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一、工作简况

1.1 任务来源

根据农业部农财发 [2018]46 号《关于支付 2018 年农产品质量安

全监管专项经费等项目资金的通知》要求，由四川威尔检测技术股份

有限公司承担《饲用酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》

标准制定工作。本项目由中华人民共和国农业农村部畜牧兽医局提

出，全国饲料工业标准化技术委员会（SAC/TC 76）归口，项目任务

书编号为 181821301092371056。

1.2 制定背景

饲料中添加酸化剂可以降低饲料和胃肠道的pH值，抑制有害菌、

促进有益菌的生长繁殖，促进酶原的活化、提高酶的活性。同时，酸

化剂能与一些矿物元素形成易被吸收利用的络合物，促进矿物元素的

吸收和保留，同时降低了其氧化催化活性。因此，饲料中添加酸化剂

具有促进畜禽生长、增强机体免疫力、调节肠道微生物、抑制有害病

原的生长等功能[1]。同时，饲用酸化剂是继抗生素之后，与益生素、

酶制剂、微生态制剂等并列的重要添加剂，是一种无残留、无耐药性、

无污染、吸收迅速且能够参与能量代谢的环保型添加剂。

目前国内外市场上的酸化剂产品种类繁多，根据不同的分类方法

可以分为有机酸、无机酸、单一酸和复合酸。无机酸化剂包括盐酸、

硫酸和磷酸，在生产中使用的主要是磷酸。有机酸的代表为柠檬酸、

乳酸、富马酸等及其盐类。从配方设计角度考虑，复合酸化剂目前已

成为市场上广泛生产和应用的酸化剂，它克服了单一酸化剂的缺陷，
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充分利用不同酸类之间的互补协同作用，既可降低消化道的pH值，

改善消化道的生理环境。又可发挥有效的抑菌、杀菌作用，改善消化

道的生态环境。市场上复合酸化剂的生产工艺有三种：吸附混合、脱

水干燥和包衣缓释。吸附混合酸化剂是将液体酸混合均匀后，用载体

吸附．然后加入粉碎好的固体酸，经混合机混合均匀后包装即可，该

类型的酸化剂操作工艺简单易实现。当前国际上推出的新型酸化剂采

用微胶囊制剂或脂质保护外膜的包衣缓释技术，常用的包膜材料有脂

肪、脂肪酸及其它常见包膜辅料等，通过在酸化剂的外表面包覆一层

保护膜，从而实现有效酸分子在肠道的定点释放，延长酸化效果，提

高蛋白消化与肠道抑菌的双重效果。由于包衣缓释型酸化剂价格昂

贵，国内市场上用量小，国内生产厂家较少，标准方法建立的样品主

要由百奥明饲料添加剂中国有限公司、上海酸能埃赛生物科技有限公

司和杭州康德权饲料有限公司等提供，且收集到的包衣缓释型酸化剂

均为脂肪酸酯包被型酸化剂。因此本次标准制定主要针对液体型酸化

剂、以二氧化硅为载体的固体粉末型酸化剂和脂肪类包被的酸化剂。

2013 年农业部根据《饲料和饲料添加剂管理条例》以公告形式

公布的《饲料添加剂品种目录（2013）》中，对饲用添加剂的类别和

适用范围进行了明确的规定。相关部门已制定了相应的产品标准[2-3]。

目前，国内有关饲用酸化剂中有机酸的检测标准主要有 GB/T 23877

－2009 《饲料添加剂酸化剂中柠檬酸、富马酸和乳酸的测定 高效液

相色谱法》[4]和已废止的 DB 37/T 2224－2012《饲料添加剂酸化剂中

乳酸、苹果酸、酒石酸、富马酸、磷酸和柠檬酸的测定》[5]，而 GB/T
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22141－2018《混合型饲料添加剂酸化剂通用要求》中规定允许使用

的酸化剂有乳酸、磷酸、富马酸、柠檬酸、苹果酸、甲酸、乙酸、丁

酸、酒石酸、苯甲酸、山梨酸等，目前，尚无饲用酸化剂中多种有机

酸的国家/行业检测方法标准。

国内外文献报道的有机酸测定的方法有气相色谱法[6-7]、气质联

用法[8-9]、离子色谱法[10-13]、毛细管电泳法[14-16]、高效液相色谱法等

[17-18]。气相色谱法和气质联用法虽具有较强的专属性，但其只能适用

于少数低沸点有机酸含量的测定，中小型饲料企业一般不会配置离子

色谱仪、毛细管电泳法仪、气相色谱质谱联用仪。高效液相色谱法是

目前有机酸分析的常用测定方法，其特异性强、准确度高，但是液相

色谱法由于使用普通的C18柱，色谱分离条件参数的优化受到一定的

限制，对于有些有机酸可能存在分离度小的问题。离子排斥色谱法集

合了Donnan 排斥、空间排阻、吸附作用等多种分离机理，具有样品

前处理简单、分离分析干扰少、准确度高、重现性好等特点，成为分

析低分子量有机酸的一种有效方法。

由于允许使用的酸化剂品种繁多，性能各异，其中的有机酸含量

往往直接影响到酸化剂产品的质量和功效，有必要制定一种快速、准

确且通用的多种有机酸同步检测的标准方法。离子排斥色谱柱结合紫

外检测器对饲用酸化剂中的多种有机酸组分进行测定是非常有效可

行的方法。该检测标准方法的制定，对于规范饲用酸化剂的使用和管

理具有十分重要的意义。
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1.3 工作过程

1.3.1 成立标准编制小组

2018 年 7 月 10 日，四川威尔检测技术股份有限公司、通威股份

有限公司接到《饲用酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》

行业标准制定项目任务后，对该标准的具体工作进行了认真研究，确

定了总体工作方案，组建了标准编制小组，制定工作计划，落实人员

与分工，2020 年 4 月 8 日完成第一次标准预审后，因标准制定需要，

经全国饲料工业标准化技术委员会秘书处协调，广东酸动力生物科技

有限公司、上海正正生物技术有限公司参与本标准的制定工作，详见

表 1。

表1 标准主要起草人员及任务分工

人员 职称 承担任务

张凤枰 教授级高工 项目负责人，负责项目的全面工作

张艳红 工程师
项目方案制定与落实、标准文本和编制说明修改、征求意

见、方法验证

易 倩 助理工程师 检测方法研究、样品检测

杨发树 高级工程师 标准文本和编制说明修改、方法验证

何谦泰 技术总监 样品采集、检测方法研究

沈如香 技术总监 样品采集、检测方法研究

李海蓉 品管总监 样品采集、检测方法研究

1.3.2 技术路线和项目方案的制定

2018 年 8 月～10 月，标准编制小组成员查询和收集了国内外相

关标准和文献资料，确立了标准制定指导思想，制定了标准制定技术

路线和试验方案，见图 1。
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图 1 标准制定技术路线

1.3.3 开展方法学研究、实际样品检测

2018 年 11 月～2019 年 4 月，标准编制小组开展了色谱条件的选

择和优化、提取条件的优化、方法学考察、国内市场主要厂家饲料添

加剂酸化剂样品收集和实际样品测定。

1.3.4 编写标准文本和编制说明征求意见稿

2019 年 5 月，标准编制小组完成了标准文本、编制说明征求意

见稿的编制工作。

1.3.5 征求意见和方法验证

2020 年 2 月，标准编制小组将起草完成的农业行业标准《饲用

酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》标准文本和编制说明

征求意见稿发送给国家饲料质检中心、省部级饲料质检机构、大中型

饲料企业实验室、全国饲料工业标准化技术委员会委员等相关的质检

建立饲料添加剂酸化剂中有机酸检测方法

面向全行业征求专家和同行意见

国内主要饲料检测实验室间方法验证

审定、修改、完善标准，形成报批稿

饲料添加剂酸化剂中多种有机

酸提取方法研究

饲料添加剂酸化剂中多种有机

酸测定色谱条件的选择和优化

饲料添加剂酸化剂中多种有机

酸测定方法学考察

国内市场主要厂家饲料添加剂

酸化剂样品收集
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机构、科研院所、高校、企业等单位的专家征求意见，详见表 2。

表2 标准意见征求情况

序号 单位属性 发函数量 反馈数量

1 高校、科研院所 9 3

2 质检机构 24 12

3 饲料企业 13 7

本次发函征求意见 1 个月，共发函单位 46 个，回函单位 22 个、

未回函单位 24 个，提出意见单位 20 个，无意见单位 2 个；共提出意

见 75 条，采纳 55 条，部分采纳或不采纳 20 条。2019 年 6 月，标准

编制小组根据征求得到意见和建议，对标准草案和编制说明进行认真

的修改、完善，并补充相关数据，标准编制小组对标准进行认真的修

改，于 2020 年 4 月形成农业行业标准《饲用酸化剂中多种有机酸的

测定 离子排斥色谱法》预审稿。

2019 年 11 月-12 月，标准编制小组收集样品，分别到国家饲料

质量监督检验中心（武汉）、农业农村部饲料质量监督检验测试中心

（南昌）、农业农村部饲料质量监督检验测试中心（成都）等 3 家检

测机构现场开展农业行业标准《饲用酸化剂中多种有机酸的测定 离

子排斥色谱法》方法验证试验工作。

1.3.6 第一次标准预审

2020 年 4 月 8 日，四川威尔检测技术股份有限公司组织专家对

该单位负责制定的农业行业标准《饲用酸化剂中有机酸的测定 离子

排斥色谱法》（预审稿）进行了认真的审查。专家组由常碧影、李重

九、柏凡、李祥明、朱聪英、杨秀玉、田晓玲、吴宁鹏、贾铮、黄芸、
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何谦泰、张成等 12 位专家组成。专家组提出进一步修改意见如下：

（1）适用范围增加包被型酸化剂，补充市场主流包被型酸化剂

产品中有机酸的提取方法；

（2）因目前酸化剂产品中的有机酸是以有机酸或其盐的形式存

在，适用范围包括有机酸及其盐，测定结果仅以有机酸计（%）表示；

（3）探讨增加酸化剂中苯甲酸、山梨酸测定方法的可行性；

（4）按照 GB/T 1.1－2009、GB/T 20001.4－2015 规范标准文本，

进一步完善编制说明。

与会专家一致同意标准起草单位按照上述意见对预审稿进行修

改。

2020 年 5 月~2022 年 3 月，标准编制小组采集国内主流包被型酸

化剂，开展包被型酸化剂产品中有机酸的提取和测定方法研究；采用

高效液相色谱法，完成酸化剂中苯甲酸、山梨酸提取和测定方法研究；

补充相关试验和数据，并按照 GB/T 1.1－2020、GB/T 20001.4－2015

要求规范标准文本，进一步完善编制说明，再次形成标准预审稿。

2022 年 2 月~3 月，标准编制小组收集样品，再次组织标准验证

工作，分别到国家饲料质量监督检验中心（武汉）、农业农村部饲料

质量监督检验测试中心（南昌）、农业农村部饲料质量监督检验测试

中心（成都）等 3 家检测机构现场开展农业行业标准《饲用酸化剂中

多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》方法验证试验工作。

1.3.7 第二次标准预审

2022 年 4 月 19 日，全国饲料工业标准化技术委员会饲料检测方
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法标准化工作组组织专家对四川威尔检测技术股份有限公司等单位

起草的农业行业标准《饲用酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色

谱法》（预审稿）进行了认真审查。专家组由常碧影、李祥明、郑金

金、刘小敏、任玉琴、商军、李宏、宋荣、杨青、张进、许艳丽 11

位专家组成，重庆民泰新农业科技发展集团有限公司技术总监陶有

伦、成都大帝汉克生物科技有限公司产品经理李志忠、桂林市万康生

物科技有限公司技术部副部长陶常义列席会议。在听取起草专家汇报

的基础上，专家组审查了标准文本及编制说明，提出如下修改意见：

（1）建议标准名称修改为“饲料添加剂酸化剂中有机酸的测定

高效液相色谱法”。

（2）考察验证二甲酸钾、甲酸铵经试样提取后是否为甲酸。

（3）补充以蛭石等为载体的粉末型酸化剂方法验证实验。

（4）补充与《 饲料添加剂酸化剂中柠檬酸、富马酸和乳酸的测

定 高效液相色谱法》（GB/T 23877－2009）测定结果比较。

（5）按照 GB/T 1.1－2020、GB/T 20001.4－2015 的要求规范标

准文本及编制说明。

与会专家一致同意标准起草单位按照上述意见修改形成公开征

求意见稿，报全国饲料工业标准化技术委员会秘书处。

2022 年 4 月~8 月，标准编制小组收集了相关样品，按照第二次

预审意见完成相关试验，按照 GB/T 1.1－2020、GB/T 20001.4－2015

进一步规范标准、完善编制说明，形成公开征求意见稿。
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二、标准编制原则、主要内容及其确定依据

2.1 标准编制原则

本标准的结构、技术要素和表达方法按照 GB/T 1.1－2020《标准

化工作导则第 1 部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 20001.4－2015

《标准编制规则第 4 部分：试验方法标准》的规定和要求进行编写。

2.2 柠檬酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、甲酸、乙酸、富马酸、丙

酸和丁酸的测定

2.2.1 液相色谱条件的选择和优化

2.2.1.1 检测波长的选择

采用二极管矩阵检测器在 190 nm～400 nm 波长扫描得到富马

酸、酒石酸、柠檬酸、苹果酸、甲酸、乳酸、乙酸、丙酸、丁酸各色

谱峰的光谱图，如图 2。结果表明，9 种有机酸在波长 210 nm 左右均

有较大吸收峰，因此，确定 9 种有机酸检测波长为 210 nm。
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注：从上到下依次为富马酸、酒石酸、柠檬酸、苹果酸、甲酸、乳酸、乙酸、丙酸、丁酸

图2 9种有机酸混合标准溶液的光谱图
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2.2.1.2 流动相的选择

纯水中有机酸的存在形式既有中性分子形式也有阴离子形式，因

而半峰宽大而且拖尾，离子排斥色谱中流动相的主要作用是改变溶液

的 pH 值，酸性流动相能抑制有机酸的离解，明显改进峰形。采用离

子排斥色谱对有机酸进行分析，不仅可以消除基线干扰，且排除了部

分杂质的干扰。常用的流动相有盐酸、硫酸、硝酸、磷酸等无机酸溶

液，盐酸和硝酸的稳定性较差，市售磷酸纯度不高、粘度较大，易产

生较高的柱压，且饲用酸化剂中含有大量的金属离子，采用磷酸作为

流动相可能会生成不溶性沉淀而损伤色谱柱，因此，选择稳定性强的

硫酸溶液作为流动相。

分别考察了 5 mmol/L、10 mmol/L、20 mmol/L、25 mmol/L、30

mmol/L 等 5 个不同浓度硫酸溶液作为流动相对 9 种有机酸分离情况

的影响，结果见图 3。结果表明，硫酸浓度越低，柠檬酸与酒石酸、

富马酸和乙酸的分离效果越差，随着硫酸浓度的提高，各种组分分离

效果越来越好，当硫酸浓度为 30 mmol/L 时，9 种有机酸得到完全分

离，且排除了部分杂质的干扰。因此，最终确定流动相硫酸溶液的浓

度为 30 mmol/L。
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1.柠檬酸 2.酒石酸 3.苹果酸 4.乳酸 5.甲酸 6.乙酸 7.富马酸 8.丙酸 9.丁酸

图3 9种有机酸混合标准溶液在不同浓度硫酸溶液作为流动相下的色谱图

2.2.1.3 色谱柱温度的选择

对于离子排斥色谱法，色谱柱温度对有机酸的分离效果有着明显

的影响。分别考察了 30 ℃、32 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃时 9 种有机

酸组分的分离情况，结果见图 4。结果表明，随着色谱柱温度的升高，

各有机酸的保留时间基本上呈下降趋势，基线漂移也越来越严重，而

且富马酸的保留时间随着色谱柱温度的变化影响最为明显，色谱柱温

度超过 40 ℃时，富马酸与乙酸和甲酸不能基线分离，而色谱柱温度

为 32℃时，各有机酸组分均得到较好分离。因此，色谱柱温度确定

为 32℃。
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30 oC

1.柠檬酸 2.酒石酸 3.苹果酸 4.乳酸 5.甲酸 6.乙酸 7.富马酸 8.丙酸 9.丁酸

图4 9种有机酸混合标准溶液在不同柱温下的色谱图

2.2.1.4 流速的选择

考察了流动相流速分别为 0.3 mL/min、0.4 mL/min、0.5 mL/min、

0.6 mL/min、0.7 mL/min 对 9 种有机酸分离效果的影响，结果见图 5。

结果表明，随着流动相流速的提高，样品分析时间缩短，但流速过大

会使色谱柱的压力超限，进而影响色谱柱的使用寿命，相比较于普通

C18 柱，离子排斥色谱柱需要在较低压力下使用。流速越低，分离度

越好，分析时间也越长。综合考虑分析时间和色谱柱压力的因素，确

定流动相的流速为 0.6 mL/min。
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图5 9种有机酸混合标准溶液在不同流速下的色谱图

2.2.2 样品前处理条件的选择和优化

2.2.2.1 提取溶剂的选择

柠檬酸、酒石酸、苹果酸、甲酸、乙酸、富马酸、丙酸、丁酸等

均易溶于水，且饲用酸化剂成分比较简单，大部分成分是有机酸和无

机载体的混合物。因此比较了水溶液和流动相作为提取剂的提取效

果，结果见表 3。结果表明，水作为提取剂和流动相作为提取剂的提

取效果基本一致，但是为了与流动相匹配，最终选用 30 mmol/L硫酸

溶液为作为提取溶剂。
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表3 水和流动相作为提取剂的提取效果比较(n=3)

化合物

含量（%）

样品 005 样品 007 样品 030

水提取 流动相提取 水提取 流动相提取 水提取 流动相提取

柠檬酸 45.1±0.56 44.4 ±0.54 ND ND ND ND

苹果酸 ND ND ND ND 0.402±0.009 0.391±0.007

甲酸 6.84±0.19 6.53 ±0.20 ND ND 18.6 ±0.19 18.5 ±0.21

乙酸 ND ND ND ND 9.69±0.11 9.79 ±0.23

富马酸 6.07±0.12 5.72 ±0.09 ND ND ND ND

丙酸 ND ND 0.142±0.004 0.139±0.004 5.13±0.09 5.11 ±0.11

丁酸 ND ND 0.355±0.002 0.355±0.001 ND ND

2.2.2.2 提取时间的选择-粉末型和液体型酸化剂

准确称取样品于 100 mL 容量瓶中，加入 60 mL 30 mmol/L 硫酸

溶液，选择超声时间为 10 min、20 min、30 min、40 min 进行提取，

测定其含量，结果见图 6。结果表明，超声提取 20 min 的提取效果稍

优于 10 min，与 30 min 和 40 min 的结果基本一致。因此，确定 20 min

作为粉末型和液体型酸化剂的超声提取时间。
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 甲酸
 乙酸
 苹果酸

图6 不同提取时间下的提取效果的比较（n=3）

2.2.2.3 提取溶剂的选择-乳酸
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饲料混合酸化剂生产中一般采购高含量的乳酸（通常都> 50%）

作为原料，因为乳酸分子含有一个羟基和一个羧基，在高浓度时，两

分子乳酸常发生脱水聚合形成乳酸酐，因此原料中常含有乳酸酐。同

时，饲料混合酸化剂生产过程中涉及加热熔化与混合工序，会发生乳

酸聚合而成乳酸酐。用水提取乳酸时，易溶解单体乳酸，乳酸酐不易

解离，导致检测结果偏低。因此，先用强碱将乳酸酐解离，再调节

pH 为 1.8~2.0，使其充分质子化，定容后上机测定。

分别选取高、中、低含量样品，考察 5 mol/L 氢氧化钠的添加量

分别为 0.0mL、1.0mL、2.0mL、4.0mL 和 6.0mL，试验结果见表 4。

结果表明，随着加碱量的增多，乳酸的含量增加，当加碱量大于 4.0mL

时，其乳酸含量保持稳定，饲料混合酸化剂中的乳酸已全部解离。为

了满足高浓度样品检测，最终确定 5 mol/L 氢氧化钠的添加量为

4.0mL。

表4 氢氧化钠添加量对乳酸提取效果的比较(n=3)

含量（%）
加碱量

0.0 mL 1.0 mL 2.0 mL 4.0 mL 6.0 mL

样品 009 30.7±0.44 32.2±0.53 32.8±0.36 32.9±0.64 32.8±0.20

样品 014 13.6±0.29 15.3±0.08 15.3±0.16 15.3±0.19 15.4±0.05

样品 034 6.1±0.08 7.4±0.30 8.2±0.10 8.2±0.20 8.2±0.67

2.2.2.4 碱解温度的选择-乳酸

升高乳酸碱解温度可使乳酸酐的解聚更充分，因此，分别选取高、

中、低含量样品，当加碱量均为 4.0 mL，超声时间均为 20 min 时，

分别考察碱解温度为室温、50 ℃、70 ℃、90 ℃时，其乳酸含量的变
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化，试验结果见表 5。结果表明：随着碱解温度的升高，其乳酸含量

变化不明显，最终确定乳酸碱解温度为室温。

表5 碱解温度对乳酸提取效果的比较(n=3)

含量（%）
超声温度

室温 50℃ 70℃ 90℃

样品 009 32.7±0.36 32.6±0.26 32.8±0.48 32.8±0.34

样品 014 15.4±0.29 15.3±0.09 15.3±0.22 15.3±0.09

样品 034 8.3±0.07 8.4±0.25 8.4±0.16 8.2±0.16

2.2.2.6 乳酸碱解过程对其他有机酸结果的考察

由于酸化剂中乳酸易聚合生成乳酸酐，需用强碱将乳酸酐解离为

乳酸，再提取测定。由于上述方法要同时检测 9 种有机酸，因此选择

三个不同厂家的样品考察乳酸碱解过程对其他有机酸的影响，试验结

果见表 6。结果表明：各有机酸碱解和不碱解检测结果偏差为

0.11%~3.67%，均小于 5%。因此，乳酸碱解过程对其他有机酸结果

不造成影响。

表6 乳酸碱解过程对其他有机酸的影响(n=3)

组分
样品 027 样品 028 样品 070

碱解/% 不碱解/% 偏差/% 碱解/% 不碱解/% 偏差/% 碱解/% 不碱解/% 偏差/%

柠檬酸 ND ND ND ND ND ND 4.59 4.51 1.84

甲酸 22.7 22.2 2.22 22.0 22.4 1.55 28.4 28.4 0.21

乙酸 5.84 5.69 2.61 4.35 4.42 1.61 ND ND ND

富马酸 ND ND ND ND ND ND 3.55 3.55 0.11

丙酸 9.42 9.22 2.11 5.13 5.26 2.64 ND ND ND

丁酸 3.50 3.38 3.67 ND ND ND ND ND ND

2.2.2.7 破膜温度的选择-脂肪酸酯包被型酸化剂
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脂肪酸酯包被型酸化剂常用的破膜方式有高温溶解和超声破碎，

为提高提取效率，本试验同时采用高温溶解和超声提取。称取样品于

100 mL 容量瓶中，加入 60 mL 30 mmol/L 硫酸溶液，超声时间为 20

min，选择超声温度为 60 ℃、70 ℃、80 ℃和 90 ℃进行提取，用 30

mmol/L 硫酸溶液定容，测定其含量，结果见表 7。结果表明，超声

温度为 80 ℃的检测结果高于 60 ℃和 70 ℃，与 90 ℃的结果基本一致。

因此，脂肪酸酯包被型酸化剂的破膜温度为 80℃。

表7 脂肪酸酯包被型酸化剂破膜温度的比较(n=3)

化合物

含量（%）

样品 063 样品 066

60℃ 70℃ 80℃ 90℃ 60℃ 70℃ 80℃ 90℃

柠檬酸 ND ND ND ND 15.2±0.15 15.8±0.09 16.3±0.10 16.4±0.03

酒石酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

苹果酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

乳酸 5.10±0.26 5.05±0.10 5.44±0.03 5.46±0.08 ND ND ND ND

甲酸 ND ND ND ND 14.8±0.24 15.5±0.08 16.1±0.05 16.1±0.09

乙酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

富马酸 ND ND ND ND 3.87±0.19 3.94±0.10 4.21±0.03 4.23±0.06

丙酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

2.2.2.8 超声时间的选择-脂肪酸酯包被型酸化剂

称取样品于 100 mL 容量瓶中，加入 60 mL 30 mmol/L 硫酸溶液，

超声温度为 80 ℃，选择超声时间为 10 min、20 min、30 min、40 min

进行提取，用 30 mmol/L 硫酸溶液定容，结果见表 8。结果表明，超

声 20 min 的提取效果稍优于 10 min，与 30 min 和 40 min 的结果基本

一致。因此，确定 20 min作为脂肪酸酯包被型酸化剂超声提取时间。
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表8 脂肪酸酯包被型酸化剂超声时间的比较(n=3)

化合物

含量（%）

样品 063 样品 066

10 min 20 min 30 min 40 min 10 min 20 min 30 min 40 min

柠檬酸 ND ND ND ND 15.7±0.08 16.2±0.11 16.3±0.13 16.2±0.07

酒石酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

苹果酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

乳酸 5.34±0.19 5.52±0.10 5.54±0.17 5.55±0.07 ND ND ND ND

甲酸 ND ND ND ND 15.8±0.12 16.3±0.05 16.2±0.08 16.3±0.14

乙酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

富马酸 ND ND ND ND 3.92±0.07 4.13±0.02 4.21±0.05 4.19±0.09

丙酸 ND ND ND ND ND ND ND ND

2.2.2.9 二甲酸钾、甲酸铵作为原料添加的考察

根据《GB/T 22141-2018 混合型饲料添加剂酸化剂通用要求》，

甲酸铵和二甲酸钾均为允许使用的酸化剂，通过空白二氧化硅添加甲

酸铵和二甲酸钾标准品，考察甲酸铵和二甲酸钾在上述试验条件下是

否全部转换为甲酸，结果见表 9 和图 7。结果表明，二甲酸钾和甲酸

铵的出峰时间均与甲酸标准溶液一致，且转化为甲酸的比例分别为

99.26%和 98.14%，证明二甲酸钾和甲酸铵经试样提取后为甲酸。

表9 二甲酸钾、甲酸铵考察结果

化合物 二甲酸钾 甲酸铵

平行 平行 1 平行 2 平行 3 平行 1 平行 2 平行 3

称样量 /mg 21.54 21.30 20.016 20.72 20.14 20.02

定容体积/mL 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0

检测浓度/μg/mL 309.5379 310.1724 291.6762 288.9484 283.8932 272.3253
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化合物 二甲酸钾 甲酸铵

折算为甲酸的

系数
0.73 0.71

转换为甲酸的比

例/%
99.26 98.14
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注：A.二甲酸钾 B.甲酸铵 C.标准溶液

图 7 二甲酸钾、甲酸铵和标准溶液色谱图

2.2.2.10 试样溶液的稳定性考察

由于 9 中有机酸中甲酸、乙酸、丙酸和丁酸等沸点较低，属于易

挥发有机酸。考察提取后的试样溶液放置 0、8、16、24、32、48 小

时的稳定性，考察结果见表 10。结果表明，试样溶液放置 0~48 小时

峰面积变化不大，相对标准偏差为 1.57%，证明试样溶液在 48小时

内稳定。

表 10 试样溶液稳定性考察结果（n=3）

峰面积

（mV）

时间（h）
平均值 RSD/%

0 8 16 24 32 48

柠檬酸 15.82 15.84 15.81 15.76 15.74 15.79 15.79 0.24
酒石酸 20.82 20.78 20.60 20.75 20.63 20.79 20.73 0.44
苹果酸 11.52 11.50 11.52 11.57 11.44 11.56 11.52 0.40
乳酸 9.89 9.93 9.56 9.85 9.81 10.01 9.84 1.57
甲酸 15.16 14.76 15.10 14.95 14.58 14.71 14.88 1.55
乙酸 8.29 8.16 8.22 8.30 8.18 8.18 8.22 0.74

富马酸 1610.06 1612.22 1612.46 1612.92 1613.80 1617.55 1613.17 0.15
丙酸 7.95 8.01 7.89 8.02 7.91 8.01 7.96 0.71
丁酸 7.56 7.54 7.53 7.67 7.74 7.47 7.59 1.31
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2.2.2.11 基质干扰试验

收集二氧化硅、蛭石、麦饭石和棕榈酸酯等饲料添加剂酸化剂常

用载体，取空白基质按照上述实验条件进行测定，结果见图 8。结果

表明，二氧化硅、蛭石、麦饭石和棕榈酸酯空白图谱均无杂质峰干扰。
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注：A.9 种有机酸标准溶液图谱 B.二氧化硅 C.蛭石 D.麦饭石 E.棕榈酸酯

图 A 中 1.柠檬酸 2.酒石酸 3.苹果酸 4.乳酸 5.甲酸 6.乙酸 7.富马酸 8.丙酸 9.丁酸

图 8 基质干扰实验色谱图
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2.2.3 方法学考察

2.2.3.1 线性范围

配制酒石酸、柠檬酸、苹果酸、甲酸、乳酸、乙酸、丙酸、丁酸

8 种有机酸系列混合标准溶液和富马酸的系列标准溶液，在优化的色

谱条件下依次进样，重复 3 次，以峰面积为纵坐标（y），质量浓度

为横坐标（x）绘制标准曲线，9 种有机酸的线性范围、线性方程、

相关系数见表 11。结果表明，在各自线性范围内，9种有机酸的相关

系数（R2）均大于 0.9999。

表11 9种有机酸线性范围、线性方程及相关系数（R2）

No. 化合物 线性范围（μg/mL） 线性方程 R2

1 柠檬酸 2.5～500 y = 2159.96x – 207.708 0.9999

2 酒石酸 2.5～500 y = 2941.83x + 42.9941 0.9999

3 苹果酸 2.5～500 y = 1622.76x – 101.699 0.9999

4 乳酸 2.5～500 y = 1476.22x + 211.351 0.9999

5 甲酸 2.5～500 y = 2002.78x – 776.734 0.9999

6 乙酸 2.5～500 y = 1158.31x – 420.291 0.9999

7 富马酸 0.01～20 y = 250003x + 3148.62 0.9999

8 丙酸 2.5～500 y = 1132.66x – 949.421 0.9999

9 丁酸 2.5～500 y =1066.53x – 648.150 0.9999

2.2.3.2 方法检出限和定量限

在本试验条件下，将标准溶液连续稀释后添加到 0.5 g 二氧化硅

载体中进行加标回收实验，以 3 倍信噪比（S/N）作为方法的检出限，

以 10 倍信噪比（S/N）作为方法的定量限，根据称样质量、定容体积

和稀释倍数，各目标化合物的检出限和定量限见表 12。
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表12 9种有机酸检出限和定量限

No. 化合物 检出限/（mg/kg） 定量限/（mg/kg）

1 柠檬酸 200 600

2 酒石酸 200 600

3 苹果酸 200 600

4 乳酸 200 600

5 甲酸 200 600

6 乙酸 200 600

7 富马酸 1 3

8 丙酸 200 600

9 丁酸 200 600

2.2.3.3方法回收率和精密度考察

精密称取空白二氧化硅载体和棕榈酸酯包被材料 0.5 g于 100 mL

棕色量瓶中，添加不同含量的柠檬酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、甲酸、

乙酸、丙酸、丁酸标准溶液制成含 0.06 %、0.2 %、1.0 %、2.0 %的样

品，添加不同含量的富马酸标准溶液制成含 0.0003 %、0.2 %、1.0 %、

2.0 %的样品，每个添加浓度进行 6 平行测定，并重复 3 次，计算回

收率、批内和批间相对标准偏差，结果见表 13～表 16。结果表明，9

种有机酸的平均回收率均在 93.4%～105.7%之间，批内、批间相对标

准偏差均小于 4.0%。说明该方法对酸化剂中 9 种有机酸含量测定均

有较好的准确度和精密度。
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表13 空白二氧化硅添加回收试验结果

添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

0.06

柠檬酸

Ⅰ 96.90 95.50 100.10 103.15 98.13 98.62 98.7 2.7

2.4Ⅱ 101.73 95.26 96.83 96.86 95.93 102.51 98.3 1.4

Ⅲ 96.18 97.83 96.85 98.63 97.73 98.63 97.6 1.0

酒石酸

Ⅰ 103.30 102.17 104.17 101.78 96.43 98.19 101.0 3.0

2.4Ⅱ 103.72 100.85 101.86 98.93 103.86 103.64 102.1 1.9

Ⅲ 102.98 104.35 104.18 102.44 98.19 103.62 102.6 2.2

苹果酸

Ⅰ 100.90 100.87 100.30 97.51 95.96 102.93 99.7 2.6

2.2Ⅱ 103.15 101.39 101.62 97.19 98.85 102.61 100.8 2.3

Ⅲ 98.11 102.15 104.93 98.95 97.96 101.43 100.6 2.7

乳酸

Ⅰ 95.67 103.01 99.53 101.56 95.30 97.91 98.8 3.2

2.8Ⅱ 102.59 104.13 95.69 97.83 96.23 102.55 99.8 3.7

Ⅲ 96.94 102.33 101.83 103.59 97.61 101.72 100.7 2.7

甲酸

Ⅰ 102.40 101.30 103.63 95.15 96.22 98.25 99.5 3.5

3.3Ⅱ 104.95 102.59 96.15 96.17 97.35 95.98 98.9 3.9

Ⅲ 98.11 95.13 99.67 103.67 97.39 96.47 98.4 3.0

乙酸

Ⅰ 98.97 101.80 101.33 103.98 95.23 96.72 99.7 3.3

3.1Ⅱ 102.13 103.79 95.95 96.33 96.34 102.15 99.4 3.6

Ⅲ 95.34 97.23 96.37 102.18 96.77 97.89 97.6 2.4

丙酸

Ⅰ 99.63 100.17 102.53 98.91 97.58 97.66 99.4 1.9

2.1Ⅱ 100.43 96.45 99.11 98.45 97.83 101.23 98.9 1.8

Ⅲ 97.12 99.15 103.41 96.39 97.52 95.95 98.3 2.8

丁酸

Ⅰ 99.13 101.80 102.53 101.76 98.11 96.25 99.6 2.5

1.9Ⅱ 98.34 97.15 97.43 98.91 96.99 96.93 97.6 0.8

Ⅲ 96.13 98.35 99.23 96.78 98.45 97.98 97.8 1.2

0.2

柠檬酸

Ⅰ 101.01 100.24 101.06 100.80 100.54 101.14 100.8 0.3

1.4Ⅱ 96.15 97.53 99.39 98.54 98.14 100.21 98.3 1.4

Ⅲ 98.76 98.11 97.91 98.14 98.55 99.55 98.5 0.6

酒石酸

Ⅰ 103.42 102.90 103.00 102.55 101.13 99.97 102.2 1.3

0.9Ⅱ 100.91 100.96 102.03 101.80 100.23 101.60 101.3 0.7

Ⅲ 101.30 101.14 100.85 101.01 101.39 101.14 101.1 0.2

苹果酸

Ⅰ 101.92 99.83 100.61 101.79 99.42 99.58 100.5 1.1

1.6Ⅱ 98.95 99.56 97.96 96.98 100.96 98.95 98.9 1.4

Ⅲ 100.19 98.98 97.96 99.16 96.16 101.21 98.9 1.8

乳酸

Ⅰ 97.72 96.76 100.79 97.61 96.35 98.39 97.9 1.6

1.8Ⅱ 101.15 99.67 98.84 100.37 99.21 98.96 99.7 0.9

Ⅲ 97.97 103.23 100.19 101.54 98.36 100.96 100.4 2.0

甲酸

Ⅰ 95.96 96.15 97.24 96.97 97.11 96.45 96.6 0.6

1.6Ⅱ 98.37 96.58 97.96 95.11 96.96 99.81 97.5 1.7

Ⅲ 96.82 95.51 94.20 95.42 93.55 95.07 95.1 1.2
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添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

乙酸

Ⅰ 99.72 98.48 98.48 100.96 101.14 101.79 100.1 1.4

1.7Ⅱ 99.86 100.04 95.95 97.69 98.48 98.00 98.3 1.5

Ⅲ 97.48 98.57 96.63 96.29 100.90 99.61 98.2 1.8

丙酸

Ⅰ 100.61 98.02 99.43 100.67 98.13 98.32 99.2 1.2

1.8Ⅱ 100.27 102.31 103.64 100.55 102.86 100.78 101.7 1.4

Ⅲ 99.25 100.94 104.68 99.89 99.76 101.08 100.9 1.9

丁酸

Ⅰ 100.65 100.94 102.90 101.76 100.91 100.82 101.3 0.8

2.5Ⅱ 95.86 95.15 97.39 96.21 97.65 96.03 96.4 1.0

Ⅲ 95.96 96.31 97.38 95.93 96.96 98.90 96.9 1.2

1.0

柠檬酸

Ⅰ 101.26 102.47 100.98 101.54 101.62 101.06 101.5 0.5

0.9Ⅱ 99.65 99.53 99.79 99.61 100.31 100.51 99.9 0.4

Ⅲ 99.93 99.30 99.74 99.39 100.03 100.38 99.8 0.4

酒石酸

Ⅰ 100.21 100.63 99.88 100.12 99.90 99.90 100.1 0.3

0.4Ⅱ 99.97 99.72 99.84 99.87 99.32 100.23 99.8 0.3

Ⅲ 100.13 99.41 99.78 99.80 100.35 100.76 100.0 0.5

苹果酸

Ⅰ 99.09 100.97 100.19 99.25 99.61 100.32 99.9 0.7

0.8Ⅱ 100.22 100.05 99.73 98.03 100.03 100.62 99.8 0.9

Ⅲ 100.13 100.87 101.10 100.99 100.79 101.21 100.8 0.4

乳酸

Ⅰ 98.88 98.36 97.60 99.40 99.35 100.21 99.0 0.9

1.3Ⅱ 99.93 100.02 97.59 99.91 100.24 101.94 99.9 1.4

Ⅲ 101.19 100.68 100.29 100.36 101.51 102.04 101.0 0.7

甲酸

Ⅰ 97.83 99.10 97.70 97.44 97.54 98.63 98.0 0.7

1.1Ⅱ 99.37 99.11 98.41 99.31 99.98 100.75 99.5 0.8

Ⅲ 97.69 98.43 97.68 98.24 100.22 100.50 98.8 1.3

乙酸

Ⅰ 97.18 100.87 97.47 98.15 98.17 98.32 98.4 1.3

1.1Ⅱ 100.07 100.03 98.53 98.76 99.57 98.50 99.2 0.7

Ⅲ 96.98 98.85 97.50 97.66 98.64 98.56 98.0 0.8

丙酸

Ⅰ 96.93 99.37 98.74 97.61 97.75 96.56 97.8 1.1

0.9Ⅱ 99.08 98.85 100.02 98.87 99.11 98.48 99.1 0.5

Ⅲ 98.38 98.04 97.87 98.12 97.84 97.84 98.0 0.2

丁酸

Ⅰ 97.89 98.37 99.11 96.77 96.98 96.96 97.7 1.0

1.1Ⅱ 99.39 97.83 100.20 99.97 99.82 97.88 99.2 1.1

Ⅲ 97.79 98.54 97.61 96.99 97.84 97.53 97.7 0.5

2.0

柠檬酸

Ⅰ 100.52 101.79 100.11 100.97 101.09 100.87 100.9 0.6

0.8Ⅱ 99.02 99.01 99.39 99.61 100.29 99.50 99.5 0.5

Ⅲ 99.71 99.51 99.59 99.33 99.88 100.33 99.7 0.4

酒石酸

Ⅰ 100.00 100.46 99.30 99.92 100.04 99.61 99.9 0.4

0.6Ⅱ 98.42 99.07 99.35 100.16 99.02 98.99 99.2 0.6

Ⅲ 99.75 98.92 99.29 99.36 99.87 100.25 99.6 0.5

苹果酸
Ⅰ 99.72 100.14 99.60 100.28 100.84 100.21 100.1 0.4

0.7
Ⅱ 98.60 98.29 99.74 98.41 99.14 100.01 99.0 0.7
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添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

Ⅲ 99.84 99.42 99.83 99.81 100.55 100.79 100.0 0.5

乳酸

Ⅰ 100.32 100.79 99.60 99.73 100.63 101.06 100.4 0.6

0.7Ⅱ 101.47 100.75 101.49 101.24 101.71 102.01 101.4 0.4

Ⅲ 101.56 100.15 100.85 100.95 101.21 101.52 101.0 0.5

甲酸

Ⅰ 99.65 100.60 98.98 99.06 99.58 99.34 99.5 0.6

0.7Ⅱ 99.62 99.28 100.15 99.44 99.50 100.16 99.7 0.4

Ⅲ 99.40 98.67 98.26 99.14 100.57 100.91 99.5 1.1

乙酸

Ⅰ 99.94 100.79 99.33 98.59 99.44 98.78 99.5 0.8

0.7Ⅱ 99.30 99.32 98.06 98.23 99.58 99.28 99.0 0.7

Ⅲ 98.96 99.03 98.11 98.17 98.63 98.35 98.5 0.4

丙酸

Ⅰ 98.93 100.37 98.58 101.02 99.55 100.05 99.8 0.9

1.0Ⅱ 98.26 97.90 97.46 98.00 98.45 98.38 98.1 0.4

Ⅲ 97.99 97.74 97.85 98.03 98.38 98.16 98.0 0.2

丁酸

Ⅰ 99.11 99.60 99.81 99.18 99.06 99.67 99.4 0.3

0.9Ⅱ 98.91 98.65 97.96 98.01 98.30 98.42 98.4 0.4

Ⅲ 97.38 97.36 96.43 97.27 97.86 98.31 97.4 0.6

表14 空白二氧化硅添加回收试验结果-富马酸

添加浓度（%）
测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内
RSD（%）

批间
RSD（%）

0.0003

Ⅰ 95.33 96.67 97.33 96.59 97.93 98.02 97.0 1.0
1.9Ⅱ 96.91 98.53 101.25 96.82 97.63 98.66 98.3 1.7

Ⅲ 98.76 96.53 97.41 98.19 102.39 101.23 99.1 2.3

0.2

Ⅰ 101.00 98.90 102.00 99.80 99.30 100.00 100.2 1.1

1.9Ⅱ 96.00 98.00 99.50 100.50 98.00 99.00 98.5 1.6

Ⅲ 96.00 96.50 96.00 95.50 98.00 97.50 96.6 1.0

1.0

Ⅰ 103.20 100.40 98.80 100.20 100.20 100.60 100.6 1.4

1.5Ⅱ 96.90 98.90 98.10 99.60 99.30 98.10 98.5 1.0

Ⅲ 98.20 97.90 98.10 97.80 97.90 97.80 98.0 0.2

2.0

Ⅰ 101.60 98.60 96.90 98.20 97.80 98.60 98.6 1.6

1.1Ⅱ 99.05 98.45 98.75 99.30 96.65 99.20 98.6 1.0

Ⅲ 97.85 97.80 97.80 97.75 98.20 97.75 97.9 0.2
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表15 棕榈酸酯包被添加回收试验结果

添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

0.06

柠檬酸

Ⅰ 98.93 101.03 102.23 99.77 102.34 101.69 101.0 1.4

2.0Ⅱ 97.90 100.27 101.89 104.52 100.73 102.23 101.3 2.2

Ⅲ 100.70 103.87 96.04 97.22 99.17 101.09 99.7 2.8

酒石酸

Ⅰ 95.50 96.10 96.72 101.13 96.95 98.78 97.5 2.1

2.6Ⅱ 93.36 99.45 94.45 101.51 99.16 99.77 97.9 3.3

Ⅲ 98.18 101.23 97.52 102.62 94.27 96.07 98.3 3.2

苹果酸

Ⅰ 99.90 97.83 98.51 95.03 96.51 98.00 97.6 1.7

2.4Ⅱ 100.85 104.02 96.44 101.00 98.25 96.79 99.6 2.9

Ⅲ 98.40 101.60 99.36 103.77 97.38 96.91 99.6 2.7

乳酸

Ⅰ 101.76 96.21 98.69 103.05 98.06 97.00 99.1 2.7

2.8Ⅱ 96.98 102.82 99.70 94.56 98.73 97.84 98.4 2.8

Ⅲ 98.41 98.33 104.56 99.97 93.77 102.89 99.7 3.8

甲酸

Ⅰ 102.18 102.82 102.33 99.10 104.97 99.21 101.8 2.2

2.5Ⅱ 98.72 99.35 100.56 103.98 99.67 102.81 100.8 2.1

Ⅲ 96.23 101.38 99.86 96.21 95.81 99.09 98.1 2.4

乙酸

Ⅰ 103.05 102.66 101.97 101.16 100.95 103.52 102.2 1.0

2.1Ⅱ 96.52 98.01 105.08 100.68 101.92 98.20 100.1 3.1

Ⅲ 101.57 99.93 104.00 100.50 98.61 103.03 101.3 2.0

丙酸

Ⅰ 98.43 99.36 100.09 99.31 100 95.84 98.8 1.6

2.4Ⅱ 98.28 98.26 101.74 104.49 99.71 102.92 100.9 2.5

Ⅲ 102.23 103.22 104.37 103.73 97.46 97.66 101.4 3.0

丁酸

Ⅰ 98.67 95.31 99.87 103.77 100.82 101.46 100.0 2.9

2.4Ⅱ 100.39 98.58 104.07 97.19 98.19 101.32 100.0 2.5

Ⅲ 95.83 101.05 102.03 99.21 104.01 98.36 100.1 2.9

0.2

柠檬酸

Ⅰ 94.83 97.43 98.13 100.69 95.54 99.34 97.7 2.3

2.3Ⅱ 96.21 99.35 99.95 98.31 101.09 99.45 99.1 1.7

Ⅲ 99.33 103.02 100.05 102.02 95.74 102.92 100.5 2.8

酒石酸

Ⅰ 102.40 95.32 95.24 97.55 104.25 98.16 98.8 3.8

2.4Ⅱ 96.09 94.48 95.48 96.47 98.67 97.29 96.4 1.5

Ⅲ 97.00 99.14 96.35 97.95 98.84 99.43 98.1 1.3

苹果酸

Ⅰ 101.05 102.58 101.89 99.38 99.07 97.44 100.2 1.9

2.3Ⅱ 98.98 100.86 100.93 102.93 98.26 101.66 100.6 1.7

Ⅲ 95.27 95.42 102.71 103.39 100.18 96.96 99.0 3.7

乳酸

Ⅰ 100.44 96.87 98.85 96.89 97.55 96.52 97.9 1.5

1.8Ⅱ 94.43 98.83 97.17 95.91 97.59 99.55 97.2 1.9

Ⅲ 98.00 100.13 99.17 98.60 102.46 97.38 99.3 1.8

甲酸

Ⅰ 98.26 96.99 99.51 105.12 99.65 101.08 100.1 2.8

2.9Ⅱ 100.36 103.44 104.26 105.31 105.67 103.57 103.8 1.8

Ⅲ 95.19 98.22 97.81 99.84 100.90 102.02 99.0 2.5
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添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

乙酸

Ⅰ 97.36 97.03 101.19 101.79 99.94 96.01 98.9 2.4

3.0Ⅱ 96.78 104.18 98.08 104.34 96.80 103.85 100.7 3.8

Ⅲ 101.06 97.39 104.28 104.79 97.09 96.98 100.3 3.6

丙酸

Ⅰ 95.72 103.60 96.52 95.28 100.88 97.35 98.2 3.4

2.5Ⅱ 96.67 99.67 96.86 100.63 102.20 102.52 99.8 2.5

Ⅲ 98.62 102.00 99.25 98.46 96.33 95.73 98.4 2.3

丁酸

Ⅰ 99.01 101.07 99.73 96.57 100.91 103.45 100.1 2.3

2.5Ⅱ 97.03 98.34 97.04 97.08 98.75 96.82 97.5 0.8

Ⅲ 101.34 104.61 102.72 98.18 95.36 97.83 100.0 3.5

1.0

柠檬酸

Ⅰ 99.21 104.81 103.82 100.56 104.14 102.78 102.6 2.2

2.2Ⅱ 102.55 97.93 98.08 101.29 104.79 101.71 101.1 2.6

Ⅲ 102.38 98.55 99.93 99.25 97.51 101.67 99.9 1.9

酒石酸

Ⅰ 96.40 99.54 97.54 98.84 99.12 98.87 98.4 1.2

2.1Ⅱ 98.42 96.94 97.78 97.52 102.15 99.46 98.7 1.9

Ⅲ 99.44 96.01 96.64 101.37 95.49 104.30 98.9 3.5

苹果酸

Ⅰ 98.83 101.15 101.02 98.17 102.20 100.20 100.3 1.5

2.3Ⅱ 101.25 99.26 96.82 99.28 104.35 100.69 100.3 2.5

Ⅲ 101.66 97.08 97.92 97.21 96.36 104.79 99.2 3.4

乳酸

Ⅰ 100.54 103.73 102.38 98.94 102.36 101.10 101.5 1.7

2.3Ⅱ 102.08 98.75 96.68 100.64 103.54 101.07 100.5 2.4

Ⅲ 101.83 97.68 103.52 97.91 97.13 104.77 100.5 3.3

甲酸

Ⅰ 102.41 98.09 101.82 101.43 96.64 95.97 99.4 2.9

2.5Ⅱ 102.73 99.33 100.21 97.01 96.06 103.94 99.9 3.1

Ⅲ 103.18 101.93 101.50 101.92 96.57 98.22 100.6 2.6

乙酸

Ⅰ 101.25 103.95 101.84 100.14 102.58 101.71 101.9 1.3

2.6Ⅱ 99.09 98.41 97.06 100.76 104.21 96.25 99.3 2.9

Ⅲ 99.58 95.11 98.52 98.29 96.92 104.38 98.8 3.2

丙酸

Ⅰ 99.17 102.36 101.27 100.46 104.24 102.84 101.7 1.8

2.2Ⅱ 103.38 96.29 103.59 96.22 103.44 99.81 101.5 3.5

Ⅲ 99.58 103.53 100.60 97.81 100.75 98.35 100.1 2.0

丁酸

Ⅰ 100.05 102.25 98.10 99.65 104.20 95.19 99.9 3.1

2.8Ⅱ 100.64 104.46 97.03 98.07 102.63 102.80 100.9 2.9

Ⅲ 98.81 97.66 99.38 95.22 95.18 97.16 97.2 1.8

2.0

柠檬酸

Ⅰ 96.91 100.04 103.54 95.06 100.54 101.27 99.6 3.1

2.9Ⅱ 103.78 96.80 102.45 99.95 98.05 97.47 99.8 2.8

Ⅲ 95.08 103.21 104.04 99.33 96.44 103.88 100.3 3.9

酒石酸

Ⅰ 103.15 99.74 97.48 96.65 103.81 104.19 100.8 3.3

2.9Ⅱ 96.87 96.27 95.25 99.82 95.97 98.15 97.1 1.7

Ⅲ 100.67 102.7 100.13 95.22 101.21 103.11 100.5 2.8

苹果酸
Ⅰ 98.26 101.97 99.13 97.78 102.2 96.62 99.3 2.3

3.1
Ⅱ 103.64 104.57 95.9 98.45 102.41 96.29 100.2 3.8
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添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

Ⅲ 95.13 95.82 95.88 103.68 96.28 102.96 98.3 4.0

乳酸

Ⅰ 100.3 104.8 99.08 104.41 100.08 99.28 101.3 2.6

3.1Ⅱ 95.31 96.3 100.35 102.25 95.25 96.05 97.6 3.0

Ⅲ 101.01 104.89 99.2 104.71 101.14 96.93 101.3 3.1

甲酸

Ⅰ 104.4 99.41 97.33 102.01 101.73 95.03 100.0 3.4

2.7Ⅱ 99.19 102.6 98.28 98.06 102.66 97.8 99.8 2.3

Ⅲ 100.06 104.73 101.61 103.66 102.03 95.96 101.3 3.1

乙酸

Ⅰ 98.87 96.93 100.65 98.32 102.29 97.77 99.1 2.0

2.8Ⅱ 104.51 103.01 98.75 101.72 95.57 104.17 101.3 3.4

Ⅲ 96.38 102.14 104.05 98.28 104.87 101.43 101.2 3.3

丙酸

Ⅰ 99.98 100.72 95.93 99.65 100.36 102.52 99.9 2.2

2.4Ⅱ 102.81 95.33 98.51 103.92 97.5 95.71 99.0 3.7

Ⅲ 98.03 97.27 101.89 97.91 102.13 99.87 99.5 2.1

丁酸

Ⅰ 104.61 104.13 104.39 98.36 96.46 97.4 100.9 3.8

2.8Ⅱ 102.42 96.52 103.99 100.71 98.39 102.80 100.8 2.8

Ⅲ 102.82 96.6 103.08 102.07 101.85 96.66 100.5 3.0

表16 棕榈酸酯包被添加回收试验结果-富马酸

添加浓度（%）
测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内
RSD（%）

批间
RSD（%）

0.0003

Ⅰ 103.90 99.12 96.76 96.32 97.89 103.91 99.6 3.4

2.7Ⅱ 100.10 103.87 98.79 98.79 101.07 96.52 99.9 2.5

Ⅲ 97.02 98.06 104.40 95.62 96.35 100.09 98.6 3.3

0.2

Ⅰ 98.66 99.82 100.06 99.24 97.13 102.70 99.6 1.9

2.1Ⅱ 97.56 98.97 101.21 101.16 100.28 102.21 100.2 1.7

Ⅲ 104.60 97.87 103.62 102.60 98.38 103.81 101.8 2.9

1.0

Ⅰ 96.92 101.32 99.41 96.82 100.90 100.16 99.3 2.0

2.2Ⅱ 99.28 98.35 96.91 99.41 103.12 99.74 99.5 2.1

Ⅲ 100.04 96.79 97.45 96.80 96.44 104.70 98.7 3.3

2.0

Ⅰ 102.38 95.02 97.89 97.45 98.62 104.02 99.2 3.4

3.0Ⅱ 95.54 101.84 102.53 101.51 102.55 95.83 100.0 3.3

Ⅲ 104.68 101.45 103.82 96.18 97.45 100.9 100.7 3.4
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2.2.4 标准溶液稳定性考察

分别配制柠檬酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、甲酸、乙酸、富马酸、

丙酸、丁酸 9 种有机酸标准溶液（浓度均为 5 000 μg/mL），上机测

定时稀释为 9 种有机酸混合标准工作溶液（富马酸的浓度为 20

μg/mL，其他 8 种有机酸的浓度为 500 μg/mL），每一个月进行一次

稳定性考察，连续考察 4 次，每次都采用储备液现配的混合标准溶液

的响应值来进行考察，每次做 3 平行试验，标准溶液稳定性结果如表

17 所示。结果表明，9 种有机酸的混合标准溶液 3 个月内 RSD 均小

于 2.0%，因此确定 9种有机酸的标准储备溶液 2℃~8℃条件下储藏，

有效期为 3个月。

表17 9种有机酸标准溶液稳定性考察

化合物
2019 年

4 月 8 日
2019 年

5 月 13 日
2019 年

6 月 12 日
2019 年

7 月 12 日
RSD(%)

柠檬酸 1036700 1034751 1033243 1033661 0.15

酒石酸 1648190 1648465 1635544 1641649 0.37

苹果酸 817542 817909 816088 810813 0.40

乳酸 753762 753653 748736 742005 0.74

甲酸 1048333 1047532 1036765 1038543 0.57

乙酸 709422 701476 702644 707018 0.53

富马酸 5261695 5226660 5102524 5122714 1.50

丙酸 570739 570475 560299 565671 0.87

丁酸 505699 505096 494223 501373 1.05

2.2.5 方法适用性考察

从市场上收集我国主要饲用酸化剂生产企业的二氧化硅、蛭石、

麦饭石为载体的粉末型、液体型和脂肪酸酯包被型饲料添加剂酸化剂

产品共19批次，按照上述确定的条件和方法测定有机酸的含量，结果
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见表18。结果表明，本方法的测定值与生产厂家的标示值基本一致，

所建立的标准方法适用于二氧化硅、蛭石、麦饭石等为载体的粉末型、

液体型和脂肪酸酯包被型饲用酸化剂中有机酸的测定。

表18 饲用酸化剂实际样品测定结果

样品 载体 柠檬酸（%） 乙酸（%） 苹果酸（%）
乳酸
（%）

甲酸
（%）

富马酸
（%）

丙酸
（%）

丁酸
（%）

8 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 15.2±0.1 ND ND 22.1±0.3 1.95±0.02 4.58±0.14 ND ND

标示值 ≥13.5 —— —— ≥22 —— ≥4.5 —— ——

9 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 14.5±0.1 ND ND 32.7±0.5 ND 9.11±0.25 ND ND

标示值 ≥14 —— —— ≥28 —— ≥9 —— ——

11 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 19.6±0.1 ND ND 4.05±0.1 ND
0.293±0.00

4
ND ND

标示值 ≥18.0 —— —— ≥4.0 —— —— —— ——

12 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 17.7±0.1 ND ND 20.2±0.1 ND 14.9±0.1 ND ND

标示值 ≥14.9 —— —— ≥20.0 —— ≥14.8 —— ——

13 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 20.6±0.3 ND ND 31.3±0.9 ND 14.8±0.1 ND ND

标示值 ≥14.0 —— —— ≥25.0 —— —— —— ——

14 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 ND ND ND 15.0±0.1 ND 14.0±0.2 ND ND

标示值 —— —— —— ≥15.0 —— ≥14.0 —— ——

21 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 27.2±0.1 ND ND 3.69±0.12 ND ND ND ND

标示值 20.0-30.0 —— —— 1.00-5.00 —— —— —— ——

27 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 ND 5.96±0.12 ND ND 22.6±0.3 ND 10.2±0.3 ND

标示值 —— ≥5.1 —— —— ≥20.5 —— ≥10.0 ——

28 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 0.199±0.006 4.51±0.06 ND
0.506±0.02

1
22.6±0.1 ND 5.24±0.05 ND

标示值 ≥0.1 ≥4.4 —— ≥0.5 ≥21.0 —— ≥5.20 ——

29 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 ND ND ND ND ND ND ND 6.09±0.21

标示值 —— —— —— —— —— —— —— ≥4.4

30 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 ND 9.72±0.05
0.388±0.02

6
ND 18.4±0.3 ND 5.06±0.10 ND

标示值 —— ≥8.0 ≥0.3 —— ≥15.0 —— ≥3.0 ——

31 号

粉末型

二氧化

硅

测定值 ND ND
0.528±0.05

6
ND 57.8±0.4 ND ND ND

标示值 —— —— ≥0.3 —— ≥45.0 —— —— ——
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样品 载体 柠檬酸（%） 乙酸（%） 苹果酸（%）
乳酸
（%）

甲酸
（%）

富马酸
（%）

丙酸
（%）

丁酸
（%）

32 号

液体型
水

测定值 ND ND ND 9.11±0.04 29.4±0.1 ND 31.1±0.6 ND

标示值 —— —— —— ≥8.0 ≥25.0 —— ≥25.0 ——

33 号

液体型
水

测定值 ND 24.7±0.1 ND ND 30.4±0.1 0.513±0.01 7.86±0.07 ND

标示值 —— ≥18.0 —— —— ≥25.0 ≥0.3 ≥6.0 ——

63 号包被

型

棕榈酸

酯

测定值 ND ND ND 5.46±0.05 ND ND ND ND

标示值 —— —— —— ≥5.0 —— —— —— ——

66 号包被

型

棕榈酸

酯

测定值 16.4±0.10 ND ND ND 16.3±0.07 4.22±0.02 ND ND

标示值 ≥16.0 —— —— —— ≥16.0 ≥4.0 —— ——

71 号粉末

型

二氧化

硅、蛭石

测定值 10.6±0.19 ND ND 8.21±0.21 ND 2.16±0.09 ND ND

标示值 ≥10.0 —— —— ≥8.0 —— ≥2.0 —— ——

72 号粉末

型

二氧化

硅、蛭石

测定值 10.8±0.12 ND ND 5.24±0.08 22.5±0.25 2.22±0.06 ND ND

标示值 ≥10.0 —— —— ≥5.0 ≥120.0 ≥20.0 —— ——

73 号粉末

型

二氧化

硅、麦饭

石

测定值 19.1±0.23 ND ND 8.52±0.11 ND 8.09±0.21 ND ND

标示值 ≥18.0 —— —— ≥8.0 —— ≥8.0 —— ——

2.3 苯甲酸和山梨酸的测定

2.3.1 液相色谱条件的选择和优化

2.3.1.1 检测波长的选择

采用二极管矩阵检测器在 190 nm～400 nm 波长扫描得到苯甲酸

和山梨酸色谱峰的光谱图，如图 9。结果表明，苯甲酸在波长 224 nm

有最大吸收峰，山梨酸在波长 254 nm 有最大吸收峰，为了同时满足

苯甲酸和山梨酸在仪器上有较大响应，因此，确定仪器检测波长为

230 nm，与 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》规定的苯甲酸和山梨酸检测波长一致。
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图9 苯甲酸（左）和山梨酸（右）标准溶液的光谱图

2.3.1.2 流动相的选择

考察流动相水系分别为水、0.1%磷酸水溶液、0.02 mol/L 乙酸铵

溶液、2.5 g/L 磷酸二氢钾和 2.5 g/L 磷酸氢二钾混合缓冲溶液，有机

系均为甲醇，具体色谱条件详见表 19，色谱图见图 10。结果表明，

当纯水作为水相时，目标峰半峰宽且拖尾；当 0.1%磷酸水溶液作为

水相时，目标峰分离度达不到；0.02 mol/L 乙酸铵溶液、2.5 g/L 磷酸

二氢钾和 2.5 g/L 磷酸氢二钾混合缓冲溶液作为水相时，基线平稳，

目标峰峰形对称，无拖尾，分离良好，可排除杂质的干扰，但 0.02 mol/L

乙酸铵溶液易长菌，容易造成色谱柱和仪器的堵塞，因此，选择“甲

醇+2.5 g/L 磷酸二氢钾和 2.5 g/L 磷酸氢二钾混合缓冲溶液（10+90）”

作为流动相。

表19 流动相考察条件

序号 流动相成分 流动相体积比 流速（mL/min）

流动相 1 甲醇：水 10：90 1.0

流动相 2 甲醇：0.1%磷酸水溶液 10：90 1.0

流动相 3 甲醇：0.02mol/L 乙酸铵溶 10：90 1.0

流动相 4
甲醇：2.5g/L 磷酸二氢钾和 2.5g/L 磷酸氢

二钾混合缓冲溶液
10：90 1.0
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图10 苯甲酸和山梨酸标准溶液在不同流动相条件下的色谱图

注：A：流动相 1；B：流动相 2；C：流动相 3；D：流动相 4

2.3.1.3 色谱柱温度的考察

色谱柱温度对溶剂的溶解能力、色谱柱的性能、流动相的粘度都

有一定的影响。分别考察色谱柱温度为 25℃、30℃、35℃和 40℃时

A

B

C

D
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苯甲酸和山梨酸的峰形和分离情况，结果见图 11。结果表明，随着

色谱柱温度的升高，苯甲酸和山梨酸的保留时间缩短。在以上条件中，

均峰形对称，满足实验要求，低温有利于延长色谱柱使用寿命，25 ℃

在夏天时不易控制。因此，色谱柱温度确定为 30℃。

图11 苯甲酸和山梨酸标准溶液在不同柱温下的色谱图

注：A：25℃；B：30℃；C：35℃；D：40℃

A

B

C

D
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2.3.1.4 色谱柱型号的考察

根据相似相溶原理，选择 C18柱分离苯甲酸和山梨酸。在流动相

为甲醇+2.5 g/L 磷酸二氢钾和 2.5 g/L 的磷酸氢二钾混合缓冲溶液

=10+90，流速为 1.0 mL/min，检测波长为 230 nm，柱温为 30 ℃时，

分别考察 Waters、Agilent、Thermo 和岛津 C18柱对苯甲酸和山梨酸的

保留情况，结果见图 12。结果表明，四个厂家 C18色谱柱得到的苯甲

酸和山梨酸色谱峰均峰形对称，满足实验要求。因此，该方法选择

C18柱（柱长 250 mm，内径 4.6 mm，粒径 5 μm）或性能相当者。

图12 苯甲酸和山梨酸标准溶液在不同厂家色谱柱下的色谱图

注：A：Waters SymmetryShieldTM RP18 (250mm*4.6mm,5μm)；B：Agilent ZORBAX SB-C18
(250mm*4.6mm,5μm)；C：Thermo Syncronis C18(250mm*4.6mm,5μm)；D：岛津 InertSustain
C18 (250mm*4.6mm,5μm)

2.3.1.5 色谱条件的选择性、专属性和稳定性考察

在上述色谱条件下，考察不同浓度苯甲酸和山梨酸标准工作溶液

A B

DC
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的保留时间、峰面积的精密度和稳定性，试验结果见表 20 和表 21。

结果表明，不同浓度苯甲酸和山梨酸标准工作溶液保留时间和峰面积

的 RSD 值均小于 1.00%。考察了粉末型酸化剂和脂肪酸酯包被型酸

化剂实际样品色谱分析的选择性，色谱图见图 13~图 14。结果表明，

在试验色谱条件下，实际样品中的色谱图无其他杂质峰干扰。

表 20 苯甲酸标准溶液精密度实验

苯甲酸（mg/mL）
保留时间（min） RSD

（%）平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6

0.02 9.587 9.630 9.653 9.683 9.707 9.733 0.55

0.05 9.587 9.630 9.657 9.697 9.707 9.737 0.57

0.1 9.580 9.610 9.640 9.677 9.690 9.720 0.54

0.2 9.577 9.587 9.617 9.653 9.677 9.703 0.52

0.5 9.520 9.540 9.567 9.600 9.627 9.650 0.53

1.0 9.420 9.480 9.507 9.540 9.563 9.583 0.63

苯甲酸（mg/mL）
峰面积（mAU*min） RSD

（%）平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6

0.02 0.632 0.628 0.631 0.628 0.637 0.637 0.63

0.05 2.540 2.546 2.567 2.546 2.547 2.546 0.37

0.1 12.293 12.351 12.405 12.415 12.413 12.452 0.46

0.2 24.654 24.777 24.819 24.799 24.834 24.853 0.29

0.5 61.014 61.518 61.522 61.528 61.475 61.485 0.33

1.0 120.235 121.517 121.670 121.781 121.876 121.804 0.51

表21 山梨酸标准溶液精密度实验

山梨酸（mg/mL）
保留时间（min） RSD

（%）平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6

0.02 13.180 13.250 13.300 13.357 13.403 13.453 0.76

0.05 13.183 13.240 13.303 13.370 13.400 13.453 0.76

0.1 13.180 13.227 13.283 13.353 13.387 13.437 0.74

0.2 13.177 13.200 13.263 13.330 13.373 13.417 0.72

0.5 13.120 13.147 13.210 13.273 13.323 13.360 0.73

1.0 13.007 13.100 13.157 13.217 13.263 13.300 0.83
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山梨酸（mg/mL）
峰面积（mAU*min） RSD

（%）平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6

0.02 1.173 1.154 1.151 1.160 1.162 1.160 0.66

0.05 4.576 4.585 4.542 4.561 4.586 4.582 0.38

0.1 22.326 22.402 22.471 22.488 22.502 22.485 0.31

0.2 44.718 44.778 44.787 44.731 44.784 44.813 0.08

0.5 110.682 110.964 111.105 110.918 110.940 110.868 0.12

1.0 218.679 218.767 219.040 219.138 219.284 219.061 0.10

以上试验结果表明，在所选择的色谱条件下，苯甲酸和山梨酸的

分离度、稳定性和专属性满足定性和定量测定要求。

图13 粉末型酸化剂实际样品色谱图

图 14 脂肪酸酯包被型酸化剂实际样品色谱图
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2.3.2 样品前处理条件的选择和优化

2.3.2.1 提取溶剂的选择-粉末型酸化剂

由于苯甲酸和山梨酸均微溶于水，且饲料添加剂酸化剂中苯甲酸

和山梨酸的含量在 2%~50%之间。因此分别选取高、中、低含量样品，

考察提取溶剂为 10%甲醇水溶液、流动相(甲醇：2.5 g/L 磷酸二氢钾

和 2.5 g/L 磷酸氢二钾混合溶液=10:90)、100%甲醇、加入 10mL 甲醇

超声提取后，再用磷酸缓冲溶液稀释定容，结果见表 22。结果表明，

样品中苯甲酸和山梨酸含量较高时，高浓度的甲醇有利于苯甲酸和山

梨酸的溶解。提取溶剂为 100%甲醇，或先用 10 mL 甲醇超声提取、

后磷酸缓冲溶液定容，苯甲酸和山梨酸检测结果基本一致，为了减少

甲醇的使用，节约费用和匹配流动相，最终确定提取溶剂为：先用

10 mL甲醇超声提取，后用磷酸缓冲溶液定容。

表22 不同提取溶剂提取效果比较（n=3）

含量（%）
10%甲醇水

溶液
流动相 100%甲醇

先用10 mL甲醇超声

提取，后用磷酸缓冲

溶液定容

苯甲酸

样品009 7.81±0.1 7.92±0.2 8.19±0.1 8.16±0.2

样品012 14.6±1.2 14.2±0.4 15.0±0.2 14.9±0.3

样品014 19.9±0.2 20.2±0.7 24.9±0.3 25.0±0.4

山梨酸

样品036 11.4±0.2 12.3±0.1 13.2±0.2 13.2±0.2

样品037 11.3±0.3 11.2±0.3 18.1±0.3 18.2±0.2

样品039 11.8±0.3 12.1±0.6 28.4±0.7 28.3±0.5

2.3.2.2 提取时间的选择-粉末型酸化剂

称取样品于 100 mL 容量瓶中，加入 10 mL 甲醇，选择超声时间

为 10 min、20 min、30 min、40 min 进行提取，用磷酸缓冲溶液定容，
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测定其含量，结果见表 23。结果表明，超声提取 20 min 的提取效果

稍优于 10 min，与 30 min 和 40 min 的结果基本一致。因此，确定 20

min作为超声提取时间。

表 23 不同提取时间提取效果比较（n=3）

含量（%） 超声 10min 超声 20min 超声 30min 超声 40min

苯甲酸

样品009 8.02±0.1 8.14±0.2 8.14±0.2 8.14±0.2

样品012 14.2±0.2 14.9±0.3 14.9±0.3 14.9±0.3

样品014 24.8±0.2 25.0±0.4 25.0±0.4 25.0±0.4

山梨酸

样品036 13.1±0.3 13.2±0.2 13.2±0.2 13.2±0.2

样品037 18.0±0.2 18.2±0.2 18.2±0.2 18.2±0.2

样品039 28.1±0.3 28.3±0.5 28.3±0.5 28.3±0.5

2.3.2.3 破膜温度的选择-脂肪酸酯包被型酸化剂

称取样品于 100 mL 容量瓶中，加入 10 mL 甲醇，超声时间为 20

min，选择超声温度为室温、60 ℃、70 ℃、80 ℃和 90 ℃进行提取，

用磷酸缓冲溶液定容，测定其含量，结果见表 24。结果表明，超声

温度对脂肪酸酯包被型酸化剂的破膜无显著差异。因此，脂肪酸酯包

被型酸化剂的破膜温度为室温。

表24 不同破膜温度提取效果比较（n=3）

含量（%） 室温 60℃ 70℃ 80℃ 90℃

苯甲酸
样品63 47.4±0.3 46.9±0.1 47.1±0.3 46.9±0.3 47.3±0.1

样品66 20.6±0.4 20.4±0.3 20.7±0.2 20.8±0.4 20.6±0.3

注：没有收集到含山梨酸的脂肪酸酯包被型酸化剂

2.3.2.4 超声时间的选择-脂肪酸酯包被型酸化剂

称取样品于 100 mL 容量瓶中，加入 10 mL 甲醇，超声温度为常

温，选择超声时间为 10 min、20 min、30 min、40 min 进行提取，后
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磷酸缓冲溶液定容，测定其含量，结果见表 25。结果表明，超声提

取 20 min 的提取效果稍优于 10 min，与 30 min 和 40 min 的结果基本

一致。因此，确定 20 min作为脂肪酸酯包被型酸化剂超声提取时间。

表 25 不同超声时间提取效果比较（n=3）

含量（%） 10 min 20 min 30 min 40 min

苯甲酸
样品63 46.2±0.2 47.3±0.3 47.2±0.1 47.2±0.3

样品66 18.9±0.5 20.6±0.1 20.7±0.3 20.8±0.2

2.3.2.5 基质干扰试验

收集二氧化硅、蛭石、麦饭石和棕榈酸酯等饲料添加剂酸化剂常

用载体，取空白基质按照上述实验条件进行测定，结果见图 15。结

果表明，二氧化硅、蛭石、麦饭石和棕榈酸空白图谱均无杂质峰干扰。
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注：A.苯甲酸和山梨酸标准溶液图谱 B.二氧化硅 C.蛭石 D.麦饭石 E.棕榈酸

图15 基质干扰实验色谱图

2.3.2.6 两个色谱条件相互干扰实验

本标准方法中，柠檬酸、酒石酸、苹果酸、富马酸、乳酸、甲酸、

乙酸、丙酸和丁酸用离子排斥色谱柱分离，苯甲酸和山梨酸用 C18柱
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分离。因此考察两个不同液相色谱条件中对应有机酸的相互干扰情

况，详见图 16 和图 17。由图 16 可知，采用离子排斥色谱柱色谱条

件，9 种有机酸出峰时间为 7 min~25 min，苯甲酸和山梨酸的出峰时

间为 70 min~100 min，相互之间无干扰。由图 17 可知，采用 C18柱色

谱条件 9 种有机酸均在 7 min 之前出峰，苯甲酸和山梨酸出峰时间在

13 min~20 min，相互之间无干扰。

注：A.9种有机酸标准溶液图谱 B.苯甲酸山梨酸-离子排斥色谱柱

图A中1.柠檬酸 2.酒石酸 3.苹果酸 4.乳酸 5.甲酸 6.乙酸 7.富马酸 8.丙酸 9.丁酸

图16 离子排斥色谱柱色谱条件干扰实验色谱图
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注：A.苯甲酸和山梨酸标准溶液图谱 B.9种有机酸-C18色谱柱

图17 C18柱色谱条件干扰实验色谱图

2.3.3 方法学考察

2.3.3.1 线性范围

配制苯甲酸和山梨酸系列混合标准溶液，用流动相稀释，制得浓

度为 0.5 μg/mL、2 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL、50 μg/mL 和 100 μg/mL

系列标准溶液。在优化的色谱条件下依次进样，重复 3 次，以峰面积

为纵坐标（y），质量浓度为横坐标（x）绘制标准曲线，苯甲酸和山

梨酸的线性范围、线性方程、相关系数见表 26。结果表明，在各自

线性范围内，苯甲酸和山梨酸的相关系数（R2）均大于 0.9999。
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表26 苯甲酸和山梨酸线性范围、线性方程及相关系数（R2）

No. 化合物 线性范围（μg/mL） 线性方程 R2

1 苯甲酸 0.5～100 y=35955.7x+193.362 0.9999

2 山梨酸 0.5～100 y =46603.8x+286.934 0.9999

2.3.3.2 方法检出限和定量限

在本试验条件下，将标准溶液连续稀释后添加到 0.5 g 二氧化硅

载体中进行加标回收实验，以 3 倍信噪比（S/N）作为方法的检出限，

以 10 倍信噪比（S/N）作为方法的定量限，根据称样质量、定容体积

和稀释倍数，各目标化合物的检出限和定量限见表 27。
表 27 苯甲酸和山梨酸的检出限和定量限

No. 化合物 检出限/（mg/kg） 定量限/（mg/kg）

1 苯甲酸 10 30

2 山梨酸 10 30

2.3.3.3方法回收率和精密度考察

精密称取空白二氧化硅载体和棕榈酸酯包被0.5 g于100 mL棕色

量瓶中，添加不同含量的苯甲酸和山梨酸标准溶液制成含 0.003 %、

0.02 %、0.2 %、2.0 %的样品，每个添加浓度进行 6 平行测定，并重

复 3 次，计算回收率、批内和批间相对标准偏差，结果见表 28 和表

29。结果表明，苯甲酸和山梨酸平均回收率均在 95.0%～105.9%之

间，批内、批间相对标准偏差均小于 3.3%。说明该方法对粉末型酸

化剂和脂肪酸酯包被型酸化剂中苯甲酸和山梨酸含量测定均有较好

的准确度和精密度。
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表28 空白二氧化硅添加回收试验结果

添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

0.003

苯甲酸

Ⅰ 101.94 102.91 101.00 101.00 102.50 96.08 100.9 2.5

2.8Ⅱ 96.94 103.65 97.76 100.91 103.29 96.23 99.8 3.3

Ⅲ 96.71 98.73 98.54 102.53 95.00 95.39 97.8 2.8

山梨酸

Ⅰ 101.62 96.68 96.08 102.61 101.30 99.47 99.6 2.7

2.5Ⅱ 96.07 101.94 98.84 102.53 97.07 96.04 98.7 2.9

Ⅲ 97.20 101.94 103.19 101.00 96.02 98.92 99.7 2.8

0.02

苯甲酸

Ⅰ 101.43 101.94 102.51 104.47 103.07 104.29 103.0 1.2

2.8Ⅱ 105.02 104.10 103.34 104.70 105.86 105.46 104.7 0.9

Ⅲ 102.69 103.68 97.72 97.13 98.02 96.46 99.3 3.1

山梨酸

Ⅰ 101.43 101.94 102.51 104.47 103.07 104.29 103.0 1.2

1.3Ⅱ 100.93 101.99 104.96 101.05 103.48 105.67 103.0 2.0

Ⅲ 104.44 103.40 103.40 105.47 103.11 104.84 104.1 0.9

0.2

苯甲酸

Ⅰ 101.76 98.77 96.13 96.54 98.08 98.46 98.3 2.0

1.7Ⅱ 96.01 95.07 95.70 96.10 96.13 98.70 96.3 1.3

Ⅲ 98.86 96.81 97.08 95.30 99.01 97.98 97.5 1.4

山梨酸

Ⅰ 98.76 101.77 96.13 96.54 98.08 98.46 98.3 2.0

2.5Ⅱ 95.37 98.66 99.85 100.41 102.72 102.70 100.0 2.8

Ⅲ 95.82 96.43 96.25 95.46 95.48 95.95 95.9 0.4

2.0

苯甲酸

Ⅰ 99.52 102.82 102.66 103.13 105.51 103.03 102.8 1.9

1.2Ⅱ 102.68 102.58 101.35 103.24 103.97 103.13 102.8 0.9

Ⅲ 100.57 102.47 102.55 103.28 103.74 103.46 102.7 1.1

山梨酸

Ⅰ 99.52 102.82 102.66 103.13 105.51 103.03 102.8 1.9

1.4Ⅱ 99.52 102.31 102.08 103.11 105.58 102.89 102.6 1.9

Ⅲ 102.87 102.59 101.27 103.34 104.09 101.74 102.7 1.0
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表29 棕榈酸酯包被添加回收试验结果

添加浓度

（%）

待测

组分

测定

批次
回收率（%）

平均回收率

（%）

批内

RSD
（%）

批间

RSD
（%）

0.003

苯甲酸

Ⅰ 96.85 95.69 96.10 96.59 95.82 96.58 96.3 0.4

1.2Ⅱ 97.58 97.75 95.78 96.18 98.59 98.78 97.3 1.6

Ⅲ 97.36 98.97 98.89 98.24 97.42 98.76 98.3 0.7

山梨酸

Ⅰ 95.31 96.12 95.99 95.05 99.58 98.68 97.3 2.2

1.5Ⅱ 99.19 99.01 95.69 98.31 99.68 100.10 98.4 2.0

Ⅲ 96.73 95.89 97.45 97.96 97.10 96.89 97.4 0.5

0.02

苯甲酸

Ⅰ 99.40 99.68 99.78 101.55 100.73 99.97 100.5 0.8

1.7Ⅱ 97.51 98.03 97.57 97.43 97.96 98.05 97.8 0.3

Ⅲ 97.35 96.07 97.17 96.51 96.46 96.76 96.7 0.3

山梨酸

Ⅰ 100.33 99.40 99.68 99.78 101.55 100.73 100.4 0.9

1.9Ⅱ 96.03 95.80 95.46 99.86 96.21 97.53 97.3 2.0

Ⅲ 95.79 96.34 97.12 96.60 97.81 98.09 97.4 0.7

0.2

苯甲酸

Ⅰ 102.71 103.34 101.67 104.59 99.33 101.63 101.8 2.1

2.4Ⅱ 95.96 96.05 96.45 96.51 97.03 96.57 96.6 0.3

Ⅲ 100.78 99.96 99.20 100.56 99.63 99.91 99.8 0.6

山梨酸

Ⅰ 95.34 98.61 100.80 100.02 103.66 99.22 100.9 1.9

2.3Ⅱ 99.84 100.53 100.42 99.27 100.40 99.46 99.9 0.6

Ⅲ 97.25 96.07 97.61 96.43 95.19 95.96 96.3 1.1

2.0

苯甲酸

Ⅰ 99.75 100.22 100.13 100.06 99.33 101.79 100.3 1.0

2.1Ⅱ 96.09 95.44 96.76 95.54 96.26 96.03 96.1 0.5

Ⅲ 96.25 96.73 96.28 95.74 96.76 98.09 96.7 1.0

山梨酸

Ⅰ 100.19 100.38 100.29 100.15 99.86 101.00 100.3 0.5

2.3Ⅱ 96.76 96.92 96.35 95.07 96.17 95.51 95.8 0.6

Ⅲ 95.81 96.09 95.46 97.79 95.34 96.12 96.2 1.2
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2.3.4 标准溶液稳定性考察

本标准中苯甲酸和山梨酸标准储备溶液浓度为 1000 μg/mL，与

《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》一致，因此，直接引用该标准中标准储备溶液有效期：

于 2 ℃~8 ℃贮存，有效期为 6 个月。

2.3.5 方法适用性考察

从市场上收集我国主要饲料添加剂酸化剂生产企业的酸化剂产

品共 13 批次，按照上述确定的条件和方法测定有机酸的含量，结果

见表 30。结果表明，本方法的测定值与生产厂家的标示值基本一致，

所建立的标准方法适用于二氧化硅、蛭石、麦饭石为载体的粉末型饲

用酸化剂和脂肪酸酯包被型酸化剂中苯甲酸和山梨酸的测定。

表 30 饲用酸化剂实际样品测定结果-山梨酸和苯甲酸（n=3）

序号 样品 载体 苯甲酸（%） 山梨酸（%）

1
12 号

粉末型
二氧化硅

测定值 15.2±0.12 ND

标示值 ≥15.0 ——

2
14 号

粉末型
二氧化硅

测定值 25.0±0.34 ND

标示值 ≥24.0 ——

3
36 号

粉末型
二氧化硅

测定值 ND 25.0±0.36

标示值 —— ≥13.0

4
37 号

粉末型
二氧化硅

测定值 ND 19.2±0.22

标示值 —— ≥18.0

5
38 号

粉末型
二氧化硅

测定值 ND 28.5±0.31

标示值 —— ≥27.0

6
40 号

粉末型
二氧化硅

测定值 ND 23.3±0.14

标示值 —— ≥22.0

7 69 号 二氧化硅 测定值 45.3±0.34 ND
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序号 样品 载体 苯甲酸（%） 山梨酸（%）

粉末型 标示值 ≥45.0 ——

8
70 号

粉末型
二氧化硅

测定值 42.0±0.22 ND

标示值 ≥42.0 ——

9
44 号

包被型
棕榈酸

测定值 15.5±0.14 ND

标示值 ≥15.0 ——

10
64 号

包被型
棕榈酸

测定值 46.8±0.32 ND

标示值 ≥45.0 ——

11
66 号

包被型
棕榈酸

测定值 20.6±0.21 ND

标示值 ≥20.0 ——

12
72 号

粉末型

二氧化硅、

蛭石

测定值 5.52±0.53 ND

标示值 ≥5.0 ——

13
73 号

粉末型

二氧化硅、

麦饭石

测定值 ND 8.22±0.34

标示值 —— ≥8.0

三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经

济效果

2022 年 2 月~3 月，标准编制小组委托国家饲料质量检验检测中

心（武汉）、农业农村部饲料质量监督检验测试中心（成都）和江西

省农业科学院农产品质量安全与标准研究所完成本标准的复核验证

工作。三家检测机构对本标准的复核验证结论为：

经试验验证，四川威尔检测技术股份有限公司制定的农业行业标

准《饲用酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》适用于二氧

化硅为载体的粉末型、液体型和脂肪酸酯包被型饲用酸化剂中柠檬

酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、甲酸、乙酸、富马酸、丙酸、丁酸、苯

甲酸和山梨酸含量的测定。柠檬酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、甲酸、

乙酸、丙酸、丁酸在 2.5 μg/mL～500 μg/mL（富马酸 0.01 μg/mL～20
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μg/mL）范围内呈良好线性关系，相关系数在 0.9997 以上；苯甲酸和

山梨酸在 0.5 μg/mL～100 μg/mL 范围内呈良好线性关系，相关系数在

0.9999 以上；加标回收试验结果表明，加标回收率范围、相对标准偏

差与标准规定相符合；方法检出限、定量限与标准规定一致；方法灵

敏度高、重复性好，适用于饲用酸化剂中多种有机酸的测定。

农业农村部第 194 号、246 号公告的实施，除了金霉素预混剂等

15 个兽药产品、拉沙洛西钠预混剂等 5 个进口兽药产品可作为抗球

虫类药物饲料添加剂使用外，饲料生产企业停止生产含有促生长类药

物饲料添加剂（中药类除外）的商品饲料，为了有效禁抗、替抗，饲

料行业大量使用酸化剂，使用量逐年增加。制定、发布、实施本标准，

有利于饲用酸化剂生产企业控制产品质量、饲料企业科学使用提供可

靠检测标准方法，有利于饲料监管部门监管酸化剂的质量安全，保证

饲料、畜禽产品和水产品的质量安全，促进我国饲料工业的高质量发

展。

四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者

与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况

目前，未见 ISO 等国际组织和其他国家有关饲用酸化剂中有机酸

检测的标准方法，选择四个不同厂家样品，分别采用 GB/T 23877－

2009 和本标准进行测定结果见表 31，与 GB/T 23877－2009 技术内容

对比情况见表 32。结果表明，两个方法对比检测，柠檬酸和富马酸

结果一致，偏差均小于 4.00%。而乳酸的偏差为 0.86%~10.7%，造成

数据差异的主要原因是饲料混合酸化剂中的乳酸易发生聚合形成乳
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酸酐，乳酸酐不易在水中解离，GB/T 23877－2009 只采用水提取，

本标准方法采用先碱解再水提取，因此本标准方法测得的乳酸含量高

于 GB/T 23877－2009。同时，本标准检测项目较 GB/T 23877－2009

多，检出限、定量限均优于 GB/T 23877－2009。

表31 与GB/T 23877-2009检测结果对比情况（n=3）

样品
含量（%）

偏差/%
GB/T 23877-2009 本标准方法

多酸宝

柠檬酸 14.3 13.9 2.86

富马酸 5.04 5.17 2.56

乳酸 26.5 28.7 8.24

华酸宝

柠檬酸 14.3 14.3 0.33

富马酸 10.25 10.34 0.89

乳酸 38.2 40.0 4.53

复合酸化剂1
柠檬酸 9.01 8.79 2.48

富马酸 8.18 8.16 0.21

乳酸 42.1 42.4 0.86

复合酸化剂2
柠檬酸 11.3 10.8 4.00

富马酸 2.54 2.50 1.28

乳酸 12.2 13.6 10.7

表32 与GB/T 23877－2009技术内容的对比情况

标准编号和名称 适用范围 检测项目 检出限和定量限

GB/T 23877－2009 饲料添
加剂酸化剂中柠檬酸、富
马酸和乳酸的测定 高效
液相色谱法

饲料添加剂酸
化剂

柠檬酸、富马酸
和乳酸

柠檬酸定量限 800 mg/kg
富马酸定量限 8 mg/kg
乳酸定量限 800 mg/kg
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NY/T ××××－202×饲用酸
化剂中多种有机酸的测定
离子排斥色谱法

二氧化硅为载
体的粉末型、
液体型和脂肪
酸酯包被型饲
用酸化剂

柠檬酸、酒石
酸、苹果酸、乳
酸、甲酸、乙酸、
富马酸、丙酸、
丁酸、苯甲酸和
山梨酸

富马酸检出限为 1 mg/kg、定量
限为 3 mg/kg，柠檬酸、酒石酸、
苹果酸、乳酸、甲酸、乙酸、丙
酸 和 丁 酸 检 出 限 均 为 200
mg/kg、定量限均为 600 mg/kg，
苯甲酸、山梨酸检出限均为 10
mg/kg、定量限均为 30 mg/kg

五、采标情况，以及是否合规引用或采用国际国外标准

未采用任何国际标准和国外先进标准。

六、与有关法律、法规的关系

本标准与现行法律、法规、规章和政策以及有关基础和强制性标

准不矛盾。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

2020 年 2 月，标准编制小组将起草完成的农业行业标准《饲用

酸化剂中多种有机酸的测定 离子排斥色谱法》标准文本和编制说明

征求意见稿发送给国家饲料质检中心、省部级饲料质检机构、大中型

饲料企业实验室、全国饲料工业标准化技术委员会委员等相关的质检

机构、科研院所、高校、企业等单位的专家征求意见。

本次发函征求意见 1 个月，共发函单位 46 个，回函单位 22 个、

未回函单位 24 个，提出意见单位 20 个，无意见单位 2 个；共提出意

见 75 条，采纳 55 条，部分采纳或不采纳 20 条。2019 年 6 月，标准

编制小组根据征求得到意见和建议，对标准草案和编制说明进行认真

的修改、完善，并补充相关数据，标准编制小组对标准进行认真的修

改，于 2020 年 4 月形成农业行业标准《饲用酸化剂中多种有机酸的

测定 离子排斥色谱法》预审稿。2020 年 4 月 8 日预审后，按照预审
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意见进行补充试验、数据，进一步修改、完善标准文本和编制说明，

无重大分歧意见。

八、涉及专利的有关说明

本标准未明确涉及某一具体专利，但某些内容可能涉及专利，本

文件的发布机构不承担识别专利的责任。

九、贯彻国家标准的要求，以及组织措施、技术措施、

过渡期和实施日期的建议等措施建议

1. 首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及

时得到文本。这是保证新标准贯彻实施的基础。

2. 发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传，建议全国饲料

工业标准化技术委员会秘书处及时组织标准宣贯、培训。

3. 建议本标准正式发布后，设定 6 个月的过渡期，过渡 6 个月

后实施。

十、其他应当说明的事项

无。
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