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基于表面增强拉曼光谱快速定量检测碳酸饮料中
苯甲酸钠的方法
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摘要　利用实验室自行搭建的拉曼光谱检测系统,确定了苯甲酸钠位于８４３．５cm－１、１００７cm－１和１６０５cm－１处的

３个拉曼特征峰;以柠檬酸钠还原硝酸银配制的银溶胶作为表面增强剂,设计了快速检测市售碳酸饮料中苯甲酸钠

含量的方法.将４４个苯甲酸钠浓度不同的碳酸饮料的原始光谱曲线进行SavitzkyＧGolay平滑降噪及基线背景扣

除预处理,然后随机分为３２个校正集和１２个验证集,采用一元线性回归、多元线性回归、偏最小二乘回归、主成分

回归和支持向量机回归等方法进行建模.结果表明,以８４３．５cm－１、１６０５cm－１处的２个特征峰建立的二元线性回

归模型的建模结果最好,验证集相关系数为０．９６０３,验证集的均方根误差为０．０８６７×１０－３.该二元线性回归模型

可以实现市售碳酸饮料中苯甲酸钠的快速定量检测,为食品中的苯甲酸钠含量的实时在线检测提供了技术支撑.
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１　引　　言
目前,我国批准在食品中使用的防腐剂有十几种,其中的苯甲酸钠是最常用的防腐剂之一[１].苯甲酸钠

的毒性较大,在许多国家已被禁止使用,但其价格便宜,在我国仍作为添加剂广泛用于各类食品中.我国食

品添加剂使用标准(GB２７６０—２０１４)规定苯甲酸钠在碳酸饮料中的最大含量为０．２gkg－１.在安全剂量范

围内的苯甲酸钠并不会对人体健康造成危害,但过量的苯甲酸钠可在胃酸作用下转化为毒性较强的苯甲酸,
从而对肝脏产生较大危害[２].近年来,部分不法商家为了延长食品的保质期而滥用苯甲酸钠的报道屡见不

鲜.目前,苯甲酸钠的主要检测方法有紫外分光光度法[２Ｇ３]、高效液相色谱法[４]和气相色谱法[５]等,这些方法

均具有较低的检测限,但操作过程复杂,耗时长,需要专业人员进行操作,很难应用于实时在线检测.近几

年,出现了一些关于表面增强拉曼光谱(SERS)在食品添加剂检测方面的研究报道[６Ｇ１０].如:Lin等[９]以聚集

的银溶胶作为表面增强活性基底,对牛奶中的硫氰酸钠进行了检测;Buyukgoz等[１０]检测了矿泉水中阿斯巴

甜的浓度.但目前还未见基于拉曼光谱对苯甲酸钠进行检测的研究报道,因此,本文借助实验室自行搭建的

拉曼光谱检测系统,以市售碳酸饮料为研究对象,以柠檬酸钠还原硝酸银配制的银溶胶作为表面增强剂,建
立了碳酸饮料中苯甲酸钠含量的预测模型,为饮料中苯甲酸钠含量的实时在线检测提供技术支撑.

２　材料与方法
２．１　实验材料

实验材料主要包括苯甲酸钠标准品、硝酸银、柠檬酸钠和碳酸饮料.苯甲酸钠标准品的纯度不低于

９９％,购于青岛优索化学科技有限公司,用于确定苯甲酸钠拉曼特征峰位移及不同浓度待测样品的配制.硝

酸银为分析纯,购于广东光华科技股份有限公司.柠檬酸钠为分析纯,购于北京化工厂.硝酸银和柠檬酸钠

用于制备银溶胶.碳酸饮料(可乐型)购置于北京美廉美超市,其主要成分为水、食用香精;其中的添加剂主

要包括苯甲酸钠、二氧化碳、焦糖色、磷酸、阿斯巴甜、安赛蜜、柠檬酸钠、咖啡因和蔗糖素.

２．２　实验仪器

借助实验室自行搭建的拉曼光谱检测系统[１１]采集样品的拉曼光谱信息.该系统的主要结构包括

７８５nm激光器、拉曼探针、光纤、CCD相机、三维平移台和计算机,该系统的有效光谱范围为０~２４００cm－１.
此外,实验仪器还包括TDZ５ＧWS型台式低速离心机(湖南赫西仪器装备有限公司)、ME２０４１０２型分

析天平(梅特勒Ｇ托利多仪器有限公司)和８８Ｇ１型大功率磁力搅拌器(常州国华电器有限公司).

２．３　实验方法

样品的配制:先用高效液相色谱法测定碳酸饮料中苯甲酸钠的含量,然后将苯甲酸钠标准品溶于碳酸饮

料中,配制出４４个苯甲酸钠含量不同的饮料样品,样品中苯甲酸钠的质量分数范围为０．０５１０×１０－３~

１．５０００×１０－３.配制过程中为避免CO２ 气泡对样品体积的影响,需将饮料倒入５０mL离心管中敞口静置

３０min.
银溶胶的配制:根据Lee等[１２]的经典银溶胶制备方法,首先制备浓度为１×１０－３molL－１的硝酸银溶液

和质量分数为１％的柠檬酸钠水溶液.在持续搅拌状态下,将硝酸银溶液加热至沸腾,按照硝酸银与柠檬酸

钠水溶液体积比为４０∶１的比例,向硝酸银溶液中缓慢滴加柠檬酸钠水溶液,持续加热搅拌１h左右[１３].然

后将混合溶液置于转速为３０００rmin－１的离心机中,离心处理约３０min,弃去上清液即可得到纳米银溶胶,
然后将其置于４℃的冰箱中避光存放.

光谱采集及预处理:吸取２．５μL待测样品滴在铝箔纸上,然后再将２．５μL的银溶胶滴在待测样品上,静
置２s(对样品进行增强处理);在激光功率为４５０mW、曝光时间为３s、样品与探头距离为７．５mm的条件

下,利用CCD相机自带的软件采集拉曼光谱.每个样品重复采集３次,将３次的平均光谱作为该样品的原

始拉曼光谱.采用 Matlab７．１０．０(R２０１０a)及其附带的PLS数据库对拉曼光谱曲线进行SavitzkyＧGolay
(５点,Polynomialorder１)平滑降噪、基线背景扣除处理(AutomaticWhittakerfilter,Lambda１,P０．００１)
以及建模分析.
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３　结果与讨论
３．１　苯甲酸钠拉曼特征峰的确定

苯甲酸钠的分子式为C７H５NaO２,其分子结构主要由苯基和羧基组成.苯甲酸钠标准品的拉曼光谱曲

线如图１所示.苯甲酸钠在整个波段范围内的拉曼信号较丰富,在８５１．４,１０１２,１６１０cm－１处均出现了明显

的拉曼特征峰,它们分别对应着苯基和羧基相连的C—C键的伸缩振动、环“呼吸”振动和苯的简并环伸缩振

动[１４Ｇ１５].由图１还可以看出,因苯甲酸钠与银溶胶间的相互作用,表面增强后的样品中苯甲酸钠的拉曼特征

峰出现了较小的偏移[１６],但在８４３．５,１００７,１６０５cm－１处仍可观察到明显的苯甲酸钠的拉曼特征峰.
由图２可见:不同浓度的苯甲酸钠饮料样品在８４３．５,１００７,１６０５cm－１处都出现了十分清晰的特征峰;随

着苯甲酸钠浓度的降低,拉曼特征位移处的峰强度也呈递减的趋势,说明苯甲酸钠的浓度与其拉曼特征峰信

号强度之间存在明显的相关性.因此,将８４３．５,１００７,１６０５cm－１处的３个拉曼峰强作为碳酸饮料中苯甲酸

钠的拉曼特征峰用于建模分析.

图１ 苯甲酸钠标准品及表面增强前后饮料样品的拉曼光谱

Fig．１ Ramanspectraofsodiumbenzoatestandard

plasmidandbeveragesamplesbeforeand

aftersurfaceenhancementtreatment

图２ 不同浓度苯甲酸钠饮料样品的表面增强拉曼光谱

Fig．２ SurfaceＧenhancedRamanspectraofbeveragesamples

withdifferentsodiumbenzoateconcentrations

３．２　表面增强拉曼特征峰的稳定性

配制了９个苯甲酸钠浓度不同的饮料样品,每个样品分别采集５次拉曼光谱,分析８４３．５,１００７,

１６０５cm－１拉曼特征位移处的峰强稳定性.由图３可见,与苯甲酸钠浓度较高的饮料样品相比,苯甲酸钠浓

度较低的饮料样品的３个拉曼特征峰强的相对标准偏差均有所增加,但平均相对标准偏差均小于１０％,分
别为６．８０％、９．３５％、９．１５％.饮料样品中苯甲酸钠的质量分数范围为０．０５１０×１０－３~１．５０００×１０－３,覆盖了

GB２７６０—２０１４规定的碳酸饮料中苯甲酸钠的检测限,所有饮料样品的拉曼特征峰强的平均相对标准偏差

为８．４３％,表现出了较好的重复性及稳定性[１７].

３．３　碳酸饮料中苯甲酸钠的定量预测模型

经SavitzkyＧGolay平滑降噪及Baseline基线扣除预处理后的４４个苯甲酸钠浓度不同的饮料样品的原

始拉曼光谱如图４所示.将４４个样品分为３２个校正集和１２个验证集,分别采用一元线性回归、多元线性

回归、偏最小二乘回归、主成分回归和支持向量机回归分析方法建模.
采用一元线性回归、多元线性回归分析方法对８４３．５cm－１、１００７cm－１、１６０５cm－１处的苯甲酸钠拉曼特

征峰进行建模,建模结果如表１所示.表中数据为利用SPSSStatistics１７．０软件进行的单因素方差分析结

果,同列相同小写字母表示在置信度为０．０５的水平下不存在显著性差异.结果显示:１００７cm－１特征峰处

的一元线性回归建模结果显著优于其他特征峰处的建模结果;８４３．５cm－１和１６０５cm－１特征峰处的二元线

性回归建模结果优于其他特征峰处的多元线性建模结果,它们的校正集相关系数(R２
C)、校正集均方根误差

(RMSEC)、验证集相关系数(R２
P)以及验证集均方根误差(RMSEP)等均有显著性差异.此外,表１中的

RSD为相对标准偏差,RPD为相对分析误差.
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图３ 不同浓度苯甲酸钠饮料样品在３个特征位移处

峰强的相对标准偏差

Fig．３ Relativestandarddeviationofpeakintensityof
beveragesampleswithdifferentsodiumbenzoate
concentrationsatthreecharacteristicRamanshifts

图４ 不同浓度苯甲酸钠饮料样品的表面增强拉曼光谱

Fig．４ SurfaceＧenhancedRamanspectraofbeveragesamples
withdifferentsodiumbenzoateconcentrations

表１ 线性回归分析方法的建模结果

Table１ Modelingresultsoflinearregressionanalysismethods

Modelingmethod Ramanshift/cm－１ R２
C RMSEC/１０－３ R２

P RMSEP/１０－３ RSD/％ RPD

Simplelinear
regression

analysismethod

１００７ ０．９７３０a ０．０６９７c ０．９５７４a ０．０９６４b １６．１３b ４．４９a

１６０５ ０．９６７８b ０．０７６１b ０．９５３０b ０．１０１７a １７．０２a ４．２５a

８４３．５ ０．９６３０b ０．０８１７a ０．９５６０a ０．０９６４b １６．１４b ４．４８a

Multiplelinear
regression

analysismethod

１００７,１６０５ ０．９７３０a ０．０７２１b ０．９５７４c ０．０９２１b １５．０１b ４．５３a

８４３．５,１００７ ０．９７１３b ０．０７１９b ０．９５９３b ０．０９２２b １６．３６a ４．７１a

８４３．５,１６０５ ０．９７６９a ０．０６５５c ０．９６０３a ０．０８６７c １４．４６c ４．７８a

８４３．５,１００７,１６０５ ０．９６８１c ０．０７８１a ０．９５６６c ０．０９４６a １４．７４c ４．０８b

　　将筛选出的１００７cm－１处的一元线性回归分析结果和８４３．５cm－１、１６０５cm－１处的二元线性回归分析结

果,以及偏最小二乘回归、主成分回归、支持向量机回归分析结果进行比较分析,结果如表２所示.表中数据

为SPSSStatistics１７．０软件进行的单因素方差分析结果,同列相同小写字母表示在置信度为０．０５的水平下

不存在显著性差异.由表２可见,支持向量机回归分析预测模型的R２
C 为０．９９５７,与８４３．５cm－１、１６０５cm－１

处二元线性回归预测模型的R２
C 具有显著性差异,但两者的R２

P 并不存在显著性差异,二元线性回归预测模

型的RMSEP及RSD等指标均显著优于支持向量机回归分析预测模型的相应指标.碳酸饮料中苯甲酸钠

的最佳预测模型为在８４３．５cm－１和１６０５cm－１处的二元线性回归预测模型,如图５所示.模型公式为

Y＝０．０８８０２９－０．０００１６２X１＋０．０００２８３X２,其中的X１ 和X２ 分别为苯甲酸钠拉曼特征位移在８４３．５cm－１和

１６０５cm－１处的峰强,Y 为苯甲酸钠浓度的预测值.结果表明,以银溶胶作为表面增强剂,基于拉曼光谱可以

实现市售碳酸饮料中苯甲酸钠的定量检测.
表２ 不同建模方法建模结果的比较

Table２ Comparisononmodelingresultsofdifferentmodelingmethods

Modelingmethod Ramanshift/cm－１ R２
C RMSEC/１０－３ R２

P RMSEP/１０－３ RSD/％ RPD

Simplelinearregressionanalysismethod １００７ ０．９７３０c ０．０６９７b ０．９５７４b ０．０９６４b １６．１３b ４．４９a

Multiplelinearregressionanalysismethod ８４３．５,１６０５ ０．９７６９b ０．０６５５c ０．９６０３a ０．０８６７c １４．４６d ４．７８a

Partialleastsquaresregressionanalysismethod ６５０．８７Ｇ１６５０．６７ ０．９７０３c ０．０７４３a ０．９４３１c ０．１０２４a １７．６５a ４．０６b

Principalcomponentregressionanalysismethod ６５０．８７Ｇ１６５０．６７ ０．９７１２c ０．０７２０a ０．９４０８c ０．１０８５a １７．２６a ３．９５b

Supportvectormachineanalysismethod ６５０．８７Ｇ１６５０．６７ ０．９９５７a ０．０２９４d ０．９５９３ab ０．０９３２b １５．６２c ４．６５a
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图５ 饮料样品中苯甲酸钠质量分数的最佳预测结果.(a)校正集;(b)验证集

Fig．５ Optimumpredictionresultsofmassfractionofsodiumbenzoateinbeveragesamples敭

 a calibrationset  b validationset

４　结　　论
以市售碳酸饮料为研究对象,以柠檬酸钠还原硝酸银配制的银溶胶作为表面增强剂,采用实验室自行搭

建的拉曼光谱检测系统对市售碳酸饮料中的苯甲酸钠进行了检测.结果表明,苯甲酸钠在８４３．５cm－１和

１６０５cm－１处的２个特征峰建立的二元线性回归模型的建模结果最好,校正集相关系数为０．９７６９,验证集相

关系数为０．９６０３,校正集的均方根误差为０．０６５５×１０－３,验证集的均方根误差为０．０８６７×１０－３.该二元线性

回归模型可为食品中苯甲酸钠的实时在线检测提供技术支撑,同时为多种添加剂的同时在线检测奠定了基

础,这对食品添加剂的检测和监控具有重要意义.
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