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分散固相萃取-高效液相色谱法同时测定巧克力 
糖果中 4 种增香剂 

田双双, 张  琪, 庄美慧, 詹子悦, 赵紫微, 谢继安, 刘柏林* 
(安徽省疾病预防控制中心, 合肥  230601) 

摘  要: 目的  建立分散固相萃取-高效液相色谱法同时测定巧克力糖果中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素

和香豆素 4 种增香剂含量的分析方法。方法  实验样品经 0.1%甲酸-乙腈提取后, 经 C18 吸附剂净化, 经

XBridge C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm)色谱柱分离, 以甲醇-乙腈(80:20, V:V)溶液(A)和 0.1%甲酸-水(V:V)溶液(B)

为流动相, 梯度洗脱, 流速 1.0 mL/min, 柱温度为 30℃, 测定波长 297 nm, 进样体积为 10 μL。以色谱保留时

间定性, 标准曲线法定量。结果  4 种增香剂在质量浓度为 0.02~250.00 μg/mL 范围内与峰面积呈现良好的线

性关系(r>0.999), 定量限(limits of quantitation, LOQs)均为 0.15 mg/kg。以巧克力糖果为基质, 低中高 3 浓度水

平进行加标回收实验, 4 种增香剂的平均回收率为 76.6%~99.1%, 相对标准偏差(relative standard deviations, 

RSDs)为 0.9%~4.4% (n=6)。结论  该方法样品前处理简便、快速, 准确度高, 精密度好, 适用于批量巧克力糖

果中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素含量的快速测定。 
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Simultaneous determination of 4 kinds of flavor enhancer in chocolate candy 
by dispersion solid phase extraction-high performance liquid 

chromatography 

TIAN Shuang-Shuang, ZHANG Qi, ZHUANG Mei-Hui, ZHAN Zi-Yue,  
ZHAO Zi-Wei, XIE Ji-An, LIU Bo-Lin* 

 (Anhui Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hefei 230601, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of vanillin, 3,4-dimethoxybenzaldehyde, 
ethyl vanillin and coumarin in chocolate candy by dispersion solid phase extraction-high performance liquid 
chromatography. Methods  The samples were extracted by 0.1% formic acid-acetonitrile, purified by C18 power, 
separated by XBridge C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) column. Gradient elution was performed by methanol-acetonitrile 
(80:20, V:V) solution (A) and 0.1% formic acid-aqueous solution (B) as mobile phase with the flow rate of 1.0 mL/min. 
The column temperature was 30℃, the determination wavelength was 297 nm, and the sample injection volume was 
10 μL. Results  A good linearity of 4 kinds of fragrance enhancers was obtained in the range of 0.02–250.00 μg/mL 
(r>0.999), the limits of quantitation (LOQs) were 0.15 mg/kg. And the chocolate candy as the matrix, the average 
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recoveries of 4 kinds of fragrance enhancers in chocolate confections were 76.6%–98.8% at low, middle and high 
standard concentration levels, the relative standard deviations (RSDs) were 0.9%-4.4% (n=6). Conclusion  This 
method has the advantages of simple operation, rapid, high accuracy and good precision, suitable for the rapid 
determination of vanillin, 3,4-dimethoxybenzaldehyde, ethyl vanillin and coumarin in bulk chocolate confectionery. 
KEY WORDS: vanillin; 3,4-dimethoxybenzaldehyde; ethyl vanillin; coumarin; candy 
 
 

0  引  言 

香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素是食品中

重要的一类增香剂[1], 因其可以掩盖食品味道本身的一些缺

陷, 已广泛应用于乳制品[2]、饮料[3]、植物油[4–5]及糖果[6]中。

然而, 香兰素及其衍生物的安全性一直备受争议, 相关研究

表明, 摄入香兰素及其衍生物超过一定的限值可能会产生

头晕、恶心等一系列症状, 严重的甚至会引起呼吸困难以

及肝、肾等组织的损伤[7–9]。GB 2760—2014《食品安全国

家标准 食品添加剂使用标准》中, 对于各种食用香料的使

用限量做出了明确的规定, 香兰素类的增香剂使用尤为严

格, 特别是在 0~6 个月婴幼儿配方食品中不得添加。然而, 
许多非法商家为了改善产品口味, 吸引顾客和消费者, 常
常在食品中超量添加此类增香剂[10–11]。为此, 建立食品中

香兰素类增香剂的快速测定方法, 既有助于相关产品的质

量管控, 也有助于相关部门对产品进行相应的风险监测, 
以保障人们的日常食品安全。 

目前, 对于食品中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素

和香豆素的含量测定方法主要有电化学法[12–13]、紫外-可见

分光光度法[14–15]、荧光法[16–17]、X 射线衍射法[18]、毛细管

电泳法[19]、气相色谱法[20]、液相色谱法[21–22]、气相色谱-
质谱法[23–25]、气相色谱-离子迁移谱法[26]以及液相色谱-串
联质谱法[27–28]。然而, 这些方法大都只是针对香兰素和乙

基香兰素的含量测定[29–31], 而且检测对象主要是针对婴幼

儿配方食品[32]以及植物油[33]类。而对于巧克力糖果这类消

费者市场也较为广泛的产品中相关研究较少。同时, 巧克

力糖果中基质较为复杂, 干扰组分较多, 准确测定样品中

香兰素等 4 种增香剂的含量较为困难。针对上述问题, 基
于分散固相萃取技术, 本研究采用吸附剂 C18 有效除去巧

克力糖果中脂类、固醇等非极性干扰物, 建立一种高效液

相色谱法实现对巧克力糖果中香兰素、甲基香兰素、乙基

香兰素和香豆素 4 种增香剂的同时测定, 以期为后续研究

提供参考依据, 同时也为有关部门的食品风险监测提供技

术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

巧克力糖果购于市售超市。 

甲醇、乙腈、甲酸(色谱纯, 美国 Sigma-aldrich 公

司 ); 香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素、香豆素 (纯
度>98%, 加拿大 Toronto Research Chemicals 公司); 实
验用水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

Ultimate 3000 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测

器)、Legend Mach 1.6R 高速离心机(美国赛默飞世尔公司); 
VORTEX Multi Reax 多道涡旋混匀器(德国海道夫公司); 
Milli-Q 超纯水系统(美国密理博公司); AS20500BDT 超声

波清洗机 (天津奥特赛恩斯仪器有限公司 ); METTLER 
TOLEDO MS304TS 万分之一天平[梅特勒-托利多仪器(上
海)有限公司]。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
准确称取香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素

标准品各 10 mg, 置于 10 mL 容量瓶中, 采用 0.1%甲酸-甲
醇溶液溶解并定容至刻度, 配制质量浓度为 1 mg/mL 的标

准储备液。准确移取 1 mL 4 种增香剂的标准储备液混匀, 配
制成质量浓度为 250 μg/mL 的标准中间液。然后采用甲醇-
水溶液(80:20, V:V)稀释标准中间液, 配制质量浓度为 0.02、
0.10、0.20、1.00、5.00、20.00、50.00、100.00、250.00 μg/mL
的标准系列工作液。 
1.3.2  样品前处理 

将巧克力糖果样品采用破壁机制成粉状, 充分混合

均匀后, 称取 1 g 试样于 50 mL 离心管中, 加入 5 mL 水, 
涡旋振荡 5 min, 加入 20 mL 0.1%甲酸乙腈溶液, 涡旋振

荡 5 min, 超声提取 30 min 后加入 5 g 氯化钠, 涡旋振荡

8 min, 8000 r/min 离心 5 min, 取 1 mL 上清液于 15 mL 离

心管中, C18 粉净化, 10000 r/min 离心 5 min, 取上清液置于

40℃下氮吹至近干, 然后准确加入 1.0 mL 甲醇-水溶液

(80:20, V:V)复溶, 10000 r/min 离心 5 min, 取上清液待测。 
1.3.3  液相色谱条件 

检测波长 297 nm, 色谱柱 Waters XBridge C18 (250 mm× 
4.6 mm, 5 µm), 柱温 30℃, 流速 1 mL/min, 进样量 10 µL。
流动相 A 为甲醇-乙腈(80:20, V:V)、流动相 B 为 0.1%甲酸-
水溶液。梯度洗脱程序: 0~3.0 min, 10%~30% A; 3.0~5.0 min, 
30%~45% A; 5.0~8.0 min, 45%~60% A; 8.0~8.1 min, 
60%~90% A; 8.1~11.0 min, 90% A; 11.0~11.1 min, 
90%~10% A; 11.1~14.0 min, 10% A。 
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1.4  数据处理 

在前处理条件优化的实验中, 每种净化条件的重复

性实验平行测定 3 次, 回收率和相对标准偏差实验测定 3
组 18 份, 线性回归方程测定 9 个点, 每个点测定 2 次, 实
际样品测定中每份样品平行测定 2 份, 数据采集软件是变

色龙 7.0 版本, 数据分析及制表、绘图软件为 WPS office
和 Origin 8.0, 测定结果以均值表示。 

2  结果与分析 

2.1  液相色谱条件优化 

考察了纯乙腈、纯甲醇、甲醇-乙腈(50:50, V:V)、甲

醇-乙腈(80:20, V:V)、纯水、0.1%甲酸-水、0.3%甲酸-水、

0.3%甲酸-水等不同的流动相对香兰素、甲基香兰素、乙基

香兰素和香豆素的灵敏度与色谱峰型的影响。结果表明, 
采用甲醇-乙腈(80:20, V:V)和 0.1%甲酸-水为流动相时, 4种

待测物的色谱峰型对称尖锐, 分离度最好, 其响应值均较

其他流动相高, 4 种待测物的色谱峰如图 1 所示。 
 

 
 

注: 1-香兰素; 2-甲基香兰素; 3-乙基香兰素; 4-香豆素。 
图1  4种待测物的色谱峰 

Fig.1  Chromatographic separation diagrams of 4 kinds of analytes 

 

2.2  前处理条件的优化 

为了进一步研究不同提取溶剂对巧克力糖果中香兰

素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素的提取效果, 在其

他实验条件完全一致的情况下, 取空白巧克力糖果样品, 
向其中添加 50 µg/mL 的 4 种待测物的混合标准溶液, 分别

采用甲醇、乙腈、0.1%的甲酸-甲醇及 0.1%的甲酸-乙腈溶

剂进行提取, 如表 1 所示。结果表明, 0.1%的甲酸-乙腈溶

剂的提取效果最好。 
巧克力糖果样品的基质复杂, 含有脂类、固醇等非极

性物质。实际样品测定发现, 细小的巧克力粉末漂浮在提

取液中, 无法通过高速离心沉淀下来, 且提取液中的色素

很难完全除去, 这些杂质及色素影响色谱柱的使用寿命, 
甚至会堵塞进样针和管路。本研究采用净化方法对实际样

品的提取液进行净化, 以延长色谱柱使用寿命, 保护仪器

避免受到污染, 为批量的实际样品测定提供条件。 
 

表 1  4 种增香剂的提取溶剂条件优化 
Table 1  Optimization of extraction solvent for 4 kinds of analytes 

提取溶剂 
回收率/% 

香兰素 甲基香兰素 乙基香兰素 香豆素

甲醇 80.4  78.3  66.3  57.3 

乙腈 87.1  93.8  88.7  86.7 

0.1%甲酸-
甲醇 

78.3  80.3  74.5  59.8 

0.1%甲酸-
乙腈 

96.4 104.8  97.5  95.6 

 
本研究考察了 C18、PSA、C18/PSA 吸附剂、HLB 柱、

EMR-Lipid 柱及 PRiME HLB 柱对样品的净化效果。以巧克

力糖果基质样品, 添加 4 种待测物的标准溶液(50 ng/mL), 
按 1.3.2 方法处理, 计算不同净化条件下 4 种待测物的加标

回收率, 发现经 C18 吸附剂净化后的样品, 提取液澄清, 
回收率高, 稳定性更好, 如图 2 所示。进一步考察了不同

质量的 C18 吸附剂对回收率结果的影响, 如表 2 所示。实

验结果表明, 每毫升提取液经 30 mg C18 吸附剂净化后效

果最佳。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  标准曲线方程、检出限和定量限 
采用优化的实验条件, 按照 1.3.1 节配制标准系列溶

液, 上机测定。然后以其质量浓度(X, μg/mL)为横坐标, 对 
 

 
 

图 2  不同净化条件的回收率结果对比 
Fig.2  Comparison of the results of recovery with different 

purification conditions 
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表 2  4 种增香剂的 C18吸附剂用量条件优化 
Table 2  Optimization of C18 dosage conditions for 4 kinds  

of analytes 

C18 用量
/(mg/mL) 

回收率/% 

香兰素 甲基香兰素 乙基香兰素 香豆素

20 90.5  89.1  89.7  90.1 

30 93.4  94.0  90.9  93.9 

40 91.5  88.8  88.1  89.3 

50 90.4  88.9  86.8  85.6 

80 87.7  85.1  83.6  84.5 

100 83.7  83.6  80.6  83.8 

200 77.6  74.4  75.2  73.1 

 
应的色谱峰面积(Y)为纵坐标, 依次绘制香兰素、甲基香兰

素、乙基香兰素和香豆素的标准曲线。同时, 采用空白样

品为基质, 添加混合标准液, 分别以 3 倍和 10 倍的信噪比

计算方法的检出限 (limits of detection, LODs)和定量限

(limits of quantification, LOQs), 具体结果如表 3 所示。从

表 3 中可以发现, 香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香

豆素在 0.02~250.00 μg/mL 范围内都具有较好的线性关系, 
相关系数均大于 0.999。该方法的 LODs 和 LOQs 均低于

GB 5009.284—2021《食品安全国家标准 食品中香兰素、

甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素的测定》方法中的要求, 
表明该方法具有较高的灵敏度, 能够对巧克力样品中的 4
种香兰素类增香剂进行准确的定性和定量分析。 

2.3.2  方法准确度、精密度和重复性 
先通过预实验的方式, 筛选出香兰素、甲基香兰素、

乙基香兰素和香豆素的阴性巧克力样品。然后依据测定方

法的 LOQs 选取低、中、高 3 个水平进行加标实验, 每个

加标浓度点均进行 6 次平行测定, 以此计算本方法的加标

回收率及精密度, 具体结果如表 4 所示。3 个不同水平的

加标回收率在 76.6%~99.1%之间, RSDs 在 0.9%~4.4% (n=6)
之间。结果表明本研究所建立测定方法的准确度和精密度

满足巧克力样品中 4 种香兰素类增香剂的测定要求。 
同时, 称取了 6 份同一种巧克力糖果的平行样品, 按

照上述实验条件进行样品的提取、净化以及上机测试。实

验结果表明, 在该样品中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰

素和香豆素的 RSDs 均小于 5%, 说明方法的重复性较好。 

2.4  实际样品测定 

为了检验本方法的有效性, 选取了 37 种不同品牌的

巧克力糖果样品进行香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和

香豆素含量的测定, 结果表明绝大多数的巧克力糖果中均

含有一定量的香兰素和乙基香兰素, 含量分别为 Nd~578.5 
mg/kg 和 Nd~131.3 mg/kg, 具体如表 5 所示。实验结果表

明, 不同的巧克力样品中 4 种香兰素类增香剂的含量存在

较大差异。其中香兰素和乙基香兰素在选取的 37 种巧克力

中检出率分别为 62.2%和 59.4%, 而甲基香兰素和香豆素

的检出率分别仅为 2.7%和 0。上述实验表明本研究所建立

的方法能够为监测巧克力糖果中的 4 种增香剂提供一定的

技术支持。 

 
表 3  4 种增香剂的线性回归方程、LODs 和 LOQs 

Table 3  Linear regression equations, LODs and LOQs of 4 kinds of analytes 

化合物 线性方程 相关系数(r) LODs/(mg/kg) LOQs/(mg/kg) 

香兰素 Y=0.5985X–0.06260 0.9999 0.05 0.15 

甲基香兰素 Y=0.6709X+0.1671 0.9999 0.05 0.15 

乙基香兰素 Y=0.5372X–0.1934 0.9997 0.05 0.15 

香豆素 Y=0.6247X+0.1555 0.9999 0.05 0.15 

 
表 4  4 种香味增强剂的加标回收率及 RSDs (n=6) 

Table 4  Average recoveries and RSDs of 4 kinds of analytes (n=6) 

化合物 

加标水平 

0.08 mg/kg 5.00 mg/kg 50.00 mg/kg 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 

香兰素 83.7 2.2 97.8 2.4 99.1 1.8 

甲基香兰素 84.6 2.1 89.4 4.4 93.6 2.5 

乙基香兰素 76.6 2.7 98.0 0.9 98.8 1.6 

香豆素 95.2 2.5 96.5 3.9 91.9 3.5 

注: 相对标准偏差(standard deviations, RSDs)。 
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表 5  37 种巧克力糖果种 4 种增香剂的含量 
Table 5  Content of 4 kinds of fragrance enhancers in 37 kinds of 

chocolate candy 

样品 
测定浓度/(mg/kg) 

香兰素 甲基香兰素 乙基香兰素 香豆素 

1 138.4  Nd Nd Nd 
2 338.0  Nd Nd Nd 
3 220.1  Nd Nd Nd 
4 231.0  Nd Nd Nd 
5  82.3  Nd 111.1  Nd 
6 1.3  Nd 120.6  Nd 
7 Nd Nd 131.3  Nd 
8  97.0  Nd  46.5  Nd 
9 146.4  Nd  47.7  Nd 

10 Nd Nd  20.4  Nd 
11 Nd Nd   1.5  Nd 
12 Nd Nd  26.9  Nd 
13 Nd Nd Nd Nd 
14 Nd Nd  20.6  Nd 
15 578.5  Nd Nd Nd 
16  5.9  Nd  11.8  Nd 
17 15.6  Nd  77.9  Nd 
18 3.2  Nd  13.8  Nd 
19 Nd Nd  21.2  Nd 
20 203.3  Nd Nd Nd 
21 Nd 6.4   26.0  Nd 
22 Nd Nd Nd Nd 
23 10.9  Nd Nd Nd 
24 Nd Nd  20.4  Nd 
25 Nd Nd 2.7  Nd 
26 Nd Nd Nd Nd 
27 Nd Nd Nd Nd 
28  66.5  Nd Nd Nd 
29   9.6  Nd Nd Nd 
30 465.2  Nd Nd Nd 
31  55.0  Nd  19.0  Nd 
32  77.4  Nd  27.7  Nd 
33 212.2  Nd  48.6  Nd 
34 Nd Nd  20.0  Nd 
35  33.0  Nd  12.5  Nd 
36  63.6  Nd 110.5  Nd 
37 293.1  Nd Nd Nd 

注: Nd 表示未检测到。 
 

3  结  论 

本研究建立了一种分散固相萃取-高效液相色谱法同

时测定巧克力糖果中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和

香豆素含量的方法。与之前方法相比, 该方法采用 C18 吸

附剂净化实际样品, 其在除脂的同时, 还能够吸附部分细

小的颗粒状杂质, 在离心力的作用下使其与 C18 吸附剂共

同沉淀下去, 从而使提取液更加干净, 能够保护色谱柱以

及防止毛细管堵塞等, 为后续的实际样品的批量测定提供

了一定的技术支持。同时, 改用甲醇-乙腈(80:20, V:V)溶液

和 0.1%甲酸-水溶液为流动相, 增加了 4 种增香剂的色谱

分离度。该方法的前处理简单、准确度高、稳定性好, 为
巧克力糖果中香兰素、甲基香兰素、乙基香兰素和香豆素

的快速检测提供了新的思路和技术支持。 
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