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高效液相色谱法测定芝麻油中的叔丁基羟基茴香醚、

2，6- 二叔丁基对甲酚、特丁基对苯二酚
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摘要　建立高效液相色谱法测定芝麻油中叔丁基羟基茴香醚 (BHA)、2，6- 二叔丁基对甲酚 (BHT)、特丁基对

苯二酚 (TBHQ) 的含量。用 25 mL 甲醇分 5 次涡旋超声提取芝麻油中的 BHA，BHT，TBHQ，以 La Chrom C18(250 

mm×4.6 mm，5μm) 为色谱柱，以甲醇 –0.5% 甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，流量为 1.0 mL／min，进样体积为

5 μL，柱温为 35℃，检测波长为 280 nm。BHA，BHT，TBHQ 的质量浓度在 20～300 mg／L 范围内与其色谱峰面积

呈良好的线性关系，相关系数大于 0.999，方法检出限为 0.5～1.0 mg／kg。样品加标回收率为 95.1%～99.8%，测定结

果的相对标准偏差为 2.1%～4.7%(n=6)。该方法操作简单，试剂用量少，准确度高，精密度好，适用于芝麻油中 BHA，

BHT，TBHQ 含量的日常检测。
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Determination of tert-butyl hydroxyanisole, 2, 6-di-tert-butyl paracresol and tert-butyl hydroquinone
in sesame oil by high performance liquid chromatography
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Abstract　The HPLC method was established for the determination of tert-butyl hydroxyanisole(BHA), 2, 6-di-
tert-butyl paracresol(BHT) and tert-butyl hydroquinone(TBHQ) in sesame oil. BHA, BHT and TBHQ in sesame oil were 
extracted by 25 mL methanol with 5-time vortex ultrasound. The La Chrom C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) 
was used as chromatographic column, and the gradient elution with methanol–0.5% formic acid aqueous solution as 
tmobile phase. The flow rate was 1.0 mL／min, the injection volume was 5 μL, the column temperature was 35℃ , and the 
detection wavelength was 280 nm. The mass concentration of BHA, BHT and TBHQ had good linear relationship with the 
chromatographic peak area in the range of 20–300 mg／L. The correlation coefficients were greater than 0.999, the detection 
limits were 0.5–1.0 mg／kg. The recoveries were 95.1%–99.8%, and the relative standard deviations of the determination 
results were 2.1%–4.7%(n=6). The method is simple in operation, with less reagent, high accuracy and good precision. It is 
suitable for routine determination of BHA, BHT and TBHQ in sesame oil. 
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芝麻油是人们日常生活中经常食用的一种调

味品，它含有丰富的维生素和人体必需的不饱和脂

肪酸、氨基酸以及铁、锌、铜等微量元素，深受人们喜

爱，是食用油中之珍品。为防止芝麻油发生氧化，延

长货架期，人们常在芝麻油中添加抗氧剂。在有效

浓度内抗氧剂能起到很好的抗氧化作用，但当使用

过量时，会对人体产生一定的危害。叔丁基羟基茴

香醚 (BHA)、2，6- 二叔丁基对甲酚 (BHT)、特丁基对
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苯二酚 (TBHQ) 是芝麻油常用的 3 类合成酚类抗氧

剂，其中 BHA 具有潜在的致癌性，能抑制人体呼吸

酶活性［1］。GB 2760–2014 《食品安全国家标准食品

添加剂使用标准》对芝麻油中这 3 类抗氧剂均有限

量要求，规定其含量均不大于 0.2 g／kg［2］。

目前食用油中 BHA，BHT，TBHQ 的测定方法

主要有电分析法、比色法、气相色谱法、气相色谱 –
质谱联用法、高效液相色谱法、液相色谱 – 质谱联用

法等［3–17］，其样品处理主要采用有机溶剂萃取法和

凝胶渗透色谱仪净化处理法。凝胶渗透色谱仪价格

昂贵，处理过程复杂，试剂用量大，样品回收率不高。

采用 GB 5009.32–2016 《食品安全国家标准　食品

中 9 种抗氧化剂的测定》方法进行测定时，要消耗

大量有机试剂进行提取净化处理，操作过程繁琐，乙

腈毒性较大，且在 BHT 出峰处出现一个很大的倒

峰，影响 BHT 的出峰。采用 NY／T 1602–2008 《植

物油中 BHA，BHT 和 TBHQ 的测定　高效液相色

谱法》测定时，乙酸对 BHT 的峰有干扰，目标峰分

离效果较差。笔者重复使用 5 mL 甲醇涡旋超声提

取 5 次，并对梯度洗脱条件进行优化，建立了高效液

相色谱法测定芝麻油中 BHA，BHT，TBHQ 的含量。

该方法简化了前处理步骤，提高了提取效率，适用于

芝麻油中 BHA，BHT，TBHQ 的日常检测，解决了

国家标准方法应用过程中存在的问题。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Ultimate 3000 型，配二极管

阵列检测器，美国热电公司；

微型旋涡混合仪：XW–80A 型，上海沪西分析

仪器厂有限公司；

电子天平：XP205 型，感量为 0.01 mg，梅特勒 –
托利多仪器 ( 上海 ) 有限公司；

数控超声清洗器：KQ5200DE 型，昆山市超声

仪器有限公司；

低速台式自动平衡离心机：DT5–2 型，转速不

低于 4 000 r／min，北京时代北利离心机有限公司；

超纯水机：艾柯 Exceed–Cc 系列，成都康氏康

宁科技发展有限公司；

BHA 标准品：纯度不小于 98.8%，德国 Dr.Ehren 
-storfer GmbH 公司；

BHT 准品：纯度不小于 99.5%，德国 Dr.Ehren 
-storfer GmbH 公司；

TBHQ 准品：纯度不小于 99.3%，德国 Dr.Ehren 

-storfer GmbH 公司；

甲醇、乙酸：色谱纯；

实验室用水为超纯水。

1.2　标准溶液配制

BHA，BHT，TBHQ 标准储备液：质量浓度均为

1 000 mg／L，分别称取 BHA，BHT，TBHQ 标准品

各 0.1 g ( 精确至 0.1 mg) 置于 3 只 100 mL 棕色容

量瓶中，用乙腈溶解并定容至标线，摇匀。

系列混合标准工作溶液：分别吸取上述 3 种标

准储备液 0.2，0.5，1.0，2.0，3.0 mL 于 10 mL 棕色容量

瓶中，用乙腈定容至标线，配制成质量浓度分别为 20，
50，100，200，300 mg／L 的系列混合标准工作溶液。

1.3　仪器工作条件

色 谱 柱：La Chrom C18 柱 (250 mm×4.6 mm，

5 μm，日本日立公司 ) ；流动相 A ：0.5% 甲酸水

溶液；流动相 B ：甲醇；梯度洗脱：0～5 min 流动

相 A(50%)，5～15 min 流动相 A 从 50% 降至 20%，

15～20 min 流动相 A (20%)，20～28 min 流动相 A 从

20% 降至 10%，28～30 min 流动相 A 从 10% 增至

50%，30～33 min，流动相 A (50%) ；流量：1.0 mL／min ；

进样体积：5 μL ；柱温：35℃；检测波长：280 nm
1.4　样品处理

准确称取芝麻油样品约 5 g( 精确至 0.001 g)，
置于 15 mL 具塞离心管中，加入 5 mL 甲醇，漩涡混

合 3 min，超声 5 min，以 4 000 r／min 离心 5 min，取
出上清液于 25 mL 棕色容量瓶中，残余物再重复用

5 mL甲醇提取4次，上清液合并于25 mL容量瓶中，

用甲醇定容至标线，过 0.45 μm 滤膜，即得待测液。

2　结果与讨论

2.1　提取液的选择

GB 5009.32–2016 中用 5 mL 乙腈饱和的正己

烷溶液溶解样品，再重复使用 5 mL 正己烷饱和的

乙腈溶液涡旋提取 2 次，合并提取液，过柱净化。

NY／T 1602–2008 采用重复使用 8 mL 甲醇涡旋超

声提取 3 次。本实验采用重复使用 5 mL 甲醇涡旋

超声提取 5 次，测定其提取效率，并与上述两种提取

方法进行比较。不同提取方法的回收率见表 1。由

表 1 可知，3 种提取方法的回收率均在 90% 以上，

且随提取次数的增多，提取效果更好，回收率更佳。

但 GB 5009.32–2016 方法试剂用量大，操作过程繁

琐，且乙腈毒性较大，故选用重复使用 5 mL 甲醇涡

旋超声提取 5 次的提取方法。该方法既解决了试剂

消耗量大，毒性大，过程繁琐等问题，又提高了提取
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效率，有效提取了芝麻油中的 BHA，BHT，TBHQ。

2.2　色谱条件的选择

按 NY／T 1602–2008 中的色谱条件对样品

进行测定时，乙酸对 BHT 的峰有干扰，分离效果

差；按 GB 5009.32–2016 中的高效液相色谱法分析

时，在 BHT 出峰的地方出现倒峰，影响 BHT 的出

峰。考虑到 BHT 大约在 20 min 之后出峰，故将 GB 
5009.32–2016 中梯度洗脱条件 20～25 min 时间段

改为 20～28 min，在该条件下 3 种抗氧剂混合标准

溶液的色谱图如 1 图所示。由图 1 可以看出，倒峰

与 BHT 峰得到了有效分离，且 3 种抗氧化剂的分离

效果好，峰形较佳。

5  10 15 2520 30

TBHQ
BHA

BHT

t min

图 1　种抗氧剂混合标准溶液的色谱图

2.3　线性方程及检出限

将系列混合标准工作溶液用 0.45 μm 有机滤

膜过滤，按 1.3 仪器工作条件，由低浓度到高浓度依

次进行测定，以待测组分的质量浓度 (x) 为横坐标，

以其对应的色谱峰面积 (y) 为纵坐标绘制标准曲线，

并计算线性方程和相关系数。另配制 BHA，BHT，
TBHQ 质量浓度均为 5.0 mg／L 的混合溶液，按 1.3
仪器工作条件平行测定 20 次，计算信噪比，以 3 倍

信噪比对应的浓度作为方法检出限。线性范围、线

性方程、相关系数及检出限见表 2。由表 2 可知，

BHA，BHT，TBHQ 的质量浓度在 20～300 mg／L 浓

度范围内与其色谱峰面积呈良好的线性关系，相关

系数均大于 0.999，方法检出限为 0.5～1.0 mg／kg。
表 2　线性范围、线性方程、相关系数及检出限

抗氧剂
线性范围／
(mg · L–1) 回归方程 相关系数

检出限／
(mg · kg–1)

BHA 20～300 y=0.057 3x+0.013 0 1.000 1.0
BHT 20～300 y=0.042 4x+0.066 4 0.999 8 0.5

TBHQ 20～300 y=0.066 3x+0.255 1 0.999 4 1.0

2.4　加标回收与精密度试验

取空白样品 3 份，分别添加 20，50，100 mg／L 3
个浓度水平的 BHA，BHT，TBHQ 系列混合标准工

作溶液，按 1.3 仪器工作条件对每个样品平行测定 6
次，测定结果见表 3。

表 3　加标回收与精密度试验结果 (n=6)

抗氧剂
本底值／
(mg · L–1)

加入量／
(mg · L–1)

测定平均值／
(mg · L–1)

平均回收
率／%

RSD／
%

BHA 0
20
50

100

19.010 8 
48.663 5 
99.769 2 

95.1 
97.3 
99.8 

4.6
3.8
2.4

BHT 0
20
50

100

19.173 9 
48.478 2 
99.236 9 

95.9 
97.0 
99.2 

3.6
2.4
2.1

TBHQ 0
20
50

100

19.257 1 
49.447 8 
99.139 6 

96.3 
98.9 
99.1 

4.7
3.3
2.7

由表 3 可知，BHA，BHT，TBHQ 的平均加标回

收率为 95.1%～99.8%，测定结果的相对标准偏差为

2.1%～4.7%。表明该方法具有较高的准确度和精密

度，符合实验室质量控制规范要求［18］。

2.5　实际样品测定

按所建方法对本中心 2018 年度省级监督抽

查和个人委托的芝麻油样品共计 20 个批次进行

分析测定，测定结果显示：20 个批次样品中均未检

出 BHA，BHT，TBHQ。该结果符合国家标准 GB 
2760–2014 《食品安全国家标准食品添加剂使用标

准》中 BHA，BHT，TBHQ 均不超过 0.2 g／kg 的限

量规定要求。

3　结语

通过对现有标准中的前处理方法和色谱条件

进行优化，建立了同时测定芝麻油中 BHA，BHT，
TBHQ含量的高效液相色谱方法。该方法操作简单，

试剂用量少，准确度高，精密度好，适用于芝麻油中

BHA，BHT，TBHQ 含量的日常检测，并且解决了国

家标准方法应用过程中存在的问题。
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