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中可能存在成分的检测方法和0地沟油1中极性成

分的指纹图谱建立"以及 7A4鉴别方法* 结果表

明"0地沟油1中抗生素和激素含量非常低"极性成

分指纹图谱的共有特征峰难确定"7A4鉴别灵敏度

较低* D<C 存在于部分 0地沟油1中"因此对 0地沟

油1中 D<C 的测定"能为0地沟油1的鉴别提供科学

的依据"且 D<C 对照品易获取"易于测定"故选择

D<C 为检测成分* 但是0地沟油1的鉴别仍然是一

项难题"无法仅仅通过单一的指标对其进行判定"

尚需进一步研究*

3F$*市售 D<C 为混合物"?8A4法检测时"出现 5

组,共 G 个特征色谱峰* 由于该组特征峰共同表征

D<C 的液相色谱行为和含量大小"故采用该组峰的

总峰面积进行定量计算* D<C 中"平均碳数为 )$"

烷基碳链多在 )) s)5 之间* ?8A4色谱图呈现 G

个色谱峰中有 5 个响应值较高的色谱峰* 该 5 个峰

经 A42b727@T确证"按出峰顺序依次为十一烷基苯

磺酸钠#分子量 $-G$,D<C#分子量 3)$$,十三烷基

苯磺酸钠#分子量 3$$$和十四烷基苯磺酸钠#分子

量 33- $" 在 (Cb

a

模式下质核比依次为 0);f

$-^F)1,3))F)^,3$1F)G 和 33-F$+* 该 5 个峰共同

表征 D<C 的质谱行为和含量大小"故在进行样品验

证时"以该 5 个峰为监测指标"对 ?8A4检测结果进

行验证*

3F3*0地沟油1的检测需要简便,快速,准确,重现

性好* ?8A4为常用检测仪器"做为定量检测方法

具有易获得"操作简便"快速,准确等优点"故本研

究采用 ?8A4为定量检测方法* A42b727@T具有分

析更快速,分辨率高"灵敏度高等优点"但是该仪器

的获得受到一定限制"故仅将其用于样品验证*
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摘*要!目的*建立肉制品中红色 $.色素的高效液相色谱法 "?8A4#!并用该方法对市售肉制品进行了测定$

方法*样品经沉淀蛋白质!用乙醇氨水溶液提取色素!去除脂肪!聚酰胺粉净化!采用高效液相色谱 a二极管阵列

检测器"?8A428D&#检测$ 结果*?8A4法测定红色 $.色素在 )F++ s$+F++

#

J%V=范围内有较好的线性关系!

"

t+F---!仪器最低检出量为 ) 0J!方法检出限为 +F) VJ%nJ!样品加标平均回收率范围%^-F-d sG5F5 d!相对标

准偏差%$F$+d s,F51 d"" f,#$ 结论*该方法适用于肉制品中红色 $.色素分析!具有较高的选择性和灵敏度!

回收率和重现性良好!结果准确可靠$

关键词!红色 $.色素' 固相萃取' 肉制品' ?8A428D&' 违法添加物' 食品污染物

中图分类号!')11F1&7C$+$F3**文献标识码!&**文章编号!)++52G51,#$+)3$+)2++5+2+5
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<;=,"'(:,* (:;LU=M:I L0 L0L=W;MKL=V/;I>R >#'/R $. M0 V/L;X">RHK;UWIMJI X/"#>"VL0K/=MrHMR

KI">VL;>J"LXIW#?8A4$]>,'.#%-*'/R $.M0 V/L;X">RHK;NL:/\;"LK;/R UW/;IW=L;/2LVV>0ML:>=H;M>0 L0R XH"M#M/R UW

X>=WLVMR/" ;I/0 L0L=Ẁ/R NM;I ?8A428D&]3,-?8'-*7I/:;L0RL"R KH"Z/:I>N/R J>>R =M0/L"M;WM0 ;I/"L0J/>#)F++ a

$+F++

#

J%V=& ;I/A@DNL:+F) VJ%nJ& ;I/LZ/"LJ/"/K>Z/"WNL:U/;N//0 ^-F-d aG5F5d]7I/-&'NL:$F$+d a

,F51 d #" f,$]@#)"8?-(#)*7IM:V/;I>R M::HM;LU=/#>"L0L=W:M:>#'/R $.M0 V/L;X">RHK;NM;I IMJI :/=/K;MZM;WL0R

:/0:M;MZM;W]

A,7 6#0%-%

8MJV/0;"/R $.&:>=MR XIL://\;"LK;M>0& V/L;X">RHK;& ?8A4& M==/JL=LRRM;MZ/:&#>>R K>0;LVM0L0;:

**红色 $.#'/R $."()$G$又名酸性红 $.,酸性

红 ),食品红 )+"为偶氮类着色剂"溶于水"微溶于乙

醇"分子式为 4

)G
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!

3
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"相对分子质量 1+-*

以苯胺和乙酰 ?酸为原料合成的色素"着色力强"

性质稳定"不易褪色"常用在香肠,熟肉制品,含酒

精饮料,果酱和奶制品中* 但 $++^ 年欧盟食品委员

会对红色 $.进行了安全性评估"发现该色素被人

体摄入后可能会分解出致癌物苯胺"借此推断红色

$.对诱发癌症有很大的可能性"欧盟委员会立即宣

布在欧盟范围内禁止使用该色素
())

* 我国食品安

全国家标准 -食品添加剂使用标准 . #.<$^,+!

$+))$没有批准使用红色 $.色素
($)

"也就是禁止使

用红色 $.作为食品添加剂* 目前"关于红色 $.的

检测方法有分光光度计法
(3)

,液相色谱法
(5)

,液相

色谱2质谱联用法
(1)

等"检测的样品主要集中在饮

料,糖果等基质比较简单的食品中"样品前处理较

为简单* 但对于检测基质复杂的肉制品中红色 $.

的含量"我国目前尚无标准方法* 由于大部分色素

在紫外%可见光波长处有强烈的吸收"所以常使用

液相色谱2紫外%可见光检测* 本实验采用 ?8A42

8D&测定了肉制品中红色 $."有效地解决了肉制品

中红色 $.的高效提取及液相色谱条件的优化两大

关键问题"定性准确"灵敏度高"回收率和重现性良

好"结果准确可靠"可用于肉制品中红色 $.的日常

检测*

)*材料与方法

)F)*仪器和试剂

仪器%高效液相色谱仪#9L;/":,++(型$,二极

管阵列检测器#9L;/":$--, 型$&&A$+5 电子天平&

87a3)+ 电子天平&超声波清洗器,高速冷冻离心

机* 试剂%除另有说明外"所用试剂均为分析纯"水

为 .<%7,,G$!$++G 规定的一级水* 红色 $.标准

品 # &KMR '/R $." ()$G" 纯度 ,+F+d" 德国 D"]

(I"/0:;>"#/".VU?公司$"甲醇#色谱纯$"乙酸铵溶

液 # +F+$ V>=%A$% 称 取 )F15 J乙 酸 铵 # 4?

3

4@@!?

5

$"加水至 )A"溶解"经 +F51

#

V水系滤膜过

滤* 海沙 #化学纯$"亚铁氰化钾溶液%称取 )+F,J

亚铁氰化钾(o

5

T/#4!$

,

/3?

$

@)加水至 )++V=* 乙

酸锌溶液%称取 $$F+J乙酸锌(P0#4?

3

4@@$

$

/$?

$

@)溶于少量水中"加入 3V=冰乙酸"加水稀释至

)++V=* 乙醇氨溶液 #^ 6$ 6)$%取 ^++ V=乙醇加

$++ V=氨水加 )++ V=水混合均匀* 石油醚%沸程

3+ s,+ e* 柠檬酸溶液# X?f5$%称取 +F1 J柠檬

酸#4

,

?

G

@

^

/?

$

@$溶入 1++ V=水中"混匀"溶液 X?

f5#X?试纸测试$* 聚酰胺粉#$++ s5++ 目$* 酸

性甲醇溶液%量取 G+ V=甲醇加入 $+ V=柠檬酸溶液

混匀*

)F$*样本来源

在广州市全市范围内抽检了超市,集贸市场,

餐饮店的肉制品 5,+ 件*

)F3*测定方法

)F3F)*色谱条件

色谱柱 (K=MX:/OD<24

)G

#1

#

Vg5F, VVg$1+

VV"美国 &JM=/0;公司 $"流速 )F+ V=%VM0"柱温

31 e"检测波长 13+ 0V"进样量 )+

#

=*

)F3F$*标准曲线

)++

#

J%V=红色 $.标准溶液 #5 e"保存 3 个

月$&红色 $.标准系列% )F++, $F++, 1F++, )+F+,

)1F+ 和 $+F+

#

J%V=#5 e"保存 ^ R$* 将标准系列

溶液"在上述色谱条件下进行测定"以标准系列溶

液浓度为横坐标 #O$"以相应的峰面积为纵坐标

#Q$进行线性回归*

)F3F3*样品处理

%

提取%将样品捣碎"均匀取样"称取 )+ J样品

#精确至 +F+) J$置入 1+V=离心管中"加入 )+ J海

砂"混合均匀"分别加入 $F1 V=亚铁氰化钾溶液和

乙酸锌溶液#沉淀蛋白$"加入 $1 V=乙醇氨水溶液
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#^ 6$ 6)$"振摇 )+ VM0"超声 3+ VM0 以提取色素"

5 e")+ +++ "%VM0"离心 )+ VM0"将溶液转入 )++ V=

烧杯#不要用滤纸过滤$"残渣重复用 $1 V=乙醇氨

水溶液提取 3 s5 次"至溶液无色"合并溶液于 )++

V=烧杯中"G+ e水浴蒸发至溶液 )+ V=以下"加入

$+ V=石油醚"搅拌"静置"弃去醚层"重复 ) s$ 次"

以脱去样品脂肪"将溶液G+ e水浴蒸发至 1 V=以

下#不得挥干$"加入 1 V=水"加 1 V=柠檬酸溶液调

至酸性为样品提取液*

&

净化%将 $ J聚酰胺粉用

水调成糊状 #活化$"倒入加热至G+ e的样品提取

液中"混合均匀 #如果吸附色素不完全可适量增加

聚酰胺粉$"转移至 .3 垂融漏斗中"抽干后用 $+ V=

G+ e柠檬酸溶液洗涤 3 s5 次"$+ V=酸性甲醇溶液

洗涤 3 s5 次"G+ e水洗至流出液中性"$+ V=甲醇

洗涤 $ 次"抽干"用 )+ V=乙醇氨水溶液解吸色素"

重复 3 s5 次至解吸液无色"收集解吸液"G+ e水浴

蒸发至 $ V=左右#切勿蒸干$* 溶液用柠檬酸溶液

调至中性"用水定容至 )+ V="3 +++ "%VM0"离心 )+

VM0"上清液经 +F51

#

V水系滤膜过滤"滤液用

?8A428D&测定*

$*结果

$F)*色谱图及光谱图

在 )F3F) 色谱条件下红色 $.的最大吸收波长

为 1+, s13, 0V,保留时间为 ))FG VM0"与共存的其

他物质分离良好"柠檬黄,新红,苋菜红,靛蓝,胭脂

红,日落黄,诱惑红,亮蓝,赤藓红等 - 种合成色素不

干扰测定"其色谱图及光谱图如图 =s3 所示"标准

溶液和阳性样品以及加标保留时间,最大吸收波长

重现性良好*

图 )*)+F+

#

J%V=红色 $.标准色谱及光谱图

TMJH"/)*4I">VL;>J"LVL0R :X/K;">J"LV>#

)+F+

#

J%V="/R $.:;L0RL"R :>=H;M>0

$F$*工作曲线与检测限

回归方程为%,f5FG5 g)+

5

#6)F$3 g)+

5

"

"

f

+F---"红色 $.在 )F++ s$+F+

#

J%V=浓度范围内与

峰面积呈良好的线性关系"将红色 $.标准溶液逐

级稀释至 +F)

#

J%V=进样量为 )+

#

=时"峰高 t3 倍

噪音信号"即仪器最低检出量为 ) 0J"仪器最低检出

浓度为 +F)

#

J%V=&样品取样 )+ J定容至 )+ V="即

该方法红色 $.的检出限为 +F) VJ%nJ*

图 $*阳性样品及加标色谱及光谱图

#&为阳性样品加标 )$F+

#

J%V=红色 $."<为阳性样品$

TMJH"/$*4I">VL;>J"LVL0R :X/K;">J"LV>#X>:M;MZ/

:LVX=/L0R M;::XMn/R :LVX=/#&%X>:M;MZ/:LVX=/

:XMn/R NM;I )$F+

#

J%V='/R $." <%X>:M;MZ/:LVX=/

图 3*)+F+

#

J%V=)+ 种合成色素混合标准溶液色谱图

#) a柠檬黄,$ a新红,3 a苋菜红,5 a靛蓝,1 a胭脂红,

, a日落黄,^ a诱惑红,G a红色 $.,- a亮蓝,

)+ a赤藓红$

TMJH"/3*4I">VL;>J"LV>#)+ L";M#MKML=XMJV/0;:VM\/R

:>=H;M>0 #)+F+

#

J%VA$

#) a7L";"L̀M0/" $ a!/N'/R" 3 a&VL"L0;I" 5 ab0RMJ>

4L"VM0" 1 a4L"VM0/", a CH0:/;Q/==>N" ^ a&==H"L'/R"

G a'/R$." - a&KMR <=H/-" )+ a("W;I">:M0/$

$F3*精密度及加标回收率

有目的的选择了 ) s5 号肉制品样品"其中 ) 号

样品无色素"$ s5 号样品分别含有诱惑红,红色 $.

和胭脂红等红色色素* 分别将 ) s5 号样品捣碎"将

5 种不同标准加入量的红色 $.标准溶液分别添加

于 ) s5 号样品中"具体添加水平见表 )* 每个添加

水平及 3 号样品#阳性样品$本底均平行测定 , 次"

),$,5 号样品本底平行测定 $ 次* 由表 ) 可见"诱
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惑红和胭脂红不干扰测定"平均回收率分别为

^-F-d,G+F)d,G+F$d和 G5F5d"相对标准偏差分

别为 ,F51d,$F-^d,$F,Gd,$F$+d#3 号样品本底

为 )FG+d$* 红色 $.标准系列平均保留时间为

))FGVM0"相对标准偏差 +F+15 d#" f,$"用红色 $.

标准溶液作外标定量"结果准确可靠"重现性良好*

$F5*肉制品红色 $.含量的检测结果

按照 )F3 的方法测定了 5,+ 件肉制品中红色

$."其中 )1 件样品检出了红色 $.色素"其他样品

均未检出红色 $."即 E+F) VJ%nJ* 检出红色 $.色

素的 )1 件样品均为散装灌肠类样品"含量为+F$+ s

5F̂+ VJ%nJ")+ 件来源于超市"1 件来源于集贸市

场"检测的 5,+ 件肉制品中灌肠类样品有 G- 件*

表 )*肉制品红色 $.测定结果和加标回收率#" f,$

7LU=/)*'/:H=;:L0R "/K>Z/"M/:>#'/R $.M0

V/L;X">RHK;:#" f,$

编号
标准加入量

#VJ%nJ$

样品本底值

#VJ%nJ$

平均测定值

#VJ%nJ$

平均回

收率#d$
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3*讨论

3F)*样品处理条件的选择

在样品处理提取色素时"加入海砂能够提高色

素的提取效率* 由于肉制品含有较多的蛋白质和

脂肪"选择分别加入 $F1 V=亚铁氰化钾溶液和乙酸

锌溶液以沉淀蛋白质"再用乙醇氨水溶液反复提

取"可以将沉淀物中的色素提取出来"合并提取液&

用石油醚去除提取液中的脂肪"弃去醚层"样品制

备液澄清透明* 如果沉淀蛋白和去脂肪同时进行"

则水相和有机相之间分层不好"影响提取效率* 如

果不沉淀蛋白质"有些样品提取液则比较浑浊"用

聚酰胺粉净化时 .3 垂融漏斗也易堵塞* 提取色素

时一般不选择用滤纸过滤"因为滤纸吸附色素"会

造成损失"采用高速冷冻离心后上清液直接转移的

办法较好* 样品处理后的溶液要控制在 $+V=以下

比较好"否则回收率下降* 样品净化时"一定要将

聚酰胺粉预先用水润湿调成糊状#活化聚酰胺粉$"

否则吸附色素效率下降* 由于肉制品基质较复杂"

采用聚酰胺粉固相萃取小柱净化时"有些样品提取

液容易堵塞小柱"使实验无法进行"因此选择用 .3

垂融漏斗可以解决堵塞问题* 色素经提取净化后"

洗脱液用水浴锅挥发时"将洗脱液完全挥发干和将

洗脱液挥发至 $V=左右定容"前者定容后色素溶解

不完全"严重影响回收率"而后者确保了良好的回

收率且制备液澄清*

3F$*色谱条件的选择

经反复实验验证"流动相种类选择甲醇和 +F+$

V>=%A乙酸铵"采用梯度洗脱#见表 $$"红色 $.与

肉制品中其他共存物质均可良好分离"浓度分别为

+ s1+

#

J%V=的柠檬黄,新红,苋菜红,靛蓝,胭脂

红,日落黄,诱惑红,亮蓝,赤藓红等 - 种合成色素不

干扰测定"红色 $.峰形对称"具有较高的灵敏度"

定量准确"红色 $.的最大吸收波长为 1+, s13,

0V"选择波长为 13+ 0V"采用 (K=MX:/OD<24

)G

# 1

#

Vg5F,VVg$1+ VV$色谱柱"柱温 31 e"流速

)F+ V=%VM0"$1 VM0 内可完成检测#见图 3$*

表 $*流动相#梯度$

7LU=/$*V>UM=/XIL:/#J"LRM/0;$

时间#VM0$ +F+$V>=%=乙酸铵#d$ 甲醇#d$

! -1 1

3F+ ,1 31

GF+ 1+ 1+

))F+ + )++

)5F+ + )++

)5F) -1 1

$1F+ -1 1

3F3*检测器的选择

采用 ?8A428D&紫外!可见检测器对组分进

行光谱扫描"可提高定性准确率"比普通单一紫

外!可见检测器靠保留时间定性具有更强的优越

性"通过保留时间及 8D&定性"可避免假阳性发生*

肉制品中红色 $.色素的测定没有国标方法"本文

采用 ?8A428D&方法测定肉制品中红色 $.色素"

该方法具有较高的选择性和灵敏度"回收率和重现

性良好* 采用本方法检测市售肉制品共 5,+ 件"其

中阳性检出率 3F$,d"检出率较高且结果准确可

靠"可作为市场肉制品监督监测的重要手段*
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