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苯己基柱液相色谱法高效分析食品和化妆品中的曲酸
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摘要：为建立合适的曲酸含量检测方法并应用于实际，通过优化色谱条件确立最佳检测方案．采
用苯己基柱为色谱柱，以乙腈 －０１％乙酸（体积比，１０∶９０）为流动相，流速为０６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温
为３０℃，紫外检测波长２７０ｎｍ为实验条件，绘制标准曲线并对食品和化妆品样品进行曲酸检
测，开展不同浓度水平的加标回收实验．结果显示，所建方法的线性方程为ｙ＝２５９７ｘ－００８８６，
线性相关系数Ｒ２＝０９９９８，检出限（ＬＯＤ）为０００３３ｍｇ／Ｌ，定量限（ＬＯＱ）为００１０ｍｇ／Ｌ；实际样
品中曲酸检测浓度范围为００６３～０３０ｍｇ／Ｌ，加标回收率为８４５９％～１１５２６％，相对标准偏差
（ＲＳＤ，ｎ＝３）为０４５％～５８５％．建立的曲酸检测方法简便、可靠且高效，可满足实际样品中曲
酸的常规分析检测需求．
关键词：曲酸；苯己基柱；食品分析；化妆品；高效液相色谱
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０引 言

曲酸（ｋｏｊｉｃａｃｉｄ）是一种由曲霉属和青霉属真菌经好氧发酵生成的杂环有机酸，亦称曲菌酸．该化合
物具有显著的抑菌与抗氧化活性［１］，在食品工业中被广泛应用于防腐、保鲜及护色等领域［２］．此外，曲酸
因其能够抑制黑色素合成关键酶（酪氨酸酶）的活性［３］，被广泛添加于美白类化妆品中．然而，曲酸的潜在
健康风险不容忽视．其分子结构中的羟基可能诱发自由基累积，进而导致致癌、致畸及胚胎毒性等不良反
应．世界卫生组织（ＷＨＯ）在２０１７年发布的致癌物清单中将其列为第３类致癌物；美国食品药品监督管理
局（ＵＳＦＤＡ）亦已限制其在非处方药中的使用［４］．欧盟食品安全局（ＥＦＳＡ）建议其每日允许摄入量不得超
过０５ｍｇ／ｋｇ体重．鉴于曲酸在食品与化妆品中的广泛应用及其潜在风险，建立准确、灵敏的检测方法尤
为重要．目前，曲酸的常见分析方法包括薄层色谱法、气相色谱法、液相色谱法、红外光谱法、电化学分析法
及比色法等［５－６］．其中，高效液相色谱法（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）因具备良好的分
离能力、较高的灵敏度与较强的重复性，已成为目前最为常用的检测技术．

ＨＰＬＣ是一种基于液相色谱技术的高效分离分析技术，能够对复杂混合物中的各组分进行分离、鉴定
与定量测定［７］．该方法凭借其高压、高速、高效、高灵敏度及广泛适用性等“四高一广”的特点［８］，已成为化

学、生物、医药、食品及环境等多个领域中最为常用的分离分析手段之一．色谱柱作为高效液相色谱分离系
统的核心［９］，其类型直接影响分离效果，常用的色谱模式包括反相色谱、正相色谱、亲水相互作用色谱以

及手性色谱等［１０］．在采用ＨＰＬＣ对目标分析物进行分析时，需依据目标物的理化特性系统优化色谱条件，
关键参数涵盖色谱柱类型、检测器种类、流动相组成与比例、柱温及流速等［１１］．合理设置这些条件不仅有
助于维持仪器稳定运行、延长系统使用寿命，更是获得准确、可靠分析结果的重要保障．

随着人们对食品安全的认识逐渐提高，食品安全分析也日渐重要．ＨＰＬＣ能同时检测多种痕量有害成
分，因而在保障食品安全、防范健康风险方面发挥着不可替代的作用［１２－１３］．与此同时，化妆品已从基础护
肤用品逐渐扩展至具有防晒、美白、抗衰老等多种功效的日常必需品，其使用范围持续扩大．然而，化妆品
中潜在的健康风险亦不容忽视［１４－１５］，部分化妆品中可能含有防腐剂、激素、重金属等有害成分，长期使用

或不当使用可能引发皮肤过敏、内分泌失调甚至更严重的健康问题［１６］．
本研究在现有文献报道的基础上［１３－１５］，建立了一种基于水涡旋提取结合高效液相色谱的分析方法，

系统优化了色谱柱与分离条件，实现了对面粉、小麦粉及防晒霜样品中曲酸增白剂的简便、快速、高效测

定．本工作为食品与化妆品中曲酸的安全性评估提供了可靠的方法学参考．

１实验部分

１１试剂与仪器
ＤｉｏｎｅｘＵｌｔｉｍａｔｅ３００高效液相色谱仪（上海智鸢机电设备有限公司），配备ＤＡＤ检测器、自动进样器，

ＶｅｎｕｓｉｌＢＰＣ１８（Ａ）色谱柱（４６×２５０ｍｍ，５μｍ，天津博纳艾杰尔科技有限公司），ＰｈｅｎｙｌＨｅｘｙｌＶａｌｉｄＣｏｌ
ｕｍｎ色谱柱（４６×２５０ｍｍ，５μｍ，铂金埃尔默仪器有限公司），ＶｅｎｕｓｉｌＨＩＬＩＣ色谱柱（４６×２５０ｍｍ，５μｍ，
天津博纳艾杰尔科技有限公司），ＹＭＣ－ＰａｃｋＣＮ色谱柱（２５０×４６ｍｍ，ＤＳ－５μｍ，１２ｎｍ，ＹＭＣ股份有限
公司），超声波清洗机（Ｌ－ＵＣ－３Ｌ，北京兰杰柯科技有限公司）

曲酸（９９％，上海麦克林生化科技有限公司），甲醇（色谱纯，北京百灵威科技有限公司），乙腈（色谱
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纯，天津致远化学试剂有限公司），乙酸（分析纯，天津市风船化学试剂科技有限公司），甲酸（色谱纯，天津

致远化学试剂有限公司），纯净水（娃哈哈），所有的样品均购于当地商店．
１２实验方法
１２１标准溶液的配制及色谱条件

准确称取５０ｍｇ曲酸标准品，以色谱纯乙腈溶解并定容至５０ｍＬ，制得１０ｇ／Ｌ储备液．取７５μＬ储备
液，用水定容至２５ｍＬ，得３０ｍｇ／Ｌ中间液．所有溶液于４℃避光保存，现用现配．进一步稀释制得００１０、
００５０、０１０、０５０、１０、５０、１０、２０ｍｇ／Ｌ系列标准溶液，用于建立００１０～２０ｍｇ／Ｌ的标准曲线．

采用ＨＰＬＣ测定食品及化妆品中曲酸的含量．将浓度为３０ｍｇ／Ｌ的曲酸标准溶液在ＤｉｏｎｅｘＵｌｔｉｍａｔｅ－
３００ＨＰＬＣ系统上进行分析．初始色谱条件设定为：Ｃ１８色谱柱；检测波长为２７０ｎｍ；流动相为乙腈－０１％乙
酸水溶液（７∶９３）（体积比，下同）；流速为０７ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；进样量为２０μＬ．后续实验通过对色谱柱
类型、流动相组成、比例、流速及柱温等关键条件进行系统优化，确定最佳色谱分离条件．定量分析采用外标
法，以峰面积对浓度绘制标准曲线，建立线性关系，并进一步分析实际样品（化妆品和食品）中曲酸的含量．
１２２实际样品的前处理

食品样品面粉和小麦粉均在当地的超市购买，化妆品样品防晒霜通过网络购买．
食品类样品：精确称取１００ｇ面粉或小麦粉样品于１５ｍＬ具塞离心管中，加入５０ｍＬ纯净水，涡旋振

荡１５ｍｉｎ使样品充分分散与提取．随后于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液经０４５μｍ微孔滤膜过滤两
次，收集滤液至２ｍＬ进样瓶中，待ＨＰＬＣ分析．

化妆品类样品：准确量取１００ｍＬ待测样品（防晒霜等）置于１５ｍＬ具塞离心管中，加入５０ｍＬ纯净
水，涡旋振荡１５ｍｉｎ使其充分乳化并提取．随后以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液过０４５μｍ微孔滤膜，
弃去初滤液约１ｍＬ后，收集续滤液于２ｍＬ进样瓶中，待ＨＰＬＣ分析．
１３标准曲线的建立

在确定的色谱条件下（检测波长２７０ｎｍ，进样体积２０μＬ），对一系列浓度梯度的曲酸标准溶液进行分
析，记录其峰面积．以标准溶液浓度为横坐标，相应的峰面积为纵坐标，绘制标准曲线．在既定实验条件下，
曲酸浓度与峰面积之间呈良好线性关系．采用最小二乘法对数据进行线性拟合，得到线性回归方程及相关
系数（Ｒ２）．基于所得标准曲线方程，可对实际样品中曲酸的含量进行定量计算．色谱保留行为的评价通过
容量因子ｋ值表征，计算公式如下：

ｋ＝（ｔＲ－ｔｍ）／ｔｍ
式中，ｔＲ为目标物曲酸的色谱峰保留时间，ｔｍ为流动相在色谱系统中的死时间．
１４实际样品的测定及加标回收

采用经优化建立的ＨＰＬＣ方法，对采购的面粉、小麦粉及防晒霜样品进行曲酸含量测定．所有样品均
按１２２所述方法进行前处理，在最优色谱条件下进行分析，每组样品平行测定３次．测定结果通过标准
曲线定量，并计算样品中曲酸的平均含量及相对标准偏差（ＲＳＤ），以评估方法的重复性与样品中目标物的
实际残留水平．

为进一步验证方法的准确度和精密度，分别对面粉、小麦粉和防晒霜样品提取液进行加标回收实验．
添加３个浓度水平（０１０、１０、５０ｍｇ／Ｌ）的曲酸标准溶液，经滤膜过滤后，进样２０μＬ进行分析，每个加标
水平平行测定３次．基于１３部分建立的标准曲线，根据加标样品的峰面积计算加标后曲酸总量，并扣除
样品本底值，计算加标回收率和各加标水平下回收率的ＲＳＤ，以评估方法的精密度．

２结果与讨论

２１曲酸检测色谱条件的优化
２１１色谱柱对曲酸分离效果的影响

为优化色谱分离条件，首先考察了不同色谱柱对曲酸分离性能的影响．在固定了流动相为乙腈 －
０１％乙酸（７∶９３）、流速为０７ｍＬ／ｍｉｎ、柱温为３０℃，检测波长为２７０ｎｍ的条件下，分别采用Ｃ１８柱、ＣＮ
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　ａ：Ｃ１８色谱柱；ｂ：ＣＮ柱；ｃ：ＨＩＬＩＣ柱；ｄ：苯己基柱；１：曲酸

　　图１　不同类型色谱柱分离曲酸的色谱图
　　Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｓｅｐａｒａｔｉｎｇ
　　ｋｏｊｉｃａｃｉｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓ

柱、ＨＩＬＩＣ柱及苯己基柱对３０ｍｇ／Ｌ曲酸标准溶液进行分
析，结果如图１所示．

曲酸是一种中等偏强极性物质，其结构含芳香杂环、

酚羟基及羰基等基团，水溶性良好．不同色谱柱对其保留
行为影响显著．虽然四种色谱柱所得的峰面积响应值相
近，但保留时间差异明显：ＨＩＬＩＣ柱出峰时间最短，保留能
力最弱，可能导致分离不充分，而苯己基柱的出峰时间最

长，保留能力最强，可能是苯基的π－π相互作用增强了保
留能力．在峰形与柱效方面，ＣＮ柱与苯己基柱表现突出，
峰宽均约为０２ｍｉｎ，峰形对称，理论塔板数高，分离效率
佳．而ＨＩＬＩＣ柱峰宽较大（０５９ｍｉｎ），可能与其对曲酸的选
择性较低、传质阻力较大有关，或者由于流动相中水相比例

不足，导致极性组分保留过弱、谱带展宽严重．ＣＮ柱与苯己
基柱在峰形与柱效上均表现优异，其中苯己基柱因具有更强的保留能力，更适用于复杂基质样品的分离

分析．
Ｃ１８色谱柱主要依靠疏水作用保留目标物．然而，曲酸具有较强的极性，导致其与 Ｃ１８长链烷基固定

相之间的疏水相互作用较弱，表现为保留时间较短，且从曲线ａ可见色谱峰存在明显拖尾．ＣＮ柱虽带有一
定极性，但对芳香结构的选择性较低，曲酸在其上的保留时间同样较短，且色谱峰呈现严重拖尾（曲线ｂ）．
ＨＩＬＩＣ柱通过亲水分配作用实现分离，但其固定相难以与曲酸的芳香环形成π－π堆叠作用，主要依赖羟
基等极性基团的亲水作用维持保留，因此保留效率较低．曲线ｃ对应的色谱峰保留时间极短，且分离效能
不佳．相比之下，苯己基柱的固定相同时含有苯基与己基结构，苯基能够与曲酸芳香环发生 π－π堆叠作
用，提供特异性保留；己基则贡献适度的疏水相互作用，弥补了曲酸因极性较强而疏水性不足的缺陷．这种
“π－π堆叠与适度疏水”的双重保留机制，使得曲酸在苯己基柱上表现出更强的保留、更高的峰响应以及
更尖锐对称的峰形（曲线ｄ）．综合比较，苯己基柱在分离效率、峰形及保留能力等方面均表现最优，因此本
研究选取苯己基柱作为曲酸分析的色谱柱．与文献［３］报道的传统方法相比，Ｃ１８柱、ＨＩＬＩＣ柱分离曲酸时
易出现峰前展、拖尾等现象，本研究所采用的苯己基柱有效克服了这些问题，在实现快速分离的同时，获得

了峰形对称、分离效果良好的色谱峰．
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　　ａ：甲醇－０．１％乙酸；ｂ：乙腈－０．１％乙酸；ｃ：甲醇－０．１％

　　甲酸；ｄ：乙腈－０．１％甲酸；１：曲酸

　　图２　不同流动相体系分离曲酸的色谱图
　　Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉｃ
　　ａｃｉｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

２１２流动相组成对曲酸分离效果的影响
为考察不同流动相对曲酸色谱行为的影响，以有

机相（乙腈、甲醇）与酸性添加剂（０１％乙酸、０１％甲
酸）组合构建四种流动相体系，在苯己基色谱柱上进

行分离测试．固定色谱条件为：柱温 ３０℃，流速
０７ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２７０ｎｍ，流动相中有机相比例
为７％，对３０ｍｇ／Ｌ曲酸标准溶液进行分析．有机相
种类与酸性添加剂的选择直接影响洗脱强度、选择性

及目标物峰形．乙腈洗脱能力通常弱于甲醇，有利于
增强保留；甲酸与乙酸则可通过降低流动相 ｐＨ，抑制
曲酸酸性基团的解离，并竞争性掩蔽固定相表面残留

硅羟基，从而减少次级相互作用，改善峰形，提高分离

效率．通过比较四种流动相下曲酸的保留时间、峰对
称性、理论塔板数及分离度等参数，可系统评估不同

洗脱体系对分离效果的影响，从而筛选出在保持适宜

保留的同时，兼具良好峰形和高效分离的最佳流动相组成，最终实现曲酸的高效、稳定分离．
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由图２可知甲醇作为流动相中的有机相时，流动相中的水相无论是乙酸还是甲酸，出峰时间都在
１０５ｍｉｎ以上，保留时间较长．相比之下，使用乙腈作为有机相可显著缩短保留时间，同时峰宽减小，说明
乙腈具有更强的洗脱效率和更低的黏度，有利于实现更快速、更尖锐的色谱分离．从峰面积的角度上来看，
四种流动相体系对曲酸的检测灵敏度相近，虽然甲醇－０１％乙酸体系的峰面积略高，但乙腈体系具有更
快的分析速度和更优的峰形．此外，考虑到苯己基色谱柱的适用 ｐＨ范围（２５～７５），酸性较强的甲酸可
能影响柱效，而乙酸更为温和．因此，综合考虑分离效率、峰形及色谱柱耐受性，本研究选择乙腈－０１％乙
酸作为流动相体系．
２１３不同浓度的酸性添加剂对曲酸分离效果的影响
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　图３　不同乙酸浓度作水相流动相的对曲酸分离的影响
　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
　ｏｆａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｓａｑｕｅｏｕｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
　ｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉｃａｃｉｄ

为探究流动相ｐＨ对曲酸分离行为的影响，通过
调节流动相中乙酸的含量（０１％、０３％、０５％、
０７％、１％）改变体系 ｐＨ，以破坏曲酸的螯合环境，改
善分离效果．在苯己基色谱柱上，固定乙腈比例为
７％、流速为０７ｍＬ／ｍｉｎ、柱温为３０℃及检测波长为
２７０ｎｍ，对３０ｍｇ／Ｌ曲酸标准溶液进行分析．如图３
所示，１０％乙酸条件下表现出最短的保留时间，容量
因子ｋ随着乙酸浓度升高而逐渐降低，说明其在固定
相上的保留减弱，与保留时间的变化规律一致．但是
综合考虑ｐＨ等因素，为保护色谱柱、确保方法的长期
稳定性，最终选择在既满足分离要求的同时更为温和

的乙腈－０１％乙酸作为流动相．
２１４流动相比例不同对曲酸分离效果的影响

曲酸作为极性较强的酸性化合物，其保留行为对

流动相中有机相比例较为敏感．较低的有机相比例有
助于延长保留时间、改善峰形，但比例过低可能导致峰展宽和分析时间过长；反之，过高的有机相比例则易

引起保留不足、与杂质共洗脱，从而降低分离度．因此，需优化有机相比例以平衡分离效率与分析速度．基
于前述优化的色谱条件（苯己基柱、流动相为乙腈－０１％乙酸、流速为０７ｍＬ／ｍｉｎ、柱温为３０℃、检测波
长为２７０ｎｍ），进一步考察了不同乙腈比例（７％、１０％、１３％、１６％、１９％）对３０ｍｇ／Ｌ曲酸标准溶液分离
效果的影响．
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ａ：乙腈－０．１％乙酸（１９∶８１）；ｂ：乙腈－０．１％乙酸（１６∶８４）；

ｃ：乙腈－０．１％乙酸（１３∶８７）；ｄ：乙腈－０．１％乙酸（１０∶９０）；

ｅ：乙腈－０．１％乙酸（７∶９３）；１：曲酸

图４　流动相比例的优化色谱图
Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｏｐｔｉｍｉｚｅｄｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｒａｔｉｏｓ

如图４所示，随着有机相比例降低，曲酸的保留
时间相应延长（从４８３３ｍｉｎ延长至６８７３ｍｉｎ），表明
洗脱强度减弱．虽然各比例下峰面积变化不大，但峰形
与柱效存在明显差异．其中，乙腈－０１％乙酸（１０∶９０）
时，色谱峰展宽最小（约０１ｍｉｎ），峰形尖锐对称，柱
效最高．尽管乙腈 －０１％乙酸（１９∶８１）比例下峰展
宽亦较小，但１０％乙腈比例在保证足够保留的同时，
实现了更优的峰形与分离效率．综合保留行为、峰形
及柱效，最终选择乙腈：０１％乙酸（１０∶９０）作为最佳
流动相比例．
２１５流速对曲酸分离的影响

优化流速有助于平衡分离效率、分析速度及系

统压力．对于曲酸这类极性化合物，其保留时间随流
速升高而缩短，但过高流速可能导致柱效下降、峰面

积减小及柱压升高．基于已优化的色谱条件（苯己基
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ａ：０６ｍＬ／ｍｉｎ；ｂ：０７ｍＬ／ｍｉｎ；ｃ：０８ｍＬ／ｍｉｎ；

ｄ：０９ｍＬ／ｍｉｎ；ｅ：１０ｍＬ／ｍｉｎ；１：曲酸

图５　不同流速下曲酸分离色谱图
Ｆｉｇ．５　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ
ｋｏｊｉｃａｃｉｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｏｗｒａｔｅｓ

柱，流动相为乙腈－０１％乙酸（１０∶９０），柱温为３０℃，
检测波长为２７０ｎｍ），考察了流速在０６～１０ｍＬ／ｍｉｎ
范围内对３０ｍｇ／Ｌ曲酸标准溶液分离的影响．

如图５所示，随着流速增加，曲酸的保留时间从
７０３３ｍｉｎ缩短至４２４３ｍｉｎ，表明提高流速可显著加
快洗脱．然而，伴随流速升高，峰面积逐渐减小，这可
能是由于样品在色谱柱内停留时间不足，导致部分物

质未能充分响应．同时，虽然较低流速下峰展宽略有
增加，但分离更为充分，柱效更高；而高流速下分析时

间虽短，却可能牺牲分离度与灵敏度．综合考虑分离
效果、分析效率及系统稳定性，选择０６ｍＬ／ｍｉｎ作为
最佳流速．该条件在保证良好分离的前提下，兼顾了
合理的分析时间与稳定的柱压．
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图７　曲酸标准溶液的色谱分析工作曲线
Ｆｉｇ．７　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｎａｌｙｓｉｓｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｃｕｒｖｅｏｆｋｏｊｉｃａｃｉｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

２１６柱温对曲酸分离的影响
柱温是影响色谱分离效能与分析效率的关键因
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图６　不同柱温对曲酸分离的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉｃａｃｉｄ

素．提高柱温可降低流动相黏度，提升色谱柱的渗透
性能，进而加快分析进程，缩短目标组分的保留时间．
实验采用苯己基色谱柱，以乙腈－０１％乙酸（１０∶９０）
为流动相，设定流速为０６ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长为
２７０ｎｍ，对浓度为３０ｍｇ／Ｌ的曲酸标准溶液进行检
测，并在１５～３５℃的范围内进一步考察了柱温对曲酸
色谱分离效果的影响．

由图６可知，随着柱温从２５℃升高至３５℃，曲
酸的保留时间逐渐缩短．温度升高可降低流动相黏
度，提高溶质在流动相中的扩散速率，从而加快其在

色谱柱中的传质过程，同时可能减弱溶质与固定相之

间的相互作用，导致保留时间减少．此外，随着柱温的
升高，容量因子ｋ也有所降低．综合考量分析效率、柱
效及容量因子，最终选择３０℃作为最佳柱温条件．
２２最优色谱条件下曲酸的分离效果

通过对色谱柱类型、流动相组成、流动相中乙酸含

量、流速及柱温等关键参数进行系统优化，最终确定了

检测曲酸的色谱条件，即以苯己基柱为色谱分离柱，流

动相组成为乙腈－０１％乙酸（１０∶９０），流动相的流速为
０６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，紫外检测波长为２７０ｎｍ．
２３曲酸标准曲线的测定

为构建曲酸的定量分析方法，首先配制浓度梯度

为００１０～２０ｍｇ／Ｌ的曲酸标准样品系列．所有样品的
色谱分析均在已优化的最佳条件下进行：色谱柱选用

苯己基柱，流动相为乙腈 －０１％ 乙酸水溶液
（１０∶９０），流速设定为 ０６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，紫外
检测波长为２７０ｎｍ，进样体积为２０μＬ．通过高效液相
色谱仪依次进样分析，记录各标准样品及空白样品的
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峰面积．数据处理阶段，将每个加标样品的峰面积减去空白样品峰面积，获得净响应值．以目标物加标浓度
（ｍｇ／Ｌ）为横坐标，净峰面积为纵坐标，通过最小二乘法拟合标准曲线，得到工作曲线ｙ＝２５９７ｘ－００８８６
（如图７所示），相关系数Ｒ２＝０９９９８，线性范围为００１０～２０ｍｇ／Ｌ，ＬＯＤ为０００３３ｍｇ／Ｌ，ＬＯＱ为００１０
ｍｇ／Ｌ．
２４实际样品中曲酸的测定及加标实验

按照步骤１２２的操作对市售的食品样品（面粉和小麦粉）和化妆品样品（防晒霜）进行目标分析物
的提取，并用高效液相色谱检测分析，结果如图８所示，曲酸在食品样品和化妆品样品中均有检出，检出浓
度在００６３～０３０ｍｇ／Ｌ之间．
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　　　 　（ａ）面粉样品的色谱分析图　　　　　　　（ｂ）小麦粉样品色谱分析图　　　　　 　　（ｃ）防晒霜样品色谱分析图

ａ：实际样品；ｂ：实际样品加标０．１ｍｇ／Ｌ曲酸标液；ｃ：实际样品加标１ｍｇ／Ｌ曲酸标液；

ｄ：实际样品加标５ｍｇ／Ｌ曲酸标液，１：曲酸．

图８　实际样品色谱分析图
Ｆｉｇ．８　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｓ

为验证本方法的准确性与可靠性，选取市售食品与化妆品样品开展加标回收试验，设置０１、１０、５０
ｍｇ／Ｌ三个加标浓度梯度，所得结果见表 １．其中，面粉样品的加标回收率为 ８４５９％ ～１０１８８％，ＲＳＤ为
０４５％～５５４％；小麦粉样品的加标回收率为 ９２１８％ ～１０５５０％，ＲＳＤ为 ２１５％ ～５８５％；防晒霜样品
的加标回收率为 １０４５９％～１１５２６％，ＲＳＤ为 １２９％～５４８％．本方法在准确度与精密度等核心验证指
标上，均满足甚至优于所适用的相关标准和规范的要求［１７－１８］．结果表明，该方法稳定、可靠，适用于所述各
类样品的定量检测．

表１　实际样品中测得曲酸的含量及加标回收率
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｋｏｊｉｃａｃｉｄｉｎａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｓａｎｄｉｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅｓ

样品

曲酸浓度本底值

（平均值＋ＳＤ，ｍｇ／Ｌ）
（ＲＳＤ，％）

加标检测（ｎ＝３）

加标量／（ｍｇ·Ｌ－１） 回收率／％ ＲＳＤ／％

面粉
０．３０±０．０１
（０．３４）

０．１ ９５．１０ ０．４５
１．０ ８４．５９ ４．０１
５．０ １０１．８８ ５．５４

小麦粉
０．１７±０．０１
（２．１５）

０．１ １０５．５０ ２．１５
１．０ ９７．３９ ２．８９
５．０ ９２．１８ ５．８５

防晒霜
０．０６３±０．００３
（１．２９）

０．１ １０９．４３ １．２９
１．０ １１５．２６ ３．６１
５．０ １０４．５９ ５．４８

２５方法比较
与文献报道的常规ＨＰＬＣ－Ｃ１８法相比［３］，本研究所建立的基于苯己基柱的ＨＰＬＣ方法展现出更优的

分析性能．苯己基柱因其固定相中的苯基可与曲酸芳香结构形成π－π堆叠作用，具有更强的保留选择性和
更好的抗基质干扰能力，从而显著提升了方法灵敏度与稳定性．具体而言，本方法的ＬＯＤ低至０００３３ｍｇ／Ｌ，
线性范围为００１０～２０ｍｇ／Ｌ；Ｃ１８柱法的ＬＯＤ为００５ｍｇ／Ｌ，线性范围为０１～１０ｍｇ／Ｌ［３］；陈卓等［１９］的研究
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中ＬＯＤ为０００２５ｍｇ／Ｌ，但回收率却最低．在实际样品分析中，苯己基柱法所得回收率的ＲＳＤ为０４５％～
５８５％（ｎ＝３），表明方法重复性良好、抗干扰能力强；Ｃ１８柱法在相似条件下的 ＲＳＤ则为２７４％ ～５６４％
（ｎ＝３）．虽然两种方法的分析时间相近，且苯己基柱法采用的流速略低，但其在分离选择性、灵敏度及稳
定性方面均表现出明显优势．本文的分析方法与文献的方法比较如表２所示．

表２　分析方法比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄｓｗｉｔｈｒｅｐｏｒｔｅｄｍｅｔｈｏｄｓ

液相色谱柱
线性范围／

（ｍｇ·Ｌ－１）
Ｒ２

检出限／

（ｍｇ·Ｌ－１）

定量限／

（ｍｇ·Ｌ－１）
回收率／％ 方法来源

Ｃ１８柱 ０．１～１ ０．９９８５ ０．０５ ０．１５ ８２．３～１１８．７（ｎ＝３） 文献［３］
ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３柱 ０．００５～１５ ０．９９９２ ０．００２５ ０．００８ ８０．２～９６．２（ｎ＝６） 文献［１９］

苯己基柱 ０．０１～２０ ０．９９９８ ０．００３３ ０．０１ ８４．５９～１１５．２６（ｎ＝３）

３结 语

本研究通过系统优化色谱条件，建立了基于苯己基柱的 ＨＰＬＣ方法，用于食品与化妆品中曲酸的测
定．该方法线性范围宽、灵敏度高，并成功应用于面粉、小麦粉及防晒霜样品中曲酸含量的检测，为相关产
品中曲酸的安全监测提供了简便、快速的分析手段，但在复杂基质干扰消除方面仍存在一定的局限性．该
方法仅针对基质相对简单的样品开展检测，尚未涉及发酵食品、高黏度或高油脂类化妆品等更为复杂的样

品体系；加标回收实验亦未在原始样品中添加，难以完全反映实际样品前处理过程中的损失与干扰．此外，
样品前处理采用单一水相涡旋提取，可能存在提取效率不足、净化不彻底等问题，可能对定量结果的准确

性产生影响．未来研究可围绕复杂基质的针对性前处理方法、提取溶剂与条件的优化以及样品净化步骤的
强化等方面进一步深入，以提升方法的适用性与可靠性．
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