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摘　要　建立了高效液相色谱-质谱联用法检测饮料中的苯甲酸。选用 ZORBAX XDB-C18柱

( 50mm×2. 1mm, 3. 5�m)为分析柱, 流动相为乙腈-水, 梯度洗脱,流速为 200�L·min- 1; 质谱条件选用气

动辅助电喷雾离子源 ( ESI) , 检测方式为负离子多离子反应检测( MRM ) ; 苯甲酸校准曲线线性范围为

1—500�g/ L ; 方法加标回收率为 92. 5%—97. 9% ; 相对标准偏差为 3. 13%—6. 94% ( n= 5) ; 方法检出限为

0. 1�g / L (以 3倍信噪比为检出限)。结果表明该方法简便、准确、灵敏、特异,适用于饮料中苯甲酸的测定。
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1　引言
苯甲酸常作为防腐剂广泛添加到饮料中,但过量摄入苯甲酸对人体造成危害, 因此国家标准

GB 2760-2007《食品添加剂使用卫生标准》[ 1]对其最高限量作了规定, 需要对其含量进行检测,确保

消费者的食用安全。目前我国关于饮料中苯甲酸的分析主要是按照国家标准 GB/ T 5009. 29-2003

《食品中山梨酸、苯甲酸的测定方法》进行
[ 2]
,该标准规定苯甲酸的含量测定采用气相色谱法和液相

色谱法。由于单纯的色谱法只通过保留时间进行定性,专属性和特异性较差,易产生假阳性或假阴

性结果。本文用固相萃取法进行样品前处理,高效液相色谱-串联质谱联用仪的多离子反应检测扫

描方式能更准确的定性定量,此检测目前国内未见报道, 效果满意。

2　实验部分

2. 1　仪器、试剂和材料

ABI4000 Q TRAP 三级四极杆质谱仪(美国 AB公司) ,配有电喷雾离子源( ESI) ; 1100液相色

谱系统(美国 Agilent 公司) ; M ill-Q A10超纯水系统(美国 M illipore公司)。

苯甲酸标准品(纯度≥99. 9% ,美国 Sigma公司) ;乙腈(色谱纯,美国 Tedia 公司) ; 甲醇(色谱

纯,美国 T edia公司)。实验用水为超纯水(蒸馏水经过超纯水系统制备)。

2. 2　分析条件

色谱条件: 色谱柱为 ZORBAX XDB-C18柱( 50mm×2. 1mm, 3. 5�m,美国 Ag ilent公司) ; 流动

相为梯度洗 脱程序: 0min, 53%水 ∶ 47%乙腈; 1. 5 min, 40%水∶ 60%乙 腈; 2. 01—8min,



53%水∶47%乙腈;流速为 200�L·min- 1; 进样量 5�L。
质谱条件: 电喷雾 ESI 离子源; 气帘气: 0. 10M Pa; 雾化气 ( GAS1) : 0. 38MPa; 加热辅助气

( GAS2) : 0. 38M Pa;碰撞气 CAD: 高; 喷雾电压 IS: - 4500V;雾化温度: 500℃;检测方式: 负离子多

离子反应检测( MRM ) ;定性定量离子对: m/ Z 121/ 77。

2. 3　样品预处理

取 1mL 样品,用 50%乙腈和 50%水溶液定容为 500mL, Waters固相萃取仪为固相萃取辅助

装置, Waters Oasis HLB柱( 3mL, 60mg ,美国Waters公司)依次用甲醇和水各 2mL 活化,取稀释样

5mL, 减压恒速通过 SPE柱,然后用水 2mL 清洗小柱, 抽干,最后用甲醇 2mL 洗脱,收集洗脱液
[ 3]
,

35℃水浴氮气流下吹干,残留物用流动相(乙腈∶水= 47∶53, V / V ) 1mL 充分溶解后,过0. 45�m滤
膜,取 5�L 进样,进行 HPLC-M S/ MS 分析。

3　结果与讨论

3. 1　液相色谱分析方法的优化

色谱柱选择 ZORBAX XDB-C18柱( 50mm×2. 1mm , 3. 5�m) ,考察甲醇、乙腈、超纯水、乙酸铵
等多种流动相组合条件

[ 4—7]
, 发现流动相为乙腈-超纯水梯度洗脱时,苯甲酸的基质干扰少,质谱响

应信号较强。在该条件下, 苯甲酸保留时间为 1. 18min, 其色谱图见图 1。

图 1　苯甲酸的 MRM 谱图 图 2　苯甲酸的 MS/M S 谱图

3. 2　质谱分析方法的优化

苯甲酸容易失去质子带负电荷, 以苯甲酸标准溶液在质谱 ESI 离子源上正负电压模式同时进

行 Q1全扫描, 证实负电压模式的质谱信号比正电压模式的信号强,故选择负离子检测模式。苯甲

酸的一级质谱丰度最高的离子峰是 m/ Z 121. 0( [ M - H ]
- ) ,对母离子作二级质谱(见图 2) , 碎片

m/ Z 77是苯甲酸母离子丢失甲酸根( [ M - COO
- ] )形成的。选择丰度较高的子离子进行负离子多

离子反应监测( MRM ) , 在 MRM 模式优化质谱参数后, 选择 m/ Z 121. 0/ 77. 0为定性定量分析的

离子对。以保留时间、母离子和子离子作为定性分析标准,使方法的专属性更强,有效避免了样品基

体杂质的干扰。

3. 3　样品前处理条件的优化

采用固相萃取方法操作简便快速,能获得良好的富集倍数, 回收率高, 能减少样品干扰峰和缩

短测定时间。对比不同的洗脱液,发现甲醇比乙腈、二氯甲烷洗脱效果好。

3. 4　线性范围、线性方程与检出限

配制一系列浓度为 1、10、25、50、100、250、500�g·L - 1系列标准溶液, 对方法的线性范围进行
了实验, 以测得的峰面积 y 对浓度 x 作直线回归, 线性关系良好, 校准曲线回归方程为:
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y= 27800x + 24400, r= 0. 9998;定量检出限为 0. 1�g·L - 1。

3. 5　方法的回收率和精密度

采用 2. 3节实验方法,分别添加不同水平的苯甲酸标准溶液,每个浓度的平行样为 5份,将添

加标样处理后的样品上机测定, 其不同添加水平的回收率及精密度取得理想效果,结果见表 1。
表 1　苯甲酸标样不同添加水平的回收率及精密度 ( n= 5)

化合物 添加水平 w ( mg/L ) 平均回收率( % ) RSD( % )

5 92. 5 6. 94

苯甲酸 50 97. 9 3. 13

500 96. 1 4. 72

3. 6　实际样品的测定

采用本方法测定国家实验室比对实验中果汁饮料的苯甲酸含量,结果为 133. 5mg·L
- 1 ,采用

国家标准方法中液相色谱法所得结果为 134. 0mg·L- 1 ,本方法所得结果与国家标准方法测得的

结果基本一致,符合要求。

4　结论
本研究建立的高效液相色谱-质谱联用法测定饮料中的苯甲酸不需要复杂的衍生化操作,前处

理方法简便, 测定方法准确、灵敏度高。
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Abstract　A method for the determinat ion of the content of benzoic acid in drink w as established

by high performance liquid chromatog raphy-mass spect rometry ( HPLC-MS ) . ZORBAX XDB-C18

column ( 50mm×2. 1mm , 3. 5�m) w as used w ith a mobile phase of acetonit rile-w ater at f low rate of
200�L ·min- 1 and gradient elution. Gas auxiliary electrospray ionization source ( ESI) w as used to
detect the benzoic acid by the negat ive elect rospray ionizat ion and mult iple react ion monitoring mode

( MRM ) . The calibration curve of benzoic acid w as linear in the range of 1�g·L- 1 to 500�g·L - 1,
and the detect ion of limitation w as 0. 1�g·L - 1 . The recovery w as 92. 5%—97. 9% , and the RSD was
3. 13%—6. 94%. The method is accurate, sensitive, and specific, and suitable for determ inat ion of

benzoic acid in drink.
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