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摘要：建立了同时测定肉制品中化学性质差异较大的 ) 种常用食品添加剂的 高 效 液 相 色 谱（?0@A）分 析 方 法。根

据 ) 种添加剂（ 苯甲酸（ 钠）、山梨酸（ 钾）、糖精 钠、安 赛 蜜、诱 惑 红 和 胭 脂 红）的 化 学 性 质，对 ?0@A 分 析 条 件 进 行

了详细的优化。结果 表 明：以 B,CD<E 3(#6:F’ 0#GF A#$ 柱（#+" )) . %/ ) ))，+ !)）为 分 析 柱，以 甲 醇 和 !"
))"# . @ 醋酸铵溶液（:? 为 )/ *）为流动相进行梯度洗脱，在 !’+ H) 波 长 下 进 行 检 测，可 以 在 #$ )6H 内 完 成 ) 种

添加剂的同时测定。在高、低两个加 标 浓 度 下，样 品 的 回 收 率 为 $"/ (I & *%/ %I，相 对 标 准 偏 差（! 0 ’）为 !/ "I &
(/ #I。结果表明，该方法快速、准确，能够同时分析测定肉制品中上述 ) 种食品添加剂。
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- - 随着食品工业的飞速发展，食品添加剂已经成

为食品加工过程中不可或缺的配料，其中以防腐剂、

甜味剂和着色剂等食品添加剂的使用最为广泛。在

我国 !""( 年新发布的国家标准《 食品添加剂使用卫

生标准》（JD !()" 4!""(）［#］中明确规定了各类肉制

品中允许使用的食品添加剂种类和使用限量，其中

苯甲酸、糖精钠、安赛蜜不允许在肉制品中使用，而

人工合成色素胭脂红和诱惑红仅允许在可食用动物

肠衣中添加使用。目前，虽然有文献报道可以对多

种食品添加剂进行同时分析测定，但多为对防腐剂、

着 色 剂 和 甜 味 剂 中 的 # 到 ! 类 添 加 剂 进 行 检

测［! 1 #"］。本研究分别选择几种较为常用、较易滥用
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的添加剂，即苯甲酸（ 钠）（!"）、山梨酸（ 钾）（#$%）

（ 防 腐 剂 ），诱 惑 红（ &’’）、胭 脂 红（ &(’）（ 着 色

剂），糖精 钠（ #"）和 安 赛 蜜（")）（ 甜 味 剂）作 为 研

究目标，以人们较为关注、基体较为复杂的肉制品为

研究基体进行了方法的开发。这 $ 种添加剂的化学

性质差异较大，受影 响 的 测 定 因 素（ 比 如 *’ 值、溶

解样品的溶 剂 种 类 等）较 多，目 前 尚 未 见 肉 制 品 中

同时测定该 $ 种添加剂的文献报道。本文结合文献

报道［# % "&］和 相 关 国 家 标 准［"" % "’］，对 苯 甲 酸、山 梨

酸、诱惑红、胭脂红、糖精钠和安赛蜜这 $ 种食品添

加剂的 ’+,- 分析条件进行了详细的考察和优化，

建立了一种快速、可靠的同时测定肉制品中 $ 种食

品添加剂的 ’+,- 分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! #’./"0(1 ,-2#&"3 高 效 液 相 色 谱 仪，配

#+02/#&" 二极管阵列检测器，日本岛津公司；#452
67 (8(& 离心机，德国 #4567 公司；9:;<=>2# ?=@4=
涡旋振荡器，美国 #A4=@<4B4A .@CDE<;4=E 公司；)# #$&
圆周式震荡摇床，德国 .)" 公司；$"#.# /-F 固相

萃取柱（$ 6,，")& 65），美国 G7<=;E 公司。

! ! 甲醇、乙醇（ 色谱纯，德国 /=;A8 公司）；实验用

水为 /4HH42I 系统制纯水；标准品安赛蜜、苯甲酸、山

梨酸、糖精钠（ 纯度 * ++J）、胭脂红（ 纯度 ++, &J）、

诱惑红（ 纯度 ++, &J）（ 中国计量科学研究院提供）。

! ! 火腿样品均购自超市。

! ! #" 标准溶液的制备

! ! 分别准确称取 &, &) 5 安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、

糖精钠、胭 脂 红、诱 惑 红 $ 种 标 准 品，置 于 "&& 6,
容量瓶中，用甲醇2水（" - ’，K L K）溶 液 定 容 到 刻 度，

超声混匀，配制成 $ 种添加剂的标准储备溶液。

! ! 准确量取安赛蜜、山梨酸、糖精钠标准储备溶液

各 ) 6,，苯甲酸标准储备溶液 ( 6,，胭脂红和诱惑

红标准储备溶液 #, ) 6,，置于 #) 6, 容量瓶中，用

甲醇2水（"- ’，K L K）溶液定容到刻度，配制成 $ 种标

准品的混合储备液。

! ! $" 样品的制备

! ! $ ! !" 样品提取

! ! 样品用液氮冷冻粉碎，密封袋置于 ’ M下保存。

称取 #, ) 5 粉碎样品至 )& 6, 离心管中，加入温水

") 6,、" 6:H L , 氢氧化 钠 溶 液 " 6,，涡 旋 (& E，使

样品和提取溶剂充分混匀。振荡提取 #& 64@，超声

提取 #& 64@，于 ) &&& ; L 64@ 下离心 "& 64@，转移上

清液至 )& 6, 离 心 管 中。剩 余 残 渣 重 复 此 操 作 一

次。合并提取液，并 用 盐 酸 调 *’ 至 中 性。提 取 液

中依次加入 ##& 5 L , 硫酸锌、"&$ 5 L , 亚铁氰化钾各

#, ) 6,，剧烈振摇 # 64@，沉淀蛋白［(，)，"&，"(，"’］。于

) &&& ; L 64@、’ M条件下离心 "& 64@，转移上清液至

)& 6, 离心管中。

! ! 在剩余残渣中加入 ") 6, 乙醇2氨水2水（. - # -
"，K L K L K）溶液，再加入 "& 6, 正己烷，涡旋 (& E，振

荡提取 #& 64@，超声提取 #& 64@，于 ) &&& ; L 64@ 下

离心 "& 64@，弃 去 正 己 烷 层，乙 醇 氨 水 溶 液 转 移 至

)& 6, 离心管中；同样方法提取 # 次，直至提取液接

近无色。合并提取液，用盐酸调 *’ 至中 性。于 ’)
M下旋转蒸发挥去乙醇，浓缩至约 "& 6,，提取液中

依次加 入 ##& 5 L , 硫 酸 锌、"&$ 5 L , 亚 铁 氰 化 钾 各

", ) 6,，剧 烈 振 摇 # 64@，沉 淀 蛋 白［#，’，""，"#］。 于

) &&& ; L 64@、’ M条件下离心 "& 64@，上清液合并移

至 )& 6, 离心管瓶中，用水定容至 )& 6,，待净化。

! ! $ ! #" 样品净化［+］

! ! 准确量取 ), & 6, 提取液至固相萃取柱 $"#.#2
G"F（$ 6,，")& 65，(& !6；预先依次用 ) 6, 甲

醇和 ) 6, 水活化）中，分别用 ) 6, #J 甲酸水溶液

和 ) 6, 水淋洗，最后用 ) 6, 氨化甲醇溶液（ 氨水2
甲醇（)- +)，K L K））洗脱，抽至近干。整个固相萃取

过程流速不超过 " 6, L 64@。洗脱液于 )& M下用氮

气吹干，残留物用甲醇2#& 66:H L , 醋酸铵溶液（" -
’，K L K）溶液分两次转移至 ) 6, 容量瓶中并定容，

摇匀备 用。 取 # 6, 样 品 提 取 液，于 "& &&& ; L 64@
下离心 # 64@，取上清液供 ’+,- 测定。

! ! %" "#$% 条件

! ! 色 谱 柱 为 ($%!"F NAH4*E= +HDE -"/ 柱（ ")&
66 0 ’, $ 66，) !6）；柱温为 (& M；流动相：" 相

为 甲 醇，! 相 为 #& 66:H L , 醋 酸 铵 水 溶 液（ *’
$, +）；流速为 ", & 6, L 64@；进样量为 "& !,；检测波

长为 #() @6；流 动 相 梯 度 洗 脱 程 序：/J " 保 持 #
64@，" 64@ 内 " 相升至 )&J 并保持 $ 64@，( 64@
内 " 相降至 /J 并 保 持 $ 64@；整 个 分 析 时 间 为 "/
64@。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件的优化

# ! ! ! !" 色谱柱的选择

! ! ’+,- 分析 中，色 谱 柱 的 选 择 非 常 关 键。由 于

不同品牌色谱柱的制备原料、工艺、表面处理和键合

方式等各不同，常常会导致分离性能存在一定的差

异，对个别化合物可能存在明显的差异。因此，本文

选择实验室现有的 ’ 种色谱柱进行分离效果比较研

·)&#"·
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究，# 种 色 谱 柱 包 括（$）!"#$%&& ’"( !$" )*!柱

（$%& ++ ’ #( ) ++，% "+）；（!）,-. /01% !$" 柱

（$&& ++ ’ #( ) ++，% "+）；（*）234567 8$&0#9%
7:5;!$" 柱（$%& ++ ’ !( $ ++，% "+）；（#）234;
567 8$&0#9% ’&-9 !$" 柱（ $%& ++ ’ #( ) ++，%
"+）。从实验结果 可 以 看 出，$ 号 色 谱 柱 对 山 梨 酸

和糖精钠的分离效果较差，并且出现峰拖尾现象；!
号色谱柱上安赛蜜保留时间较短，在死时间附近出

峰；* 号色谱柱上安赛蜜、苯甲酸、山 梨 酸 * 个 化 合

物均在 * +0. 内出峰，不适合对实际样品进行分析；

# 号色谱柱对 ) 种物质分离效果最好，标准 溶 液 的

色谱图见图 $。综 合 考 虑 保 留 时 间、分 离 效 果 和 柱

效等因素，最后选择 # 号 234567 8$&0#9% ’&-9 !$"

柱作为实验分离所用色谱柱。

图 !" # 种食品添加剂混合标准溶液的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, * )"-./ 0+*1/*’/
0(23+"(1 (, 0"- ,((/ *//"+"4.0

+ 6<："$%9-&="+% #>?"990-+；56：@%.A>0$ "$0B；,34：9>1@0$
"$0B；,6：9"$$C"10. 9>B0-+；D2E：#>.$%"- #4；DEE："&&-1"
1%B 6!F

$ $ ! $ $" 流动相 #E 值的选择

+ + 实验考察 了 流 动 相 #E 值 在 #( & , )( - 范 围 内

（ 用乙酸调节 #E 值）) 种食品添加剂在色谱柱上的

保留行为（ 见图 !）。由图 ! 可知，糖 精 钠、安 赛 蜜、

胭脂 红 和 诱 惑 红 的 保 留 几 乎 不 受 #E 值 变 化 的 影

响，而苯甲酸和山梨酸则随着 #E 值的升高 而 保 留

变弱。这主要 是 由 于 苯 甲 酸 和 山 梨 酸 的 #! " 值 分

别为 #( $- 和 #( .)，在 中 性 条 件 下 两 者 均 以 阴 离 子

的形式存在，与固定相之间的相互作用较弱。随着

#E 值的降低，两者以中性分子形式存在的比例越来

越大，在色谱柱上的保留也越来越强，所以流动相的

#E 值对这两个化合物在色谱柱上的保留影响较大。

而糖精钠、安赛蜜、胭脂红和诱惑红均易溶于水，在

水溶液中可能均以阴离子的形式存在，因此流动相

#E 值的变化不会影响其存在形式，也不会影响它们

在色谱柱上的保留。综上所述，考虑到分析时间和

分离 效 果 的 综 合 因 素，最 终 选 择 流 动 相 的 #E 为

)( -。

图 $" 流动相中缓冲溶液的 56 值对分析物保留时间的影响

!"#$ $" 7,,.8+ (, 56 4*23. (, 93,,.’ "1 +&. )(9"2. 5&*0.
(1 +&. ’.+.1+"(1 +"). (, *1*2:+.0

$ F 6<；! F ,6；* F D2E；# F DEE；% F 56；) F ,34F

+ + 由于 ) 种食品添加剂在色谱柱上的保留行为相

差较大，难以通过等度洗脱实现快速分离，因此选择

梯度 洗 脱。在 选 定 甲 醇（6）和 !& ++>& G H 醋 酸 铵

（5）溶液为流动相的条件下，考察 了 % 种 梯 度 洗 脱

程序下 ) 种食品添加剂的分离情况。% 种梯度洗脱

程序分别为：（$）"I 6 保持 $ +0.，! +0. 内 6 相升

至 %&I 并保持 . +0.，! +0. 内 6 相 降 至 "I 并 保

持 " +0.；整个分析时间为 !& +0.。（!）"I 6 保持 *
+0.，! +0. 内 6 相升至 %&I 并保持 # +0.，$ +0.
内 6 相降至 "I 并 保 持 % +0.；整 个 分 析 时 间 为 $%
+0.。（*）"I 6 保 持 * +0.，$! +0. 内 6 相 升 至

%&I 后 不 保 持，$ +0. 内 6 相 降 至 "I 并 保 持 -
+0.；整 个 分 析 时 间 为 !% +0.。（ #）"I 6 保 持 !
+0.，$ +0. 内 6 相升至 %&I 并保持 ) +0.，* +0.
内 6 相降至 "I 并 保 持 # +0.；整 个 分 析 时 间 为 $)
+0.。（%）"I 6 保 持 ! +0.，$ +0. 内 6 相 升 至

%&I 并保持 ) +0.，* +0. 内 6 相降至 "I 并保持 )
+0.；整个分析时间为 $" +0.。实验结果表明：程序

（$）基线不稳，原因可能是在前 $& +0. 的梯度变化

过快，到 $& +0. 时系统才平衡。因此将梯度变化速

度减缓，设计了程序（!）。在程序（!）下 进 行 分 析，

但糖精钠和山梨酸的分离度较差，且在该条件下随

着样品浓度的增大，山梨酸与糖精钠的分离度越来

越差。为了使山梨酸和糖精钠的分离度增大，进一

步变化梯度条件，设计了程序（*）。在程序（*）下进

行分析，山梨酸和糖精钠得到了良好的分离，但胭脂

红、诱惑红出峰时间较晚，分析时间较长，不利于快

速分析。为了缩短分析时间，进一步优化洗脱条件，

设计了程序（#）。在程序（#）下进行分析，) 种分析

物的分离效果均较好，但是经过多次重复试验发现，

·)&!$·
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糖精钠的保留时间在 $% & ’ $% ( !"# 之间不稳定；查

找原因发现 是 在 前 一 针 分 析 完 毕 进 行 下 一 针 进 样

时，柱压并没有回到起始时的柱压，说明色谱柱还未

完全平衡，需延长分析结束后的平衡时间，故设计了

程序（)）。在程序（)）下进行分析，最后分析时间为

"* !"#，此时糖精钠的保留时间稳定在 $% + !"#。本

文最终以程序（)）为实验所采用的梯度洗脱程序。

表 !" # 种食品添加剂的线性范围、线性方程、检出限和定量限

!"#$% !" &’(%") )"(*%+，$’(%") %,-".’/(+，0%.%1.’/( $’2’.+ "(0 ,-"(.’.".’/( $’2’.+ /3 +’4 3//0 "00’.’5%+

$%%& ’&&"(")* +"#*’, ,’#-* .（!- . +） +"#*’, */0’("%# !# +12 .（!- . +） +13 .（!- . +）

45*6078’!* 9%(’66"0! & : &"& , "&& ! " - "+#.$# / #+) : $ & : (((. & : &&) & : &"&
;*#<%"5 ’5"& & : &+* , "&& ! " - "#+0$# / "(& : + & : (((" & : &&* & : &+*
=%,>"5 ’5"& & : &"& , "&& ! " - +0())# / )(. : + & : (((. & : &&) & : &"&
=’55?’,"# 6%&"0! & : "&+ , "&& ! " - 0(**# , ++.# : . & : (((( & : &)# & : "&+
@%#5*’0 .A & : &)& , "&& ! " - "+".(# , #*00 : 0 " & : &#) & : &)"
4770,’ ,*& 4B & : &)& , "&& ! " - ")*)+# , ##". : + " & : &#) & : &)"

! "：9*’C ’,*’；#：!’66 5%#5*#(,’("%# %8 (?* ’#’7D(*，!- . +:

$ 6 ! 6 %" 样品溶剂的选择

! ! 溶剂对样品的溶解性以及保存时间是样品溶剂

选择的关键。本实验分别选择甲醇、水、甲醇E水（"1
.，) . )）和甲醇E#& !!%7 . + 醋酸铵溶液（"1 .，) . )）

. 种溶剂系统溶解样品，通过比较 $ 种分析 物 的 保

留时间和响应值以及峰形优劣来选择合适的溶剂。

结果表明，用甲醇作溶剂时，安赛蜜和糖精钠的色谱

峰出现分叉，并伴有前延现象，而以水作溶剂时安赛

蜜和糖精钠的色谱峰不出现上述现象（ 见图 +）。甲

醇E水（"1 .，) . )）和甲醇E#& !!%7 . + 醋酸铵溶液（"
1 .，) . )）作溶剂时与水作溶剂时没有显著差异。考

虑到 $ 种分析物不同的溶解特性，且水中加入一定

量的甲醇有利于溶液的长期保存，所以本实验选择

甲醇E水（"1 .，) . )）作为配制标准溶液的溶剂，而样

品的稀释溶 液 则 采 用 甲 醇E#& !!%7 . + 醋 酸 铵 溶 液

（"1 .，) . )）。

$ 6 ! 6 &" 检测波长的选择

! ! 本文采用光电二极管阵列检测器，在 "() ’ 0&&
#! 范围内对所有分析物进行紫外波长扫描。结果

发现，在实验条件下，安赛蜜的吸收波长范围是 #"&
’ #*& #!，最大吸收波长为 ##$ #!；糖精钠的吸收

波长 范 围 是 #.) ’ +"* #!，最 大 吸 收 波 长 为 #$0
#!；苯甲酸的吸 收 波 长 范 围 是 #"+ ’ #** #!，最 大

吸收波长为 ##. #!；山梨酸的吸收波长范围是 #")
’ +") #!，最大吸收波长为 #). #!；胭脂红的吸收

波长 范 围 是 #&$ ’ #+( #!，最 大 吸 收 波 长 为 #"*
#!；诱惑红的吸 收 波 长 范 围 是 #&. ’ #(# #!，最 大

吸收波长为 #+$ #!。胭脂红和诱 惑 红 在 可 见 波 长

区有特征吸收，但是兼顾其他 . 种化合物，所以不采

用它们的可见吸收波长作为检测波长。由于流动相

图 %" 不同溶剂中安赛蜜和糖精钠的色谱图

7’*6 %" 89)/2"./*)"2+ /3 "1%+-$3"2% :/."++’-2 "(0
+"119")’( +/0’-2 ’( 0’33%)%(. +/$5%(.+

! ’: 4F "# !*(?’#%7；>: 4F "# G’(*,；5: =4 "# !*(?’#%7；
&: =4 "# G’(*,:

在 #&& #! 波长 下 背 景 的 紫 外 吸 收 较 高，又 要 保 证

每种分析物的测定灵敏度尽可能大，因此最终采用

#+) #! 作为检测波长进行分析。

$ 6 $" 检出限、定量限和线性关系

! ! 取适当的 $ 种标准物的储备液（"% & !- . !+），

配制成系列混合标准溶液，质量浓度分别为：&% &&)、

&% &"、&% &)、&% "、&% )、#% &、"&% &、#&% &、"&&% &、#&&% &
!- . +。以 + 倍信噪比（$ % & - +）计算各化合物的检

出限，以 "& 倍信噪比（$ % & - "&）计算各化合物的定

量限，各添加剂的检出限、定量限、线性范围和相关

系数见表 "。
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色 谱 第 !" 卷

! ! "# 精密度与回收率实验

# # 准确称取同一份粉碎好的火腿样品 $ 份，每份

!% & !。分别加 入 高、低 两 个 浓 度 的 混 合 标 准 溶 液，

按照建立的方法进行样品前处理与测定，计算回收

率，结果见表 !。

表 !# $ 种食品添加剂的加标回收率（! % "）
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! ! &# 实际样品的测定

# # 按建立的方法对火腿样品中的安赛蜜、糖精钠、

山梨酸、苯甲酸、胭脂红和诱惑红 $ 种添加剂进行测

定。所检样品中未检出安赛蜜、糖精钠、胭脂红和苯

甲酸，只检出少量的山梨酸和诱惑红，其含量均符合

B; !,$* C!**, 的规定。

"# 结语

# # 对食品 加 工 过 程 中 常 用 的 $ 种 食 品 添 加 剂 山

梨酸、苯甲酸、安赛蜜、糖精钠、胭脂红和诱惑红的高

效液相色谱分析方法进行了较为系统的研究，主要

对色谱柱、流动相 +D 值、梯度洗脱程序及检测波长

等条件进行了详细的优化，利用甲醇C醋酸铵缓冲盐

系统，采用梯度洗脱的方式实现了 $ 种食品添加剂

的同时测定。该方法快速、准确，适合肉制品中食品

添加剂的检测。
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