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高效液相色谱内标法测定
香精香料中的水杨酸

鲍峰伟，郝红玲，何爱民，苏国岁

（河北中烟工业公司 技术中心，河北 石家庄 050051）

摘 要：建立了香精香料中水杨酸的液相色谱检测方法。该方法以甲醇提取样品中的水杨酸，3,4- 二羟
基苯甲酸为内标；梯度洗脱，流动相分别为乙腈和 50mmol·L-1磷酸溶液，DAD检测器检测，内标法定量。结果
表明，水杨酸在 0.05~1.00μg·mL-1范围内线性关系良好，拟合度为 0.9999，回收率为 97.53%~98.13%，相对标
准偏差为 1.08%~1.37%。
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Determination of salicylic acid in flavor and essence by HPLC internal standard method
BAO Feng-wei，HAO Hong-ling，HE Ai-min，SU Guo-sui

（China Tobacco Hebei Industrial Corporation Technology Center，Shijiazhuang 050035，China）

Abstract：The determination method of salicylic acid in flavor and essence was established by high perfor－
mance liquid chromatography. Samples were extracted with methanol. The mobile phase was acetonitrile and
50mmol·L-1 phosphoric acid, gradient elution, DAD detection, quantified by internal standard method. The results
show that the calibration curve of salicylic acid at the concentration range of 0.05~1.00μg·mL-1 was linear （R2=
0.9999）.The recoveries of the salicylic acid ranged from 97.53% to 98.13% with relative standard deviations be－
tween 1.08%~1.37%.
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水杨酸是一种用途广泛的消毒防腐剂，但由于

对人体有一定毒性，摄入一定剂量后会引起呕吐、
腹泻、腹痛等症状[ 1，2 ]，在我国禁止用于食品加工生

产[3 ]。因此，建立水杨酸的准确检测方法具有重要意
义。目前，水杨酸的检测多采用外标法定量[4- 8 ]，但是

由于香精香料种类繁多，基质复杂，在样品处理过

程中难以保证基本一致的提取效率。因此，本文建
立了香精香料中水杨酸含量的高效液相色谱内标

检测方法。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂
Agilent 1200高效液相色谱仪（配有四元梯度

泵、DAD检测器 Agilent公司）；Branson 5510超声
振荡器；LG10- 2.4A高速离心机；AG285 分析天平

（感量：0.1mg，METTLER TOLEDO公司）。
0.45μm有机相滤膜; 甲醇（色谱纯，迪马公
司）；乙腈（色谱纯，百灵威公司）；磷酸（优级纯，国

药集团）；水杨酸（TCI）；3，4- 二羟基苯甲酸（97%，
阿法埃莎）；蒸馏水（电阻率为 18.2MΩ·cm-1）；烟用

香精香料样品取自本实验室，食品用香精香料购于

本地市场。
内标储备液：准确称取 3，4- 二羟基苯甲酸

0.02g，以甲醇定容于 1000mL容量瓶中。内标溶液：
用移液管准确移取 10mL内标储备液，以甲醇定容
至 1000mL容量瓶中。标准储备液：准确称取 0.01g
水杨酸，以甲醇定容于 1000mL容量瓶中。
1.2 样品的制备与分析
准确称取 0.20g样品于 10mL离心管中，加入

5.0mL内标溶液，置于超声振荡器中提取 10min，再
于 10000r·s-1的条件下离心分离 10min，上层清液
经 0.45μm滤膜过滤后进行液相色谱分析。
液相色谱条件：分析柱为 Phenomenex Luna 5μ

C18（2）150×4.6mm；流动相 A为乙腈，流动相 B为
50M磷酸溶液；进样量 10μL；流速 1mL·min-1；测定



波长 205nm；梯度条件为 0~7min 5%A，7~9min 5%
A~40%A，9~14min 40%A~20%A，14~17min 20%A。

2 结果与讨论

2.1 检测波长的选择
分别扫描了 3，4- 二羟基苯甲酸和水杨酸的紫

外光谱图，波长 190~350nm。结果见图 1、2。

图 1 内标物紫外光谱图
Fig.1 UV spectrum of internal standard

图 2 水杨酸的紫外光谱图
Fig.2 UV spectrum of salicylic acid

由图 1，2可见，3，4- 二羟基苯甲酸和水杨酸的
最大吸收波长为分别为 206、204nm，由于两种物质
的最大吸收波长很接近，因此，选择 205nm作为检
测波长。
2.2 流动相和色谱柱的选择
分别比较了不同的流动相 A（甲醇、乙腈）对实
验的影响。结果表明，采用甲醇时，3，4- 二羟基苯甲
酸和水杨酸的出峰时间均比乙腈长，并且样品中的

杂质对 3，4- 二羟基苯甲酸有较强干扰，而采用乙
腈时则不会对测定产生干扰。因此，选择乙腈作为
流动相 A。
分别考查了 ZorbaxSB- C18、PhenomenexLuna 5μ

C18（2）两种色谱柱的分离效果，结果表明，Zorbax
SB- C18柱对 3，4- 二羟基苯甲酸的分离不理想，而
Phenomenex5μC18（2）柱对内标和待测物的分离均达

到了理想的效果，故选用 Phenomenex5μ C18（2）柱作
为分析柱。在本文选择的色谱条件下，标准样品色谱
图和实际样品色谱分别见图 3、4。

图 3 标准样品的色谱图
Fig.3 Chromatogram of standard sample

图 4 实际样品的色谱图
Fig.4 Chromatogram of real sample

2.3 工作曲线
准确移取标准储备液 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0mL，
分别置于 100mL容量瓶中，再各加入 1.0mL内标储
备液，用甲醇定容至刻度并充分摇匀。按 1.2所述色
谱条件系列标准溶液进行色谱分析，以样品与内标

面积比（X）对相应的样品与内标浓度比（Y）进行线
性拟合，拟合方程为：Y = 0.9628X- 0.0013，拟合度
（R2）为 0.9999，线的线性范围是 0.05~1.00μg·mL-1。
将最低浓度的标准溶液进样 10次，方法的检出限
（3σ）为 0.08μg·g-1，定量限（10σ）为 0.28μg·g-1。
2.4 精密度与回收率
以已知水杨酸含量的样品为基质，以 1.24、

4.99、24.99μg·g-1为添加水平，每个添加水平平行
测定 6次，得出方法的回收率与精密度，测定结果
见表 1。
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了极好的催化活性。
2.7 产品的分析鉴定
按本法制得辛酸乙酯产品的折光率为 1.4205，

与文献值[6 ]（1.415～1.420）基本相符，产品为无色透
明，具有白兰地香型香气的液体，红外光谱见图 1。

图 1 产品辛酸乙酯的红外光谱图
Fig. 1 IR spectra of ethyl octanoate

从图 1可知，产品的红外光谱具有下列明显吸
收峰ν（cm-1）为：880.83，1050.05，1088.62，1380.30，
1715.85。其中 1715.85cm-1为酯羰基 C=O的伸缩振
动，1380.30 和 1088.62cm-1 为 C- O- C键的伸缩振
动，与辛酸乙酯的标准 IR 图具有一致的 C=O和
C- O- C的特征吸收峰。

3 结论

正辛酸与无水乙醇以 TiSiW12O40/TiO2为催化剂

合成辛酸乙酯的最佳条件为：醇酸物质的量比为

1.3∶1，催化剂用量为反应物料总质量的 2.0%，反
应时间为 1.5h，反应温度在 206～210℃。在此条件
下，辛酸乙酯的产率达到 68%左右。因此，
TiSiW12O40/TiO2是合成辛酸乙酯的优良催化剂，杂多

酸（盐）配合物是一类较有前途的酯催化剂，具有良

好的应用前景。
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表 1 回收率测定结果
Tab.1 Determination results of recovery

2.5 样品检测
对烟用和食品用香精香料各 6种进行了检测，

烟用香精香料中未检出水杨酸，食品用香精香料中

有 2种检出，含量分别为 1.79、3.27μg·g-1。

3 结论

建立了高效液相色谱测定香精香料中水杨酸

含量的方法。本方法样品处理简单，精密度好、回收
率高，可用于香精香料水杨酸含量的定量检测。
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