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高效液相色谱法测定食用植物油中 6 种合成抗氧化剂
韩焕美，闫荣军，张爱霞，郑新华，陈晞，何桂华

( 济南出入境检验检疫局，济南　250014)

摘要　建立高效液相色谱法测定食用植物油中没食子酸丙酯、叔丁基对苯二酚、叔丁基对羟基茴香醚、二丁基羟

基甲苯、没食子酸、山梨酸 6 种合成类抗氧化剂的含量。样品经正己烷溶解，再用饱和正己烷的乙腈萃取，振荡，超

声 25 min，离心后取乙腈层，定容，过 0.45 μm 滤膜。以 0.4% 乙酸水溶液 – 乙腈为流动相，流量为 0.8 mL／min，梯

度洗脱，检测波长为 280 nm，采用高效液相色谱法进行检测。6 种合成抗氧化剂的质量浓度在 0.1～10 μg／mL 范围

内与色谱峰面积呈良好的线性关系，相关系数均大于 0.999，方法检出限均为 1.0~2.5 mg／kg。样品的加标回收率为

79.6%～108.9%，测定结果的相对标准偏差为 2.03%～5.77%(n=6)。该方法操作简单，能同时检测 6 种合成抗氧化剂，

适用于多种食用植物油中合成抗氧化剂的测定。
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Determination of 6 synthetic antioxidants in edible vegetable oil 
by high performance liquid chromatography

HAN Huanmei, YAN Rongjun, ZHANG Aixia, ZHENG Xinhua, CHEN Xi, HE Guihua
(Jinan Bureau of Entry–Exit Inspection and Quarantine，Jinan　250014, China)

Abstract　A method for the determination of propyl gallate(PG), tertiary butylhydroquinone(TBHQ), butylated 

hyd-roxylanisole(BHA), butylated hyd-roxytoluene(BHT), gallic acid and sorbic acid in edible vegetable oil by high 
performance liquid chromatography was established. The samples were dissolved in n-hexane, then extracted with saturated 
n-hexane acetonitrile, oscillated, ultrasound for 25 minutes, centrifuged, acetonitrile layer was taken, through 0.45 μm 
filter membrane after constant volume. The mobile phase was 0.4% acetic acid aqueous solution – acetonitrile, flow rate 
was 0.8 mL/min, gradient elution, detection wavelength was 280 nm, and the detection was carried out by high performance 
liquid chromatography. The mass concentration of six synthetic antioxidants in the range of 0.1–10 μg／mL showed good 

linear relationships with the peak area, the correlation coefficients were more than 0.999, and the detection limits were 
1.0–2.5 mg／kg. The recoveries of the samples were 79.6%–108.9%, and the relative standard deviations of the results were 

2.03%–5.77%(n=6). The method is simple and it can simultaneously detect six synthetic antioxidants. It is suitable for the 
determination of synthetic antioxidants in various edible vegetable oils.

Keywords　high performance liquid chromatography; edible vegetable oils; PG; TBHQ; BHA; BHT; gallic acid; 

sorbic acid

食品安全问题关系国计民生，其中食品添加剂

科学合理使用是公众热门话题。油脂中的抗氧化剂

尤其是合成类抗氧化剂的使用是目前消费者广泛

关注的食品安全问题。油脂及油炸食品中常需要

添加抗氧化剂延长油品氧化反应的诱导期，减缓油

品氧化速度，延长油品的使用寿命［1–3］。合成酚类

抗氧化剂是一类高效、通用的油脂抗氧化剂，应用

前景广阔。目前最常用的抗氧化剂有没食子酸丙

酯 (PG)、叔丁基对苯二酚 (TBHQ)、叔丁基对羟基茴

香醚 (BHA)、二丁基羟基甲苯 (BHT) 等，这些抗氧
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化剂可单独使用，也可混合使用。长期过量食用含

抗氧化剂的食品，会对人体健康造成不利影响［4–5］。 
因此很多国家对食用抗氧化剂的使用均有严格的

限量，甚至部分抗氧化剂被某些国家禁止使用。GB 
2760–2014 《食品安全国家标准　食品添加剂使用

标准》中规定了食用植物油中 6 种合成类抗氧化剂

的使用限量：TBHQ 为 0.2 g／kg，BHA 为 0.2 g／kg， 
BHT 为 0.2 g／kg，PG 为 0.1 g／kg，山梨酸为 1.0 g
／kg，没食子酸为 0 g／kg，可见快速且准确测定植

物油脂中 6 种合成抗氧化剂的含量具有重要意义。

目前食品中抗氧化剂的检测方法已成熟［6–13］，

TBHQ，BHA，BHT，PG 等抗氧化剂的检测方法多

不胜举，食品中山梨酸的检测方法也很多［14–16］，但

TBHQ，BHA，BHT，PG，没食子酸，山梨酸同时检测

的方法尚未见报道，主要是因为 TBHQ，BHA，BHT
和 PG 偏脂溶性，而没食子酸和山梨酸偏水溶性。

为了能高通量检测食用植物油中的 6 种抗氧化剂，

笔者建立了一种快速的高效液相色谱法，该方法操

作步骤简单，适用于多种食用植物油中合成抗氧化

剂的测定。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

液相色谱仪：Agilent1260 series 型，配有 FLD
和 DAD 检测器，美国安捷伦科技公司；

分析天平：X205BDU 型，感量为 0.1 mg，瑞士

梅特勒 – 托利多公司；

纯水器：Milli-Q Academic 型，美国密理博公司；

振荡器：IKA–KS130 型，德国艾卡公司；

乙腈：色谱纯，上海默克化工技术有限公司；

冰乙酸：分析纯，上海国药集团化学试剂有限

公司；

PG 对照品：纯度为 99%，CAS 号 121–79–9，上
海国药集团化学试剂有限公司；

TBHQ 标准品：纯度为 99.6%，CAS 号为 1948–
33–0，德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司；

BHA 标准品：纯度为 99.0%，CAS 号为 25013–
16–5，德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司；

BHT 标准品：纯度为 99.2%，CAS 号为 128–
37–0，德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司；

没食子酸对照品：纯度为 99.2%，CAS 号为

149–91–7，上海国药集团化学试剂有限公司；

山梨酸标准品：1 000 mg／ML，CAS 号为 110–

44–1，上海国药集团化学试剂有限公司；

橄榄油、花生油、大豆油：1 L／瓶，市售；

实验用水由 Milli-Q 超纯水系统制备。

1.2　仪器工作条件

色谱柱：Waters XTerra RP–C18 柱 [250 mm×4.6 
mm，5 μm，沃特世科技 ( 上海 ) 有限公司 ] ；流动

相：A 为乙腈，B 为 H2O( 含体积分数为 0.4% 的冰

乙酸 ) ；梯度洗脱程序见表 1 ；流量：0.8 mL／min ；

柱温：40℃；检测波长：280 nm ；进样体积：10 μL。
表 1　梯度洗脱程序

时间／
min

体积分数／%
A B

0 50 50
5 50 50
6 80 20

10 90 10
15 90 10
16 60 40
25 60 40

1.3　溶液的配制

PG 标准溶液：1 000 μg／mL，称取 10.1 mg PG
标准品于 10 mL 容量瓶中，加入适量乙腈溶解，再

加乙腈稀释至标线，摇匀；

TBHQ 标准溶液：1 000 μg／mL，称取 10.0 mg 
TBHQ 标准品于 10 mL 容量瓶中，加入乙腈稀释至

标线，摇匀；

BHA 标准溶液：1 000 μg／mL，称取 10.1 mg 
BHA 标准品于 10 mL 容量瓶中，加入适量乙腈溶

解，再用乙腈稀释至标线，摇匀；

BHT 标准溶液：1 000 μg／mL，称取 10.1 mg 
BHT标准品于10 mL容量瓶中，加入适量乙腈溶解，

再加乙腈稀释至标线，摇匀；

没食子酸标准溶液：1 000 μg／mL，称取 10.2 
mg 没食子酸对照品于 10 mL 容量瓶中，加适量甲

醇 + 水 (9∶1) 溶解，再加入乙腈稀释至标线，摇匀；

山梨酸标准溶液：1 000 μg／mL，移取适量山

梨酸标准品于标准试剂瓶中，即得；

系列混合标准工作溶液：精确移取适量的上述

6 种标准溶液于 10 mL 容量瓶中，用乙腈稀释至标

线，摇匀，制成质量浓度均分别为 0.1，0.2，0.5，1，2，
5，10 μg／mL 的系列混合标准工作溶液。

1.4　样品前处理

精密称取约 2.000 g 样品，加入 10 mL 正己烷

溶解，然后用 10 mL 饱和正己烷的乙腈萃取，振荡，
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超声25 min，离心后取乙腈层，定容至10 mL，过0.45 
μm 滤膜，待测。

1.5　标准工作曲线的建立

分别移取 10 μL 的系列混合标准工作溶液，在

1.2 仪器工作条件下进行测定，以 6 种合成抗氧化剂

的质量浓度为横坐标，色谱峰面积为纵坐标，绘制标

准工作曲线。

2　结果与讨论

2.1　检测方法优化

2.1.1　流动相及流量

结合化合物的结构和性质，借鉴 GB／T 21927–
2008 《食品中叔丁基对苯二酚的测定　高效液相色

谱法》和 GB／T5009.29–2003 《食品中山梨酸、苯甲

酸的测定》中相应的检测方法，初步选择乙腈、甲醇

作为流动相中的有机相，水、乙酸水溶液、乙酸铵水

溶液作为流动相中的水相。

分别比较了乙酸水溶液 + 甲醇、水 + 甲醇、乙

酸铵水溶液 + 甲醇、乙酸水溶液 + 乙腈、水 + 乙腈 5
种流动相对测定结果的影响。结果表明，乙酸水溶

液 + 甲醇作为流动相时，无论怎样调整洗脱梯度，

各化合物的色谱峰均不够尖锐，跨度较大，不利于定

量，且极性相近的化合物易重叠，这对定性、定量均

有一定的困难；水 + 甲醇、水 + 乙腈这两类流动相

也有类似的问题；乙酸铵水溶液 + 甲醇作为流动相

时，山梨酸保留时间约为 6.5 min，没食子酸的保留

时间小于 2.5 min，而 BHT 的保留时间大于 15 min，
这说明乙酸铵水溶液的极性过大，故可以确定乙酸

铵水溶液 – 甲醇不适合作为此 6 种化合物分析的流

动相。综合考虑，确定流动相为乙酸水溶液 + 乙腈。

选择 1% 乙酸水溶液 + 乙腈作为流动相时，峰形尖

锐对称，但 6 种化合物的保留时间不合适，如没食子

酸和 PG 的保留时间偏短，而 BHA 和 BHT 的保留

时间偏长；选择水 + 乙腈作为流动相时，峰形尖锐

且对称，没食子酸和 PG 的保留时间适中，约为 4～5 
min，但山梨酸、TBHQ、BHA、BHT 的保留时间则偏

长；结合上述两种流动相的优势，最终选择 0.4% 乙

酸水溶液 + 乙腈作为流动相。

采取梯度洗脱，以减少分析时间，提高分离效

率，为了更好地控制各化合物的保留时间，最终确定

流动相的流量为 0.8 mL／min。
2.1.2　检测波长

流动相和梯度洗脱程序确定后，采集检测波长

分别为 210，251，280，460 nm 时的光谱，6 种合成抗

氧化剂标准样品吸收光谱图见图 1。

240 480320 400 560 640

检测波长 nm

没食子酸

PG

BHT

山梨酸

TBHQ

BHA

图 1　6 种抗氧化剂标准品的光谱图

由图 1 可知，6 种合成抗氧化剂的 λmax 各不

相同，PG ：λmax = 298 nm ；TBHQ ：λmax = 210 nm ；

BHA ：λmax = 216 nm ；BHT ：λmax = 210 nm ；没食

子酸：λmax = 298 nm ；山梨酸：λmax = 251 nm。但

TBHQ 的光谱图显示其在 260～320 nm 之间有完整

吸收峰，而 BHT 则在 260～300 nm 之间有完整吸收

峰，这两个吸收峰应为 TBHQ 和 BHT 的特征吸收

峰。多波长同时检测能选择各化合物的最佳吸收波

长，能有效提高目标化合物的检测灵敏度，但其定性

定量谱图则比较凌乱，综合考虑，最终选择 280 nm
作为 6 种合成抗氧化剂的检测波长，在此波长下，各

形态完全基线分离，峰形对称、尖锐，满足检测要求。

2.2　提取方法优化

2.2.1　提取方式

依据相关文献及化合物本身的结构性质分析，

结合 GB／T 21927–2008 《食品中叔丁基对苯二酚的

测定　高效液相色谱法》中 TBHQ 的提取方法，并
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根据简单便捷、减少交叉污染的原则，最终选择超声

提取方式。

2.2.2　提取溶剂

6 种合成抗氧化剂均为极性相对较强的化合

物，其中 4 种为脂溶性物质，2 种为水溶性物质。提

取溶液应选择与流动相较为一致的试剂，因此分别

考察了甲醇 – 水溶液、乙腈 – 水溶液、乙腈 – 乙酸水

溶液、乙腈等有机溶剂作为提取溶液时 6 种合成抗

氧化剂的回收效果。

首先固定超声时间为 15 min，选择最优的提取

溶剂。准确称取 2 g 油脂样本，加入 10 mL 正己烷

溶解，然后用 10 mL 甲醇 – 水 (9∶1) 溶液超声萃取

2 次，合并萃取液，氮吹浓缩，再用甲醇 – 水 (9∶1) 溶 
液定容至 10 mL，过滤膜，上机检测，TBHQ，BHA，

BHT 的回收率为 60.4%～71.3%，PG，山梨酸和没

食子酸的回收率为 75.7%～80.9% ；选用乙腈 – 水

(9∶1) 溶液作为提取溶剂时，TBHQ，BHA，BHT 的

回收率为 66.7%～75.6%，PG，山梨酸和没食子酸的

回收率为 78.2%～84.1% ；选用乙腈 – 乙酸水 (9∶1)
溶液作为提取溶剂时，TBHQ，BHA，BHT 的回收率

为 56.1%～68.6%，PG、山梨酸、没食子酸的回收率

为 76.9%～87.3% ；选用乙腈作为提取溶剂时，6 种

合成抗氧化剂的回收率为 71.2%～80.6%。结果表

明，提取溶剂中减少水或乙酸水强水溶性成分，有

利于更好地提取油脂中的 TBHQ，BHA，BHT，而对

G、山梨酸、没食子酸 3 种化合物的影响不大，因此

先将正己烷和乙腈按照 1∶5 的体积比例混溶，待静

止后分层，可以得到饱和正己烷的乙腈，然后按照上

述方法提取油脂中的 6 种合成抗氧化剂，回收率为

82.4%～90.6%，该方法满足检测要求，减少了提取次

数，而且避免了氮吹。为了提高样品的提取效率，简

化提取步骤，最终确定提取溶剂为饱和正己烷的乙

腈溶液。

2.2.3　超声时间

适当增加超声时间，萃取液定容至 10 mL，过滤

膜，上机检测。结果表明，回收率在 79.4%～89.9%
之间，没有显著下降。考察超声时间分别为 5，10，
15，20，25，30，35，40 min 时，6 种化合物的加标回收

率变化趋势见图 2。由图 2 可知，个别化合物的回

收率在不同时间段有显著差异，总体而言，随着超声

时间的延长，6 种化合物的回收率升高，当超声时间

达到 25 min 后，回收率变化不明显，因此选择超声

时间为 25 min。
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图 2　不同超声时间段 6 种合成抗氧化剂的加标回收率

2.3　色谱图

6 种抗氧化剂标准样品的液相色谱图见图 3。
由图 3 可知，6 种抗氧化剂在 15 min 内即可分离完

全，峰形尖锐，表明该方法适于进行定量分析。
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 1—没食子酸；  2—PG ；  3—山梨酸；
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图 3　6 种抗氧化剂标准样品的液相色谱图

2.4　线性方程及检出限

按照 1.5 方法绘制标准工作曲线。选取空白样

本，加入已知浓度混合对照品溶液，稀释至最低出峰

浓度，取 3 倍信噪比（S／N）时作为方法的定性检出

限浓度，取 10 倍信噪比时作为方法的定量检出限浓

度。根据加入空白样质量、定容体积、检出限浓度计

算该方法的检出限。6 种抗氧化剂的线性范围、线

性方程、相关系数及检出限见表 2。
表 2　线性范围、线性方程、相关系数及检出限

样品
线性范围／
(μg · mL–1) 线性方程 相关系数

检出限／
(mg · kg–1)

没食子酸 0.1～10 Y=5.865 01X–0.052 4 0.999 36 1.0
PG 0.1～10 Y=3.613 4X+0.254 56 0.999 78 1.0

山梨酸 0.1～10 Y=6.562 24X+0.373 13 0.999 10 1.0
TBHQ 0.1～10 Y=2.034 82X+0.463 02 0.999 06 1.0
BHA 0.1～10 Y=4.755 51X–0.512 77 0.999 48 1.0
BHT 0.1～10 Y=5.865 01X–0.052 4 0.999 36 2.5
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由表2可知，6种抗氧化剂的质量浓度在0.1～10 
μg／mL 范围内与色谱峰面积呈良好的线性关系，

相关系数大于 0.999，方法检出限为 1.0~2.5 mg／kg。
2.5　精密度与加标回收试验

选择橄榄油、花生油、大豆油 3 种空白样品，分

别准确称取约 2.000 g 共 18 份，每 6 份为一组，分别

添加 0.2，1.0，2.0 μg／mL 的混合标准溶液，按照 1.4
方法进行样品前处理，在 1.2 仪器工作条件下连续

测定 6 次，测定结果见表 3。由表 3 可知，样品加标

回收率为 79.6%～108.9%，测定结果的相对标准偏

差为 2.03%～5.77%。表明该方法具有良好的精密

度和准确度。加标样品的色谱图见图 4。
表 3　加标回收与精密度试验结果 (n=6)

样品
添加浓度／
(μg · mL–1)

橄榄油 花生油 大豆油

回收率／
%

RSD／
%

回收率／
%

RSD／
%

回收率／
%

RSD／
%

没食子酸
0.2
1.0
2.0

82.9
95.7

100.9

5.71
4.78
3.22

87.3
93.5
99.3

3.32
3.89
4.30

85.7
96.4

100.0

4.03
3.11
3.10

PG
0.2
1.0
2.0

81.4
92.2

101.0

4.43
3.17
4.32

87.8
95.9
99.4

5.17
3.88
3.19

88.9
96.7
98.5

4.01
2.08
2.69

山梨酸
0.2
1.0
2.0

92.7
97.5
99.9

4.52
5.34
3.71

91.3
99.6
97.3

4.00
3.11
3.32

89.0
98.2

105.7

3.03
4.14
2.33

TBHQ
0.2
1.0
2.0

81.7
90.9
95.4

4.78
5.22
4.43

81.5
93.3
97.8

3.89
4.30
5.17

86.4
90.0
93.9

3.71
3.15
4.01

BHA
0.2
1.0
2.0

92.2
97.0

102.7

3.17
4.02
3.52

85.9
99.4

101.3

3.88
3.19
4.00

86.7
98.5

108.9

4.08
2.99
3.03

BHT
0.2
1.0
2.0

83.5
92.9
94.7

5.14
5.77
3.78

79.6
87.3
91.5

3.11
3.32
3.89

82.2
85.7
96.4

4.14
2.03
3.11

0 5 10 15 20 25
t min

未加标
加标0.2 μg mL
加标1.0 μg mL
加标2.0 μg mL

1

2
3

4
5

6

 1—没食子酸；  2—PG ；  3—山梨酸；

4—TBHQ ；  5—BHA ；  6—BHT

图 4　加标样品的液相色谱图

3　结语

通过优化流动相、检测波长、提取溶剂、提取时

间等，建立了高效液相色谱法测定食用植物油中 6
种合成抗氧化剂的含量。该方法简单、快速，能有效

检测食用植物油添加的抗氧化剂。
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