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摘要：建立了固相萃取 -高效液相色谱（78,-98:6）同时测定水果和果酱中 & 种对羟基苯甲 酸 酯（ 对 羟 基 苯 甲 酸 甲

酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸异丙酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸异丁酯和对羟基苯甲酸丁酯）含量

的方法。经 ;.4/4 9:< 固相萃取柱净化的 样 品 采 用 98:6 分 离，优 化 的 色 谱 条 件 为 采 用 7=%%$>’=-6$’ 色 谱 柱 分

离，流动相为柠檬酸缓冲液 -甲醇（ 体积比为 (’. *!），流速 $/ " %: ? %/@，检测波长 !*’ @%，测定温度 (" A 。& 种对

羟基苯甲酸酯的线性范围为 "/ $ ) !"/ " %B ? :（ ! 0 "/ ### #），回 收 率 为 ’!/ ’C ) $$*/ *C，相 对 标 准 偏 差 为 "/ !C )
&/ ’C（" 0 &）。对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸异丙酯、对羟基苯甲酸丙酯的检出限（ # $ % 0
+）为 "/ $ %B ? DB，定量限（ # $ % 0 $"）为 "/ + %B ? DB；对 羟 基 苯 甲 酸 异 丁 酯 和 对 羟 基 苯 甲 酸 丁 酯 的 检 出 限 为 "/ !
%B ? DB，定量限为 "/ & %B ? DB。该方法简便快速、结果准确、重现性好，可作为测定水果及果酱中多种对羟基苯甲酸

酯的有效方法。
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! ! 防腐剂是现代食品生产、加工、储存等过程中广

泛使用的添加剂，它通过抑制微生物繁殖来达到延

长食品 保 质 期 的 目 的［#，$］。 对 羟 基 苯 甲 酸 酯（ !!
+%-.(/%0,#1("*,&），又 称 尼 泊 尔 金 酯，是 一 类 非 挥

发性的防腐剂，因其 6= 适用范围广、杀菌性能稳定

而在果蔬、酱油、水果汁等食品以及化妆品中应用广

泛［%，&］，目 前 使 用 较 多 的 是 对 羟 基 苯 甲 酸 甲 酯

（4,*+%$ !!+%-.(/%0,#1("*,，@=A）、对羟基苯甲酸

乙酯（,*+%$ !!+%-.(/%0,#1("*,，:=A）、对羟基苯甲

酸 异 丙 酯（ ’&(6.(6%$ !!+%-.(/%0,#1("*,，B9=A）、

对羟 基 苯 甲 酸 丙 酯（ 6.(6%$ !!+%-.(/%0,#1("*,，

9=A）、对 羟 基 苯 甲 酸 异 丁 酯（ ’&(02*%$ !!+%-.(/%!
0,#1("*,，BA=A）和 对 羟 基 苯 甲 酸 丁 酯（ 02*%$ !!
+%-.(/%0,#1("*,，A=A）。由 于 对 羟 基 苯 甲 酸 酯 的

酸性和腐蚀性较强，胃酸过多的病人和儿童不宜食

用含此类防腐剂的食品。C(2*$,-;, 等［’］首次发现

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（::?）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

() #D；当几种对 羟 基 苯 甲 酸 酯 复 配 使 用 时，其 总 量

不得超过 () #D。我国 EA $*"(《 食品添加剂使用卫

生标准》规 定：对 羟 基 苯 甲 酸 酯 类 化 合 物 及 其 钠 盐

（ 以对羟基 苯 甲 酸 计）用 于 新 鲜 水 果 蔬 菜 保 鲜 的 最

大允许使用量为 () (#$ ; F G;，果汁型饮料、果酱（ 不

含罐头）、酱油、酱料中的限量为 () $’ ; F G; 等。

! ! 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（=9>?）［" + ,］、薄层色谱法［-］、

毛 细 管 电 泳 法［#(，##］、气 相 色 谱 法［#$，#%］ 等。 EA
’((-) %# !$((% 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［#&］，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（:=A 和 9=A），从 而 限 制 了 它

的使用范围。有关水果、果酱制品中对羟基苯甲酸

酯的液相色谱测定方法尚未见报道。本文建立了固

相萃取（89:）!=9>? 同时检测水果和果酱中上述 "
种对羟基苯甲酸酯的方法。

!" 实验部分

! ) !" 仪器和试剂

! ! H"*,.& 公司 $"-’ 型 高 效 液 相 色 谱 仪（ 配 二 极

管 阵 列 检 测 器 ）、8%44,*.%!?#,（ $’( 44 . &) "

44，’ !4）色谱柱、H"*,.& I"&’& =>A 固相萃取柱

（" 4>，$(( 4;）；美 国 826,$7( 公 司 826,$7( >?!
?#, 固相萃取柱（% 4>）。

! ! " 种 对 羟 基 苯 甲 酸 酯 标 准 品 的 纯 度 均 不 低 于

--D（ 美国 8’;4" 公司）；甲醇为色谱纯（ 美国天地

试剂公司）；乙醇、柠檬酸均为分析纯；实验用水由

@’$$’6(., 超纯水装置制备。

! ! 标准工作溶液：用甲醇配制 " 种对羟基苯甲酸

酯的单标储备液，质量浓度均为 #(( 4; F >。按实际

检测要求，用 甲 醇 稀 释 得 到 质 量 浓 度 分 别 为 () #(，

() ’(，$) (，’) (，#() ( 和 $() ( 4; F > 的系列混合标准

工作溶液。

! ) #" 样品准备和处理

! ! 称取 ’) ( ; 混合均匀的样品，置于 ’( 4> 具塞

离心 管 中，加 入 $( 4> 乙 醇!水!柠 檬 酸（ 体 积 比 为

*(/ $-) ’/ () ’）混合液，置于水浴中超声波辅助提取

#’ 4’#，在 & ((( . F 4’# 速率下离心 #( 4’#，将上清

液转入容量瓶中；残留物再用 $( 4> 提取液重复提

取 # 次。合并上清液，用提取液定容至 ’() ( 4>，过

滤、离心后，取 $’ 4> 上清液上样于已预先用 #( 4>
甲醇、#( 4> 蒸 馏 水 活 化 处 理 过 的 89: 柱，以 自 然

流速过柱，再用 #( 4> 蒸馏水淋洗 89: 柱，抽干；用

%) ( 4> 甲 醇 洗 脱，控 制 洗 脱 液 的 流 速 不 超 过 #
4> F 4’#；收集洗脱 液，并 用 甲 醇 定 容 至 ’) ( 4>，经

() &’ !4 微孔滤膜过滤，滤液供 =9>? 测定。

! ) $" 色谱条件

! ! 流 动 相：柠 檬 酸 缓 冲 液!甲 醇（ 体 积 比 为 &, /
’$）；流速：#) ( 4> F 4’#；检测波长：$’, #4；柱温：&(
J；进样量：$( !>。以保留时间定性，外标法定量。

#" 结果与讨论

# ) !" 色谱条件的选择

# ) ! ) !" 色谱柱的选择

! ! 考 察 了 美 国 H"*,.& 公 司 的 8%44,*.%!?#, 和

KA.’-;,L@ 色谱柱的分离效果，结果表明两者均能较

好地分离 待 测 组 分。 本 文 选 用 8%44,*.%!?#, 色 谱

柱进行色谱分离。

# ) ! ) #" 流动相的选择

! ! 分别对乙腈!水、甲醇!水和甲 醇!柠 檬 酸 缓 冲 液

% 种流动相 体 系 进 行 考 察，结 果 表 明，以 乙 腈!水 为

流动相时分离度较差，且出现严重的重叠现象；以甲

醇!水 为 流 动 相 时，虽 然 目 标 物 的 分 离 度 较 前 者 要

·’(,·
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好，但该体系需采用梯度洗脱进行分离，而梯度洗脱

导致基线不稳 定，且 使 分 析 时 间 明 显 延 长；以 甲 醇!
柠檬酸缓冲液为流动相，在同等条件下能较好地分

离 # 种对羟基苯甲酸酯类，且能有效地缩短总的分

析时间。此外，还考察了不同体积比的甲醇!柠檬酸

缓冲液对各组分分离的影响，结果显示，以甲醇!柠
檬酸缓冲液（ 体积比为 $! % &’）为流动相最为适合，

分离效果好，色谱峰明显，且保留时间（ !"）合适。

! ! " ! #$ 检测波长的选择

( ( 用二极管阵列检测器在 !)* + &** #$ 之间对

各组分的标 准 溶 液 进 行 光 谱 扫 描。结 果 显 示，# 个

组分中有 ! 个组分在 !$#, ’ #$ 处具有较高的灵敏

度，而另 & 个组分在 !$’ #$ 处有高的灵敏度，因此

本文选择 !$’ #$ 作为检测波长。

! ! !$ 提取溶剂的选择

( ( 对羟基苯甲酸酯类化合物难溶于水，易溶于乙

醇、乙醚等有机溶剂。分别选用乙醇、甲醇作为提取

溶剂进行回收率试验。结果表明，以乙醇和甲醇为

提取溶剂均能获得较高的提取率，且两者的差异不

显著，但甲醇的毒性大，故本文选用乙醇作为提取溶

剂。由于对羟基苯甲酸酯类化合物呈弱酸性，调节

样品溶液的 %& 值为酸性使其以分子状态 存 在，有

利于被有机溶剂萃取。用柠檬酸溶液调节样品溶液

为酸性进行提取，使被测组分的回收率大幅度提高。

因此，本文确定采用在酸性条件下以乙醇为提取溶

剂进行提取。

! ! #$ 固相萃取条件的选择

! ! # ! "$ 固相萃取柱的选择

( ( 根据对羟基苯甲酸酯类化合物的化学性质，考

察了 &’( 和 ’)!))’ 两种固相萃取柱的提取、净化效

果，结果表明两者均可对样品中的对羟基苯甲酸酯

类化合物进行提取和净化，但 &’( 柱的吸附容量更

大（ 为 ))’ 柱的 - + )* 倍），且该柱在干涸情况 下 不

影响被测组分的回收率，得到的提取回收率更高，故

本文采用 &’( 固相萃取柱对样品进行提取和净化。

! ! # ! !$ 洗脱剂（ 甲醇）用量的选择

( ( 用 ), * + $, * $’ 甲醇洗脱固相萃取柱，测定被

测组分的回收率，得到的淋洗曲线（ 见图 )）表明，用

- $’ 甲醇洗脱时，被测组分的回收率 趋 于 稳 定，且

均在 ’’* 以上，因此选 择 用 - $’ 甲 醇 洗 脱 固 相 萃

取柱。

! ! %$ 方法的评价

! ! % ! "$ 标准曲线的线性范围

( ( 在确定 的 色 谱 条 件 下 对 质 量 浓 度 为 *, )，*, $，

!, *，$, *，)*, * 和 !*, * $+ , ’ 的 混 合 标 准 工 作 液 分

别进行测定，以各组分的峰 面 积（"）对 其 质 量 浓 度

图 "$ 不同体积的甲醇对 "#$ 萃取柱上的 & 种

对羟基苯甲酸酯的淋洗曲线

%&’! "$ ()*+&,- .*/012 ,3 & !4567/,8691-:,;+12 ,-
;- "#$ <=( .,)*>- 1)*+17 ?&+5 7&331/1-+
0,)*>12 ,3 >1+5;-,)

（#，$+ , ’）进行线性回归。结果显示，# 种对羟基苯

甲酸酯类化合物在 *, ) + !*, * $+ , ’ 的范围内呈良

好的线性关系，相关系数均为 *, ... .。# 种对羟基

苯甲酸酯类化合物标准溶液的色谱图见图 !。

图 !$ & 种对羟基苯甲酸酯类化合物标准

溶液的高效液相色谱图

%&’! !$ "=#@ .5/,>;+,’/;> ,3 ; >&817 2,)*+&,-
,3 & !4567/,8691-:,;+1 2+;-7;/72

) - .&(；! - /&(；- - 01&(；& - 1&(；$ - 0(&(；# - (&(-

! ! % ! !$ 检出限和定量限

( ( 选取苹果和果酱样品，按 ), ! 和 ), - 节方法操

作，测定方法的检出限和定量限。结果显示，对羟基

苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸异丙

酯、对羟基苯甲酸丙酯、对羟基苯甲酸异丁酯和对羟

基苯甲酸丁酯的检出限（ $ % & / -）分别为 *, )，*, )，

*, )，*, )，*, ! 和 *, ! $+ , 2+；最低定量限（$ % & / )*）

分别为 *, -，*, -，*, -，*, -，*, # 和 *, # $+ , 2+。

! ! % ! #$ 准确度和精密度

( ( 选取苹果、雪 梨 以 及 果 酱 样 品，分 别 添 加 *, )，

*, $，$, * 和 !*, * $+ , 2+ & 个 水 平 的 对 羟 基 苯 甲 酸

酯类化合物标准品，按 ), ! 和 ), - 节 方 法 进 行 加 标

回收率测定，每一加标水平平行测定 # 次，计算平均

回收率。同时 做 样 品 空 白 实 验。结 果 表 明，# 种 对

·#*’·
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羟基苯甲 酸 酯 类 化 合 物 的 加 标 回 收 率 在 #$% #" &
’’(% (" 之间，不同样品在不同加标水平下的回收率

较稳定；不同加标水平下对羟基苯甲酸酯在苹果、雪

梨和果 酱 样 品 中 的 相 对 标 准 偏 差（ #$%）分 别 为

)% (" & "% #"，)% *" & (% +" 和 )% $" & (% ,"，其精密

度满足水果和果酱中对羟基苯甲酸酯类化合物含量

的分析要求。加标回收率和精密度结果见表 ’。果

酱样品加标色谱图见图 *。

表 !" 水果和果酱中对羟基苯甲酸酯的加标回收率和测定精密度（! # $）

!"#$% !" &%’()%*+%, "-. /*%’+,+(-, (0 12% 3%12(. 0(* "425.*(65#%-7("1%, +- 0*8+1, "-. 9"3,（! # $）

&’()’*+,
-,,., /

（(0 / 10）

-))2.
3.4’5.36 / " #$% / "

$+’7 ).83
3.4’5.36 / " #$% / "

98(
3.4’5.36 / " #$% / "

:;< ) = ’ ## = * * = - ## = ( * = ) #" = # + = +
) = ( #, = + $ = ( ,) = ’ $ = + ,) = - * = +
( = ) ,( = " ) = - ," = + ) = + ,( = $ ’ = )

$) = ) ’)) = * ) = , ’)$ = - ) = ( ’)) = * ) = -
>;< ) = ’ #, = - $ = , ,) = - $ = ( ,( = $ + = (

) = ( ,$ = * $ = ’ ,$ = - ’ = " ,* = ’ $ = +
( = ) ," = ) ’ = ’ ,# = ( ) = - ," = - ’ = )

$) = ) ’)+ = * $ = * ’)" = * ) = * ’)( = " ’ = #
?@;< ) = ’ ,’ = * " = ) ,’ = * ’ = , ,) = # ( = ,

) = ( ,- = * $ = # ,- = + ’ = ) ,- = ( $ = #
( = ) ’)+ = # ) = # ’)- = # ’ = * ’)( = ’ ’ = (

$) = ) ’), = ’ ’ = " ’’( = ( ) = " ’), = - ’ = $
@;< ) = ’ #" = ( + = # ,+ = * $ = - #( = ( + = (

) = ( ,+ = ’ $ = # ,$ = " $ = ) ,* = ( $ = *
( = ) ,+ = " ’ = ( ’)$ = " $ = $ ,( = ) ) = ,

$) = ) ,- = ( ) = - ’)$ = ) ) = # ,- = - ) = (
?<;< ) = $ #( = ) ( = # #( = # ( = + #- = ( + = #

) = ( #, = * * = + #, = # + = # ,$ = # ’ = (
( = ) ,+ = # ’ = * ,+ = # $ = ) ,( = $ ’ = ’

$) = ) ,( = $ ) = # ,+ = " ’ = ) ,+ = # ) = *
<;< ) = $ #( = * " = # #" = * ( = ’ #$ = # + = )

) = ( #" = , * = $ ## = " * = ’ #" = # ’ = -
( = ) ,$ = " ’ = ) ,$ = $ ’ = " ,* = $ ’ = )

$) = ) ,* = ( ) = ( ,* = ) ’ = * ,* = # ) = $

图 %" 果酱样品中添加 $ 种对羟基苯甲酸酯

标准品的高效液相色谱图

:+;< %" =>?@ ’2*(3"1(;*"3 (0 " 9"3 ,"3/$% "..%.
A+12 $ "425.*(65#%-7("1% ,1"-."*.,

! ’ = :;<；$ = >;<；* = ?@;<；+ = @;<；( = ?<;<；" = <;<=

& < ’ < ’" 抗干扰实验

! ! 实验证明，与对羟基苯甲酸酯类化合物在同一

色谱条件下进行测定，常用防腐剂苯甲酸（ !# . *% "+
(A+）、山梨酸（ !# . +% (- (A+）和常见甜味剂安赛蜜

（ !# . $% -* (A+）、糖精钠（ !# . $% #) (A+）不 影 响 对

羟基苯甲酸酯类化合物的测定，实际样品中未见其

他杂峰干扰。

& < (" 样品的测定

! ! 应用所建立的方法，对经某研究机构保鲜试验

处理的芦柑、橙子样品和两种果酱样品中的对羟基

苯甲酸酯类化合物含量进行测定，结果两种水果样

品和两种果酱样品中均检出对羟基苯甲酸酯类化合

物成分。其中果酱样品的色谱图如图 + 所示，测定

结果见表 $。

图 ’" 果酱样品中对羟基苯甲酸酯类化合物的高效液相色谱图

:+;< ’" =>?@ ’2*(3"1(;*"3 (0 "425.*(65#%-7("1%,
+- " 9"3 ,"3/$%

’ = >;<；$ = @;<=
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色 谱 第 !" 卷

表 !" 果酱、芦柑和橙子样品中对羟基苯甲酸酯类化合物的含量（! # $）

!"#$% !" &’()%()* ’+ ",-./0’1.#%(2’")%* 3( 4"5，6’(7"( "(/ ’0"(8% *"56$%*（! # $）

!"#$"%&’
()# # $

*"&+,&+ -（#. - /.） 012 - 3
()# ! $

*"&+,&+ -（#. - /.） 012 - 3
4"&/)&

*"&+,&+ -（#. - /.） 012 - 3
56)&.,

*"&+,&+ -（#. - /.） 012 - 3
789 % : &’ ! : & ’ : &( ) : ! * * ( : &’ ( : &
489 #! : (" # : " #+ : #( ! : # # : &+ ( : & # : #( # : ’

%" 结语

, , 本文建立了高效液相色谱测定水果和果酱食品

中对羟基苯甲酸酯类化合物含量的方法。该方法有

效地减少了复杂基体成分的干扰，获得了满意的分

离效果和检测灵敏度。对羟基苯甲酸异丁酯和对羟

基苯甲酸丁酯的检 出 限 为 (- ! #. - /.，其 余 . 种 对

羟基苯甲酸酯的检出限可达到 (- # #. - /.。该方法

净化效果稳定、操作简单、重现性好、结果准确。
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