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摘　要：建立了高效液相色谱（ＨＰＬＣ）串联紫外器（ＤＡＤ）测定馒头中３种色素含量的方法。以无
水乙醇—氨水—水（７∶２∶１）溶液作为提取溶剂，用超声辅助提取样品中的色素，用 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ进
行检测，检测波长４２５ｎｍ、６２４ｎｍ，色谱柱为ＰＡＫＣＡＰＣＥＬＬＣ１８（５μｍ，４．６×２００ｍｍ），流速１．０ｍＬ
·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，以甲醇－乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱。结果表明：３种色素分离度较
好，具有良好的线性关系（ｒ＝０．９９９９），重现性、精密度良好（ＲＳＤ％均小于３％），检出限食用绿 Ｓ
为０．８４８４ｎｇ、喹啉黄为６．８３３９ｎｇ、亮绿为１．３３６０ｎｇ，平均加标回收率为９１％～１０５％。该方法简
单、快速、灵敏度高、回收率高、检出限低，适用于馒头中喹啉黄、食用绿Ｓ、亮绿含量的测定。
关键词：高效液相色谱—紫外检测器（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）；馒头；色素含量测定
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　　喹啉黄、食用绿Ｓ和亮绿３种色素均属于合成
色素，但是上海“染色馒头”事件的发生，证实目前

一些不法商贩为了谋取暴利，在小麦粉中添加合成

色素，以冒充玉米、高粱、荞麦等杂粮馒头。人体过
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量的摄入合成色素后会在体内蓄积，并分解成致突

变原前体芳香胺类化合物，有些甚至可能转化形成

致癌物质，对消费者的健康造成极大的危害［１－３］。

我国国标ＧＢ／Ｔ５００９．３５—２００３《食品中合成着色剂

的测定》［４］也对新红、柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落

黄、赤藓红、亮蓝等色素做出了明确规定，ＧＢ／Ｔ

２１９１６—２００８《水果罐头中合成着色剂的测定 高效

液相色谱法》［５］也规定了柠檬黄、苋菜红、靛蓝、胭

脂红、日落黄、诱惑红、亮蓝、赤藓红等色素的限量，

ＳＮ／Ｔ１７４３—２００６《食品中的诱惑红、酸性红、亮蓝、

日落黄的含量检测 高效液相色谱法》［６］也给出了诱

惑红、酸性红、亮蓝、日落黄四种色素使用规定。然

而对于喹啉黄、食用绿Ｓ、亮绿三种色素的测定方法

未做规定，特别是针对餐饮食品中主食（面米制品）

中合成色素允许使用品种、使用范围以及最大使用

量（或残留量）未作明确规定。目前我国国标中测

定合成色素的方法主要有薄层色谱法、高效液相色

谱法、示极波谱法和分光光度法［７－１７］。因此建立简

便、快捷、准确的分析方法检测馒头中的喹啉黄、食

用绿Ｓ和亮绿具有重要意义。本实验旨在建立同时
测定馒头中上述３种合成色素的检测方法。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

粗粮馒头：贵州省食品药品检验所提供。

甲醇（色谱纯）：美国 Ｔｅｄｉａ试剂公司；乙酸铵

（色谱纯）：美国Ｍｒｅｄａ公司；冰醋酸（分析纯）：国药
集团化学试剂有限公司；氨水（分析纯）：重庆川东

化工（集团）有限公司；３种色素标准品：喹啉黄（纯

度９７．１％ ）、食用绿 Ｓ（纯度 ８６．０％）、亮绿（纯度
９６．０％ ）：德国Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司。

１．２　仪器与设备
高效液相色谱仪：美国戴安公司；ＴＤ６Ｍ医用离

心机：长沙平凡仪器有限公司；ＢＴ２２０２Ｓ电子分析天

平：德国 Ｓａｎｏｒｉｕｓ公司；ＫＱ５２００ＤＥ型超声波清洗
器：江苏昆山市超声仪器有限公司；ＤＺＫＷ－４电子
恒温水浴锅：南昌市恒顺化验设备制备有限公司；

０．４５μｍ的微孔滤膜。
１．３　实验方法

１．３．１　标准样品溶液的制备

１．３．１．１　标准储备液的制备
分别精密称取喹啉黄标准品０．０１０３５ｇ、食用

绿Ｓ标准品０．０１５４２ｇ和亮绿标准品 ０．０１１６０ｇ

（按照纯度折算），分别置于５０ｍＬ容量瓶中，加甲

醇—水（１∶１）溶解并稀释至刻度，摇匀，得到每毫升

含喹啉黄 ２００．９７μｇ、食用绿 Ｓ２６５．２２μｇ和亮绿

２２２．７２μｇ的标准样品储备液（４℃保存）。

１．３．１．２　混合对标准溶液的制备
精密量取上述标准样品储备液喹啉黄 ３．４０

ｍＬ、食用绿Ｓ０．３２ｍＬ和亮绿０．６０ｍＬ置于１００ｍＬ

容量瓶中，加甲醇—水（１∶１）溶解并稀释至刻度，摇

匀，制得每毫升含喹啉黄６．８３２９μｇ、食用绿Ｓ０．８４８

７μｇ和亮绿１．３３６３μｇ的混合对照溶液（临用前现

配）。

１．３．２　供试样品溶液的制备
将食品样品置于匀浆机中，搅碎混匀，称取

１０ｇ（准确至０．０１ｇ），置于１００ｍＬ容量瓶中，加

入无水乙醇—氨水—水（７∶２∶１）溶液约 ８０ｍＬ，

超声 ３０ｍｉｎ，取出，放置室温，用无水乙醇—氨

水—水（７∶２∶１）溶液定容，摇匀，滤过，弃去初滤液

约１０ｍＬ，精密吸取续滤液２０ｍＬ置于蒸发皿中，水

浴蒸至近干，以水溶解残渣，并转移至５ｍＬ容量瓶

中，以水定容，摇匀。再转移到１０ｍＬ离心管中，以

５０００ｒ／ｍｉｎ速度离心５ｍｉｎ，取上清液为供试品溶

液。

１．３．３　色谱条件
色谱柱：ＰＡＫＣＡＰＣＥＬＬＣ１８（５μｍ，４．６×２００

ｍｍ）。流动相Ａ：甲醇，流动相Ｂ：２０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵

溶液，梯度洗脱，检测器：紫外检测器，检测设置为多

波长通道，喹啉黄（４２５ｎｍ）、食用绿 Ｓ、亮绿（６２４

ｎｍ），流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３５℃，进样量：１０

μＬ。３种色素最佳梯度洗脱条件见表１。

表１　三种合成色素最佳梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ Ａ（甲醇）／％ Ｂ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵）／％

０ １４ ８６
５ ２２ ７８
１８ ５０ ５０
２６ ９０ １０
３０ １４ ８６
３５ １４ ８６

２　结果与分析
２．１　系统适应性试验

分别取混合标准溶液、阴性样品溶液和模拟样

品溶液注入液相色谱仪，记录色谱图，见图１～图７。

从图中可见，阴性样品溶液在喹啉黄位置处无干扰
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峰，喹啉黄的保留时间分别为 ９．４、１１．４、２０．３、

２１．７，食用绿 Ｓ和亮绿的保留时间分别为 １５．１、

２７．２ｍｉｎ。供试品溶液中各目标组分分离完全（分离

度＞１．５）。

图１　喹啉黄色谱图（混标４２５ｎｍ）

图２　食用绿Ｓ、亮绿色谱图（混标６２４ｎｍ）

图３　阴性样品色谱图（４２５ｎｍ）

图４　阴性样品色谱图（６２４ｎｍ）

图５　喹啉黄标准品色谱图（４２５ｎｍ）

图６　食用绿Ｓ标准品色谱图（６２４ｎｍ）

图７　亮绿标准品色谱图（６２４ｎｍ）

２．２　线性关系考察
分别精密吸取混合标准溶液（喹啉黄６．８３３９

μｇ／ｍＬ、食用绿Ｓ０．８４８７μｇ／ｍＬ、亮绿１．３３６３μｇ／
ｍＬ）１、２、４、６、８、１０、１２、１５和２０μＬ，注入液相色谱
仪进行分析。以混合对标准溶液的进样量（ｎｇ）为
横坐标（Ｘ），以相应的峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线
性回归，得线性回归方程，结果见表２。

表２　３种合成色素线性关系考察结果

组分 回归方程 相关系数 线性范围／ｎｇ

喹啉黄 ｙ＝０．５２９ｘ－０．２５９ Ｒ＝０．９９９９６．８３２９～１３６．６５８０

食用绿Ｓ ｙ＝０．１１７ｘ－０．０５０ Ｒ＝０．９９９９ ０．８４８７～１６．９７４０

亮绿 ｙ＝０．０８５ｘ－０．０７９ Ｒ＝０．９９９９ １．３３６３～２６．７２６０

２．３　精密度试验

取混合标准样品溶液，连续进样６次，测定峰面
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积，计算ＲＳＤ％。结果表明：喹啉黄、食用绿 Ｓ和亮

绿的平均峰面积分别为 ４．７８９８、０．４８５０和

１．０７９４；ＲＳＤ分别为２．５２％、１．２８％、０．６５％，说明

仪器精密度良好。

２．４　稳定性试验

按供试样品溶液的制备方法制备供试样品，分

别在０、２、４、８、１２、２４ｈ进样分析，测定峰面积，计算

ＲＳＤ％。结果表明：喹啉黄、食用绿Ｓ和亮绿的平均

峰面积分别为４．８５８０、１．０８３３和０．５４６５；ＲＳＤ分

别为２．１５％、０．２３％、０．１９％，３种合成色素的 ＲＳＤ

均小于３％，说明３种合成色素在供试品溶液在２４

ｈ内具有较好的稳定性。

２．５　重复性试验

取同一批供试样品，按供试品溶液制备方法制

成供试品溶液，测定峰面积，计算 ＲＳＤ％。结果表

明：喹啉黄、食用绿 Ｓ和亮绿的平均峰面积分别为

２．１５３０、０．５２４４和０．５６９６；ＲＳＤ分别为０．５１％、

０．４１％、２．０５％，３种色素的 ＲＳＤ值均小于３％，说

明本方法重复性好。

２．６　检出限与定量限的考察

取混合标准样品溶液，置于１０ｍＬ容量瓶中，加

甲醇—水溶液不断稀释，摇匀，精密吸取适量稀释液

注入液相色谱仪进行分析，记录峰高，并与噪音相比

较，计算检出限和定量限，结果喹啉黄检出限为

６．８３３９ｎｇ、定量限１６．５０１７ｎｇ，食用绿 Ｓ检出限为

０．８４８７ｎｇ、定量限２．５０１６ｎｇ，亮绿检出限为１．３３６０

ｎｇ、定量限４．００８９ｎｇ。

２．７　回收率试验

按“２．１．２”制备一定浓度（喹啉黄 ６．８３２９

μｇ／ｍＬ、食用绿 Ｓ０．８４８７μｇ／ｍＬ和亮绿 １．３３６３

μｇ／ｍＬ）的混合标准样品溶液，取阴性样品作为供试

样品，称取供试样品５．００ｇ（精确至０．０１ｇ），分别

加入０．０５、０．２５、０．５ｍＬ三个梯度体积的混合标

准样品溶液。按“２．２”制备方法制备供试样品溶

液，进样分析，测定峰面积，每个梯度平行制备 ３

份。结果表明喹啉黄平均回收率为 １０２．９８％，

ＲＳＤ为０．２４％；食用绿 Ｓ平均回收率为１０１．５１％，

ＲＳＤ为１．２７％；亮绿平均回收率为９３．３３％，ＲＳＤ

为０．５１％。测定结果见表３。

表３　３种合成色素回收率试验结果

称样量

／ｇ
峰面积

测得量

／μｇ
加入量

／μｇ
回收率

／％

平均值

回收率

／％

ＲＳＤ
／％

喹

啉

黄

５．０１ ０．２２３８０．３５４９０．３４１６１０３．８９

５．０４ ０．２２１５０．３５０９０．３４１６１０２．７２

５．０２ ０．２２５３０．３５６９０．３４１６１０４．４７

５．０３ １．０９７１１．７４０８１．７０８２ １０１．９１

５．０２ １．０９６５１．７３９８１．７０８２ １０１．８５

５．０３ １．０９５６１．７３８４１．７０８２ １０１．７７

５．０４ ２．２１９４３．５２１６３．４１６４ １０３．０８

５．０１ ２．２２８９３．５３６７３．４１６４ １０３．５２

５．０５ ２．２３１２３．５４０３３．４１６４１０３．６３

１０２．９８ ０．２４

食

用

绿

Ｓ

５．０１ ０．０５５８０．０４３１０．０４２４ １０１．６８

５．０４ ０．０５５００．０４１１０．０４２４ ９６．９７

５．０２ ０．０５４１０．０４０５０．０４２４ ９５．６２

５．０３ ０．２７９１０．２２５９０．２１２２ １０６．４６

５．０２ ０．２７５２０．２２２７０．２１２２ １０４．９５

５．０３ ０．２７０２０．２１８７０．２１２２ １０３．０６

５．０４ ０．５２４００．４２３８０．４２４３ ９９．８８

５．０１ ０．５３２９０．４３１００．４２４３ １０１．５８

５．０５ ０．５４２１０．４３８５０．４２４３ １０３．３５

１０１．５１ １．２７

亮

绿

５．０１ ０．０５２２０．０６１５０．０６６８ ９２．１１

５．０４ ０．０５２３０．０６２３０．０６６８ ９３．２６

５．０２ ０．０５１４０．０６１４０．０６６８ ９１．９０

５．０３ ０．２６１２０．３２５８０．３３４１ ９７．５０

５．０２ ０．２６１４０．３１９３０．３３４１ ９５．５６

５．０３ ０．２５６９０．３２０４０．３３４１ ９５．９１

５．０４ ０．５２２４０．６１２７０．６６８１ ９１．７１

５．０１ ０．５２２９０．６１３３０．６６８１ ９１．８０

５．０５ ０．５１３８０．６０２６０．６６８１ ９０．１９

９３．３３ ０．５１

２．８　样品中三种色素含量的测定

取１０批样品，按“２．２”制备供试样品溶液，进

行测定，结果表明：１０批样品中３种合成色素均未

检出。通过对１０批结果分析可知，本实验建立的

ＨＰＬＣ法快速、准确，适用于实际分析工作。

３　结论
通过喹啉黄色谱图可知，喹啉黄并不是一个单

一成分，而是由４个成分组成，在实际分析过程中，

考虑到每个成分的量的不同，在做检出限、定量限
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时，选择以最小峰面积的２号色谱峰作为参考峰，对

其检出限、定量限进行测定。

色谱条件的考察首先通过最大吸收峰找到了每

个成分的最大吸收波长，最终确定喹啉黄为 ４２５

ｎｍ、食用绿Ｓ和亮为６２４ｎｍ；其次对流动相进行了

考察，最后得出以甲醇和２０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵作为流

动相，三种色素可以分离完全，并且峰形较好；最后

也对进样量、柱温、流速等做了考察，最后得出最佳

色谱条件为进样量１０μＬ、柱温３５℃和流速为１．０

ｍＬ·ｍｉｎ－１。

本实验所建立的方法，样品前处理简单、快速、

结果准确，适用于馒头中喹啉黄、食用绿 Ｓ、亮绿３

种色素的含量测定。
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