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高效液相色谱法检测食品中的哇琳黄色素

奚星林 邵仕萍 邹志飞 李宪华

(广东出入境检验检疫技术中心 广州 5 1 0 6 2 3)

摘 要
:

为了建立食品中哇琳黄含量的反相液相色谱测定方法
,

同时采用光电二极管阵列检测器进行定性

分析
。

试样中的喳琳黄用聚酞胺吸附法提取
,

色谱柱为 C : , 柱 (4
.

6 m m X 2 5 0 m m ,

5 o m )
,

以甲醇和 0
.

OZm o l / L 乙酸按溶液为流动相梯度洗脱
,

流速 1
.

0 m L/ m i n ,

检测波长 4 2 0 n m ,

柱温 3 0 ℃
。

试验结果中
,

喳琳黄工作曲线在 1
.

0 p g / m L~ 50
.

0 p g / m L范围内峰面积与进样量呈良好的线性关系
,

哇琳黄的回收率在

9 0
.

5 % 一 9 8
.

6 %
,

相对标准偏差 0
.

6 1 % ~ 2
.

4 1 %
。

该方法准确度高
,

分离效能好
,

结果稳定可靠
,

适合

于食品中哇琳黄含量的测定
。
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引言

人工合成色素是以煤焦油为原料

制成的 由于它成本低廉
、

色泽鲜艳
.

故为生产厂家广泛使用
。

我国批准使

用的食用合成色素有 22 种 哇琳黄是

其中的一种
。

食用合成色素多为含有

R一 N= N一R 键
、

苯环或氧杂蕙结构化

合物 它们对人体存在一定的不安全

性或者产生有害作用
。

因此 为了保

证人们的身体健康
,

国家对人工合成

色素在食品中允许使用的品种
、

范围

和添加里作了严格的规定
,

G B / 丁

27 印
- ~

Za〕7 (食品添加剂使用卫生标准》

明确规定了食品中添加食用色素的范围

和用量
,

其中哇琳黄被允许在配制酒中

使用
.

使用限量是 1OOm g / kg
。

目前食品中哇琳黄含量 的检测

文献报道甚少
,

J
.

J
.

Be rz a s 闪e v a d o 一, ]

和 Mah m ur e[ ZI等报道了分光光度法测

定食品中哇琳黄含量
.

分光光度法

的选择性较差
.

不适应于大多数复

杂食品中色素的检测
,

未见液相色

谱法检测食品中哇琳黄的文献报道
.

本实验以常见含色素的食品为研究

对象 用聚酞胺吸附法提取色素
,

取
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实验室检测
o
bo ra fo ry Te st

得了满意的结果
.

实验条件与方法

1
.

1 仪器及条件

高效液相色谱仪(LC 10-- AD
,

日本

岛津公司 )配二极管阵列检测器
.

色谱

柱
:

C ,。

柱(5 “ m
.

4
.

a竹们 x Z, 〕, 1 , , )
:

流

速
:

1
.

0 , t / m in
;

柱温
:

30 ℃
:

检测

波长
:

42 0n m
;

进样量
:

10 “ L
.

1
.

2 试剂与溶液

甲醇
,

甲酸
.

柠檬酸
,

氮水 无

水乙醇
,

乙酸钱溶液 (O
.

O Zm ol / L )
,

哇琳黄
:

纯度 95 % Si g rna 公司产品
.

哇琳黄标准储备溶液 (1
.

Om g / mL )
。

1
.

3 实验方法

1
.

3
.

1 试样制备

(1) 桔子汁 果味水
、

汽水等
;

分

别称取 2 0
.

0 9 一 40
.

0 9 桔子汁
、

果味

水
、

汽水等液体
,

放入 1汉斤L烧杯中
,

含二氧化碳试样加热驱除二氧化碳
.

(2 )酒的配 t
:

称取 10
.

0 9 一 20
.

0g 酒
,

放入 10 Olt 烧杯中 加几粒沸

石
,

加热驱除乙醇
。

(3) 硬糖
、

蜜饯
、

淀粉软糖
:

各称

取 5
.

0 0 9 一 10 0 0 9 粉碎试样
.

放入

IOOm L烧杯中 加水 3 Om L
,

温热溶

解
,

若试样 pH值较高 用柠檬酸溶液

调 p日到 6 左右
.

(引巧克力及着色糖衣制品
:

称

取 5
.

印g 一 10
.

00 9 巧克力及着色糖衣

制品 粉碎试样
,

放入 10( h 1L烧杯中
.

用水反复洗涤色素 直到试样无色素

为止
,

合并色素漂洗液为试样溶液
.

(5) 肉制品
:

将肉制品先用绞碎

机绞碎
,

加入 90 m L无水石油醚分 3 次

去除脂肪
.

再用热水分 3次萃取色素
,

合并萃取液为样品液
.

1
.

3
.

2 色素提取

样品液加入柠檬酸溶液调 p日值

到6
,

加热至60 ℃
,

将 1g 聚酞胺粉加少

许水调成粥状倒

入样品溶液中
.

搅拌片刻
.

以 G 3

垂融漏斗抽滤
.

用 6。℃ p日为4 的水洗

3 一 5 次
,

然后用甲醇一甲酸(6+ 4) 混

合液洗涤3一 5 次 再用水洗至中性
,

用乙醇 一氨水 一水 (7 + 2+1 )混合溶液

解吸5次
.

每次助沈
,

收集解吸液
.

加乙

酸中和蒸发至近干 加水溶解定容至

5 一 2氏比 (根据颜色深浅而定 )
.

经滤

膜(0
.

45 “ m) 过滤
,

取 10 林 L注入高效

液相色谱仪
。

1
.

3
.

3 测定

根据样液中哇琳黄含量情况
,

选

定峰面积相近的标准工作溶液
.

标准

工作溶液和样液中哇琳黄响应值均应

在仪器检测线性范围内
.

当样品中的

哇琳黄超过线性范围时 可适当加大

样品的稀释倍数
.

标准工作溶液和样

液等体积进样测定
.

以哇琳黄 4 个色

谱峰的峰面积总和为纵坐标
,

与其对

应的浓度为横坐标作图
,

绘制标准工

作曲线
.

以二极管阵列检测器的光谱

图进行定性分析
。

1
.

3
.

4 结果计算

试样中哇琳黄的含量按公式 (1)

式计算
C X 犷 X 川

尤 二

—
(1)

脚

式中
:

X

—
试样中哇琳黄含量

.

单位

为rng / kg

C

—
从标准工作曲线得到被测

样液中哇琳黄的浓度
.

单位为 m g / L

V

—
最终样液的定容体积

,

单

表 1 流动相梯度

6曰且



位为 m L
;

N

—
试液稀释倍数

m 一一最终样液所代表试样质

量
.

单位为 g
。

2 结果和讨论

2
.

1 色谱条件的选择

2
.

1
.

1 检测波长的选择

哇琳黄 4 个色谱峰的最大吸收波

长分别为 4 1 4
、

4 1 8
、

4 1 5
、

4 1 a n m
.

我

们选择 42 0n m 为检测波长
。

2 1 2 流动相的选择

分别考察了 甲醇 一 水
.

乙睛 一

水
、

甲醇 一 乙酸按溶液
、

乙睛 一 乙酸

按溶液等流动相系统对于哇嘛黄的色

谱峰形的影响 结果表明 采用甲醇

一 乙酸镶溶液作为流动相 哇琳黄的

色谱峰形最好
。

加入不同体积分数的

甲醇 结果发现 随着甲醇比例的增

加
,

流动相的极性逐渐减小
.

洗脱能

力逐渐增强 兼顾到合适的保留时间

和 良好的色谱峰形
,

以及试样中还有

众多脂溶性成分需要洗脱 最终选择

甲醇初始比例为20 %
。

流动相梯度按

表 1 程序进行
。

2
.

1
.

3 柱温的选择

当流动相固定以后 对不同的柱

温 (了5
’

C 一 3 5
O

C ) 条件进行 了考察
。

结果表明 当柱温为 30 ℃时
,

哇琳黄

的保留时间和色谱峰形最为理想
。

2
.

1
.

4 色谱柱的选择

分别考察了Kro m a s , 1 C l。
(5 o m

,

2 5 o m m x 4 6m m 一 d )
、

s u lp e e o C l日

(5 拼 m 2 5 0 竹刀 义 4
.

6 n l , , 一 d
.

)
、

U lt .

阳te

(5 拼 m 2 5 0 ~
x 4 6 ~

. d ) 等

不同固定相色谱柱条件下哇琳黄的色

谱峰形
。

结果表明
,

采用Ul t . m at e C旧

(5 月 m
.

2 5 0 m m x 4 6 m m 一 d )

作为色谱柱
.

色谱峰形最为尖锐
。

2
.

2 工作曲线及最低检出浓度

在本方法所确定的实验条件下
,

取一系列标准溶液 5
.

0
、

10 0
、

20
.

0
、

35
.

0
、

50 合1、g / L
。

以哇琳黄 4 个色谱峰的峰面积总

和为纵坐标对相应的哇琳黄浓度 (X

轴 ) 作图
.

结果表明
,

哇琳黄的工作

曲线在浓度 1 0 m g /L 一 50 0 m g /L

范围内
,

线性方程为 丫 = 2 4 8 0 8 x 一

5 33 8 1
.

线性相关系数 0
.

9 9 9 2
,

浓度

与其对应的峰面积值 呈良好线性关

系
。

当样品中的哇琳黄超过此线性范

围时
.

可适当加大样品的稀释倍数
。

哇琳黄标准品 4 个色谱峰成分的

光谱图见图 1 液相色谱分离图见图

2
。

按信噪比为 3 计算
.

方法的最低

检出浓度为 I Om g / kg
。

1 哇琳黄组分 1

2 哇琳黄组分 2

3 哇琳黄组分 3

4 哇琳黄组分 4

2 3 试样回收试验

选用饮料 糖果做 回收率试验
。
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石n d in

(e he m o m e tr 一e s o ftw a re fro m B u e h -

s w , tZe 「la n d )进行处理
.

2 结果与讨论

2
.

1 各属性近红外测定与经典方

法的结果统计如表 1所示
。

结果显示
,

酒精度
、

糖度和总固形物的近红外测

量结果具有 良好的线性关系
。

特另lJ是

酒精度 (图 1) 无论是线性度还是预

测误差
.

都非常理想
。

2 2 表 1中糖度有两行值
.

即糖

度 1和糖度 2
,

分成两组的原因在于

国标的分析方法为两种 如果采用一

表 1 黄酒中各属性近红外分析的标定与预测的统计

条标准曲线
,

会出现拐点
.

如图 2 所

示
.

从而导致预测结果与实验结果误

差偏大
。

2 3 标定波长范围选择在4 3 93
.

0 8 一 4 8 0 1 9 1
.

5 3 92
.

0 3 一 6 6 0 3
.

1 1
,

7 7 98 7 7 一 1 00 0 1
.

1 e m
一 ’
之 l’ed

,

主要

目的是避开在近红外区具有强吸收的

水峰的一级和二级倍频的干扰
。

3 结论

表 1 的结果表明 用近红外光谱

仪分析黄酒酒精度完全可以替代常规

实验方法 而糖度和总固形物具有良

好的线性
,

表明近红外方法与经典方

法相关性很高
.

通过完善经典数据
.

也可提高预测准确度从而替代经典方

法 而其它几个属性
.

也具一定的参

考意义
。

仕接君 了7
, ‘

勇夕

设定了三个添加浓度
,

按本检验方法

所确定的实验条件
,

对每个添加浓度

进行 6次平行试验 回收率在 90 5 %

一 9 8 6 %
;

相对标准偏差在 0
.

61 % 一

2 41 %
。

结果汇总于表 2
。
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(4 )
;

38 3 一 38 8

3 结论

本试验建立了食品中哇琳黄色素

的含量的液相色谱检测方法
,

该方法

简便
、

快速
、

结果稳定可靠
。
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