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定量核磁共振氢谱法测定饮料中山梨酸含量 

朱松松 1,2,3, 柳  迪 1,2,3, 范小龙 1,2,3, 王会霞 1,2,3, 江  丰 1,2,3*,  
夏金涛 1,2,3, 高  芳 1,2,3 
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摘  要: 目的  建立定量核磁共振氢谱法检测饮料中山梨酸含量的方法。方法  采用核磁共振技术测定饮料

中山梨酸的含量。样品中山梨酸的含量与 1H 的核磁共振信号峰成正比; 氘代溶剂为重水, 内标物“3-(三甲基

硅基)氘代丙酸钠”[3-(trimethylsilyl)propanoic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt, TMSP-d4]的甲基峰在重水中的化学位

移定标为 0.00 ppm, 确定 δ=1.84 (±0.05) ppm 的多重耦合峰为山梨酸特征化学位移峰, 外标法定量; 氢谱脉冲

序列为 zgpr 以压制水峰信号, 样品扫描次数为 16 次。结果  方法学验证结果表明该方法在 7.5~300.0 μg/mL

质量浓度范围内线性关系良好: Y=0.01019X+0.36268, r2>0.99; 检出限和定量限分别为 2.5 μg/mL、7.5 μg/mL; 

加标回收率为 81.8%~102.6%; 相对标准偏差为 0.69%~5.27%。结论  该方法前处理简单、结果准确, 大幅缩

短了样品检测时间, 可用于饮料中山梨酸含量的快速、高通量检验, 具有良好的潜在应用前景。  

关键词: 饮料; 山梨酸; 定量核磁共振氢谱法; 重水; 3-(三甲基硅基)氘代丙酸钠; 化学位移 

Determination of sorbic acid content in beverages by 1H-quantitative nuclear 
magnetic resonance 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination the content of sorbic acid in beverages by 
1H-quantitative nuclear magnetic resonance (1H-qNMR). Methods  Nuclear magnetic resonance was used to 

measure the sorbic acid (SA) content in beverages. The content of SA in the sample was proportional to the signal 

peak of 1H nuclear magnetic resonance; deuterated water (D2O) was used as the deuterated solvent, and the methyl 

peak of the internal standard substance “3-(trimethylsilyl)propanoic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt” (TMSP-d4) in 
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deuterated water was calibrated to a chemical shift of 0.00 ppm. The multiple coupling peak at δ=1.84 (±0.05) ppm 

was identified as the characteristic chemical shift peak of sorbic acid, and quantification was performed using the 

external standard method. The ‘zgpr’ pulse sequence was employed for 1H-NMR to suppress the residual water peak 

signal, with 16 scans acquired for each sample. Results  Method validation indicated a good linear relationship 

within the concentration range of 7.5–300.0 μg/mL: Y=0.01019X+0.36268, r2>0.99. The limits of detection and limits 

of quantitation were 2.5 μg/mL and 7.5 μg/mL, respectively. The recovery rates ranged from 81.8% to 102.6%, with 

relative standard deviations of 0.69%–5.27%. Conclusion  This method features simple sample pretreatment, 

accurate results, and significantly reduces detection time. It is suitable for rapid, high-throughput analysis of sorbic 

acid in beverages and shows promising potential for practical applications. 
KEY WORDS: beverages; sorbic acid; 1H-quantitative nuclear magnetic resonance; deuterated water; 

3-(trimethylsilyl)propanoic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt; chemical shift 

 
 

0  引  言 

山梨酸(sorbic acid, SA), 又称为清凉茶酸、2-丙烯基

丙烯酸、(E,E)-2,4-己二烯酸, 是全球最常见的食品防腐剂

之一, 通常为白色或类白色固体颗粒。作为一种高效安全

的防腐保鲜剂, SA 常被用作食品和药物制剂的防腐剂, 对
酵母、霉菌等许多真菌都具有良好的抑制作用。由于生活

水平的不断提高, 人们对饮料的风味口感和健康营养等要

求也逐渐提高。为了能显著延长各种产品的保质期、货架

期以扩大销售利润, 许多厂家都会在原料中添加诸如 SA/
山梨酸钾等防腐剂。GB 2760—2024《食品安全国家标准 
食品添加剂使用标准》中规定, 饮料类(包装饮用水、果蔬

汁(浆)除外)、浓缩果蔬汁(浆)(仅限食品工业用)、乳酸菌饮

料中的最大使用限量分别为 0.5、2.0、1.0 g/kg, 标准规定

剂量下的 SA 并不具有肝毒性。 
AJAY 等[1]报道了一种通过溶剂浇注掺入山梨酸钾的

聚羟基丁酸酯薄膜的开发研究, 结果表明, 掺入山梨酸钾

可以显著增强对革兰氏阴性大肠杆菌和革兰氏阳性金黄

色葡萄球菌的抗菌功效。ZHANG 等[2]利用果蝇作为模型

生物评估研究山梨酸钾的潜在毒性, 研究结果表明, 山梨

酸钾的摄入会缩短果蝇的寿命和繁殖力。过量摄入山梨酸

钾会导致果蝇中肠细胞凋亡和活性氧积累, 并增强了中

肠细胞的线粒体自噬。MELIN[3]在不添加其他防腐剂的情

况下, 使用山梨酸钾或焦亚硫酸钠制备具有不同 pH 的肉制

品进行标准化处理, 研究发现, 山梨酸盐能有效抑制所有测

试微生物(青霉、发酵毕赤酵母和单核细胞增生李斯特菌)生
长。上述研究结果表明, SA 在防腐抗菌等方面已有广泛深入

的研究, 但值得注意的是, 过量的 SA 摄入仍有可能对人体

带来潜在危害。CHEN 等[4]报道了 SA 通过扰乱肝脏的脂肪

酸从头合成、脂肪酸内化、极低密度脂蛋白分泌、自噬及 β-
氧化过程, 导致脂质清除障碍并最终引发肝脏脂质蓄积的

机制研究, 揭示了 SA 对肝脏脂质代谢的影响。 

近年来, 越来越多的新技术被运用到 SA 的测定中。

LI 等[5]利用气泡驱动固相微萃取(bubble-driven solid-phase 
microextraction, BD-SPME)作为现场预处理方法, 利用高

效液相色谱法可以快速测定蚝油中山梨酸钾。JANG 等[6]

使用气相色谱法和高效液相色谱法研究了不同温度下储存

2 周的生食中 SA 的含量, 检查储存过程中酸浓度的变化, 
并建立质谱法鉴定储存过程中海鲜、肉类和水果中防腐剂

含量。目前, SA 的检测方法主要有气相色谱法[7–11]、毛细

管电色谱法[12–14]、高效液相色谱法[15–20]和拉曼光谱法[21–22]

等。上述方法在实际检测中均存在一定缺点和不足: 高效

液相色谱法或气相色谱法检测时间较长, 通常在 20 min 以

上; 毛细管电色谱法方法开发复杂, 制备过程对实验技术

要求较高, 步骤烦琐耗时; 拉曼光谱法由于信号强度较弱, 
抗干扰性不足, 更适合用于定性分析或结构表征。由于核

磁共振技术具有无损检测、前处理简单、数据准确等优点, 
近些年在化工化药、生物医学[23–24]、食品健康和材料新能

源等领域应用较多[25–30], 但鲜少有关于 SA 的检测。本研

究建立定量核磁共振氢谱(1H-quantitative nuclear magnetic 
resonance, 1H-qNMR)法快速测定饮料中的 SA 含量, 为满

足针对饮料中 SA 专项任务的大批量快速检测检验或筛查

分析提供方法参考。   

1  材料与方法 

1.1  试剂、仪器与材料 

SA (CAS: 110-44-1, 纯度≥99%, 梯希爱化成工业发

展有限公司); 重水(D2O, CAS: 7789-20-0, 氘代率≥99.9%, 
德国 Sigma-Aldrich 公司); 3-(三甲基硅基)氘代丙酸钠(CAS: 
24493-21-8, 纯度≥98%, 美国剑桥同位素实验室)。 

AVANCE Ⅲ HD 600 MHz 高分辨超导核磁共振波谱

仪(德国 Bruker 公司)。 
实验用样品来自本实验室监督抽检样品。 
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1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理  
精密移取待测试样 500 μL 置于 ϕ=5 mm 核磁管中, 准

确加入 50 μL D2O, 盖塞密封混匀, 上机测定。 
1.2.2  标准溶液配制 

吸取 SA 系列标准溶液 1500 μg/mL, 用水逐级稀释, 
得到质量浓度为 7.5、15.0、30.0、75.0、150.0、300.0 μg/mL
的标准系列溶液, 分别移取 500 μL, 准确加入 50 μL D2O, 
混匀待测。 
1.2.3  仪器条件 

锁场温度: 298 K; 1H-qNMR 共振频率: 600 MHz; 脉冲序

列: zgpr; 扫描次数: 16 次; 谱宽(spectral width, SW): 20 ppm; 
频谱中心: 4.7 ppm; 时域点数: 65536; 延迟时间: 2.0 s。 

1.3  数据处理  

数据采用 Topspin 3.6.3、MestreNova 12.0 软件进行处

理。原始谱图经相位校正、“Whittaker”基线平滑、积分等

处理, 对样品中所含目标化合物进行定性定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  氘代试剂的选择 

氘代试剂由于独特的加工生产工艺, 通常较普通试

剂昂贵, 并且价格随氘代原子数增加而上升。例如, 氘代

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)的价格要高于氘代

氯 仿 (chloroform-d, CDCl3) 或 氘 代 甲 醇 (methanol-d4, 
MeOD-d4)。常用的氘代试剂有 D2O、CDCl3、MeOD-d4、

DMSO-d6 和 C6D6 等。由于饮料中液体水溶性效果较好, 研
究对比了 MeOD-d4 和 D2O 两种氘代试剂的实验效果(图 1)。
当使用 MeOD-d4 作为锁场试剂时, 被测样品体系中含有大

量水, 可能会造成锁场漂移进而导致匀场调谐欠佳、影响样

品的峰型, 进而给待测样品的定量结果带来偏差; 而 D2O
作为氘代试剂能与体系中的水互溶, 峰型较好, 可用作本研

究的锁场氘代试剂。 
 

 
 

图 1  D2O 和 MeOD 的 1H-qNMR 比较 
Fig.1  Comparison of 1H-qNMR between D2O and MeOD 

2.2  定量峰的选择 

由 SA 标准样品的核磁共振氢谱(图 2)可知, 在上述实

验条件下, SA 的核磁共振信号峰主要分布在 1.5~7.5 ppm
之间。1H-qNMR (600 MHz, D2O) δ: 7.98~7.05 (m, 1H), 
6.60~6.22 (m, 2H), 5.83 (m, 1H), 1.84 (m, 3H)。 

 

 
 

图 2  SA 标准样品的 1H-qNMR (D2O) 
Fig.2  1H-qNMR of SA reference standard (D2O) 

 
由于羧基氢(-COOH)化学性质较为活泼, 当氘代试剂

为 D2O 时很容易发生重氢交换失去信号, 因此在实验中并

未观测到羧基氢信号(通常在 11~13 ppm 之间); 碳碳双键

上的氢原子则由于自身周围的电子屏蔽效应导致其在 D2O
中的化学位移向低场移动(Ha/b/c, 5.5~7.5 ppm), 这就会与

饮料中添加的糖类、色素等其他组分中的不饱和碳氢化学

信号掺杂在一起, 无法分辨; 通常情况下, 连接饱和碳的

链端甲基化学位移在 0.7~0.9 ppm, 当甲基和一些电负性较

大或不饱和基团直接键连时, 甲基氢外围电子云密度降低, 
去屏蔽效应增大, 化学位移向低场移动, 一些常见甲基的

化学位移见表 1。正是由于与共轭双键直接键连的原因, 使
得 SA 末端甲基化学位移左移至 1.84 ppm 左右, 与一般链

端甲基的化学位移(通常小于 1.3 ppm)区分明显。另外, 由
于甲基氢(-CH3)化学环境相对简单, 且信号强度约是碳碳

双键上的单一氢(-C=CH)的 3 倍, 适合作为本研究的定量

基团, 其他位置的氢信号可以用作辅助定性以判别待测样

品中是否含有目标化合物。采用分析一定数量的试剂空白、

样品空白样品, 观察目标分析物积分区域, 结果显示在相

应范围内不存在干扰。 

2.3  脉冲序列 

脉冲序列是由射频脉冲、磁场梯度和弛豫延迟等按特

定时序组合而成的实验序列。主要作用是通过射频脉冲干

扰原子核的自旋, 再通过检测原子核从射频态回到平衡状

态过程中的自由感应衰减信号, 经傅里叶变换得到核磁共

振谱图。不同的实验目的通常对应不同的脉冲序列, 在常 
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表 1  常见甲基化学位移 
Table 1  Chemical shifts of common methyl  

分类 
CH3-X 

X=-Li X=-Si(CH3)3 X=-H X=-Et X=-OH X=-F X=(-C=CH2) 

δ/ppm –1.94 0.0 0.23 0.91 3.39 4.27 1.72 

 
规定量核磁检测中, 通常使用 zg 或者 zg30 的脉冲序列即

可得到较为理想的核磁谱图。实验对比了 zg30、zgpr 和

watersup 3种采样脉冲序列, 结果表明: 采用 watersup压制

水峰脉冲时, 待测化合物信号被过度干扰, 导致谱图失真; 
当采用 zg30 脉冲序列采样时, 未压制水峰, 致使水峰信号

畸高, 待测物信号和分辨率明显低于采用 zgpr 脉冲序列采

样结果(图 3)。 
 
 

 
 

图 3  两种不同脉冲序列的 1H-qNMR 
Fig.3  1H-qNMR of 2 kinds of different pulse sequences 

 
 

2.4  检出限与定量限 

在上述方法条件下, 当 SA 的质量浓度为 2.5 μg/mL 时, 
定量峰化学位移 δ=1.73 ppm 处信噪比约为 11.7; 当 SA 的

质量浓度为 7.5 μg/mL 时, SA 定量峰信噪比约为 37.9(图 4), 
满足关于定量限信噪比大于等于 10 的要求。 

 

 

 
 

图 4  SA 定量限 1H-qNMR 
Fig.4  1H-qNMR for the limit of quantitation of SA 

2.5  标准曲线、线性范围 

配制 SA 系列混合标准溶液, 外标法定量。以 SA 的
1H-qNMR 定量峰的相对面积为纵坐标(Y), 对应质量浓度

为横坐标(X, μg/mL), 绘制标准曲线, 得到 SA 的线性回归

方 程 为 Y=0.01019X+0.36268, 相 关 系 数 r2>0.99, 在

7.5~300.0 μg/mL 质量浓度范围内线性关系良好, 满足实验

要求。 

2.6  回收率和精密度 

在上述实验条件下, 取液体饮料作为加标空白基质, 
于 1 倍、2 倍、10 倍 3 个水平进行加标回收试验, 测定加

标回收率和精密度(n=6), 结果见表 2。加标回收率范围

81.8%~102.6%; 相对标准偏差 0.69%~5.27%; 日间精密度

0.17%~1.30%。方法准确性、重复性良好, 可满足饮料中

SA 的检测要求。 
 

表 2  SA 的加标回收率(n=6) 
Table 2  Recovery rates of spiked SA (n=6) 

序号 
添加水平/(μg/mL) 

7.5 15.0 75.0 

平均值 81.8 95.5 102.6 

相对标准偏差/% 5.27 1.48 0.69 
 

 

2.7  实际样品分析  

使用上述方法对监督抽检的 6 批次液体饮料进行分

析, 单样品测定时间 4.5 min, 测定结果见表 3。 
由表 3 可知 , 6 批次检测样品中的 3 批次未检出 SA, 

其中 2 批次饮料为某同一品牌的不同类型维生素饮料 ; 
2 号样品检出较高水平的 SA 添加量 , 其配料表内容依

次为 : 纯净水、黄精、杜仲雄花(人工种植)、鹿鞭、蜂

蜜、黑豆、黑松露(块菌)……山梨酸钾 ; 3 号样品某猕猴

桃汁配料表中山梨酸钾排在第 18 位 , 但仍表现出较高

的添加水平 ; 5 号样品虽未明确标注 SA 的添加信息 , 
但是在实际样品中有检出(图 5)。实验结果表明, SA 作为一

种常用添加剂在饮料中的使用范围较为广泛, 可能存在滥

用风险。上述结果均经高效液相色谱法复核验证, 实验条

件如下: 流动相为甲醇:乙酸铵水溶液=11:89 (V:V), 流速

1.0 mL/min, 单次测定时间 20 min(参照 GB 5009.28—2016
《食品安全国家标准 食品中苯甲酸、山梨酸和糖精钠的

测定》)。 
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表 3  真实样品的测定结果 
Table 3  Determination results of real samples 

序号 高效液相色谱法测定结果/(μg/mL) 1H-qNMR 测定结果/(μg/mL) 相对标准偏差/% 样品类型 

1 ND ND / 维生素饮料 

2 86 85.9 –0.12 黑松露植物饮品 

3 59 57.3 –2.92 猕猴桃果汁饮料 

4 ND ND / 维生素饮料 

5 36 34.2 –5.13 水蜜桃果汁饮料 

6 ND ND / 蛋白乳饮料 

注: ND 为未检出; /为无需计算。 

 

 
 

图 5  真实样品与标准溶液谱图对比 
Fig.5  Comparison of real sample and standard solution 

 

3  结  论 

本研究建立了一种简便、快捷、准确的液体饮料中

SA 含量的 1H-qNMR。本方法将单样品 SA 的测定时间由

20 min 大幅缩短至 4~5 min, 样品无需提前制备或预处理, 
取样加入 D2O 后可直接上机测试, 最大限度地减少中间

处理环节误差源 , 保证了测试结果的准确性 , 极大地降

低了实验室的经济成本和人力成本, 适合高通量样品检

测和专项筛查检验工作任务需求。但是由于核磁共振方

法要求待测样品澄清透明 , 对一些含有悬浊固体的液体

饮料如奶茶、咖啡、生乳饮等的测定还需展开进一步研究。 
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