等因

素, 选择的程序升温条件见 1. 2节。6种防腐剂标

准品的色谱图见图 1。

1 � � � 山梨酸; 2 � � � 苯甲酸; 3 � � � 对羟基苯甲酸甲酯;

4 � � � 对羟基苯甲酸乙酯; 5 � � � 对羟基苯甲酸丙酯;

6 � � � 对羟基苯甲酸丁酯

图 1 � 6种防腐剂标准品的色谱图

Fig. 1 � Ch romatogram of stan dards of the 6 preservat ive

2. 2 � GPC净化收集时间的选择
取 1. 00 g � L- 1的 6 种防腐剂混合标准溶液

5 mL过 Biobeads S-X3凝胶渗透色谱柱,采用乙酸

乙酯-环 己烷 混合溶 液作 为流 动相, 流 量为

4. 7 mL � min- 1
,从 8 min 起每 1 m in 收集一份样

品溶液, 共收集 15份样品溶液, 分别在色谱条件下

测定各段流出液中 6 种防腐剂的含量。结果表明:

第 9 min的流出液中开始检出对羟基苯甲酸乙酯、

对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯, 第 21 min

以后的流出液中未检出防腐剂。因此, 选择留出时

间 9~ 21 min作为 6种防腐剂的收集时间。

同时,由豆瓣酱试样 9~ 21 min的提取液色谱图
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可见, 6种防腐剂色谱峰均无杂质峰干扰, 因此豆瓣

酱试样中绝大部分大分子干扰杂质在 9 min 前被去

除掉,表明凝胶渗透色谱净化方法除杂质效果较好。

2. 3 � 标准曲线和检出限
按试验方法对 6种防腐剂混合标准溶液系列进

行测定, 6 种防腐剂的质量浓度均在 10. 0 ~

400 mg � L - 1
范围内与其峰面积呈线性关系, 线性

回归方程、相关系数见表 1。按 3倍信噪比计算方

法的检出限,结果见表 1。

表 1 � 线性回归方程、相关系数和检出限
Tab. 1 � Linear regression equations, correlation coefficients

and detection l imits

名称 线性回归方程 相关系数
检出限

w / ( mg � kg- 1 )

山梨酸 A = 1. 04 �- 5. 44 0. 999 9 0. 64

苯甲酸 A = 1. 14 �- 9. 81 0. 999 8 0. 72

对羟基苯甲酸甲酯 A = 0. 995 �- 2. 74 0. 999 9 0. 56

对羟基苯甲酸乙酯 A = 1. 03 �- 2. 36 0. 999 9 0. 59

对羟基苯甲酸丙酯 A = 1. 06 �- 1. 61 0. 999 9 0. 64

对羟基苯甲酸丁酯 A = 1. 01 �- 0. 048 4 0. 999 9 0. 74

2. 4 � 方法的回收率

在豆瓣酱试样中分别添加一定量的混合防腐剂

标准溶液,添加量分别为 50. 0, 100, 200 mg � kg - 1
,

进行加标回收试验, 结果见表 2。

本工作建立了凝胶渗透色谱( GPC)净化, 毛细

管柱气相色谱法测定豆瓣酱中 6种防腐剂的方法。

GPC能够去除样品中脂肪和色素等大分子杂质, 操

作简单、重现性好、自动化程度高,能够满足大量样

品的快速检测要求, 可很好地用于高脂类样品豆瓣

酱中防腐剂的测定。

表 2 � 回收试验结果( n= 5)
Tab. 2 � Results of test for recovery

名称

加标量

50. 0 mg � kg- 1

加标量

100 mg � kg- 1

加标量

200 m g � kg- 1

回收率

/ %

RSD

/ %

回收率

/ %

RSD

/ %

回收率

/ %

RSD

/ %

山梨酸 91. 4 3. 8 95. 7 5. 3 96. 4 3. 9

苯甲酸 95. 8 3. 4 94. 8 4. 6 96. 3 4. 4

对羟基苯甲酸甲酯 98. 7 4. 3 97. 6 3. 4 97. 2 3. 1

对羟基苯甲酸乙酯 96. 9 4. 6 95. 3 3. 9 97. 3 3. 8

对羟基苯甲酸丙酯 95. 3 2. 9 96. 9 4. 7 91. 7 4. 5

对羟基苯甲酸丁酯 92. 1 4. 7 98. 8 3. 2 92. 4 5. 2
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