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高效液相色谱法测定奶酪和人造黄油中胭脂树橙残留
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[摘要 ] � 目的: 应用高效液相色谱法测定奶酪和人造黄油中胭脂树橙 (降红木素和红木素 )残留。方法: 试样经冰醋酸

+乙腈 ( 3+ 7)溶液提取,低温冷冻后高速离心,过滤, 用高效液相色谱仪, C18柱,流动相为乙腈 + 0. 1甲酸溶液 ( 92+

8), 流速为 1. 0 m l/m in,紫外检测波长为 460 nm。结果:溶剂、降红木素、红木素可达到基线分离, 降红木素和红木素在

0. 05 mg /L~ 2. 00 m g /L浓度范围内线性良好,相关系数 r均大于 0. 99,对奶酪、人造黄油样品分别进行浓度 0. 5 m g /kg、

1 m g /kg、5 mg / kg的添加回收实验,结果表明, 胭脂树橙的平均回收率在 92. 0% ~ 108% 之间, 相对标准偏差 0. 8% ~

9. 9% ( n = 6)。方法的定量限为 0. 5 m g /kg。结论:本法准确、可靠、简便, 检测限低, 适用于奶酪和人造黄油中降红木素

和红木素的同时分析测定。
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H igh performance liquid chromatography determ ination of annatto residues in cheese and

margarine

CHEN Yu - fang, WANG Lan, LIN H ai- dan, LI Wei- p eng, ZOU Zhi- fei

( Guangdong Inspection and Quarantine Technology Center Food Testing Lab, Guang zhou 510623, Ch ina)

[ Abstract] � Objective: A h igh pe rfo rm ance liquid ch rom a tog raphym ethod was developed fo r determ ination of annatto ( norb ix in

and b ix in) res idues in cheese and m argarine. Methods: Cheese o rma rgar inew as extrac ted w ith g lacia l acetic acid+ aceton itrile

( 3+ 7), low tem perature freeze, centifuga tion and filter. Analysis w as perform ed usingH PLC system s equipped w ith a C18 co l�
um n and aUV detecto r a t 460 nm w ith am obile phase of aceton itr ile + 0. 1% form ic acid so lution ( 92+ 8), at a flow rate of

1. 0 m l/m in. Resu lts: The so lvent, no rbix in and b ix in w ere separated each other. Good linear ities were observed in the range of

0. 05 mg /L~ 2. 00 m g /L w ith corre lation coe fficients above 0. 99. The average recover ies in cheese and m argarine were in the

range of 92. 0% ~ 108% at three spiked leve ls of 0. 5 m g /kg, 1 m g /kg and 5 m g /kg and the relative standard dev ia tions w ere in

the range o f 0. 8 % ~ 9. 9% ( n= 6). The lim its o f quantita tive we re 0. 5 mg /kg. Conclusion: The m ethod has the advantages

o f simp lic ity and repeatab ility and sess itiv ity, and can be used fo r sim ultaneous ana ly sis o f norb ix in and bix in in cheese and ma rga�
rine.
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� � 胭脂树橙是从原产于中南美洲的胭脂树的种籽假种皮中
提取的一种食用天然黄橙色素, 主要由红木素 ( bix in)和降红

木素 ( norbix in)组成 [ 1]。胭脂树橙对乳蛋白有良好的亲和性,

适用于奶酪和奶酪品的着色。在中国 [ 2]、欧盟 [ 3]、美国等多个

国家和地区, 胭脂树橙是一种被批准使用的乳制品着色剂。

我国�食品添加剂使用卫生标准�GB 2760- 2007规定,在再制

干酪中, 最大使用量为 600 mg /kg, 在人造黄油及其类似制品

中, 最大使用量为 50 mg /kg。我国虽规定了胭脂树橙的使用

限量, 但并没相应的检测标准。建立奶酪和人造黄油中胭脂

树橙检测方法对于乳制品的卫生安全管理, 以及进出口乳制

品质量把关重大意义。

� � 目前检测食品中胭脂树橙的方法有分光光度法 [4, 5]、高

效液相色谱法 [5~ 8]、薄层层析法 [ 9]。相比之下, 高效液相色谱

法具有灵敏度高、准确、重现性好等优点。而用高效液相色谱

法检测奶酪或乳制品中胭脂树橙检测方法仅有国外文献报

道 [5, 6] ,该两文献中提到用丙酮提取奶酪中胭脂树橙, 氨基柱

净化,该法操作繁琐, 基质影响很大, 回收率不理想。本工作

拟结合国外研究的成果, 利用冰醋酸 + 乙腈 ( 3+ 7)溶液萃取

的样品中胭脂树橙, 该提取液能更好沉淀样液中蛋白质, 对脂

肪溶解度也不高。同时采用冷冻除脂, 高速离心、过滤净化等

前处理技术, 该检测奶酪和人造黄油中胭脂树橙的方法简单、

快速、准确,填补了国内相关检测方法的空白。
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1� 材料与方法

1. 1� 仪器
� � W aters Acquity超高效液相色谱仪,配有W aters Acquity二

元溶剂管理器, A cqu ity样品管理器 , A cquity PDA检测器及

Em pow er色谱工作站, (美国 w ate rs公司 ); S igm a 3- 16PK冷冻

离心机, 德国 S IGMA; promax 2020往复式振荡混匀器, 德国

H e ido lph公司; IKA T25均浆机, 德国 IKA公司; M ill- Q超纯

水器; 海尔 BCD- 539WT冰箱。

1. 2� 试剂

� � 美国 CHROMADE 公司标准品: 降红木素 ( Norbix in, CAS

号 542- 40- 5)、红木素 ( B ix in, CAS号 6983- 79- 5); 以上标

准品纯度均在 90%以上。

1. 2. 1� 胭脂树橙标准贮备液 ( 500 m g /L ) � 称 25 m g(精确到

0. 1 m g)红木素标准品于 50 m l容量瓶中, 加氯仿溶解并定容

至刻度。置于 4 � 冰箱避光保存, 保存期三个月。称 25 mg

(精确到 0. 1 m g) 降红木素标准品于 50 m l容量瓶中, 用

25 g /L KOH溶液溶解并定容至刻度。置于 4 � 冰箱避光保

存, 保存期二周。

1. 2. 2� 胭脂树橙混合标准溶液 ( 10 m g /L ) � 分别吸 250 � l标

准储备液至 25 m l容量瓶中, 用冰醋酸 +乙腈 ( 3+ 7)溶液溶解

并定容至刻度, 临用时现配。

1. 2. 3� 冰醋酸 +乙腈 ( 3 + 7 )溶液 � 将冰醋酸和乙腈以体积
比 3�7混合。

1. 2. 4� 甲醇、乙腈、氯仿 (色谱纯 ), 美国 TEDIA公司; 冰醋酸

(优级纯 ), 甲酸、氢氧化钾 (分析纯 ), 均为广州分析试剂厂;

M ill- Q超纯水。

1. 3� 色谱条件

� � 色谱柱: A g ilent TC - C18柱 ( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m );

流动相: 乙腈 + 0. 1%甲酸水溶液 ( 92+ 8 ); 流速: 1. 0 m l/m in;

柱温: 35� ;进样量: 10� ;l检测波长: 460 nm。

1. 4� 样品处理 �

� � 称取 2 g样品,于 50 m l刻度离心管中,加入冰醋酸 +乙腈

( 3+ 7)溶液至约 9 m ,l均质器上匀质提取 30 s, 另取一离心

管, 加入 10 m l 30% 冰醋酸乙腈溶液洗涤均质器刀头, 合并洗

涤液至第一支离心管, 用冰醋酸 +乙腈 ( 3+ 7)溶液定容至

20 m ,l在振水平荡器上振荡 20 m in, 放入 - 20� 冰箱中冷冻

90 m in, 取出,在 0� 10000 r /m in离心 30 m in, 取出后上清液

立即经 0. 22 �m滤膜过滤,滤液供液相色谱测定。

2� 结果与讨论

2. 1� 提取溶液的选择
� � 食品中胭脂树橙残留量的检测, 国内外文献报道的提取

溶剂有丙酮 [ 5, 6]和乙酸乙酯 [ 8]。实验比较了多种不同提取溶

剂 (丙酮、乙酸乙酯、正己烷、冰醋酸 +乙腈 ( 3+ 7 )溶液等 )的

提取效率, 结果表明冰醋酸 +乙腈 ( 3 + 7)溶液提取效果最理

想。最终采用冰醋酸 +乙腈 ( 3+ 7)溶液作为提取溶液。

2. 2� 净化条件的选择

� � 文献 [ 5, 6]报导用丙酮提取 ,减压浓缩的方法。实验表明由

于丙酮提取出较多的脂肪及一些水分,浓缩较难, 胭脂树橙稳

定性较差, 浓缩时间长导致回收率下降, 文献报导采用氨基柱

净化的方法, 回收率较不稳定, 特别是在加标含量较低时, 由

于分离柱填料的吸附作用及样品基体不同的影响, 回收率很

不稳定; 文献 [ 8]报导, 采用碱性溶液提取的方法, 使油溶性红

木素全部转化为水溶性降红木素后用高效液相色谱法测得的

是降红木素总量, 不能分别测定降红木素、红木素的含量。经

方法试验表明, 本方法操作简单, 回收率理想, 重现性好, 且能

分别测定各组分的含量, 本研究最终采用方法为样品用冰醋

酸 +乙腈 ( 3+ 7)溶液提取, 冰醋酸 +乙腈 ( 3+ 7)溶液对蛋白

质和脂肪有较好的沉淀作用, 可大大减少提取液中的脂肪和

蛋白质, 而溶出的少量脂溶性物质, 经冷冻后并在冷冻条件高

速离心, 使溶于提取液的蛋白质和脂肪析出, 离心过滤除去。

由于胭脂树橙的最大吸收波长是 460 nm, 样液在此吸收波长

下的干扰物质少, 实验表明采用本方法沉淀蛋白质冷冻高速

离心脱脂后样液已满足净化效果, 而且回收率理想, 重现性

好。

2. 3� 色谱条件的优化
� � 采用乙腈 + 0. 1%甲酸溶液。选用 Ag ilent TC - C18色谱

柱,流速为 1. 0 m l/m in ,胭脂树橙在流动相比例为 92�8时, 两

种组分在 6 m in内达到基线分离, 分离度 R > 2. 0,峰纯度好并

且峰形对称。因此选用该系统为最佳流动相体系。胭脂树橙

标准色谱图见图 1。

图 1� 降红木素和红木素的标准品液相色谱图 ( 0. 05 mg /L)

2. 4� 标准曲线
� � 胭脂树橙混合标准溶液 ( 10 mg /L )用冰醋酸 +乙腈 ( 3+

7)溶液配制成含 2种胭脂树橙标准 0. 05 mg /L、0. 10 m g /L、

0. 20 m g /L、0. 50 mg /L、1. 00 m g /L、2. 00 mg /L浓度系列的混

合标准工作溶液, 现配现用。在设定的色谱条件下, 分别取

10 � l进行液相色谱测定, 根据保留时间以各色谱峰的峰面积

与其对应的胭脂树橙浓度 ( mg /L )作图, 绘制标准标准曲线。

标准曲线的线性范围, 回归方程,相关系数见表 1。

表 1� 回归方程和相关系数

名称 线性范围 (m g /L) 回归方程 相关系数

降红木素 0. 05~ 2. 00 A= 8. 24� 104C- 1. 52� 103 0. 9998

红木素 0. 05~ 2. 00 A= 1. 21� 105C- 6. 36� 103 0. 9993

2. 5� 回收率和精密度试验

� � 分别用未检出过降红木素 ( norbix in) 、红木素 ( bix in)的奶

酪、人造黄油为研究对象,称取 2. 0 g样品, 分别加入 1. 00 �g、

2. 00 �g、10. 0 �g降红木素和红木素, 按样品处理方法处理,

每个添加量做 6个重复样品, 测定添加回收率。回收率和精

密度结果见表 2。各样品空白和添加定量限水平的液相色谱

图见图 2~图 5。
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表 2� 样品加标回收率和精密度试验结果 ( n= 6)

样品名称
添加浓度 (m g /kg)

降红木素 红木素

平均回收率 (% )

降红木素 红木素

RSD (% )

降红木素 红木素

奶酪 0. 50

1. 00

5. 00

0. 50

1. 00

5. 00

97. 9

92. 0

93. 3

103

99. 7

99. 6

3. 43

4. 54

1. 12

7. 97

5. 15

0. 80

人造黄油 0. 50

1. 00

5. 00

0. 50

1. 00

5. 00

98. 2

102

95. 4

102

108

104

9. 30

9. 91

5. 16

8. 50

7. 23

2. 70

图 6� 阳性奶酪样品图

2. 6� 测定下限

� � 以 10倍以上信噪比估算测定奶酪、人造黄油中降红木

素、红木素含量的测定下限,均为 0. 5 m g /kg。

2. 7� 实际样品检测
� � 在本实验设定的检测步骤和仪器条件下, 对当前日常送

检的奶酪及人造黄油样品 ( 23例 )进行降红木素、红木素的残

留量检测, 测出两例切达干酪含有降红木素残留, 分别为

0. 62 m g /kg和 1. 50 m g /kg; 1例再制切达干酪含有红木素残

留, 为 6. 64 m g /kg。其中一例样品的色谱图如图 6所示。结

果表明, 本方法适用于奶酪、人造黄油中降红木素、红木素残

留的检测。
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