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HPLC法测定食品中脱氢乙酸含量的方法优化
范灵慧

上海源本食品质量检验有限公司（上海 200090）

摘 要 在国标基础上优化食品中脱氢乙酸含量HPLC测定方法。试样经溶解均匀后, 用氢氧化钠提取脱氢乙酸, 

前处理后通过水相滤膜, 用高效液相色谱仪 (同时配备紫外检测器) 测定。在优化条件下, 方法检出限为0.002 g/kg, 

定量限为0.005 g/kg, 试验表明脱氢乙酸质量浓度在1.00~200 μg/mL范围内的响应值和峰面积之间存在很好线性关

系, 线性R2=0.999 7。在0.015 0, 0.025 0和0.050 0 g/kg三水平加标回收率为97.1%~104.0%, 精密度为0.48%~1.04%, 故试

验方法具有良好的精密度和回收率, 针对不同基质也可使用同样的前处理方法, 实现不同基质样品可同时处理, 提

高实验室检测效率。
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Method Optimization of Dehydroacetic Acid in Food by HPLC
FAN Linghui

Shanghai Yuanben Food Quality Inspection Co., Ltd. (Shanghai 200090) 
Abstract　 The HPLC method for the determination of dehydroacetic acid in food was optimized on the basis of national 
standard. After the samples were dissolved evenly, the dehydroacetic acid was extracted with sodium hydroxide. After 
pretreatment, the dehydroacetic acid was passed through the water phase filter membrane and determined by high performance 
liquid chromatograph (equipped with UV detector). Under optimized conditions, the detection limit and quantification limit of 
the method were 0.002 g/kg and 0.005 g/kg, respectively. The results showed that there was a good linear relationship between 
the response value and the peak area when the concentration of dehydroacetic acid was in the range of 1.00-200 μg/mL, with 
linear R2=0.999 7. At the three levels of 0.015 0, 0.025 0 and 0.050 0 g/kg, the recoveries were 97.1%-104.0%, and the 
precision was 0.48%-1.04%, so the test method had good precision and recovery. The same pretreatment method could also 
be used for different substrates, so that samples of different substrates could be processed simultaneously, to improve laboratory 
testing efficiency.
Keywords　 HPLC; dehydroaceticacid; foods

脱氢乙酸，固态为白色或略微淡黄色具有结晶性
的颗粒状粉末，无臭、没有任何气味、熔点108~110 
℃，沸点270 ℃，是一种具有低毒、高效的防腐、防
霉剂。在酸、碱等环境下具有一定的抗菌功能，特别
是对霉菌的抑制作用最强[1]。它通常是一种有效的消
毒剂。但是过量服用会对身体产生一定的危害。我
国允许在部分食品中添加使用。GB 5009.121—2016 
《食品安全国家标准 食品中脱氢乙酸的测定》中脱氢
乙酸的液相色谱法前处理过程较为复杂，不同基质处
理方法不同，进样后色谱峰拖尾严重，此次试验在国
标基础上进行简化，优化流动相比例和不同基质的前
处理方法，使实验操作更简单且峰型更对称。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂
液相色谱仪Ultimate3000（赛默飞世尔科技有限

公司）；电子天平BSA 423S（德国赛多利斯公司）；

超声波清洗器FXP 20M（Unisonics Australia）；涡
旋震荡混合器BE-2600（其林贝尔仪器制造有限公
司）；实验室pH计FE20 [梅特勒-托利多仪器（上
海）有限公司]。

乙酸铵[默克化工技术（上海）有限公司]；氢氧
化钠（永华化学股份有限公司）；硫酸锌（上海凌峰
化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，美国默克公
司）；氨水（永华化学股份有限公司）；超纯水（上
海和泰仪器有限公司实验室超纯水机制得）；0.45 μm
水相滤膜（上海安谱实验科技股份有限公司）；脱氢
乙酸（dehydroacetic acid）标准品（BePure，纯度大于
99.9%）。

标准储备液：准确称取0.050 g脱氢乙酸标准品，
用20 g/L的氢氧化钠溶液溶解后用水定容至50 mL，配
制成质量浓度1.0 mg/mL的标准储备液。

标准工作液：标准储备液经逐级稀释后，配制成
1，10.0，50.0，100和200 μg/mL标准工作液质量浓度。
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检测用食品：市场流通渠道购买。
1.2　仪器工作条件

色谱柱DikMA Silversil 5 μm C18，250 mm×4.6 
mm；柱温35 ℃；进样量10 μL；流速1.0 mL/min；检
测波长293 nm；进样时间22 min；流动相为乙酸铵溶
液（0.02 mol/L）-甲醇，洗脱比例见表1。

表1　脱氢乙酸流动相梯度洗脱比例

时间/min 100%甲醇 乙酸铵溶液 (0.02 mol/L) 

0 2.0 98.0

1.0 2.0 98.0

12.0 10.0 90.0

13.0 10.0 90.0

17 98.0 2.0

22 2.0 98.0

1.3　样品前处理
称取2 g试样于50 mL玻璃比色管中，加入25 mL超

纯水，旋涡混合1 min，超声提取30 min以上，取出后
再次涡旋混合1 min，加入5 mL的ZnSO4溶液（120 g/
L），用NaOH溶液（20 g/L）调节pH 7.5，用水定容至
50 mL，摇匀，用滤纸过滤，取澄清滤液，过0.45 μm
的水相滤膜后上机测定。

2　结果与讨论

2.1　前处理中蛋白沉淀剂的选择
分别对常用的无机沉淀蛋白体系，即亚铁氰化钾

和乙酸锌、亚铁氰化钾和硫酸锌、氢氧化钠和硫酸锌
进行加标回收试验。结果表明，在3种沉淀体系中氢
氧化钠与硫酸锌沉淀法的回收率最高，故试验选用氢
氧化钠和硫酸锌作为蛋白沉淀剂。
2.2　色谱操作条件的确定
2.2.1　检测波长的确定

使用DAD检测器，在3D光谱图上读取到脱氢乙酸
吸收峰最大时候的波长分别在230 nm和293 nm处，但
是在230 nm处时，杂质干扰多，在293 nm处杂质干扰
少，故选取检测波长293 nm，与国标方法波长一致。
2.2.2　流动相梯度洗脱比例

脱氢乙酸抗酵母菌和霉菌的效果较好，因此被广
泛应用于面包、糕点和发酵食品中，由于这些食品中
经常会同时添加各种类型的添加剂，为使样品中性质
差异较大的组分能达到良好的分离效果，以及洗脱干
净的目的，试验采用梯度洗脱。洗脱比例见表1。
2.2.3　流动相pH的选择

在相同的仪器条件下，对质量浓度50.0 μg/mL的
脱氢乙酸标品进样后对比图谱。使用GB 5009.121—
2016《食品安全国家标准 食品中脱氢乙酸的测定》中
方法，0.02 mol/mL乙酸铵-甲醇9︰1（体积比）流动
相进样图谱如图1所示。试验将0.02 mol/mL的乙酸铵
用氨水调节pH 9.0，初始流动相比例为甲醇-0.02 mol/

mL乙酸铵1︰49（体积比），并采用表1梯度洗脱，
进样图谱如图2所示。

由图1和图2的图谱对比可看出，使用试验优化后
的流动相进样，得到的脱氢乙酸色谱峰的峰型和对称
性较好。

图1　0.02 mol/mL乙酸铵与甲醇9∶1（体积比）流动
相进样图谱

图2　用氨水调节pH的0.02 mol/mL乙酸铵与甲醇
1∶49（体积比）进样图谱

2.3　线性关系
标准品质量浓度在1.0~200.0 mg/mL的质量浓度

范围内响应值好，峰面积的线性关系良好，线性方程
y=0.482 8x，相关系数R2=0.999 7。见表2。

表2　脱氢乙酸检出限、定量限及线性方程

目标物质 线性方程 相关系数 (R2) 
检出限/

(mg·kg-1) 
定量限/

(mg·kg-1) 

脱氢乙酸 y=0.482 8x 0.999 7 0.002 0.005

2.4　回收试验
2.4.1　国标法与试验优化方法回收率比较

表3　不同基质样品不同前处理方法回收率

前处理
回收率/%

果蔬汁 腐乳 糕点 黄油

国标法 87 99 89 103

过C18柱 / / 88 99

优化后 102 100 98 109

根据GB 5009.121—2016 《食品安全国家标准 食
品中脱氢乙酸的测定》第二法液相色谱法中12.1试样
制备与提取可知，国标法对不同的基质有不同的前处
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理方式。试验简化后的前处理方法则可统一处理不同
基质的样品，选用果蔬汁、腐乳、糕点和黄油作为试
验基质加入脱氢乙酸标准品，分别按照国标方法和试
验方法前处理后进样，对比它们的加标回收率，结果
见表3。
2.4.1.1　果蔬汁

按国标方法称样在离心管中，需要调pH后转移到
容量瓶中定容，置于离心管中离心取上清液调节pH
后再次定容，取5 mL过固相萃取柱，收集洗脱液后
上机测定，在该前处理过程中，反复的转移和过固相
萃取柱都会造成损失。而试验优化后的前处理直接称
样在比色管中，加入沉淀剂后用比色管定容即可，减
少反复转移和固相萃取柱净化的步骤，可以提高回收
率。由数据结果也可得出国标方法回收率较优化后方
法低。
2.4.1.2　腐乳

按国标方法称样在离心管中，转移到容量瓶中定
容，超声提取后过滤上机，回收率达99%，试验前处
理优化后回收率也达100%，在回收率相差不大的情
况下，试验的前处理过程更为简单和方便。
2.4.1.3　糕点

按国标法称样溶解加入沉淀剂定容后需要转移至
分液漏斗中，用正己烷重复抽提后取水相层离心，取
上清液过滤膜测定，若高效液相色谱分离效果不明

显，需要取上清液调节pH后过固相萃取柱，洗脱后再
上机。从表3可知，通过国标法萃取后，回收率已较
低，过固相萃取柱之后损失更大，而用试验优化后的
前处理方法，回收率较好。
2.4.1.4　黄油

根据国标法需要用正己烷抽提后离心上机，若分
离效果不佳再过固相萃取柱净化，试验国标法回收率
达103%，但是过固相萃取柱之后回收率为98%，而试
验回收率为109%，虽然操作便捷，但是试验优化后
减少去油脂的步骤，对油脂含量高的食品检测结果影
响较大，故回收效果不如国标方法。

因此，试验优化后的前处理方法适用于大部分的
基质样品，进样后分离度好，且回收率高。国标方法
若是分离效果不明显需要再次过固相萃取柱，造成
较大损失。但当样品为油类基质时，更推荐使用国
标法。
2.4.2　方法优化后回收率与精密度

选取蔬菜汁、腐乳、糕点样品，按定量限的3，5
和10倍范围进行加标回收，故分别在0.015 0，0.025 0
和0.050 0 g/kg三水平添加脱氢乙酸，按优化的前处理
方法进行提取和测定，每个添加水平平行测定6次，
计算回收率和精密度。试验结果表明，测得的平均回
收率范围为97.1%~104.0%，SRSD在0.34%~2.32%。测
定结果见表4。

2.4.3　实物质控样
质控样品为糕点中的脱氢乙酸，经过试验的前处

理步骤后，上机测定值为0.259 g/kg，折算质控参考值
0.265 g/kg，回收率达97.8%。按照试验方法检测结果
为满意，数据结果证实方法的准确性好。

表5　糕点中的脱氢乙酸质控回收率数据

产品编号-批号 P25412B (广州普恩科学仪器有限公司) 

参考值/(g·kg-1) 0.265

不确定范围/(g·kg-1) (|z|≤2) 0.223~0.307

实测值/(g·kg-1) 0.259

3　结论

试验针对食品中脱氢乙酸的提取和分析条件在国

标的基础上进行优化，利用高效液相色谱仪对其进行
有效的分离和测定，该方法具有较好的精密度和回
收率，线性关系良好，针对不同基质也可使用同样的
前处理方法，实现不同基质样品可同时处理，对检测
任务较重的第三方检测可以节约大量时间成本和人力
成本。
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参数 果蔬汁 腐乳 糕点

理论添加量/(g·kg-1) 0.015 0 0.025 0 0.050 0 0.015 0 0.025 0 0.050 0 0.015 0 0.025 0 0.050 0

实际添加量/(g·kg-1) 0.014 4 0.024 3 0.049 3 0.014 3 0.024 4 0.044 9 0.014 4 0.024 5 0.049 1

0.014 3 0.024 0 0.048 6 0.014 2 0.024 3 0.048 2 0.014 4 0.024 3 0.048 5

0.014 5 0.024 1 0.048 6 0.014 6 0.024 1 0.047 0 0.014 1 0.024 4 0.049 7

0.014 4 0.024 0 0.049 4 0.014 4 0.024 2 0.047 6 0.014 2 0.024 4 0.049 0

0.014 3 0.024 0 0.049 4 0.014 4 0.024 3 0.050 4 0.014 3 0.024 3 0.049 7

0.014 5 0.024 4 0.048 7 0.014 3 0.024 2 0.044 6 0.014 2 0.024 1 0.048 9

平均回收率/% 96 97 98 96 97 94 95 97 98

SRSD/% 0.51 0.71 0.81 0.79 0.53 0.61 1.04 0.48 0.94

表4　添加回收率和精密度（n=6）


