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三相中空纤维⁃液相微萃取⁃高效液相色谱法
快速测定烟用香精中 ９ 种防腐剂
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（上海烟草集团有限责任公司质量监督检测站， 上海 ２０００８２）

摘要：烟用香精不仅可应用于传统卷烟，其在电子烟、加热卷烟及口含烟等新型烟草制品中均有着广泛应用。 烟用

香精的含水量较高，为避免香精产品在生产、储存和运输环节发生霉变，往往加入一定量的防腐剂（如山梨酸、苯甲

酸及对羟基苯甲酸酯类化合物），以抑制细菌的生长。 然而，若超标添加上述防腐剂，亦会对消费者健康带来不良

影响。 本研究基于三相中空纤维⁃液相微萃取（３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ） ⁃高效液相色谱法，建立了一种同时测定烟用香精中

山梨酸、苯甲酸及 ７ 种对羟基苯甲酸酯类防腐剂的分析方法。 对仪器参数和 ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 条件进行优化，采用Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×３ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ）对 ９ 种防腐剂进行分离，以甲醇、０􀆰 ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶

液（含 ０􀆰 ５％ 乙酸）和乙腈作为流动相进行梯度洗脱，检测波长为 ２２６ ｎｍ（苯甲酸）和 ２５８ ｎｍ（山梨酸和 ７ 种对羟基

苯甲酸酯类化合物）。 以二己醚为萃取溶剂，１５ ｍＬ 样品溶液（ｐＨ ４）为样品相，氢氧化钠水溶液（ｐＨ １２）为接受

相，在 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ下搅拌萃取 ３０ ｍｉｎ。 实验结果表明，９ 种目标分析物在各自的线性范围内线性关系良好，相关系数

（ｒ）≥０􀆰 ９９６ ７，检出限为 ０􀆰 ０２～０􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０􀆰 ０８～０􀆰 ２４ ｍｇ ／ ｋｇ，富集倍数为 ３０􀆰 ６～９１􀆰 １，在 ３ 个加标水平

下的回收率为 ８２􀆰 ２％ ～１１５􀆰 ７％，相对标准偏差（ｎ＝ ５）≤１５􀆰 ０％。 该方法简单高效，准确可靠，灵敏度高，适用于烟用

香精中防腐剂的快速筛查。
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ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８２􀆰 ２％ ｔｏ １１５􀆰 ７％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） （ｎ＝５） ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ
１４􀆰 ５％ ａｔ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄ， ｐｒｅｃｉｓｅ， ｓｅｎｓｉ⁃
ｔｉｖｅ， ａｎｄ ｗｅｌｌ⁃ｓｕｉｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｆｌａｖｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ．
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２０２４，４２（８）：７４９－７５７．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｏｌｌｏｗ ｆｉｂｅｒ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＨＦ⁃ＬＰＭＥ）； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ）； ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ； ｔｏｂａｃｃｏ ｆｌａｖｏｒ

　 　 防腐剂是食品、化妆品等工业品的关键添加成

分，其能够阻止微生物生长，对产品的质量安全起到

重要作用［１］。 作为食品添加剂和防腐剂，苯甲酸

（ＢＡ）和山梨酸（ＳＡ）已被广泛用于延长产品的保质

期［２］。 对羟基苯甲酸酯类化合物也是食品、化妆品

等行业中常用的防腐剂，其可通过破坏细胞膜和胞

内蛋白质来改变微生物细胞的酶活性，从而起到防

腐的作用［３，４］。 上述防腐剂通常被认为是安全的，
但若超标使用也会带来安全隐患，如过量摄入 ＢＡ
和 ＳＡ 可能会导致代谢性酸中毒、痉挛和过敏等一

系列不良反应［５］。 有研究［６］ 表明，对羟基苯甲酸酯

类化合物具有雌激素活性，可能会干扰人体内分泌

系统，并且其雌激素活性会随链长的增加而增加。
因此在 ２０１４ 年后，长碳链对羟基苯甲酸酯类化合物

的使用逐步受到各国法律的限制。 不同于日化用

品，烟用香精中的防腐剂可随消费者的抽吸或口含

行为直接进入体内，对消费者的健康存在潜在威胁。
目前国内烟草制品防腐剂行业标准 （ ＹＣ ／ Ｔ ４２３⁃
２０１１） ［７］采用液液萃取作为样品前处理方法，其灵

敏度和选择性不高，并且该标准中未包含对长碳链
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对羟基苯甲酸酯类化合物的检测。 为了对烟用香精

中防腐剂的使用情况进行有效监管，建立复杂基质

中 ＳＡ、ＢＡ 及对羟基苯甲酸酯类化合物的简单、快速

样品前处理方法及灵敏的分析方法尤为重要。
　 　 应用于香精中的防腐剂检测方法主要有气相色

谱⁃质 谱 法 （ ＧＣ⁃ＭＳ ） ［８］、 高 效 液 相 色 谱 法

（ＨＰＬＣ） ［９，１０］、超临界流体色谱⁃串联质谱法（ＳＦＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ） ［１１］和高效液相色谱⁃串联质谱法（ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ） ［１２，１３］；应用于香精中的防腐剂前处理方法

主要有液液萃取［９，１０，１２］、固相萃取［８］ 和分散固相萃

取［１１］等，其中以液液萃取最为常见，但这些方法普

遍存在操作繁琐、专一性差、有机溶剂消耗量大等缺

点。 一些新型液相微萃取方法，如分散液液微萃取

（ＤＬＬＭＥ） ［１４］，虽具有简单快捷、富集效果好等特

点，但由于基质净化能力不足而限制了其进一步的

应用。 中空纤维⁃液相微萃取（ＨＦ⁃ＬＰＭＥ）是一种以

多孔中空纤维为载体的液膜分离技术［１５］，该技术的

萃取和净化过程可一步完成，具有价格低廉、净化效

率高等优点，适用于复杂基质中痕量分析物的分离

与富集［１６－１８］。 近年来，ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 技术已被陆续应

用于防腐剂检测［１９，２０］领域，但尚未见将其用于烟用

香精中 ＳＡ、ＢＡ 和对羟基苯甲酸酯类化合物同时测

定的相关报道。
　 　 针对以上问题，本研究建立了基于三相中空纤

维⁃液相微萃取（３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ）技术结合 ＨＰＬＣ 同

时测定烟用香精中 ９ 种防腐剂（ＳＡ、ＢＡ 和 ７ 种对羟

基苯甲酸酯类化合物）的分析方法。 通过对色谱条

件和 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 条件进行优化，实现了烟用香精

中 ９ 种防腐剂的快速、灵敏测定，为烟用香精中防腐

剂的有效监管提供了技术支撑。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）； Ｓ４００ 酸度计（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；多
点位数显温控磁力搅拌仪（上海越众仪器设备有限

公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；微
量进样针 （瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司）； 聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）中空纤维（外径 ８００ μｍ，内径 ６００ μｍ，孔
径 ０􀆰 ２ μｍ）购自天津膜天膜工程技术有限公司。
　 　 标准品：ＳＡ、ＢＡ、对羟基苯甲酸甲酯（ＭｅＰ）、对
羟基苯甲酸乙酯（ＥｔＰ）、对羟基苯甲酸丙酯（ＰｒＰ）、
对羟基苯甲酸丁酯（ＢｕＰ）、对羟基苯甲酸异丙酯

（ ｉＰｒＰ）、对羟基苯甲酸异丁酯（ ｉＢｕＰ）和对羟基苯甲

酸苄酯（ＢｚＰ）（纯度均＞９９％）均购自梯希爱（上海）
化成工业发展有限公司。
　 　 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液、盐酸（分析级）、甲醇

（ＨＰＬＣ 级）、乙腈（ＨＰＬＣ 级）和乙酸铵（色谱纯）均
购自德国默克公司；甲苯、氯苯、对二甲苯、二己醚、
２⁃辛酮、１⁃辛醇（纯度均＞９８％）购自梯希爱（上海）化
成工业发展有限公司；氯化钠、丙酮（分析纯）购自

国药集团化学试剂有限公司；烟用香精样品由上海

牡丹香精香料有限公司提供。 实验所用去离子水均

由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪制备。
１．２　 溶液的配制

１．２．１　 混合标准储备液和混合标准工作液

　 　 分别准确称取 ０􀆰 １ ｇ 标准品 （ＢＡ、ＳＡ、ＭｅＰ、
ＥｔＰ、ＰｒＰ、ＢｕＰ、ｉＰｒＰ 和 ｉＢｕＰ）及 ０􀆰 ２２５ ｇ ＢｚＰ 标准

品于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容，配制成质量浓

度为 １ ｇ ／ Ｌ 的混合标准储备液，其中 ＢｚＰ 的质量浓

度为 ２􀆰 ２５ ｇ ／ Ｌ；准确移取 １ ｍＬ 混合标准储备液于

１０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇稀释并定容，配制成质量浓

度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准工作液，其中 ＢｚＰ 的质

量浓度为 ２２５ ｍｇ ／ Ｌ，于 ４ ℃冰箱中保存。
１．２．２　 接受相溶液

　 　 准确移取 １ ｍＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氢氧化钠溶液于

１０ ｍＬ 具有橡胶塞的容量瓶中，用去离子水定容，配
制成 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氢氧化钠水溶液（ｐＨ １２），现用

现配。
１．３　 样品制备

　 　 水溶性样品：称取 ２ ｇ 样品置于烧杯中，加入一

定体积的去离子水，并用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的稀盐酸溶液调

节 ｐＨ 至 ４，随后转移至 １５０ ｍＬ 容量瓶中，用去离子

水定容，制备成相应的样品溶液。
　 　 不溶于水样品：称取 ５ ｇ 样品置于具塞离心管

中，加入约 ３０ ｍＬ ３０％ 甲醇水溶液，超声提取５ ｍｉｎ
后，将上清液转移至 ５０ ｍＬ 容量瓶中；用 ３０％ 甲醇

水溶液对离心管反复清洗 ３ 次，并将上清液转移至

容量瓶中，用 ３０％ 甲醇水溶液定容后，于 ４ ℃冰箱

中保存。 使用前，移取 ２０ ｍＬ 上述溶液于烧杯中，
加入一定体积的去离子水，并用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 稀盐酸溶

液调节 ｐＨ 至 ４，再转移至 １５０ ｍＬ 容量瓶中，用去离

子水定容，制备成相应的样品溶液。
１．４　 ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 处理步骤

　 　 将 ＰＶＤＦ 中空纤维截取成长度为 １０ ｃｍ 的小

段，用丙酮浸没，超声处理 ５ ｍｉｎ，自然晾干；之后将
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ＰＶＤＦ 中空纤维浸没在二己醚中，浸泡约 １ ｍｉｎ，使
二己醚充满纤维腔体的内外壁微孔，之后用无纺布

擦除多余的有机溶剂。 移取 １５ ｍＬ 样品溶液于

２０ ｍＬ样品瓶中，放入磁力搅拌子；用微量进样针向

中空纤维小段内腔注满氢氧化钠水溶液（ｐＨ １２），
并使其呈“Ｕ”形浸没于样品相中，中空纤维小段两

端用穿透了样品瓶硅胶隔垫的一次性注射器针头固

定（图 １）；随后在 ２５ ℃下以 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ的转速搅拌

３０ ｍｉｎ，抽取 ３０ μＬ 接受相进行 ＨＰＬＣ 分析。

图 １　 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 的示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐｈａｓｅ⁃ｈｏｌｌｏｗ ｆｉｂｅｒ⁃

ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ）

１．５　 富集倍数（ＥＦ）与萃取回收率（ＥＲ）的计算

　 　 ＥＦ 和 ＥＲ 分别根据公式（１）和公式（２）进行

计算：

ＥＦ＝
ｃｆ

ｃ０
（１）

ＥＲ＝
ｃｆＶｆ

ｃ０Ｖ０
×１００％ （２）

其中，ｃ０ 代表目标分析物在样品相中的原始质量浓

度（μｇ ／ Ｌ）， ｃｆ 代表目标分析物经 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 萃

取后在接受相中的质量浓度（μｇ ／ Ｌ）， Ｖｆ 是接受相

体积（μＬ）， Ｖ０ 为样品相的初始体积（μＬ）。
１．６　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８ （ １００
ｍｍ×３ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ）；二极管阵列检测器（ＤＡＤ）
扫描范围：２００～５００ ｎｍ；进样量：５ μＬ；柱温：３５ ℃；
流动相：Ａ 相为甲醇，Ｂ 相为 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水

溶液 （ 含 ０􀆰 ５％ 乙 酸）， Ｃ 相 为 乙 腈； 流 速 ０􀆰 ５
ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序： ０ ～ ３􀆰 ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ，

１５％ Ｃ； ３􀆰 ０ ～ １６􀆰 ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ ～ ５０％ Ｂ， １５％ Ｃ ～
３５％ Ｃ；１６􀆰 ０～２５􀆰 ０ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ， ３５％ Ｃ； ２５􀆰 ０～２６􀆰 ０
ｍｉｎ， ５０％ Ｂ～７０％ Ｂ， ３５％ Ｃ～１５％ Ｃ。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件优化

２．１．１　 检测波长的选择

　 　 采用质量浓度为 ６０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准工作液

（其中 ＢｚＰ 的质量浓度为 １３５ ｍｇ ／ Ｌ）进行色谱条件

优化。 使用 ＤＡＤ 对混合标准工作液中的各待测组

分进行全扫描，结果如图 ２ 所示。 ＢＡ 的最大吸收

波长为 ２２６ ｎｍ，其余 ８ 种目标分析物的最大吸收波

长为 ２５８ ｎｍ。 因此针对 ９ 种目标分析物，本实验设

定两个最佳检测波长（２２６ ｎｍ 和 ２５８ ｎｍ），其中 ＢＡ
的最大吸收波长易受到低波长段基质的干扰，需对

流动相组成进行优化，以确保定量的准确性。

图 ２　 ９ 种目标分析物的紫外吸收图谱
Ｆｉｇ． ２　 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ

ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ
　 ＢＡ： ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ； ＳＡ： ｓｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ； ＭｅＰ： ｍｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ；
ＥｔＰ： ｅｔｈｙｌｐａｒａｂｅｎ； ｉＰｒＰ： ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐａｒａｂｅｎ； ＰｒＰ： ｐｒｏｐｙｌｐａｒａ⁃
ｂｅｎ； ｉＢｕＰ： ｉｓｏｂｕｔｙｌｐａｒａｂｅｎ； ＢｕＰ： ｂｕｔｙｌｐａｒａｂｅｎ； ＢｚＰ：
ｂｅｎｚｙｌｐａｒａｂｅｎ．

２．１．２　 流动相的优化

　 　 流动相的组成对于目标分析物的色谱分离影响

较大，实验考察了不同流动相组成对 ９ 种目标分析

物分离效果的影响。 实验结果表明，当采用甲醇⁃乙
酸铵水溶液二元流动相时，ｉＢｕＰ、ＢｕＰ 和 ＢｚＰ 的分

离效果不佳；根据文献［１９］改为三元流动相（甲醇⁃
乙酸铵水溶液（含 ０􀆰 ５％ 乙酸） ⁃乙腈）后，ｉＢｕＰ、ＢｕＰ
和 ＢｚＰ 在色谱柱上可实现基线分离。 经实验考察，
乙酸铵水溶液中乙酸的体积分数对 ＢＡ 和 ＳＡ 的色

谱分离效果影响较大。 如图 ３ａ 所示，当不添加乙酸

时，ＢＡ 和 ＳＡ 处于部分解离状态，色谱保留较弱，色
谱峰形差且无法实现基线分离；在乙酸铵水溶液中

·２５７·
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图 ３　 乙酸体积分数对 ９ 种目标分析物分离效果的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ

ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ
ａｎａｌｙｔｅｓ

　

　 Ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ： １． ＢＡ； ２． ＳＡ； ３． ＭｅＰ； ４． ＥｔＰ； ５． ｉＰｒＰ；
６． ＰｒＰ； ７． ｉＢｕＰ； ８． ＢｕＰ； ９． ＢｚＰ．

添加体积分数为 ０􀆰 ０２％ 的乙酸时，ＢＡ 和 ＳＡ 的色谱

峰形可得到明显改善（图 ３ｂ）；ＢＡ 和 ＳＡ 出峰时间

随乙酸体积分数（０􀆰 １％、０􀆰 ５％）的增加而延长（图 ３ｃ
和 ３ｄ）。 由于 ＤＡＤ 为通用型检测器，色谱分离前段

的目标分析物容易受到样品基质干扰，因此本实验

选择在乙酸铵水溶液中添加 ０􀆰 ５％ 乙酸。 如图 ３ｄ
所示，在最佳流动相组成条件下，ＢＡ 和 ＳＡ 的保留

时间均＞２ ｍｉｎ，有助于减少基质峰的干扰，确保定

量的准确性。
２．２　 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 条件优化

２．２．１　 萃取溶剂的选择

　 　 萃取溶剂是影响 ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 萃取效率的最关键

因素。 本实验选择空白加标样品（６０ ｍｇ ／ Ｌ，其中

ＢｚＰ 加标水平为１３５ ｍｇ ／ Ｌ）进行 ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 条件的

优化。 根据文献［１８］中萃取溶剂的选择原则，本文

重点考察了甲苯、１⁃辛醇、二己醚、氯苯、二辛酮 ５ 种

萃取溶剂对 ９ 种目标分析物富集倍数的影响。 实验

结果表明，极性较强的 ２⁃辛酮对 ＢＡ 和 ＳＡ 的萃取效

果较好，但对亲脂性较强的对羟基苯甲酸酯类化合

物萃取效果差；１⁃辛醇和二己醚的萃取效果优于其

他萃取溶剂，与 １⁃辛醇相比，二己醚对 ＢＡ、ＢｕＰ、
ｉＢｕＰ 和 ＢｚＰ 的萃取效果更好，且萃取回收率分布更

为均匀（图 ４ａ）；对 １⁃辛醇和二己醚的萃取效果差异

进行分析，可能是因为二己醚的极性适中且黏度更

小，更有利于传质。 因此，本实验选择二己醚作为

３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 的萃取溶剂。
２．２．２　 样品相 ／ 接受相 ｐＨ 的优化

　 　 因部分目标分析物为弱酸性且不易溶于水，调
节样品相 ｐＨ 至酸性可抑制这些化合物的解离，使
其呈分子状态，从而更易被有机液膜萃取；调节接受

相 ｐＨ 至碱性则可使这些分析物处于解离状态，更
有效地被接受相萃取，避免被反萃取至有机相中，从
而保证方法的回收率。 因此，本实验分别考察了不

同 ｐＨ（２～８）的样品相（接受相 ｐＨ 为 １２）及不同 ｐＨ
（９～１３）的接受相（样品相 ｐＨ 为 ４）对 ９ 种目标分析

物萃取回收率的影响。
　 　 如图 ４ｂ 所示，当样品相 ｐＨ 为 ２ 时，ＢＡ 和 ＳＡ
的萃取回收率最高，之后二者的萃取回收率随样品

相 ｐＨ 的升高而降低；当样品相 ｐＨ 为 ４ 时，７ 种对

羟基苯甲酸酯类化合物的萃取回收率最高，且在 ｐＨ
为 ４～６ 时基本维持不变，这与文献［２１］报道结果相

符。 因此，综合考虑 ＢＡ 和 ＳＡ 和 ７ 种对羟基苯甲酸

酯类化合物的萃取回收率，实验选择样品相的最佳

ｐＨ 为 ４。 由图 ４ｃ 可知，当接受相 ｐＨ 从 ９ 增加至 １３
时，大部分目标分析物的萃取回收率升高且达到最

大；ＢＡ、ＳＡ、ＭｅＰ 和 ＥｔＰ 的萃取回收率在接受相 ｐＨ
为 １２ 时达到最高，而在 ｐＨ 为 １３ 时反而下降，并且

此时 ＢＡ 和 ＳＡ 已无法被萃取。 因此实验选择接受

相的最佳 ｐＨ 为 １２。
２．２．３　 样品相体积的优化

　 　 实验分别考察了样品相体积为 ５、１０、１５、２０ 和

３０ ｍＬ 时 ９ 种目标分析物的富集倍数。 如图 ４ｄ 所

示，ＢＡ 和 ＳＡ 的富集倍数在样品相体积为 １０ ｍＬ 时

达到最大，ＭｅＰ、ＥｔＰ、ｉＰｒＰ 和 ＰｒＰ 的富集倍数在样

品相体积为 １５ ｍＬ 时达到最大，而 ｉＢｕＰ、ＢｕＰ 和

ＢｚＰ 的富集倍数在样品相体积为 ２０ ｍＬ 时达到最

大。 综合考虑目标分析物的富集倍数及萃取平衡时

·３５７·
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图 ４　 （ａ）萃取溶剂种类、（ｂ）样品相 ｐＨ、（ｃ）接受相 ｐＨ、（ｄ）样品相体积、（ｅ）萃取时间及（ｆ）氯化钠质量分数
对 ９ 种目标分析物萃取回收率或富集倍数的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｔｙｐｅ， （ｂ） ｓａｍｐｌｅ ｐｈａｓｅ ｐＨ， （ｃ） ａｃｃｅｐｔｏｒ ｐｈａｓｅ ｐＨ， （ｄ） ｓａｍｐｌｅ ｐｈａｓｅ
ｖｏｌｕｍｅ， （ｅ） ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ （ｆ） ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ （ＥＲｓ）
ｏｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ （ＥＦｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｎ＝３）

　

间，最终确定样品相体积为 １５ ｍＬ。
２．２．４　 萃取时间的优化

　 　 萃取时间同样是影响 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 萃取效率

的重要因素，实验考察了不同萃取时间（１０、２０、３０、
４０ 和 ６０ ｍｉｎ）对 ９ 种目标分析物萃取效率的影响。
实验结果表明，ＢＡ 和 ＳＡ 的萃取回收率随萃取时间

的增加而持续升高；ＭｅＰ 和 ＥｔＰ 的萃取回收率在萃

取时间为 ３０ ｍｉｎ 时达到最大， ｉＰｒＰ 和 ＰｒＰ 的萃取

回收率在萃取时间为 ２０ ｍｉｎ 时达到最大；而对于

ｉＢｕＰ、ＢｕＰ 和 ＢｚＰ，萃取时间越短，三者的萃取回收

率越高（图 ４ｅ）。 当萃取时间增加至４０ ｍｉｎ时，大部

分长碳链的对羟基苯甲酸酯类化合物（ ｉＢｕＰ、ＢｕＰ
和 ＢｚＰ）会发生反萃取现象，并被截留在有机液膜

中，该结果与文献［１９］报道一致。 为兼顾 ９ 种目标

分析物的萃取效果，最终选择萃取时间为 ３０ ｍｉｎ。
２．２．５　 离子强度的优化

　 　 本研究还考察了不同质量分数（０、５％、１０％、
２０％）的氯化钠对 ９ 种目标分析物富集倍数的影响。
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结果如图 ４ｆ 所示，随着样品相中氯化钠质量分数的

增加，ＢＡ、ＳＡ 和 ＭｅＰ 的富集倍数有所提升，但其余

目标分析物的富集倍数无明显变化甚至有所降低，
因此本实验选择不添加氯化钠。

表 １　 ９ 种目标分析物的线性范围、相关系数、检出限、定量限、富集倍数及萃取回收率（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ）， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ），

ＥＦｓ ａｎｄ ＥＲｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｎ＝５）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／

（μｇ ／ Ｌ）
ｒ

ＬＯＤ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＬＯＱ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＥＦｓ
３．７５ ｍｇ ／ ｋｇａ ３７．５ ｍｇ ／ ｋｇｂ

ＥＲｓ ／ ％
３．７５ ｍｇ ／ ｋｇａ ３７．５ ｍｇ ／ ｋｇｂ

ＢＡ ２．０－２０００ ０．９９９７ ０．０２ ０．０８ ９１．１ ７４．９ １８．２ １５．０　
ＳＡ ２．０－２０００ ０．９９６７ ０．０３ ０．１０ ４５．５ ３７．３ ９．１ ７．５
ＭｅＰ ２．０－１０００ ０．９９９０ ０．０３ ０．１１ ３４．５ ３２．１ ６．９ ６．４
ＥｔＰ ２．０－１０００ ０．９９８９ ０．０４ ０．１３ ５６．６ ５１．１ １１．３ １０．２
ｉＰｒＰ ２．０－１０００ ０．９９９０ ０．０３ ０．１０ ６７．８ ５５．８ １３．６ １１．２
ＰｒＰ ２．０－１０００ ０．９９８０ ０．０３ ０．１０ ６８．３ ６１．４ １３．７ １２．３
ｉＢｕＰ ２．０－１０００ ０．９９７７ ０．０４ ０．１３ ４６．９ ４１．３ ９．４ ８．３
ＢｕＰ ２．０－１０００ ０．９９９６ ０．０４ ０．１４ ３８．１ ３０．６ ７．６ ６．１
ＢｚＰ ４．５－２２５０ ０．９９９７ ０．０７ ０．２４ ４０．６ ３２．５ ８．１ ６．５

　 ａ， ｂ： ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｚＰ ｗｅｒｅ ８􀆰 ４４ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

表 ２　 ９ 种目标分析物的回收率与相对标准偏差（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｎ＝５）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
０．１５ ｍｇ ／ ｋｇｃ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
３．７５ ｍｇ ／ ｋｇｄ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
３７．５ ｍｇ ／ ｋｇｅ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
ＢＡ ９５．３ ５．２ ９８．１ ８．０ ９０．９ ６．２
ＳＡ １０５．１ ７．８ １０２．３ ７．８ １０２．３ ８．０
ＭｅＰ ９７．４ ６．９ １１５．７ ９．３ ８２．２ ７．１
ＥｔＰ ８２．６ ８．６ ８６．７ １０．６ ９１．７ ６．８
ｉＰｒＰ ８２．４ ４．９ １１４．７ ９．１ ８８．５ ３．２
ＰｒＰ ９６．５ ４．３ １１２．６ ９．７ ８７．９ ３．７
ｉＢｕＰ ９７．８ ９．８ ８７．８ ８．４ １０７．６ １１．５
ＢｕＰ １１４．９ １０．０ ９５．６ １１．２ ９０．８ １０．５
ＢｚＰ １１２．０ １５．０ １０４．７ １３．３ ９３．２ １４．５

　 ｃ， ｄ， ｅ： ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢｚＰ ｗｅｒｅ ０􀆰 ３４， ８􀆰 ４４ ａｎｄ ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．３　 方法学考察

２．３．１　 线性关系、检出限、定量限和富集倍数

　 　 按照 １􀆰 ３ 节步骤获得空白样品溶液，加入不同

体积的混合标准工作液，配制成系列质量浓度（２、
１０、２０、５０、１００、２００、５００、１ ０００ 和 ２ ０００ μｇ ／ Ｌ，其中

ＢｚＰ 的质量浓度分别为 ４􀆰 ５、２２􀆰 ５、４５、１１２􀆰 ５、２２５、
４５０、１ １２５ 和 ２ ２５０ μｇ ／ Ｌ）的基质匹配混合标准工

作液。 在最佳实验条件下进行检测，以 ９ 种目标分

析物的峰面积（ｙ）对质量浓度（ｘ， μｇ ／ Ｌ）绘制标准

工作曲线。 以 ３ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）和 １０ 倍 Ｓ ／ Ｎ 所对

应的含量作为检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。 结

果如表 １ 所示，９ 种目标分析物在各自的线性范围

内线性关系良好，相关系数（ ｒ）均≥０􀆰 ９９６ ７， ＬＯＤ
为 ０􀆰 ０２～０􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｋｇ， ＬＯＱ 为 ０􀆰 ０８～０􀆰 ２４ ｍｇ ／ ｋｇ。
在空白样品溶液中分别添加两个水平（３􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ
和 ３７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，其中 ＢｚＰ 的加标水平分别为 ８􀆰 ４４

ｍｇ ／ ｋｇ 和 ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ）的混合标准工作液，在最佳

实验条件下计算各目标分析物的富集倍数和萃取回

收率。 结果表明，在两个加标水平下 ９ 种目标分析

物的富集倍数为 ３０􀆰 ６～ ９１􀆰 １，萃取回收率为 ６􀆰 １％ ～
１８􀆰 ２％，说明本方法的灵敏度高，富集效果明显。
２．３．２　 回收率与精密度

　 　 在空白样品溶液中添加低、中、高 ３ 个水平

（０􀆰 １５、３􀆰 ７５ 和 ３７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，其中 ＢｚＰ 的加标水平

分别为 ０􀆰 ３４、８􀆰 ４４ 和 ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ）的混合标准工作

液，在优化后的实验条件下进行加标回收试验，每个

加标水平设置 ５ 个平行样品。 结果如表 ２ 所示，在
３ 个加标水平下 ９ 种目标分析物的回收率为 ８２􀆰 ２％
～１１５􀆰 ７％，相对标准偏差（ＲＳＤ）均≤１５􀆰 ０％。 实验

结果表明，本方法的回收率和精密度良好，能够满足

９ 种防腐剂的实际分析需求。
２．４　 实际样品检测

　 　 选取 １０ 个国内企业生产的典型烟用香精样品

（其中 ４ 号和 １０ 号为不溶于水的样品，其余为水溶

性样品），按照 １􀆰 ３ 节步骤获得样品溶液，之后在优

化的实验条件下进行萃取和测定。 以其中一个样品

·５５７·
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为例，对其进行加标（３７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ， ＢｚＰ 的加标水平

为 ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ）。 如图 ５ 所示，加标样品经 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃
ＬＰＭＥ 处理后，其基质干扰峰明显减少且信号强度

明显增强，表明该萃取方法具有一定的基质净化功

能且富集效果明显。 如表 ３ 所示，ＢＡ 和 ＳＡ 在烟用

香精中的添加较为普遍，但 １０ 个待测样品中的 ＢＡ
和 ＳＡ 均未超过《食品安全国家标准 食品添加剂使

用标准》 （ＧＢ ２７６０⁃２０１４） ［２２］ 所规定的最大限量值

（２ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ）；有 ５ 个样品检出了 ＥｔＰ，且其中一

个样品同时检出了 ＭｅＰ，依据 ＧＢ ２７６０⁃２０１４，二者

的最大使用限量均为 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ，虽有添加但符合

使用要求；此外，有一个样品检出了 ＰｒＰ，该防腐剂

在 ＧＢ ２７６０⁃２０１４ 的许可目录之外，因此需引起相关

质检部门的关注。
２．５　 与其他方法的比较

　 　 将本方法与行业标准及文献报道进行比较，比
较结果见表 ４。 结果表明，与采用相同检测器的烟

草行业标准（ＹＣ ／ Ｔ ４２３⁃２０１１） ［７］ 及文献［９－１１］相

比，本方法的 ＬＯＤ 更低。 此外，本方法的回收率与

其他方法相近，能够满足防腐剂的实际分析要求。

图 ５　 烟用香精加标样品经 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 处理
（ａ）前、（ｂ）后的色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｆｌａｖｏｒ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ
（ａ） ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ （ｂ） ａｆｔｅｒ ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ８４􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ＢｚＰ ａｎｄ ３７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｔｅｓ．
　 Ｆｏｒ ｐｅａｋｓ， ｓｅｅ Ｆｉｇ． ３．

表 ３　 实际样品的检测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｍｇ ／ ｋｇ

Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ． ＢＡ ＳＡ ＭｅＰ ＥｔＰ ｉＰｒＰ ＰｒＰ ｉＢｕＰ ＢｕＰ ＢｚＰ
１ ５５．４ － － ０．３ － ０．１ － － －
２ ２１．９ － － ０．７ － － － － －
３ － － － － － － － － －
４ ３０．３ １．４ － ２．０ － － － － －
５ ３．５ １４．１ － － － － － － －
６ ３ １２．６ － － － － － － －
７ － １３．７ － － － － － － －
８ ９．３ １３．９ － － － － － － －
９ １９．３ ６１．５ ０．１ ０．１ － － － － －
１０ ３６ ５．８ － ０．１ － － － － －

　 －： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

表 ４　 本方法与其他方法的比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ａｎａｌｙｔｅｓ
Ｓａｍｐｌｅ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　

Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／
％

ＬＯＤｓ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｆ．

ＢＡ， ＳＡ ａｎｄ ｆｏｕｒ ＰＢｓ ＬＬＥ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ９３．２－９８．５ １．８－６．０ ［７］
ＢＡ， ＳＡ ａｎｄ ｆｏｕｒ ＰＢｓ ＬＬＥ， ＵＡＥ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ９７．０－９９．６ ０．０８－０．２ ［９］
ＢＡ， ＳＡ， ｆｏｕｒ ＰＢｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｔｅｓ ＬＬＥ， ＵＡＥ ＵＰＬＣ⁃ＰＤＡ ９３．０－１２１．０ ０．４８－２．５１ ［１０］
Ｓｉｘ ＰＢｓ ｄＳＰＥ ＳＦＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ８８．３－１０６．６ ０．０３－０．０９ ［１１］
ＢＡ， ＳＡ ａｎｄ ｓｅｖｅｎ ＰＢｓ ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ ８２．２－１１５．７ ０．０２－０．０７ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
　 ＰＢｓ： ｐａｒａｂｅｎｓ； ＬＬＥ： ｌｉｑｕｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＵＡＥ： ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｄＳＰＥ： ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＳＦＣ：
ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｌｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．

３　 结论

　 　 本研究基于 ３Ｐ⁃ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 技术并结合 ＨＰＬＣ，

建立了烟用香精中 ９ 种防腐剂（ＳＡ、ＢＡ 和 ７ 种对羟

基苯甲酸酯类化合物）同时测定的方法。 利用 ３Ｐ⁃
ＨＦ⁃ＬＰＭＥ 技术，该方法可一步完成目标分析物的

·６５７·
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萃取、净化和富集。 所建方法操作简单，富集倍数

高，同时具有绿色环保、成本低廉的优点，可用于烟

用香精中防腐剂的快速筛查。
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