
9  2013, Vol.36 No.3              乳业科学与技术	 ※分析检测

HPLC法检测乳品中对羟基苯
甲酸酯类和纳他霉素

万 鹏，赵 贞，李翠枝*，邵建波，王云霞，刘春霞
(内蒙古伊利实业集团股份有限公司，内蒙古 呼和浩特 010010)

摘  要：建立了乳制品中的对羟基苯甲酸酯类和纳他霉素的高效液相色谱分析方法。样品用甲醇提取后，使用C18反

相色谱柱分离，以甲醇-醋酸水溶液为流动相，紫外检测器检测，检测波长256nm和305nm条件下5种防腐剂在35min

之内完全分离。在一定条件下各组分的相关系数均大于0.9990，线形范围1～100mg/kg，回收率为83.7%～103%。
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对羟基苯甲酸酯类又称尼泊金酯，是世界上用量较

大的防腐剂，广泛用于食品、药品和化妆品等方面[1-8]。

纳他霉素是一种抗菌剂，97年我国卫生部正式批准纳他

霉素作为食品防腐剂，主要应用于乳制品、肉制品、发

酵酒、饮料果汁，方便食品等的生产和保藏[9-18]。我国对

于以上防腐剂在乳制品中的添加限量有严格规定，因此

本实验拟建立一种方法同时测定对羟基苯甲酸酯类和纳

他霉素5种防腐剂。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

甲醇、冰乙酸均为色谱纯；纳他霉素、对羟基苯甲

酸甲酯、乙酯、丙酯和丁酯标准品 美国Sigma公司。

纳他霉素标准贮备液：准确称取0.01g纳他霉素标准

品，用甲醇溶解并定容至100mL，质量浓度为100µg/mL，

冷冻保存。对羟基苯甲酸酯类标准贮备液：分别准确称

取0.05g对羟基苯甲酸甲酯、乙酯、丙酯和丁酯，用无

水乙醇溶解并定容至50mL，质量浓度为1mg/mL，冷冻

保存。

三氯乙酸溶液：称取三氯乙酸10g，加水溶解后定容

至1000mL容量瓶。

1.2 仪器与设备

1260液相色谱仪(带紫外检测器) 美国Agilent 公

司；FX-1200GD分析天平 北京中西远大科技有限公

司；M305652超声波仪 上海雅鸿自控设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 测定条件

测定波长：256nm条件0～12min，305nm条件

12～16min，256nm条件16～35min；色谱柱为Welch 

AQ-C18(250mm×4.6mm，5μm)；流速1.0mL/min；流

动相为：A：800mL水＋50mL冰乙酸，B甲醇，A:B为 

45:55，V/V。
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1.3.2 样品处理

液态奶样品：称取约10g(精确至0.1mg)样品于50mL

容量瓶中，加入25mL甲醇振荡摇匀后用水定容，超声提

取10min，混匀，静置10min，滤纸过滤后经0.45µm滤膜

过滤，上机测定。

奶粉样品：称取约5g样品于50mL容量瓶中，用15mL 
40～50℃水溶解，加入8mL三氯乙酸和20mL甲醇振荡摇

匀后用水定容，超声提取10min，混匀，静置10min，滤

纸过滤后经0.45µm滤膜过滤，上机测定。

酸奶、冷饮样品：称取约10g样品于50mL容量瓶

中，加入8mL三氯乙酸和20mL甲醇振荡摇匀后用水定

容，超声提取10min，混匀，静置10min，滤纸过滤，

0.45µm滤膜过滤，上机测定。

1.3.3 含量计算公式

m
C VX =

式中：X为试样中对羟基苯甲酸酯类或纳他霉素的含

量/(µg/g)；C为由标准曲线得到样品溶液中对羟基苯甲酸酯

类或纳他霉素的含量/(µg/mL)；V为样品溶液定容体积/mL；

m为称取样品的质量/g。

2 结果与分析

2.1 标准曲线及谱图

纳他霉素、对羟基苯甲酸酯类标准工作液：将标准

储备液分别用甲醇和水依次稀释成0.5、1.0、2.0、5.0、

10.0µg/mL的系列标准溶液，溶液经0.45µm滤膜过滤，上

机测定。

5种防腐剂标准曲线和线性关系见表1，由表1中可以

看出5种防腐剂浓度和峰面积之间呈线性关系，相关系数

均大于0.9990。

表 1 5种防腐剂线性关系

Table 1 Linear equations of pimaricin and four parabens

名称 线性回归方程 相关系数

对羟基苯甲酸甲酯 y = 60.37x－9.33 0.9990
对羟基苯甲酸乙酯 y = 63.85x－7.56 0.9990

纳他霉素 y = 60.44x－6.99 0.9991
对羟基苯甲酸丙酯 y = 57.44x－6.88 0.9990
对羟基苯甲酸丁酯 y = 52.58x－5.96 0.9990
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图 1 5种防腐剂标准溶液HPLC色谱图

Fig.1 HPLC chromatogram of mixed standard solution of pimaricin 

and four parabens

由图1可以看出5种防腐剂完全分离，保留时间分别

为7.138、10.594、14.814、17.795、32.246min；图2表明

5种防腐剂无杂质峰干扰，可准确定量检测。
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图 2 牛奶样品中5种防腐剂的HPLC色谱图

Fig.2 HPLC chromatogram of milk sample

2.2 回收率和精密度实验

在液态奶、酸奶和冷饮的空白样品中加入不同浓度

的5种防腐剂，平行测定3次，得出回收率结果见表2。

从表2可以得出，本方法测定不同乳制品中纳他霉

素回收率为86%～103%，相对标准偏差(RSD)为3.29%～ 

6.11%；对羟基苯甲酸甲酯回收率为83.8%～101%，

RSD为3.85%～6.29%；对羟基苯甲酸乙酯回收率为

83.7%～100.8%，RSD为3.06%～6.77%；对羟基苯甲酸丙酯

回收率为86.0%～100.2%，RSD为3.43%～6.15%；对羟基苯

甲酸丁酯回收率为88.3%～100.7%，RSD为3.26%～5.92%。

5种物质均可达到分析要求。

表 2 液态奶、酸奶和冷饮中羟基苯甲酸酯类和纳他霉素添加回收率结果

Table 2 Average recovery rates of pimaricin and four parabens from 

spiked liquid milk, yogurt and ice cream

目标物
添加量/
(mg/kg)

纯牛奶 红枣酸奶 火炬冰淇淋

回收率/
%

RSD/
%

回收率/
%

RSD/
%

回收率/
%

RSD/
%

对羟基
苯甲酸
甲酯

1 87.7 5.85 83.8 3.87 88.7 4.41

5 97.7 4.61 96.0 3.85 91.3 5.50

10 101 6.29 94.7 4.93 89.5 4.59

对羟基
苯甲酸
乙酯

1 90.5 4.09 87.3 3.72 83.7 3.27

5 92.5 6.77 100.8 3.06 92.3 3.27

10 97.2 5.98 94.3 4.63 95.2 4.36

纳他
霉素

0.5 86.0 3.29 89.7 4.03 89.7 4.03

2 97.7 4.50 96.3 5.61 94.0 5.44

5 103 5.93 96.8 6.11 98.2 4.71

对羟基
苯甲酸
丙酯

1 87.7 4.97 86.0 4.56 86.7 4.18

5 97.3 6.15 93.5 3.73 92.8 4.88

10 92.3 5.47 96 3.58 100.2 3.43

对羟基
苯甲酸
丁酯

1 93.8 4.62 88.3 5.28 91.2 5.63

5 93.0 4.86 93.5 4.37 91.5 5.68

10 99.2 5.31 98.7 3.26 100.7 5.92

对纯牛奶加标样品8次平行测定(表3)，得出各防

腐剂的RSD值分别为3.69%、2.14%、2.50%、3.07%和

4.22%。
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表 3 液态奶中对羟基苯甲醇酯类和纳他霉素检测精密度结果(n=8)

Table 3 Precision of the method (n=8)

检测项目 测定值/(mg/kg) RSD/%

对羟基苯
甲酸甲酯

2.115 2.048 2.023 2.093
3.69

1.886 2.069 2.016 1.957

对羟基苯
甲酸乙酯

2.158 2.143 2.203 2.085
2.14

2.137 2.135 2.217 2.096

对羟基苯
甲酸丙酯

2.275 2.387 2.307 2.231
2.50

2.238 2.209 2.264 2.313

对羟基苯
甲酸丁酯

2.012 1.945 2.134 2.039
3.07

2.028 1.965 2.034 2.097

纳他霉素
1.241 1.259 1.197 1.144

4.22
1.296 1.224 1.157 1.244

2.3 线性范围和检出限

本方法对羟基苯甲酸酯类定量检出限为1mg/kg，线性

范围1～100mg/kg，纳他霉素定量检出限为0.5mg/kg，线性

范围0.5～100mg/kg。

3 结 论

在本方法的实验条件中，5种防腐剂与其他干扰杂质

峰完全分离，方法准确、快速，回收率和重复性符合要

求，结果可靠，适合乳制品中防腐剂的检测监控。
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