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顶空固相微萃取结合GC-MS测定酱油中的羟甲基糠醛
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摘要：为研究市售酱油中羟甲基糠醛衍生物的含量差异及评估其安全性，本文收集不同的酱油样品，应用顶空固相微萃取（SPME）

结合气相色谱-串联质谱分析（GC-MS）检测其中的羟甲基糠醛衍生物。结果表明，从 5 种市售酱油中鉴定出 3 种羟甲基糠醛衍生物，

分别为糠醛、2-乙基-1-己醇和 5-甲基糠醛。它们在 3.33~666.67 μg/mL 浓度范围内线性关系良好，检测限在 3.33×10-1 μg/L 以下，定

量限在 3.33 μg/L 及以下。加标回收率实验表明，对酱油直接进行 SPME 萃取分析回收率不符合国标要求，而将酱油用蒸馏水稀释 5

倍后进行 SPME 萃取分析回收率在 82.23%~115.04%之间，日内准确度在 93.31%~111.50%之间，日间准确度范围在 93.02%~115.91%

之间，日内精密度≤4.36%，日间精密度≤8.02%。五种酱油中糠醛含量在 70.14~98.75 μg/L 之间，2-乙基-1-己醇含量在 66.61~79.20 μg/L

之间，5-甲基糠醛含量在 221.87~527.40 μg/L 之间。以上结果表明，虽然不同酱油中羟甲基糠醛衍生物含量有显著差异，但人们日常

食用酱油的量，并不足以导致产生羟甲基糠醛衍生物的不良反应。 
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Abstract: In order to assay the content of hydroxymethylfurfural derivatives and evaluate the safety of soy sauces, five soy sauces that 

were collected in the local market were analyzed for the hydroxymethyl furfural derivatives by headspace solid-phase microextraction (SPME) 

combined with gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS). As a result, three kinds of hydroxymethyl furfural derivatives, i.e., 

furfural, 5- methyl furfural and 2- ethyl -1- hexanol were identified. The linear regressive calibration curve was plotted within the concentration 

of 3.33~666.67 μg/mL with the LOD of 3.33×10-1 μg/L and the LOQ of 3.33 g/L. The original soy sauce showed that the spiked recovery range 

was out of the national standard, and whereas the soy sauce after 5-fold dilution with distilled water had the recovery range between 

82.23%~115.04%, with the inter-day recovery range between 93.31~111.50%. The inter-day recovery rate was ranged from 93.02% to 115.91%. 

The inter-day and intra-day precisions were 4.36% and 8.02%, respectively. The furfural content in the five soy sauces was between 70.14~98.75 

μg/L, the 2-ethyl-1-hexanol content was between 66.61~79.20 μg/L, and the 5-methyl furfural content was between 221.87~527.40 μg/L. The 

above results indicated that the content of hydroxymethylfurfural derivatives were significantly different in different soy sauces. However, the 

daily consumption of soy sauce is safe because the intake of hydroxymethyl furfural derivatives is far below the bottom level to cause safety  
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羟甲基糠醛是含糖食品的常见成分，它是糖热降

解和美拉德反应的产物[1,2]；并且容易热分解产生糠

醛、2-乙基-1-己醇和 5-甲基糠醛等衍生物[3]。其中，

糠醛与 2-乙基-1-己醇在我国是允许使用的食品香料
[4]，而 5-甲基糠醛是一种允许使用的食品添加剂[5]。

但是，它们的过量使用都存在一定的安全隐患，如近

年我国某医院的一个病例[6]，由于病人摄入大量糠醛

类物质，导致其出现胸口痛、呕吐、抽筋、无法正常

进食等症状。因此，对于食品中羟甲基糠醛及其衍生

物含量进行监控及安全性评价是食品安排检测的重要

内容。 

酱油作为我们日常生活中所不能缺少的一种调味

品，深受大家喜欢。它是一种以大豆或脱脂大豆、淀

粉、小麦和食盐等材料，经过制油、发酵制成的具有

特殊色、香、味的液体调味品[7,8]，其组成成分包括食

盐、糖类、氨基酸、有机酸、色素及香料等[9]。相关

研究对酱油中的羟甲基糠醛的含量进行的一些分析研

究，但尚未针对其衍生物进行系统研究。羟甲基糠醛

衍生物分子质量小，浓度低，挥发性强，其定量易容

易受到酱油基质的干扰，因此需要进行细致的样品前

处理才能进行仪器分析[10]。近年来，肖昭竞[11]等研究

发现顶空固相微萃取法（Head Space-Solid Phase 

Microextraction，HS-SPME）提取酱油中的挥发性成

分（包括羟甲基糠醛）比液-液萃取技术（Liquid-Liquid 

Extraction，LLX）等样品前处理方式的结果更好。相

欢等[12]也发现 HS-SPME 的样品前处理方法对酱油中

各物质的萃取较为全面。 

因此，为了评估酱油中羟甲基糠醛衍生物的含量

及安全性，本文收集不同工艺生产的酱油产品，采用

HS-SPEM 萃取、GC-MS 分析的方法测定其中的羟甲

基糠醛衍生物含量，为探究酱油中羟甲基糠醛衍生物

的含量差异及对消费者健康的影响提供数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂、原料与仪器 

古早酱油，海堤超级老抽，海堤特级生抽，海堤

超级酱油，海堤精选酱油均购于厦门本地商场。 

正构烷烃(C8-C20)、环己酮、糠醛、2-乙基-1-己醇、

5-甲基糠醛、正己烷均购于美国 Sigma-Aldrich 公司；

羟甲基糠醛购于南京爱里凯德化工有限公司。 

QP-2010 Plus 气相色谱-质谱联用仪和 Rtx-5MS

（60 m×0.32 mm×0.25 μm）色谱柱购于日本岛津公

司；57330-U 手动 SPME 进样器和 75 μm CAR/PDMS

萃取头购于美国Supelco公司；Labostar 7 TWF UV超

纯水机购于德国西门子；RO-03A 制冰机购于深圳市

日欧制冷设备有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理与气相色谱质谱联用仪的分

析操作条件 

将固相微萃取头插入气相色谱进样口中解吸附 3 

min，载气的流量为 3 mL/min，老化 30 min。取 25 mL

水置于 50 mL 萃取瓶中，加入 5 mL 待测样品，再加

入 1 µg/mL 的环己酮 10 µL 作为内标，然后将萃取瓶

置于 60 ℃水浴锅中平衡 5 min 后，将已老化的萃取头

插入萃取瓶中，吸附 20 min。吸附完成后，将萃取头

插入气相色谱进样口中解吸附 3 min，按照如下操作

进行 GC-MS 分析。 

色谱条件：色谱柱为 Rtx-5MS（60 m×0.32 

mm×0.25 μm），载气为高纯氦气（纯度 99.999%），柱

流量为 3 mL/min，分流比为 1:5。 

升温程序：初始温度为 40 ℃并保持 1 min，然后

以 5 ℃/min 升温至 220 ℃后保持 1.5 min，进样口温度

为 250 ℃。 

质谱条件：离子源温度为 250 ℃，电离方式为 EI，

电离能量为 70 eV，质谱接口温度为 250 ℃，SCAN

模式扫描，离子碎片扫描范围在 33~450 m/z 之间。 

1.2.2  酱油中羟甲基糠醛衍生物的鉴定 

对挥发性成分共采用了三种方式进行定性： 

（1）利用质谱数据库（NIST08、NIST08s、

FFNSC1.3）进行相似度检索、特征峰分析； 

（2）通过正构烷烃计算待测物的保留指数，并参

考有关文献报道的保留指数进行综合定性； 

（3）与标准品的特征离子碎片和保留指数进行比

较定性。 

1.2.3  羟甲基糠醛衍生物的定量标准曲线建立 

标准品稀释采用内标溶液进行梯度稀释，内标为

0.33 μg/mL 的环己酮溶液。根据 1.2.1 节色谱条件、升

温程序和质谱条件，在质谱 SIM 模式下进行分析。以

糠醛、2-乙基-1-己醇和 5-甲基糠醛含量为 1、2、5、

25、50、100、200 μg/mL 对糠醛、2-乙基-1-己醇、5-

甲基糠醛和环己酮峰面积比绘制标准曲线。 

1.2.4  方法检测限和定量限 
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在 GC-MS 仪器中，信噪比通常作为衡量灵敏度

的尺码，也是 GC-MS 仪器的一个重要指标[13]。信噪

比指标准物质在仪器上所出峰高与仪器的基线噪声之

比，将最低浓度的混合标准品溶液再向下稀释，直到

信噪比≥3 时的标准品浓度为检测限，而信噪比≥10 时

的标准品浓度为定量限[14]。 

取 5 mL 空白样品，添加 1 μL 混合标准溶液（糠

醛、2-乙基-1-己醇、5-甲基糠醛混合标准品溶液，10 

μg/mL）和 10 μL 1 μg/mL 的内标环己酮溶液，逐倍稀

释至信噪比≥10 和信噪比≥3。 

1.2.5  方法回收率 

在测定样品的同时，于同一样品中加入一定量的

标准物质进行测定，所得加标试样测量值与原样值和

加标值和之比即为回收率，回收率的大小可反应实验

数据的可靠性[15]。 

选择羟甲基糠醛衍生物含量较低的海堤超级酱油

作为回收率测定样品。取 25 mL 酱油样品四份，分别

添加 4 个浓度（25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、200 

μg/mL）的混合标准溶液，每个浓度平行测定 3 次，

通过测定羟甲基糠醛衍生物的含量，计算样品中羟甲

基糠醛衍生物的回收率。回收率的计算见式（1-1）。 

回收率(%)=100×测量值/(原样值+加标值)  （1-1） 

1.2.6  方法准确度和精密度 

准确度是体现测量值与实际值之间符合程度的一

项重要指标，通常用相对误差表示。而精确度是评价

方法重复性的一项重要指标，通常用相对标准偏差

（RSD）来表示。通过日内和日间所测物的含量变化

来评价定量方法的准确度和精密度，从而反映样品的

稳定性。日内变化是同一天测定 3 组平行混合标准品

溶液，计算其含量和误差。日间变化是连续 3 d 测定

同一个混合标准品溶液，每天测定一次，计算含量和

误差。准确度的计算见式（1-2）。 

准确度(%)=100×(测量值的平均值/理论值) （1-2） 

1.2.7  酱油中羟甲基糠醛衍生物含量的测定 

运用本文建立的 HS-SPME/GC-MS 分析方法，采

用加内标校正的外标法作为定量方法。对酱油样品中

三种羟甲基糠醛衍生物进行检测分析，重复检测 3 次。

三种羟甲基糠醛衍生物分别通过相应的标准曲线进行

准确定量。 

1.2.8  数据统计方法 

通过 Excel 2013(微软，美国)进行统计学分析，

SPSS 19.0 软件对不同酱油中羟甲基糠醛衍生物的含

量进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  五种酱油中羟甲基糠醛衍生物的鉴定 

 
图1 五种酱油样品中挥发性物质的总离子流图 

Fig.1 Total ion chromatogram (TIC) of the volatiles in different 

sauce samples 

对不同酱油样品中的挥发性物质进行 GC-MS 分

析，得到挥发性物质的总离子流图（图 1）。根据相似

度检索、特征离子碎片分析和标准品对比，从五种酱

油中鉴定出糠醛、2-乙基-1-己醇和 5-甲基糠醛这 3 种

羟甲基糠醛衍生物（表 1）。 

相关研究表明，羟甲基糠醛在酸性条件下热分解

产生糠醛和 5-甲基糠醛等衍生物[16]。此外，肖昭竞等
[11]用 HS-SPME/GC-MS 方法在几种市售酱油中均检

测到糠醛、5-甲基糠醛与 2-乙基-1-己醇。本研究结果

与前人鉴定出酱油中羟甲基糠醛衍生物具有一致性。 

 

表1 五种酱油样品挥发成分的鉴定结果 

Table 1 Identification of volatile components in different soy sauce samples 

序号 名称 名称 
RTx-5MS 鉴定 

依据 

特征离 

子碎片 RIa RIb 

1 Furfural 糠醛 828 827 MS R[17] 39 95 

2 5-Methylfurfural 5-甲基糠醛 965 977 MS R[18] 53 109 

3 2-Ethyl-1-hexanol 2-乙基-1-己醇 1029 1024 MS R[19] 57 83 

注：Rtx-5 代表色谱柱的型号；RIa是本研究测定值，RIb为文献报道的数值。“R[n]”表示相应的参考文献。 

2.2  五种酱油中羟甲基糠醛衍生物的标准曲线制定及灵敏度 
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以内标法定量，对三种羟甲基糠醛衍生物进行定

量分析，对其在 3.33~666.67 μg/mL 范围内建立相应标

准曲线，糠醛、2-乙基-1-己醇、5-甲基糠醛的标准曲

线方程分别为 Y=0.0148X-0.757，Y=0.128X-7.935，

Y=0.00799X-1.700，各回归方程的相关系数均大于

0.990，说明这 3 种羟甲基糠醛衍生物在线性范围内线

性良好。另外，三种羟甲基糠醛衍生物的检测限及定

量限如表 2 所示，结果发现 2-乙基-1-己醇的检测限明

显低于其它两种衍生物，这可能与 2-乙基-1-己醇的沸

点有关，2-乙基-1-己醇沸点小，易挥发。三种羟甲基

糠醛衍生物的检测限均小于 3.33×10
-1

 μg/L，定量限均

小于 3.33 μg/L。而林晓珊[20]等利用气相色谱-串联质

谱法（GC-MS）对调味品中糠醛类物质进行测定，其

方法的检测限为 5 μg/kg，本方法与之相比灵敏相似。 

表2 方法检测限和定量限 

Table 2 Detection limit and quantitation limit of analysis method 

指标 糠醛/(μg/L) 5-甲基糠醛/(μg/L) 2-乙基-1-己醇/(μg/L) 

检测限 3.33×10-2 3.33×10-1 4.17×10-6 

定量限 3.33 3.33 6.67×10-1 

2.3  方法回收率 

为保证实验结果的科学性和准确性，考虑到样品

中糠醛和 2-乙基-1-己醇含量相对较低且相差不大，其

回收率应选择加标 25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL

进行计算，5-甲基糠醛含量相对较高，其回收率应选

择加标 50 μg/mL、100 μg/mL、200 μg/mL 进行计算。

对各酱油原样进行回收率测定时发现，三种羟甲基糠

醛衍生物回收率范围在 123.93%~285.52%间（表

3~5）。而根据 GB/T 27404《实验室质量控制规范食品

理化检测》[21]，当被测组分含量小于 0.1 mg/kg 时，

其回收率范围应在 60%~120%之间，可能是由酱油样

品基质复杂导致，故将原样品进行稀释后再进行回收

率实验，发现稀释 5 倍后，三种羟甲基糠醛衍生物的

回收率范围在 82.23%~115.04%（表 3~5）之间，符合

GB/T 27404 检测要求。因此，确定对酱油样品用蒸馏

水稀释 5倍后再进行SPME萃取及GC-MS分析流程。 

2.4  方法准确度和精密度 

羟甲基糠醛衍生物的准确度和精密度测定结果如

表 6 所示， 3 种化合物日内的准确度范围在

93.31%~111.50% 之 间 ， 日 间 的 准 确 度 范 围 在

93.02%~115.91%之间，日内的精密度≤4.36%，日间的

精密度≤8.02%。而林晓珊[20]等人利用 GC-MS 研究调

味品中的糠醛类物质，其日内精密度≤5%，由此可见

本方法的准确度和精密度可靠。 

表3 酱油中糠醛稀释前后的回收率 

Table 3 Recovery of furfural in soy sauce (undiluted and after dilution) 

名称 原样值/(μg/L) 加标值/(μg/L) 平均测量值/(μg/L) 平均回收率/% 

糠醛（未稀释） 70.14 

25.00 122.00 128.23 

50.00 166.19 138.33 

100.00 308.69 181.43 

糠醛（稀释后） 59.89 

25.00 69.81 82.23 

50.00 96.57 87.88 

100.00 143.77 89.92 

表4 酱油中5-甲基糠醛稀释前后的回收率 

Table 4 Recovery of 5-methylfurfural in soy sauce (undiluted and after dilution) 

名称 原样值/(μg/L) 加标值/(μg/L) 平均测量值/(μg/L) 平均回收率/% 

5-甲基糠醛（未稀释） 226.83 

50.00 343.07 123.93 

100.00 451.59 138.18 

200.00 775.00 181.57 

5-甲基糠醛（稀释后） 212.91 

50.00 240.53 91.49 

100.00 305.56 97.65 

200.00 401.59 97.26 
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表5 酱油中2-乙基-1-己醇稀释前后的回收率 

Table 5 Recovery of 2-ethyl-1-hexanol in soy sauce (undiluted and after dilution) 

名称 原样值/(μg/L) 加标值/(μg/L) 平均测量值/(μg/L) 平均回收率/% 

2-乙基-1-己醇（未稀释） 66.61 

25.00 167.11 182.42 

50.00 283.80 243.38 

100.00 475.71 285.52 

2-乙基-1-己醇（稀释后） 68.11 

25.00 106.79 114.69 

50.00 135.87 115.04 

100.00 192.13 114.29 

表6 方法准确度和精密度 

Table 6 Accuracy and precision of analysis method 

序号 名称 
准确度/%  精密度 RSD/% 

日内 日间  日内 日间 

1 糠醛 93.31 93.17  4.36 4.99 

2 5-甲基糠醛 105.95 108.63  2.23 4.52 

3 2-乙基-1-己醇 111.50 115.91  2.86 8.02 

2.5  五种酱油中羟甲基糠醛衍生物含量的测

定 

通过对五种市售酱油样品中羟甲基糠醛衍生物进

行定量分析可知（表 7），糠醛在海堤精选酱油中含量

高达 98.75 μg/L，而在海堤超级酱油（70.14 μg/L）中

含量最低；2-乙基-1-己醇在海堤精选酱油中含量最高，

为 79.20 μg/L，在海堤超级酱油中含量最低，为 66.61 

μg/L；5-甲基糠醛在海堤超级老抽（527.40 μg/L）中

含量最高，在海堤超级酱油（226.83 μg/L）中含量最

低。通过比较发现海堤超级老抽中 3 种羟甲基糠醛衍

生物的含量均较高，而海堤超级生抽中羟甲基糠醛衍

生物的含量则较低。这可能与两种酱油的生产工艺密

切相关，由于老抽的发酵时间较一般酱油要长，随着

发酵时间的延长，5-羟甲基糠醛含量会逐渐上升[22]。

另外，有研究显示 5-羟甲基糠醛在加工和贮藏过程中

会热分解生成衍生物，因此海堤超级老抽中的羟甲基

糠醛衍生物含量明显高于发酵时间较短的海堤超级生

抽及其他酱油。羟甲基糠醛衍生物的安全摄入量参考

Klaus 等[23]人对 5-羟甲基糠醛毒性和风险的研究，结

果发现五种酱油中羟甲基糠醛衍生物含量远低于其安

全摄入量，即以正常成年人体重 60 kg 计算，每天摄

入羟甲基糠醛衍生物 5.8~6.0 g 以上才会引起不良反

应，以羟甲基糠醛衍生物含量最高的海堤超级老抽为

例计算，每天至少需要食用 8345.4 L 以上酱油才会引

起不良反应，故日常食用酱油的量是安全的。 

表7 五种市售酱油中羟甲基糠醛衍生物的测定结果 

Table 7 Five commercially available sample results of HMF derivatives 

样品名称 
含量/(μg/L) 

糠醛 5-甲基糠醛 2-乙基-1-己醇 

古早酱油 72.96±1.77b 237.37±4.73c 67.41±0.39b 

海堤超级老抽 95.55±9.73a 527.40±49.36a 72.04±3.65b 

海堤特级生抽 nd 221.87±6.20c 72.77±1.82b 

海堤超级酱油 70.14±2.67b 226.83±5.01c 66.61±3.33b 

海堤精选酱油 98.75±12.28a 304.50±20.48b 79.20±4.37a 

注：nd 为浓度低于 50 μg/mL 或未检测到的物质；每一列中，不同的字母（a, b, c）代表数值间存在着显著性差异（p< 0.05）。 

3  结论 

本文应用HS-SPME结合GC-MS的方法对酱油中

的羟甲基糠醛衍生物进行分析测定。从 5 种市售酱油

中鉴定出糠醛、5-甲基糠醛和 2-乙基-1-己醇这 3 种羟

甲基糠醛衍生物；确定样品前处理工艺为稀释 5 倍后

进行 SPME 萃取及 GC-MS 分析；不同酱油中 3 种羟

甲基糠醛衍生物的含量差异显著，其中糠醛含量范围

在 70.14~98.75 μg/L，5-甲基糠醛含量在 221.87~527.40 

μg/L 之间，2-乙基-1-己醇含量在 66.61~79.20 μg/L 之
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间，但正常食用酱油的量不足以导致安全隐患。 
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