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　　摘要：基于吸光度的加和性原理，在选定波长２５４、２２４ｎｍ下，通过对苯甲酸／山梨酸的吸光度与浓度间的标准曲
线进行线性回归分析所得的斜率，建立了苯甲酸和山梨酸吸光度 Ｄ与浓度 Ｃ的关系方程组，最终获得起１种无需分
离即可同时测定食品中的苯甲酸和山梨酸含量的方法。结果表明：苯甲酸的回收率为９１．８３％～１０２．１０％，ＲＳＤ（相对
标准偏差）为０．８８５％，最小检出限为０．１３ｍｇ／Ｌ，山梨酸的回收率为９１．８１％～９２．６７％，ＲＳＤ为３．０１％，最小检出限为
００９６ｍｇ／Ｌ，除了具有成本低、操作简单、快速、高效、重现性好等优点外，该方法最大的优点是可不经分离而直接测定
混合样品中的苯甲酸与山梨酸的浓度。
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　　科学技术的迅速发展使食品工业快速崛起，食品添加剂
得以广泛应用。部分商家为追求食品的色、香、味俱全，延长

保质期，往往会在食品中添加大量食品添加剂。《食品添加

剂使用卫生标准》对食品添加剂用量和使用范围都有严格的

规定和要求［１］。但仍有厂家为了降低生产成本和延长保质

期等，在食品中加入过量食品添加剂，而食品添加剂摄入过量

会危及人体健康。苯甲酸和山梨酸是较常用的食品添加剂，

它们在食品中含量的测定方法的研究显得尤其重要。测定苯

甲酸和山梨酸含量的方法有气相色谱法［２－３］、高效液相色谱

法［４－６］、薄层色谱法［７］、滴定法［８］、吸光光度法［９－１０］。虽然气

相色谱法和高效液相色谱法被较多地用于食品中苯甲酸与山

梨酸的测定，但其仪器昂贵，分析成本高和操作繁杂等，不利

于其应用与普及。鉴于吸光光度法操作简单、快速、成本低等

优点［１１－１３］，本研究通过对不同选定波长下的吸光度与浓度间

的标准曲线进行线性回归分析，并基于吸光光度法中吸光度

具有加和性原理建立了对样品中的苯甲酸和山梨酸不经分离

而直接同时测定的方法。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
分析纯级的苯甲酸和山梨酸购自上海阿拉丁试剂有限公

司；其余试剂均为分析纯。试验用水为去离子水，试验用山楂

片购自当地超市。

吸收光谱及光度分析试验所用分光光度仪系配有１ｃｍ
光程的石英比色皿的 ＴＵ－１９０１型双光束紫外可见光谱仪

（北京普析通用仪器有限责任公司）。

１．２　苯甲酸及山梨酸溶液的配制
准确称取一定质量的苯甲酸，用 ５％ Ｎａ２ＨＰＯ４ 或

０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液溶解，定容为１ｍｇ／ｍＬ苯甲酸溶液储
备液，用时稀释到所需浓度；山梨酸溶液的配制方法与此

相同。

１．３　食品样品的预处理
准确称取一定质量研碎的山楂片于适量蒸馏水中，超声

提取２０ｍｉｎ，离心，过滤，将滤液转入容量瓶并用蒸馏水定容。
取部分滤液于分液漏斗中，加入一定量 ＨＣｌ及饱和 ＮａＣｌ溶
液，用乙醚萃取４次，弃无机相，合并有机相于另一分液漏斗
中，再用５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液进行反萃取多次，弃有机相，合并
无机相于小烧杯中［１４］。在７０℃磁力搅拌下去除乙醚，将去
除乙醚的溶液转入容量瓶中，用５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液定容。以
试剂空白为参比溶液，在２００～３００ｎｍ范围内进行光谱扫描，
测定样品的吸光度。

２　结果与分析

２．１　溶剂的选择
苯甲酸和山梨酸微溶于水，易溶于有机溶剂。常用

０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液溶解苯甲酸和山梨酸［１０，１５］。本试验发

现，在室温下用０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液溶解苯甲酸和山梨酸
至少要搅拌１５ｍｉｎ，放置时间长，且有白色浑浊沉淀生成；当
用５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶解苯甲酸和山梨酸时，溶解时间较短，不需
搅拌，立即溶解。

　　从苯甲酸和山梨酸在０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和５％ Ｎａ２ＨＰＯ４
溶液中的吸收光谱可看出，苯甲酸和山梨酸在５％ Ｎａ２ＨＰＯ４
和０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中的吸收光谱基本相同，苯甲酸和
山梨酸的最大吸收峰无明显变化（图１、图２），该试验结果表
明，苯甲酸和山梨酸的吸收光谱不受这些溶剂的影响。在提

取食品样品中的苯甲酸和山梨酸时，一般是先酸化样品，再用

乙醚萃取有机物质，最后用 ５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液反萃取并定
容［１４］。综合考虑苯甲酸的溶解性及后续试验等因素，本试验

—４２２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１９期



选用５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液作为溶解苯甲酸和山梨酸的溶剂。
２．２　测定波长的选择

准确移取一定量的储备液，以５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液为溶剂
分别测定 １０ｍｇ／Ｌ苯甲酸和 ４ｍｇ／Ｌ山梨酸溶液在 ２００～
３００ｎｍ范围内的吸收光谱。由图３可知，苯甲酸、山梨酸的
最大吸收波长分别为２２４、２５４ｎｍ。苯甲酸和山梨酸在２００～
３００ｎｍ波长范围具有较强的吸收，光谱重叠。由于两者的吸
收光谱双向重叠，互相干扰，因此不能直接利用吸光度 Ｄ与
浓度Ｃ的关系对苯甲酸和山梨酸进行单组分测量，在该范围
内测得的吸光度均为苯甲酸与山梨酸吸光度之和。如苯甲

酸、山梨酸在２２４、２５４ｎｍ处的吸光度可表示为下式：
Ｄ２２４，ｘ＋ｙ＝ｋ２２４，ｘＣｘ＋ｋ２２４，ｙＣｙ；
Ｄ２５４，ｘ＋ｙ＝ｋ２５４，ｘＣｘ＋ｋ２５４，ｙＣｙ。

式中：ｘ、ｙ分别指苯甲酸与山梨酸。上式中浓度项的４个系
数ｋ可通过苯甲酸与山梨酸单独存在时相应波长下的吸光度
Ｄ与浓度Ｃ的标准曲线的斜率求得，将４个 ｋ值代入上方程
组即可求出苯甲酸与山梨酸的浓度。苯甲酸与山梨酸在

２２４、２５４ｎｍ处均有一定的灵敏度，故本试验选择在 ２２４、
２５４ｎｍ处进行苯甲酸与山梨酸单独存在时吸光度 Ｄ与浓度
Ｃ的标准曲线测定及二者共存时的吸光度的测定。

２．３　标准曲线试验
准确移取苯甲酸或山梨酸储备液，加入５％ Ｎａ２ＨＰＯ４溶

液，分别配成一系列准确浓度的标准溶液，测定其吸收光谱，

取２２４、２５４ｎｍ处的 Ｄ２２４ｎｍ、Ｄ２５４ｎｍ对浓度 Ｃ作图得标准曲线
（图４至图７），并对标准曲线进行线性拟合以求得其线性回
归方程及斜率。

　　由图４及图５可知，苯甲酸在２５４ｎｍ处吸光度Ｄ２５４ｎｍ对浓
度Ｃ的线性回归方程为 Ｄ２５４ｎｍ ＝０．００６３５Ｃ苯甲酸 －０．００２２９，
相关系数ｒ＝０．９８９３，线性范围为０．００～３０．００ｍｇ／Ｌ。山梨
酸在２５４ｎｍ处的线性回归方程为 Ｄ２５４ｎｍ ＝０．２５０８７Ｃ山梨酸 －
０００７６９，相关系数ｒ＝０．９９８６，线性范围为０．００～８．００ｍｇ／Ｌ。
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由于吸光度具有加和性，所以二者共存的样品溶液在２５４ｎｍ
处的吸光度如下：

Ｄ２５４ｎｍ＝０．２５０８７Ｃ山梨酸 ＋０．００６３５Ｃ苯甲酸 －０．００９９８。（１）
　　同理，由图６及图７可知，苯甲酸在２２４ｎｍ处的线性回
归方程为 Ｄ２２４ｎｍ ＝０．０７０３８Ｃ苯甲酸 －０．００９６４，相关系数 ｒ＝
０．９９８６，线性范围为０．００～３０．００ｍｇ／Ｌ。山梨酸在２２４ｎｍ
处的线性回归方程为Ｄ２２４ｎｍ＝０．０８０３８Ｃ山梨酸 ＋０．０１４３６，相关
系数ｒ＝０．９９１０，线性范围为０．００～８．００ｍｇ／Ｌ。因此，苯甲
酸与山梨酸混合样品溶液在２２４ｎｍ处的吸光度如下：

Ｄ２２４ｎｍ＝０．０８０３８Ｃ山梨酸 ＋０．０７０３８Ｃ苯甲酸 ＋０．００４７２。（２）
　　由上述标准曲线相关系数可知，在其线性范围内，苯甲酸
和山梨酸在２２４、２５４ｎｍ处的吸光度Ｄ与浓度Ｃ之间有着良
好的线性关系。对于苯甲酸与山梨酸混合样品，可通过测定

混合样品在２２４和２５４ｎｍ处的吸光度Ｄ，联立得方程组：
Ｄ２５４ｎｍ＝０．２５０８７Ｃ山梨酸 ＋０．００６３５Ｃ苯甲酸 －０．００９９８；（３）
Ｄ２２４ｎｍ＝０．０８０３８Ｃ山梨酸 ＋０．０７０３８Ｃ苯甲酸 ＋０．００４７２。（４）

　　求解该方程组，即可不经分离求得苯甲酸和山梨酸的混
合样品中各自浓度。鉴于试验测定时一般选择２００～３００ｎｍ
波长下的吸光度Ｄ＝０４３４为试验测值，此时光度法误差最
小。然而，该方程组中常数项（０．００９９８及０．００４７２）数值相
对于 ０．４３４的相对误差小于光度法的最小误差（约为
２７％）。因此方程组中的常数项在准确度要求不太高的计
算中可忽略，故以上方程组可简化为下式：

Ｄ２５４ｎｍ＝０．２５０８７Ｃ山梨酸 ＋０．００６３５Ｃ苯甲酸； （５）
Ｄ２２４ｎｍ＝０．０８０３８Ｃ山梨酸 ＋０．０７０３８Ｃ苯甲酸。 （６）

３　讨论

３．１　样品测定
准确移取５．００ｍＬ山楂样品溶液，按预处理方法处理样

品溶液，在相同条件下，平行测定６次样品溶液，计算苯甲酸
和山梨酸含量以及它们的相对标准偏差ＲＳＤ（％）。

由表１可知，苯甲酸的ＲＳＤ为０．８８５％，在线性范围有较
好的精密度，山梨酸的ＲＳＤ为３．０１％，在线性范围内，精密度
低于苯甲酸。

表１　样品测定结果（ｎ＝６）

序号 Ｄ２５４ｎｍ Ｄ２２４ｎｍ
苯甲酸

（μｇ／ｇ）
山梨酸

（μｇ／ｇ）

１ ０．１７５ ０．２８４ １２９．０ ３３．６
２ ０．１７２ ０．２８４ １２９．７ ３３．０
３ ０．１７０ ０．２８２ １２８．７ ３２．６
４ ０．１８４ ０．２８９ １３０．６ ３５．４
５ ０．１７８ ０．２８８ １３０．８ ３４．５
６ ０．１７６ ０．２８８ １３１．７ ３３．７

ＲＳＤ（％） ０．８８５ ３．０１

３．２　加标回收率试验
分别用苯甲酸和山梨酸的标准溶液配制不同浓度的混合

液，每种浓度进行６次平行测定试验，将测得的吸光度代入回
归方程，测定值与理论值之比即为回收率。苯甲酸的回收率

为 ９１．８３％ ～１０２．１０％，山梨酸的回收率为 ９１．８１％ ～
９２６７％，回收率符合试验要求，分析方法具有良好的准确度。

４　结论

本研究基于吸光光度法中吸光度具有加和性，通过对不

同选定波长下的吸光度与浓度间的标准曲线进行线性回归分

析所得的斜率，建立了苯甲酸和山梨酸在波长２５４、２２４ｎｍ下
的吸光度Ｄ与浓度Ｃ的关系方程组：

Ｄ２５４ｎｍ＝０．２５０８７Ｃ山梨酸 ＋０．００６３５Ｃ苯甲酸；
Ｄ２２４ｎｍ＝０．０８０３８Ｃ山梨酸 ＋０．０７０３８Ｃ苯甲酸。

　　通过测定苯甲酸与山梨酸混合样品在上述２个波长处的
吸光度Ｄ，并代入该方程组即可直接求出样品中苯甲酸与山
梨酸的浓度。结果表明，苯甲酸的线性范围为 ０．００～
３０．００ｍｇ／Ｌ，最小检出限为０．１３ｍｇ／Ｌ，山梨酸的线性范围为
０．００～８．００ｍｇ／Ｌ，最小检出限为０．０９６ｍｇ／Ｌ，该方法得到苯
甲酸的回收率为９１．８３％～１０２．１％，ＲＳＤ为０．８８５％，山梨酸
的回收率为９１．８１％～９２．６７％，ＲＳＤ为３．０１％。该方法除操
作简单、快速、高效外，最大的优点就是无需分离苯甲酸与山

梨酸就可测定二者共存样品中各自的浓度。鉴于大多数食品

中的添加剂都不止１种，而是２种或多种添加剂共存，故本方
法的建立对测定食品中添加剂含量具有较大借鉴意义。
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