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高效液相色谱法同时测定酱腌菜中的３种色素

谭建兵，周　亮（重庆市开县疾病预防控制中心　４０５４９９）

　　【摘要】　目的　寻找快速、准确地测定食品中柠檬黄、胭脂红、日落黄的方法。方法　采用色谱柱进行分离，流

动相为０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵、甲醇，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，梯度洗脱，检测波长２５４ｎｍ。结果　该方法可以同时测定酱腌

菜中３种色素，回归方程相关系数均在０．９９９以上。加标回收率在８６．７％～９１．９％之间。结论　该方法简单、快

速、准确、灵敏度高、结果稳定，适合测定酱腌菜中柠檬黄、日落黄、胭脂红。
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　　色素是指能被人适量食用的可使食物在一定程度上改变

原有颜色的食品添加剂。其分为天然和人工合成两种。天然

色素一般无毒害作用，而人工合成色素多以苯、甲苯、萘等化工

产品为原料，经过磺化、硝化、偶氮化等一系列有机反应化合而

成，可影响人体细胞代谢、酶的活力，甚至能引起癌变，但由于

其成本低廉，色泽鲜艳，着色力强，性质稳定，使用方便等特点

使其在食品生产加工行业中被广泛应用［１２］。目前我国允许使

用的人工合成色素有苋菜红、胭脂红、柠檬黄、日落黄和靛蓝，

在食品添加剂国家标准ＧＢ２７６０２０１１
［３］中规定了各种色素的

允许使用量。本文结合日常工作实际，研究建立了一种简单、

有效的样品纯水提取法，采用高效液相色谱，以０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙

酸铵、甲醇梯度洗脱的方式同时测定酱腌菜中柠檬黄、胭脂红、

日落黄，获得满意的实验结果。

１　材料与方法

１．１　主要仪器　高效液相色谱仪：岛津１０ＡＶＰ型附二极管

阵列检测器，色谱柱：４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ（依利特）；ＩＫＡ

Ａ１１ｂａｓｉｃ样品粉碎机（德国ＩＫＡ公司）。

１．２　试剂与材料

１．２．１　材料　０．４５μｍ水系微孔滤膜（津腾），５ｍＬ注射器。

１．２．２　试剂　甲醇（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司），乙酸铵、柠檬酸为

优级纯，实验室用水均为超纯水，电阻率１８．２５ＭΩ·ｃｍ（优谱

公司超纯水制备）。

１．２．３　标准储备液　柠檬黄：中国计量科学研究院，批号：

１１００１，浓度：０．５０ｍｇ／ｍＬ，不确定度为１％，有效期至２０１４年

４月，等级标准号为ＧＢＷ（Ｅ）１００００１ａ。胭脂红：中国计量科学

研究院，批号：１１００１，浓度：０．５０ｍｇ／ｍＬ，不确定度为１％，有

效期至２０１４年４月，等级标准号为 ＧＢＷ（Ｅ）１００００４ａ。日落

黄：中国计量科学研究院，批号：１０００１，浓度：０．５０ｍｇ／ｍＬ，不

确定度为１％，有效期至２０１３年７月，等级标准号为ＧＢＷ（Ｅ）

１００００３ａ。

１．２．４　标准溶液的配制　准确吸取３种标准溶液各５．００

ｍＬ，用纯水稀释至刻度，混匀，分别配制成浓度为５μｇ／ｍＬ、１０

μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ的标准工作曲线。

１．３　色谱条件　色谱柱：４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ ＨＹＰｅｒｓｉｌ

ＯＤＳ２分析柱；流动相：Ａ，甲醇，Ｂ，０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵，梯度洗

脱（见表１）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测器：二极管阵列；检测波

长：２５４ｎｍ，标准样品图谱如图１所示。

图１　标准样品色谱图（５０μｇ／ｍＬ）

１．４　样品处理　称取１．００ｇ已粉碎样品于１０ｍＬ容量瓶中，

加水至刻度，用柠檬酸溶液调ｐＨ＝６左右，振摇３ｍｉｎ，静置３

ｈ后置离心管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液经微孔滤膜

过滤后进样分析。

２　结　　果

２．１　线性范围与检出限　３种色素的浓度与峰面积呈良好的

线性关系，相关系数均可达到０．９９９２以上，以３倍的噪音计

算出最低检出量，再根据进样量换算为检出限，见表１。

２．２　精密度　取阴性样品，分别加入３种色素１０μｇ／ｍＬ、２０

μｇ／ｍＬ标准溶液，连续进行６次测定，计算相对标准偏差犚犛犇

值。犚犛犇值在为１．１０％～２．４３％之间，精密度较好。

２．３　回收率试验　在已知含量的样品中加入一定量的色素标

准溶液，进行加标回收测定，计算加标回收率，结果见表２。由
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表２可见样品加标回收率在８８．３％～９１．９％之间，回收率较

理想。

表１　线性范围、线性方程及相关系数

名称
线性范围

（μｇ／ｍＬ）
线性方程

相关

系数

检出限

（ｍｇ／ｋｇ）

柠檬黄 ５～５０ 犢＝０．００００５５９６犡－０．１１３７０．９９９５ ０．１２

胭脂红 ５～５０ 犢＝０．００００３８９８犡＋０．７０１４０．９９９２ ０．２０

日落黄 ５～５０ 犢＝０．００００４２７５犡＋０．５２１８０．９９９６ ０．２０

表２　方法回收率实验结果

名称
本底值

（μｇ／ｋｇ）

标准加入量

（μｇ／ｋｇ）

测得总量

（μｇ／ｋｇ）

回收率

（％）

柠檬黄 ＜０．００ １５．００ １３．２５ ８８．３

＜０．００ ３０．００ ２７．１３ ９０．４

胭脂红 ＜０．００ １５．００ １３．１２ ８７．５

＜０．００ ３０．００ ２６．８６ ８９．５

日落黄 ７．０８ １５．００ ２０．１１ ８６．７

７．０８ ３０．００ ３４．６５ ９１．９

表３　两种方法回收率比较

直接提取法

柠檬黄胭脂红日落黄

聚酰胺吸附法

柠檬黄胭脂红日落黄

样品１ 本底值（μｇ／ｋｇ） ＜０．００＜０．００＜０．００ ＜０．００＜０．００＜０．００

加入量（μｇ／ｋｇ） １０．００ １０．００ １０．００ １０．００ １０．００ １０．００

测定值（μｇ／ｋｇ） ８．９５ ８．８７ ９．０２ ８．５４ ８．６３ ８．４９

回收率（％） ８９．５ ８８．７ ９０．２ ８５．４ ８６．３ ８４．９

样品２ 本底值（μｇ／ｋｇ） ５．３２ ６．１４ ９．１１ ５．３２ ６．１４ ９．１１

加入量（μｇ／ｋｇ） ２５．００ ２５．００ ２５．００ ２５．００ ２５．００ ２５．００

测定值（μｇ／ｋｇ） ２７．８３ ２８．４４ ３１．７６ ２６．６５ ２７．３７ ３０．５４

回收率（％） ９０．０ ８９．２ ９０．６ ８５．３ ８４．９ ８５．７

平均回收率（％） ８９．８ ８９．０ ９０．４ ８５．４ ８５．６ ８５．３

３　讨　　论

本研究的前处理方法为纯水直接提取法，而国标 ＧＢ／

Ｔ５００９．３５２００３
［４］采用聚酰胺吸附法。国标方法所需器材及试

剂多，成本高，操作过程繁琐，耗时长，损失大［５６］。本法提取过

程简单，准确快速，且少了很多中间抽滤、洗涤、解析、蒸发以及

吸附等环节，减少了操作误差及不必要的损失，成本低，适应于

大批量样品的测定。两种方法通过回收率实验，纯水直接提取

法的柠檬黄、胭脂红、日落黄平均回收率分别为８９．８％、

８９．０％、９０．４％，聚酰胺吸附法的柠檬黄、胭脂红、日落黄平均

回收率分别为８５．４％、８５．６％、８５．３％（见表３）。

流动相梯度变化的选择和仪器及色谱柱有很大关系，甲醇

的比例如果从一开始就过大，柠檬黄出峰太快，与杂质峰有干

扰［７８］，而是应逐渐增大甲醇的比例，以便获得更好的分离

效果。

回收率实验证明纯水直接提取法提取效果更好，回收率更

高，平行性、精密度更好，满足实验要求，能够同时检测酱腌菜

中３种色素，适宜推广应用，为酱腌菜中色素的检测分析提供

了依据。
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治疗过程中，仍要注意患者日常营养的摄入，在患者发生放化

疗的不良反应后要积极处理，为后期手术做充分的准备。综上

所述，术前辅助放化疗能够提高低位直肠癌患者的保肛率，不

会增加术后并发症的发生率，且不会对患者的细胞免疫功能造

成影响。
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