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实验技术与方法
固相萃取+高效液相色谱法测定肉制品中合成着色剂的含量

陈彦凤!肖白曼!孙艳芳!丁笑莉!付宇!刘秀梅
!黑龙江省疾病预防控制中心"黑龙江 哈尔滨$#*((!($

摘$要!目的$建立测定肉制品中合成着色剂苋菜红$胭脂红和诱惑红含量的固相萃取+高效液相色谱法% 方法
$以氨水+"(=乙醇"# K""!&’&#溶液为提取液!超声提取肉制品样品中的着色剂!经 -.: 固相萃取柱净化!色谱柱

为 E5H@7:8P3]5>/#; "&<) @@k#*( @@!* !@#% 以乙腈+(<(* @X>?.乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱色谱分离!

流速 #<( @>?@5A!柱温 !( B!进样量 #( !>!检测波长 %(( FI(( A@% 结果$在 (<* F%*<( !G?@>!苋菜红$胭脂红和

诱惑红的峰面积与其相应浓度呈良好相关性!相关系数 !分别为 (<""" )$(<""" I 和 (<""" !!方法加标回收率为
"&<%= F""<#=% 结论$本方法准确度高!具有良好的重现性和精密度!能快速对肉制品中 ! 种合成着色剂进行

定量检测!满足国家限量标准的要求%

关键词!固相萃取& 高效液相色谱& 着色剂& 肉制品& 食品添加剂& 食品安全

中图分类号!J#**<*#0:%(%<!#2)*I<I 文献标志码!L 文章编号!#((&+;&*)$%(#!%(*+(&%;+(!

E)/)(.$*"/$,*,-&6*/4)/$’’,2,("*/&$*.)"/#(,%1’/&56 C>=?N>A3
/O_NM7A+[UAG" CDL2\75+@7A" :,NM7A+[7AG" EDNRC57X+>5" T,MP" .D,C5P+@U5

$OU5>XAGY57AG/UA6U3[X3E5]U7]U/XA63X>7AZ -3UaUA65XA" OU5>XAGY57AGO7345A #*((!(" /W5A7%

75&/("’/& 859)’/$:)$0XZUaU>X8 7@U6WXZ [X36WUZU6U3@5A765XA X[6W3UUH5AZ]X[]SA6WU65̂ X̂>X37A6]5A @U7683XZP 6̂]4S
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$$随着食品工业的快速发展"食品添加剂得到广泛
应用的同时"也带来了诸多食品安全问题"严重威胁
到消费者的健康’ 按照国家标准要求"每种食品添加
剂都有适用的范围"不得超剂量(超范围使用’ 合成
食品色素常以苯(甲苯(萘等化工原料经过有机反应
制备"具有一定的毒性’ 长期低剂量摄入合成色素的
食品"可产生致癌(致畸)#*等慢性毒性"影响儿童的生
理和智力发育)%* ’ 苋菜红(胭脂红(诱惑红是 ! 种人
工合成偶氮类着色剂"R\%I)(!%(##/食品安全国家
标准 食品添加剂使用标准0 )!*规定苋菜红(胭脂红禁
用于肉制品"诱惑红限用于西式火腿类(肉灌肠类和
可食用动物肠衣类食品’ 目前高效液相色谱法是人

工合成着色剂的主要检测手段之一)& f)* "尤其与质谱

联用检测灵敏度进一步提高)I f;* "但目前在基层检测
机构推广使用受限’ 因此本文针对肉制品高脂肪(高
蛋白的特点"采用固相萃取+高效液相色谱法梯度洗
脱色谱分离"同时检测苋菜红(胭脂红(诱惑红 ! 种合
成着色剂’ 该方法定性准确"灵敏度高"回收率和重
现性良好"适用于基层检验机构批量检测熟肉制品中
人工合成着色剂’

#$材料与方法
#<#$仪器与试剂

j76U3]%)"* 型高效液相色谱仪(j76U3]%"") 型
二极管阵列检测器(-3X_>P6-.: 固相萃取柱 *(( @G?
) @>(旋转蒸发仪(电子天平(超声振荡清洗仪’

苋菜红标准品)Rj\$_%#((((%7"(<* @G?@>*(
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胭脂红标准品 )Rj\$_% #((((&7"(<* @G?@>* $均
购自 中 国 计 量 科 学 研 究 院 %# 诱 惑 红 标 准 品
$\/\/&#(;d" !;%#!"纯度# ";="购自 T>PH7公
司%#乙醇$色谱纯%"乙腈$O-./级%’
#<%$方法
#<%<#$色谱条件

色谱柱E5H@7:8P3]5>/#; $&<) @@ k#*( @@"
* !@%#流动相&L为乙腈"\为 (<(* @X>?.乙酸铵
溶液#梯度洗脱" ( F#) @5A&L*=$ %*=" #) F
#I @5A&L %*= $ *=" #I F%( @5A&L *="流速
#<( @>?@5A#柱温 !( B#进样量 #( !>#检测波长
%(( FI(( A@’
#<%<%$标准系列溶液

称取适量诱惑红标准对照品用超纯水溶解配
制成 (<* @G?@>的标准储备液"再与苋菜红(胭脂红
的标准对照溶液稀释配制成浓度为 #<((%<*(*<((
#%<* 和 %*<( !G?@>混合标准系列溶液"进样 #( !>
进行检测"根据标准系列浓度与相应峰面积计算标
准曲线方程’
#<%<!$样品的测定

取 %<( G样品置于 *( @>离心管中"加入 %( @>
氨水+"(=乙醇$# K"""&?&%溶液"混匀"超声提取
#( @5A") ((( 3?@5A 离心 ! @5A"收集上清液’ 再加
入 #( @>氨水+乙醇提取液"提取 % 次"合并上清液’
将上清液旋转蒸发至约 % @>"加入 ;( !>甲酸"混
匀"加入已用 * @>甲醇(* @>水活化的 -.: 固相萃
取柱"先加 & @>水洗"弃流出液"将 -.: 柱彻底抽
干"加入 ) @>%=氨水+甲醇溶液洗脱并收集流出
液"&* B氮吹至近干"用水定容至 #<( @>"过 (<&*
!@滤膜"进样 #( !>进行检测"将所测峰面积带入
标准曲线方程"并计算样品中着色剂的总含量’

%$结果与分析
%<#$流动相的确定

流动相组分直接影响色素的分离效果’ 分别
以 (<(%((<(!((<(&((<(* @X>?.的乙酸铵溶液为流
动相 \"按照上述梯度洗脱条件对苋菜红(胭脂红和
诱惑红标准溶液进行检测"比较不同浓度流动相 \
对着色剂混标的分离情况’ 结果显示 (<(* @X>?.
乙酸铵溶液对 ! 种着色剂的分离效果最好$见图 #%’
%<%$定性分析

利用色谱保留时间及光谱图进行定性分析’
%<%<#$保留时间的确定

按照上述检测条件"分别向高效液相色谱仪中
进单一标准品溶液 #( !>"测定单一标准品的出峰时
间作为该标准品的保留时间’ 再将 ! 种着色剂的混

图 #$苋菜红(胭脂红(诱惑红的标准色谱图$#g%*& A@%

T5GP3U#$:67AZ73Z Ŵ3X@76XG37@X[7@737A6W"

7̂3@5AU7AZ 7>>P373UZ

合标准品进样 #( !>"色谱图$图 #%显示 ! 种着色剂
峰形良好"分离完全"利用色谱保留时间规律实现
了对 ! 种着色剂的定性检测’
%<%<%$光谱图和最大吸收波长的确定

鉴于肉制品中成分复杂"杂峰较多"仅通过保留
时间对样品进行定性分析"容易出现假阳性结果’ 对
单一着色剂标准品溶液的 %(( FI(( A@的全波长扫
描光谱图进行分析"选择特异性吸收最大的波长作为
分析波长"苋菜红 *## A@"胭脂红 *#( A@"诱惑红
*%# A@"并记录其对应的光谱特征吸收曲线’
%<!$线性范围

对不同浓度的着色剂混合标准品进行测定"记
录色谱图’ 分别以 ! 种着色剂峰面积$+%对其相应
浓度$,%进行线性回归计算"获得 ! 种着色剂的标
准曲线回归方程$见表 #%’

表 #$线性范围实验结果

074>U#$0WU3U]P>6]X[>5AU7356S
着色剂 线性方程 相关系数 ! 线性范围 ?$!G?@>%

苋菜红 +g%I"##,K#;(* (<""" ) (<* F%*<(

胭脂红 +g%)%;",K&#() (<""" I (<* F%*<(

诱惑红 +g#;!!%,K!("I (<""" ! (<* F%*<(

%<&$精密度试验
分别选取不同浓度的标准品进行重现性试

验$见表 % % "选取浓度分别为 #<(( *<( 和 #(<(

!G?@>的混合着色剂标准品平行测定 ) 份""#$为
%<&= F*<;="该方法精密度高"重现性好"试验
结果可信’

表 %$精密度试验结果$* g)""#$"=%

074>U%$0WU3U]P>6]X[83Û5]5XA 6U]6

着色剂
浓度?$!G?@>%

#<( *<( #(<(

苋菜红 %<; !<! !<I

胭脂红 !<) %<* !<"

诱惑红 %<& &<I *<;
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%<*$准确度试验
精密称取不含合成着色剂的酱肉制品和肉灌

肠制品 %<((( G"加入 ! 种着色剂检出限 % 倍和 & 倍
的标准品溶液于均匀样品中"混匀后 * @5A 按上述
检测条件处理样品并进样平行测定 ! 次"计算回收
率"结果见表 !’

表 !$回收率试验结果$* g!%

074>U!$JU]P>6]X[3ÛXaU3S6U]6]

着色剂
加标量?
!G

测定量?
!G

回收率?
=

平均回收
率?=

"#$?
=

苋菜红

胭脂红

诱惑红

#<((( ( (<";# % v(<(!! * ";<# "I<) (<)&
#<((( ( (<"I% ! v(<(*I ! "I<%
%<((( ( #<"I* & v(<()! * ";<; ""<# (<&%
%<((( ( #<";" # v(<(;& % ""<&
#<((( ( (<""I % v(<(%* I ""<I "I<; %<I)
#<((( ( (<"*; * v(<(&) ) "*<;
%<((( ( #<"*% " v(<()& # ";<( "I<) (<*I
%<((( ( #<"!% & v(<(*" I "I<%
(<";( ( (<"!! & v(<(&! ! "*<! ")<% #<%I
(<";( ( (<"*# % v(<(&" " "I<#
#<")( ( #<;)* " v(<("! % "*<& "&<% #<I(
#<")( ( #<;%% % v(<(*& & "!<(

%<)$方法应用
应用本方法对 *( 份市售肉制品中苋菜红(胭脂

红和诱惑红的含量进行了检测’ 其中 # 份肉灌肠制
品$见图 %%中诱惑红含量为 (<*%! @G?HG"其余肉制
品中 ! 种着色剂的检测结果均未检出"即检测值均
小于本方法的检出限 (<%* @G?HG’

图 %$某肉灌肠制品样品色谱图
T5GP3U%$/W3X@76XG37@X[@U76UAU@7]7@8>U

!$小结
本方法选择固相萃取+液相色谱法对肉制品中

苋菜红(胭脂红和诱惑红 ! 种人工合成着色剂进行
检测"检出限均为 (<%* @G?HG"灵敏度高"精密度和
准确度良好"能够满足肉制品中诱惑红常规检测的
需要’ 在该方法中"固相萃取柱的应用减少了由于
基质复杂而对检测结果带来的影响及对色谱柱的
污染’ 同时"针对油脂含量高的样品可先通过石油
醚(乙醚脱脂"减少高脂堵塞固相萃取柱"提高着色
剂的提取效率 )" f#(* ’ 结果表明"本文建立的固相萃
取+高效液相色谱法检测肉制品中苋菜红(胭脂红和
诱惑红的方法定性准确(线性范围广(灵敏度高(重
现性好"满足国家标准要求"适用于批量检测使用’
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关于沙棘叶(天贝作为普通食品管理的公告
%(#! 年 第 I 号

$$根据(中华人民共和国食品安全法)和(新资源食品管理办法)有关规定!现公布沙棘叶$天贝"以大豆为原料经米根霉发
酵制成#作为普通食品管理%

以可食用的动物或植物蛋白质为原料!经(食品添加剂使用标准) "R\%I)(*%(###规定允许使用的食品用酶制剂酶解制
成的物质作为普通食品管理% 自本公告发布之日起!我委不再受理上述物质新资源食品的申请% 生产经营上述食品应当符
合有关法律$法规$标准规定%

特此公告%
国家卫生和计划生育委员会
二〇一三年五月十四日$


