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bN!KBJÛJdKVN&KOaNb_KPJ_KQO QCaJUKJ_KQO KO CLQMUJOV CLQMU‘UQVMB_b

)Y*>Y$PUKB-QQV 1DN!";&))".’$)E% &’<)<0’<)?>

实验技术与方法
超高效液相色谱法同时测定调味品中非法添加 ;& 种工业染料

王艳春!李博!刘晓峰
!北京市通州区疾病预防控制中心"北京()&))&&#

摘(要!目的(建立超高效液相色谱方法同时测定调味品中 ;& 种工业染料含量" 方法(采用 IOVNJaQUbKL1)?
%)&& !!t;:) !!!):? %!&色谱柱!以 &:)g甲酸的 ;& !!QL@8乙酸胺水溶液0甲醇为流动相体系进行梯度洗脱!

分别在波长为 %.&#.;& 和 *&& O!处检测" 结果(方法的线性范围’; e%& %P@!L!7#&:’’’!;& 种工业染料的定量

检出限为 &:&E e&:E. !P@RP$;& 种组分的平均回收率 E;:<g e’<:&g! 相对标准偏差 ):&g e*:;g%3 h*&" 结论

本方法快速#准确!灵敏!可用于同时测定调味品中 ;& 种非法添加的工业染料"
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((工业染料一般是指在工业生产中用于着色
$如将纺织品’皮毛制品’木制品以及陶瓷制品上
色等%的各种染料( 目前广为熟悉的工业染料包
括&罗丹明 c’苏丹橙 5’苏丹黄’对位红’苏丹红
5’苏丹&’苏丹!’苏丹*’苏丹+ )) i;* ’红 ;5’碱
性橙 ;’碱性橙 ;)’碱性橙 ;;’酸性橙!’酸性金
黄 )< iE* ’孔雀石绿’结晶紫’苏丹 Ec’苏丹黑’溶剂
蓝 <. 等( 工业染料对人体具有危害性"有些甚至
有0三致1 $致畸’致癌’致突变%作用( 因此 ;&&?

年 ); 月卫生部发布的+食品中可能违法添加的非
食用物质和易滥用的食品添加剂品种名单 $第一
批% ,中明确将工业染料列入非食用物质( 严令禁
止添加到食品中的"要求加大监测力度"因此建立
调味品中工业染料的检测方法十分必要"对保障
老百姓食品安全具有预警作用( 目前文献报
道 )) i%*的方法主要有液相色谱法#液相色谱质谱

联用法 )?* #气相色谱质谱联用法等( 由于工业染
料的种类比较多"不法经营者使用的染料也不尽
相同"而目前国标方法和文献报道的检测方法"大
多只能用于测定其中的一至四种化合物"为此"本
研究建立了一种采用超高效液相色谱法法梯度洗
脱"能够同时测定 ;& 种工业染料的方法"方法的
灵敏度高"重现性好"方便快捷(
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)(材料与方法
):)(主要仪器与试剂

X,810;&$]"高效液相色谱仪$配二极管阵列
,$4检测器及自动进样系统"日本岛津%"电子天
平"离心机"超声震荡器(

罗丹明 c$编号& %.)E& %’苏丹橙 5$编号&
))’;&%’苏丹黄 $编号& );E&& %’ 对位红 $编号&
);&E&%’苏丹红 5$编号&);).& %’苏丹& $编号&
);&..%’苏丹 ! $编号& );)%& %’ 苏丹 * $编号&
;*)&&%’苏丹+$编号&;*)&.%’红 ;5$编号&I);?%’
碱性橙 ; $编号&));E&%’碱性橙 ;) $编号&%?&<.%’
碱性橙 ;;$编号&%?&%&%’酸性橙!$编号&)..)&%’
酸性金黄$编号&)<&*.%’孔雀石 $编号&%;&&&%’结
晶紫$编号&%;...%’苏丹 Ec$编号&;*&.&%’苏丹黑
$编号&;*).&%’溶剂蓝 <.$编号&*)..%%均购自美国
迪马$纯度#’*g%"丙酮’氯仿均为色谱纯"乙酸铵
$分析纯%"试验用水均为超纯水(

标准储备液&分别准确称取各标准品 &:&) P"苏丹
Ec’苏丹!于 ;. !L棕色容量瓶"配制成 #h&:%& !P@!L
的标准储备液单标#其余标准品于 )& !L棕色容量瓶"
配制成 #h):&& !P@!L的标准储备液单标#其中红
;5’碱性橙 ;)’碱性橙 ;’酸性橙!’酸性金黄’罗丹
明 c’结晶紫各以 )p)$JKJ%甲醇水定容#苏丹橙 5’
苏丹黄’苏丹黑’溶剂蓝 <.’孔雀石绿各以纯甲醇定
容#对位红’苏丹红 5’苏丹&’苏丹!’苏丹*’苏丹
+’苏丹 Ec各以三氯甲烷定容(

((标准使用液&分别吸取各组分标准储备液适量
至 ;. !L容量瓶中以甲醇定容至刻度"配制成浓度
为 %& %P@!L的混合标准液见表 )"冰箱冷冻保存"
有效期 ) 个月(

表 )(工业染料各组分储备液及使用液浓度
/ĴLN)(1QOBNO_UJ_KQObQCb_QBR bQLM_KQO JOV [QURKOP

bQLM_KQO QCNJBD KOVMb_UKJLVWNBQ!‘QONO_

分组 工业染料组分
储备液浓
@$!P@!L%

使用液浓度
@$%P@!L%

第一组

第二组
第三组

红 ;5’碱性橙 ;’碱性橙 ;)’碱
性橙 ;;’酸性橙!’酸性金黄’
罗丹明 c’苏丹橙 5’苏丹黄’
对位红’苏丹红 5’苏丹&’苏
丹*’苏丹 +’孔雀石绿’结
晶紫

):&& %&

苏丹 Ec’苏丹! &:%& %&

苏丹黑’溶剂蓝 <. ):&& ?&

):;(方法
):;:)(样品处理

称取辣椒及其制品’花椒及其制品’茴香’大
料’五香粉等调味品 ):&& e;:&& P粉碎样品至;& !L
带刻度离心管"加入丙酮0水 $ ’ p)"JKJ% )?* 溶液
)& !L"震荡混匀 <& !KO 后"? &&& U@!KO 离心)& !KO"
取上清液用 &:;; %!滤膜过滤后上机测定(
):;:;(标准曲线的制备

将标准使用液按表 ;"配制丙酮0水$’p)"JKJ%
标准系列"定容至 )& !L"对应浓度见表 ;(

表 ;(;& 种工业染料各组组分标准系列
/ĴLN;(+_JOVJUV +NUKNbQCNJBD KOVMb_UKJLVWNBQ!‘QONO_

分组 标准系列
标准液浓度@$%P@!L%

) ; < % .

第一组
红 ;5’碱性橙 ;’碱性橙 ;)’碱性橙 ;;’酸性橙!’酸性金黄’罗丹
明 c’苏丹橙 5’苏丹黄’对位红’苏丹红 5’苏丹&’苏丹!’苏丹
*’苏丹+’孔雀石绿’结晶紫’苏丹 Ec

;:& %:& ?:& )*:& %&:&

第二组 苏丹黑’溶剂蓝 <. %:& ?:& )*:& ;&:& %&:&

):;:<(液相色谱条件
流动相 $为含 &:)g甲酸的 ;& !!QL@8乙酸胺

水溶液"流动相 c为甲醇"流速 &:< !L@!KO"色谱
柱&IOVNJaQUbKL1)?$)&& !!t;:) !!"):? %!%

))&* "

柱温箱 <. f"进样量 ) %L( 梯度洗脱程序见表 <(

表 <(工业染料液相色谱梯度洗脱程序

/ĴLN<(81PUJVKNO_NLM_KQO ‘UQBNVMUNCQUKOVMb_UKJLVWNb
时间@!KO 流动相 $@g 流动相 c@g

&:&) ?; )?

;&:&& *):. <?:.

<):&& %& *&

<E:&& )& ’&

%):&& )& ’&

%):)& ?; )?

):;:%(定性及定量
分别取标准和样品各 ) %L进样"超高效液相色

谱法测定以保留时间和扫描光谱图定性"外标法定
量( 样品中工业染料含量按下式进行计算&

AM(N0NJ
(6N:

@

式中&A为试样中各组分工业染料的含量"!P@RP#
(为测定样品中各组分工业染料对应峰面积#(6
为标准溶液中各组分工业染料对应的峰面积#0为
标准溶液中各组分工业染料的浓度"%P@!L#J为
样品定容体积"!L#:为样品质量"P#@为稀释
倍数(
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;(结果与分析
;:)(流动相的选择
;:):)(流动相中乙酸铵的选择

流动相中的乙酸铵对碱性橙 ;’碱性橙 ;)’碱性
橙 ;;’酸性橙!’酸性金黄的影响比较大( 分别以
&:)g甲酸水溶液’&:)g甲酸的 )& !!QL@8乙酸铵
水溶液’&:)g甲酸的 ;& !!QL@8乙酸铵水溶液’
&:)g甲酸的 <& !!QL@8乙酸铵水溶液为流动相进
行比较"发现在 &:)g甲酸水溶液的时候"只有碱性
橙 ;’碱性橙 ;)’碱性橙 ;; 出峰且拖尾严重"酸性橙
!’酸性金黄都没有出峰"乙酸铵的加入可以改善
峰型" 并 且 酸 性 橙 !’ 酸 性 金 黄 出 峰" 在 )&’
<& !!QL@8乙酸铵水溶液时有些组分峰仍无法完全
分离"而在 ;& !!QL@8乙酸铵水溶液为流动相时各
组分峰分离得比较理想( 因此选择 &:)g甲酸的
;& !!QL@8乙酸铵水溶液为流动相(
;:):;(流动相中有机相的选择

在试验梯度洗脱过程中"分别选择乙腈’甲醇
作为流动相中的有机相( 两种有机相都能满足试
验要求"但考虑到乙腈是有毒试剂"对人体危害大"
因此选择甲醇作为流动相中的有机相(
;:;(检测波长的选择

根据 ;& 种工业染料的紫外光谱图"选择在
%.& O!条件下检测碱性橙 ;’碱性橙 ;)’酸性橙!’
碱性橙 ;;’酸性金黄’苏丹橙 5’苏丹黄’对位红’苏
丹 G#在 .;& O!条件下检测红 ;5’罗丹明 c$也称碱
性玫瑰精%’苏丹红 5’苏丹!’苏丹*’苏丹 Ec’苏
丹+#在 *&& O!条件下检测孔雀石绿’结晶紫’溶剂
蓝 <.’苏丹黑( 并且建立了 ;& 种组分的紫外光谱
的谱库 )’* "在测定样品时可以用于匹配标准色谱
图"见图 ) e<(

图 )(%.& O!处 ’ 种工业染料标准图谱
-KPMUN)(/JOVJUV BDUQ!J_QPUJ!bQC’ KOVMb_UKJLVWNbJ_%.& O!

;:<(样品提取液的选择
红 ;5’碱性橙 ;)’碱性橙 ; )* iE* ’酸性橙!’酸

性金黄 ))&* ’罗丹明 c’结晶紫易溶于水和乙醇"微溶
于丙酮#苏丹橙 5’苏丹黄’苏丹黑’溶剂蓝 <.’孔雀
石绿’对位红’苏丹红 5’苏丹&’苏丹!’苏丹*’苏

图 ;(.;& O!条件下 E 种工业染料标准图谱
-KPMUN;(+_JOVJUV BDUQ!J_QPUJ!bQCE KOVMb_UKJLVWNbJ_.;& O!

图 <(*&& O!条件下 % 种工业染料标准图谱
-KPMUN<(+_JOVJUV BDUQ!J_QPUJ!bQC% KOVMb_UKJLVWNbJ_*&& O!

丹+’苏丹 Ec不溶于水"易溶于有机溶剂( 文
献 )."’ i)&*报道常用甲醇’乙腈’正己烷和丙酮提取(
因此在试验中选择用乙腈0水 $’p)"JKJ%’丙酮0水
$’p)"JKJ%’甲醇0水$’p)"JKJ%对已知被测组分进
行提取"乙腈0水和丙酮0水提取效果明显高于甲醇0
水"考虑乙腈溶剂的毒性因此选择丙酮0水 $’p)"
JKJ%作为样品提取液(
;:%(方法线性范围’回归方程’定性限及定量限

将仪器各参数调至最佳工作状态"测定空白样品
以 < 倍信噪比计算方法定性检出限"以 )& 倍信噪比
计算方法定量检出限( ;& 种工业染料线性范围在
; e%& %P@!L范围内被测组分浓度与响应值成良好
的线性关系"本方法 ;& 种工业染料回归方程’相关系
数’定性限及定量限见表 %( 可知"染料线性范围在
; e%& P@!L范围内被测组分浓度与响应值成良好的
线性关系"方法定性检出限为 &:&;) e&:;< !P@RP"定
量检出限为 &:&E e&:E. !P@RP"满足试验的要求(
;:.(回收率和 E#I测定

往辣椒粉$或是花椒及其制品’茴香’大料’五
香粉等均可%空白样品中分别加入 ;& 种工业染料
标准品配成 .’).’<& %P@!L不同浓度的加标样品"
每个浓度的加标样品配成 * 个平行样分别测定后取
平均值分别为测定值 )’测定值 ;’测定值 <"计算平
均回收率并运用统计学方法计算相对标准偏差"结
果见表 .( 可见";& 种工业染料的平均回收率为
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((( 表 %(;& 种非法添加工业染料回归方程和检出限
/ĴLN%("NPUNbbKQO NjMJ_KQObJOV VN_NB_KQO LK!K_bQC;& KLLNPJLLWJVVNV KOVMb_UKJLVWNb

组分名称
线性范围
@$%P@!L%

回归方程 相关系数 7 方法定性限
@$!P@RP%

方法定量限
@$!P@RP%

红 ;5 ;:& e%&:& Fh&:&&&&’’);D=):)*; &:’’’ % &:)’& &:*%

碱性橙 ; ;:& e%&:& Fh&:&&&));’D=&:*.<< &:’’’ ’ &:&%? &:)*

碱性橙 ;) ;:& e%&:& Fh&:&&&&<’?.D=&:?;;< &:’’’ E &:&?; &:;E

孔雀石绿 ;:& e%&:& Fh&:&&&&%;??D=):)*. &:’’’ . &:&.; &:)E

酸性橙! ;:& e%&:& Fh&:&&&)<)*D=&:*)<? &:’’’ ’ &:&’% &:<)

碱性橙 ;; ;:& e%&:& Fh&:&&&&EE’%D=&:*E*’ &:’’’ ’ &:&.? &:)’

酸性金黄 ;:& e%&:& Fh&:&&&&??)&D=&:..); &:’’’ ’ &:&*) &:;&

结晶紫 ;:& e%&:& Fh&:&&&&;’..D=&:.’<% &:’’’ ’ &:&;) &:&E

罗丹明 c ;:& e%&:& Fh&:&&&&.).%D=&:.?<* &:’’’ ’ &:&<* &:);

苏丹橙 5 ;:& e%&:& Fh&:&&&;’E)D=&:*<<’ &:’’’ ’ &:)?& &:.’

苏丹黄 ;:& e%&:& Fh&:&&&&E’;)D=&:*;.% &:’’’ ’ &:&%; &:)%

对位红 ;:& e%&:& Fh&:&&&;);.D=):&.E &:’’’ . &:)%& &:%.

苏丹红 5 ;:& e%&:& Fh&:&&&&’%)ED=&:..?. &:’’’ ’ &:&.. &:)?

苏丹 G ;:& e%&:& Fh&:&&&)*;&D=&:E%%* &:’’’ ? &:&’% &:<)

溶剂蓝 <. %:& e%&:& Fh&:&&;)<?D=):%<. &:’’’ ; &:&’E &:<;

苏丹! ;:& e%&:& Fh&:&&&;*&&D=&:*?&; &:’’’ ’ &:&?. &:;?

苏丹黑 %:& e%&:& Fh&:&&)%;%D=):’;E &:’’’ ; &:;<& &:E.

苏丹* ;:& e%&:& Fh&:&&&);??D=&:?.&; &:’’’ < &:;;& &:E)

苏丹 Ec ;:& e%&:& Fh&:&&&;)<;D=):<?* &:’’’ % &:&E& &:;<

苏丹+ ;:& e%&:& Fh&:&&&;)*?D=):&*’ &:’’’ < &:)%& &:%E

表 .(;& 种非法添加工业染料回收率和 E#I$3 h*%

/ĴLN.("NBQaNUWJOV ‘UNBKbKQO QC;& KLLNPJLLWJVVNV KOVMb_UKJLVWNb

组分名称
加标值 )
@$%P@!L%

测定值 )
@$%P@!L%

平均回
收率@g

E#I
@g

加标值 ; @
$%P@!L%

测定值 ; @
$%P@!L%

平均回
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