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超声辅助分散液液微萃取—高效液相色谱法
快速测定饮料中富马酸二甲酯含量
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摘要：［目的］建立一种超声辅助分散液液微萃取—高效液相色谱法快速测定饮料中富马酸二甲酯含量的方法。［方法］

在饮料试样中加入萃取剂与分散剂，采用超声萃取，离心分离，高效液色谱法进行测定。［结果］最佳微萃取条件为

100 μL 氯仿作为萃取剂，300 μL 丙酮作为分散剂，超声时间 4 min，此时富马酸二甲酯的线性范围为 0.1~100.0 μg/mL，

检出限为 0.02 μg/mL。方法的相对标准偏差（RSD）<3.7%，加标回收率为 75.0%~85.0%。［结论］该方法简单快速、重现

性好、分析灵敏度高、环境友好，适于饮料中富马酸二甲酯的定性与定量分析。
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Rapid determination of dimethyl fumarate in beverages by dispersed 

liquid-liquid microextraction with ultrasound-assisted and high 

performance liquid chromatography
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a rapid detecting method for the determination of dimethyl fumarate in beverages by ultrasound-assisted 

dispersive liquid-liquid micro-extraction coupled with high performance liquid chromatography. ［［Methods］］ The beverage samples were 

spiked with extractant and dispersant, extracted by ultrasonic extraction, centrifuged and determined by high performance liquid 

chromatography. ［［Results］］ The optimal microextraction conditions were 100 μL of chloroform as extractant, 300 μL of acetone as 

dispersant, and a sonication time of 4 min. Under the optimal extraction conditions, dimethyl fumarate had a linear range of 0.1~

100.0 μg/mL with a detection limit of 0.02 μg/L. The relative standard deviation (RSD) of the method was less than 3.7%, and the spike 

recovery rate was between 75.0% and 85.0%. ［［Conclusion］］ The method is simple, rapid, reproducible, sensitive and environmentally 

friendly, and is suitable for the qualitative and quantitative analysis of dimethyl fumarate in beverages.
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富马酸二甲酯（DMF）（结构式见图 1）［1］是一种防霉

剂，因抗菌效果显著（比苯甲酸、山梨酸、丙二酸及其盐类

等酸性防腐剂的抗菌效果更好）、抑菌能力强，具有高效、

低毒、实用等特点，被广泛应用于食品、药材等行业。由

于 DMF 与柠檬酸、酒石酸配合使用，能呈现出果实酸味，

在国内外常被用于食品饮料行业中［2］。尽管 DMF 作为一

种有效的防霉剂被广泛应用，但其接触到皮肤后可能引

起不适症状，大量接触甚至导致急性呼吸困难。此外，

DMF 进入人体内脏器官，还会引起腐蚀性损伤。2009 年

5 月 1 日，欧盟委员会要求所有成员国禁止市场上投放或

销售含有 DMF 的产品［3］。同年 2 月 6 日，DMF 被列入中

国第二批可能非法添加到食品中的非食用物质名单。

目前，DMF 的常见前处理方法有液液萃取［4-5］、固相

萃取［6-7］、分散固相萃取［8］等。液液萃取因大量使用有机

溶剂，存在操作复杂、耗时、富集效率低等问题；固相萃取

和分散固相萃取存在需要特定的萃取材料、操作且耗时、
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可能导致环境二次污染等。Rezaee 等［9］提出了分散液液

微萃取（DLLME）技术，该方法使用小体积的萃取剂和分

散剂作为提取溶剂，萃取剂和分散剂通过快速注入样品

溶液，形成萃取剂/分散剂/样品溶液的三相乳浊体系，将

目标物质富集到小体积的萃取剂中，从而达到浓缩的目

的。分散液液微萃取具有操作简便、试剂消耗少、富集率

高等特点，是一种低成本、环境友好的样品处理技术，特

别适用于水质样品的分析。常用的 DMF 检测方法有气

相色谱法［4，7］、液相色谱法［10-15］、气相色谱—质谱法［16-17］、

液相色谱—质谱法［18］等。气相色谱法主要用于工业产品

中 DMF 的检测，检出限较高，在食品中应用较少。气相

色谱—质谱法和液相色谱—质谱法具有灵敏度高、检出

限低等优点，但设备成本较高，因此普及推广性及操作简

易性不如高效液相色谱法。高效液相色谱法是食品检测

中最常用的分析方法，具有成本低、操作简便、适用于大

多数检测需求等优点。

研 究 拟 采 用 超 声 辅 助 分 散 液 液 微 萃 取（US-

DLLME）—高效液相色谱联用技术对饮料中的 DMF 进行

快速有效检测，对色谱条件、萃取剂种类及用量、分散剂

种类及用量、萃取时间等进行优化，建立一种快速检测饮

料中 DMF 检测方法，以期为食品中 DMF 的快速检测提供

依据。

1　材料与方法

1.1　仪器

高效液相色谱仪：LC-20AD 型，配 SIL-20A 自动进样

阀 、SPD-20A 紫 外 - 可 见 检 测 器 、CTO-20A 柱 温 箱 、

Labsolution 色谱工作站，日本岛津公司；

超声波清洗机：AS7240AT 型，天津奥特赛恩斯仪器

有限公司；

超纯水系统：ZOOMWO-L 系列，中沃水务有限公司；

电子分析天平：CP-64C型，奥豪斯仪器（上海）有限公司；

台式高速离心机：TG16-WS 型，湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司；

针筒式微孔过滤膜：0.22 μm，上海兴亚净化材料厂；

氮吹仪：MD200 型，杭州奥盛仪器有限公司。

1.2　试剂

果粒橙饮料：密封保存于 4 ℃冰箱，可口可乐公司；

富马酸二甲酯标准品：97%，上海源叶生物科技有限

公司；

甲醇、乙腈、丙酮：色谱纯，美国天地有限公司；

二氯甲烷、氯仿、四氯化碳等为国产分析纯；

试验用水为超纯水。

1.3　色谱条件

色 谱 柱 为 InertSustain C18 柱（4.6 mm×250 mm×
5 μm），流速 1.0 mL/min，进样量 2 μL，柱温 32 ℃，紫外检

测波长 220 nm，流动相：甲醇—水（V 甲醇∶V 水为 60∶40，55∶

45，50∶50）溶液。

1.4　US-DLLME萃取方法

取过滤后的样品 5 mL于具塞离心管中，分别加入二氯

甲烷、氯仿和四氯甲烷，再分别加入乙腈、丙酮、甲醇。摇匀

后超声振荡 4 min，形成试液/萃取剂/分散剂的乳浊液体系，

4 000 r/min 离心 4 min，使有机相沉淀于试管底部，使用微

量进样器取离心管底部有机相溶液于刻度离心管中，氮吹

近干，加入 50 μL 甲醇复溶，漩涡混匀 2 min。使用微量进

样器取复溶后的液体于内衬管中，进行 HPLC进样分析。

1.5　富集因子（EF）计算

按式（1）用萃取结束后目标物在接收相中的质量浓

度和萃取开始前目标物在样品溶液的初始质量浓度之比

来计算。

R= C r

C f
， （1）

式中：

R——富集因子；

C r——萃取结束后目标物在接收相中的质量浓度，

μg/mL；

C f——萃取前目标物在样品溶液的初始质量浓度，

μg/mL。

1.6　数据分析

谱图从色谱仪软件中导出，采用 Origin 2017 软件绘

图，其他数据采用 Excel 2019 软件统计。

2　结果与讨论

2.1　色谱条件的选择

由图 2 可知，当采用甲醇—水（V 甲醇∶V 水为 50∶50）溶

液为流动相进行色谱分离时，色谱峰峰形变宽，有轻微拖

尾，且分离时间长；当采用甲醇—水（V 甲醇∶V 水为 60∶40）溶

液为流动相时，保留时间提前，色谱峰峰形对称，但样品

峰与溶剂峰很难完全分离；当采用甲醇—水（V 甲醇∶V 水为

55∶45）溶液时，色谱峰峰形对称，分析时间缩短，目标物

质可以与溶剂峰完全分离，色谱峰响应好。因此，选择甲

醇—水（V 甲醇∶V 水为 55∶45）溶液作为最佳流动相。由图 3

可知，富马酸二甲酯的最大吸收波长为 209 nm，此时目标

物的检测灵敏度最高。由于甲醇的紫外透明界限为

210 nm，故选择 220 nm 作为检测波长。

图 1　富马酸二甲酯结构式

Figure 1　Structural formula of dimethyl fumarate
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2.2　US-DLLME萃取条件优化

2.2.1　萃取剂种类　在 DLLME 中，萃取剂种类直接影响

萃取效率和富集效果。通常，萃取剂需满足：①  对目标组

分有高选择性；②  不溶于水或在水中溶解度很低；③  不

干扰目标物的测定。有资料［19］表明，卤代烃除满足萃取

剂条件外，还具有密度大、溶解性好且萃取后易分离等特

点，常作为 DLLME 的首选萃取溶剂。因此，考察常用萃

取剂氯仿（密度 1.484 g/mL）、二氯甲烷（密度 1.33 g/mL）、

四氯化碳（密度 1.595 g/mL）对富马酸二甲酯富集因子的

影响，结果见图 4。由图 4 可知，3 种卤代烃均取得了较好

的富集效果，但三氯甲烷对分析物的溶解度高，萃取离心

后与样品溶液分离更明显，且获得最高的富集因子。因

此，选择三氯甲烷作为萃取剂。

2.2.2　萃取剂用量　萃取剂体积的选择会影响 DLLME

的富集因子和回收率。过少的萃取剂会导致有机物提取

不完全，不利于目标物的富集。过多的萃取剂则不会明显

提高萃取效率，还可能带来试剂浪费和环境污染，同时增

加氮吹时间和试验成本。根据富马酸二甲酯的极性和溶

解性特征，考察萃取剂用量（50，100，200，300，400，500 μL）

对萃取效率的影响。由图 5可知，随着萃取剂体积的增加，

目标化合物的富集因子逐渐减小。当有机沉淀相的体

积＜100 μL 时，由于有机相在水相中的溶解度不可忽略，

导致富集因子下降。当有机相体积为 100 μL 时，富集因子

达到最大值。因此，最佳萃取剂体积为 100 μL。

2.2.3　分散剂种类　分散剂在液液微萃取中的作用是将

水相中的目标分析物转移到有机相中，增加分散相与连

续相的接触面积，促进目标物质的传递和分配，提高萃取

效率和灵敏度。试验考察 3 种分散剂（乙腈、丙酮、甲醇）

对富马酸二甲酯萃取率的影响。由图 6 可知，乙腈与甲醇

作为分散剂时，富集倍数较低，可能是由于其与水具有高

互溶性；丙酮作为分散剂时，分散效率更好，富集因子更

高，且沸点较低，氮吹耗时更少。因此，选择丙酮作为分

散剂。

1. 富马酸二甲酯，20 μg/mL，20 μL

图 2　富马酸二甲酯标准溶液色谱

Figure 2　Chromatogram of dimethyl fumarate standard

图 3　富马酸二甲酯标准溶液紫外扫描图

Figure 3　UV scan of dimethyl fumarate standard

料液相体积 5 mL，萃取剂体积 200 μL，分散剂为 200 µL 丙酮，超

声时间 4 min

图 4　萃取剂对富集因子的影响

Figure 4　Effects of the extractant on the enrichment factors

料液相体积 5 mL，萃取剂为氯仿，分散剂为 200 µL 丙酮，超声时

间 4 min

图 5　萃取剂体积对富集因子的影响

Figure 5　Effects of the extractant volume on the 

enrichment factors
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2.2.4　分散剂用量　分散剂体积大小影响样品液萃取效

率。分散剂太少或过多均不利于实现对萃取剂液滴大小

的 精 确 控 制 。 试 验 考 察 分 散 剂 用 量（100，200，300，

400 μL）对萃取效率的影响。由图 7 可知，当丙酮体积为

100~300 μL 时，随着丙酮体积的增加，萃取效率提高，富

集倍数增高；当丙酮体积为 300 μL 时，富集效果好，分散

体系更容易形成稳定的乳浊液，目标分析物能够迅速地

从样品溶液传递到萃取剂中，萃取效率升高；当丙酮体

积＞300 μL 时，乳浊液稳定性降低，目标物在丙酮中的溶

解度增大，萃取效率降低，富集倍数减小。因此，选择丙

酮体积为 300 μL。

2.2.5　超声时间　利用超声对 DLLME 进行辅助，能够促

进萃取剂与样品溶液的充分混合，形成更均匀的乳浊体

系，提高萃取效率。试验考察超声时间（1，2，4，6 min）对

富集因子的影响。由图 8 可知，随着超声时间的延长，富

集因子显著增高，当超声时间为 4 min 时，富集因子增加

较小。由于超声会产生热量，长时间的超声可能造成试

剂的挥发，从而影响萃取效果。因此，选择 4 min 作为超

声的最佳时间。

综上，富马酸二甲酯的最佳 US-DLLME 条件为萃取

剂为 100 μL 氯仿，分散剂为 300 μL 丙酮，超声时间 4 min，

此时富集因子可达 82。

2.3　US-DLLME方法评价

为了验证 US-DLLME 用于定量分析的可行性，以蒸

馏水为基质，在优化条件下，以 0.1，0.5，1.0，5.0，10.0，

50.0，100.0 μg/mL 混合标准溶液绘制校正曲线，考察方法

的线性范围、线性方程、相关系数及检测限（LOD，S/N=
3）［19］。由表 1 可知，当样品质量浓度为 0.1~100.0 μg/mL

时，富马酸二甲酯在基质中的响应值与其质量浓度之间

线性良好，线性方程为 y=238 440x+7 155.3，相关系数为

0.999 8，检测限为 0.02 μg/L。

表 1　加标回收率试验†

Table 1　Results of the spiked recovery experiments

样品

空白样 1-1

空白样 1-2

空白样 1-3

空白样 2-1

空白样 2-2

空白样 2-3

空白样 3-1

空白样 3-2

空白样 3-3

加标质量浓度/

（μg·mL-1）

0.20

0.20

0.20

1.00

1.00

1.00

5.00

5.00

5.00

加标测定值/

（μg·mL-1）

0.16

0.15

0.16

0.79

0.85

0.83

4.01

4.15

4.11

回收率［20］/

%

80.0

75.0

80.0

79.0

85.0

83.0

80.2

83.0

82.2

RSD/

%

3.7

2.7

1.3

† 基质为空白蒸馏水样。

料液相体积 5 mL，萃取剂为 100 μL 氯仿，分散剂 200 µL，超声时

间 4 min

图 6　分散剂种类对富集因子的影响

Figure 6　Effects of the dispersant species on the 

enrichment factors

料液相体积 5 mL，萃取剂为 100 μL 三氯甲烷，分散剂为丙酮，超

声时间 4 min

图 7　分散剂体积对富集因子的影响

Figure 7　Effects of dispersant volume on enrichment factors

料液相体积 5 mL，萃取剂为 100 μL 三氯甲烷，分散剂为 300 μL

丙酮

图 8　超声时间对富集因子的影响

Figure 8　Effects of ultrasonic time on enrichment factors

83



安全与检测  SAFETY & INSPECTION 总第  279 期  | 2025 年  1 月  |

2.4　实际样品分析

结合图 2 和图 9（a）可知，富马酸二甲酯经分散液

相微萃取处理后，得到了有效富集。图 9（b）为橙汁样

品经简单提取过滤后直接进样的色谱图，说明其中含

有多种复杂成分。图 9（c）为橙汁样品经分散液相微

萃取后的色谱图，其中未检出马酸二甲酯。图 9（d）为

橙汁样品加标后经分散液相微萃取后的色谱图。综

上，经分散液相微萃取后，样品中的干扰峰杂质峰去

除明显，且样品得到了有效富集，达到了纯化、富集的

目的。

3　结论

采用超声辅助分散液液微萃取—高效液相色谱法，

建立了一种快速检测饮料中富马酸二甲酯的高灵敏分析

方法。与传统的前处理方法相比，该方法具有操作简单、

富集因子高、有机溶剂消耗量少等优点，说明该方法科

学、可行。超声辅助分散液液微萃取结合高效液相色谱

法在检测橙汁中富马酸二甲酯方面展现出显著效果，但

该方法尚未充分考虑其在不同基质样品中的普适性。因

此，有必要选取具有复杂基质的饮料样品进行进一步的

试验验证。此外，针对极低浓度富马酸二甲酯的检测，通

过优化色谱条件及提高检测器灵敏度，有望进一步降低

检测限和定量限，以满足更为严格的法规标准。
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