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摘　要　采用了高效液相色谱 (H PLC)结合二极管阵列检测器 (DAD ) , 对食品中的偶氮玉红含量进行

了定性、定量测定。结果表明, 偶氮玉红的检出限为 0. 1m gökg, 加标回收率为 95. 4% , 色谱峰分离效果好,

具有良好的稳定性和重现性, 方法切实可行。
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1　前言
“民以食为天”, 食品是人类生存的物质基础, 在人类已进入 21 世纪的今天, 食品安全问题的广

泛存在和不断增加, 已成为一个全球性的严重的公共卫生问题。

为了改善食品的感官性状, 通常在食品中添加色素。合成色素因其色泽鲜艳, 着色力强、价格便

宜, 容易大规模生产, 而得到广泛的应用。然而合成色素常以苯、甲苯、萘等化工产品为原料经过诸

如磺化、硝化、卤化、偶氮化等一系列有机反应, 而制成合成色素。随着科学的发展, 尤其是毒理学的

发展, 发现某些合成色素有慢性毒性或致癌性等, 给人民的身体健康造成了不利影响。因此各国都

严格控制合成色素使用范围和使用量。

偶氮玉红为红色粉末或颗粒, 溶于水, 是一种合成的水溶性红色色素。挪威、美国、日本、瑞典不

准用于食品。HA CSG (欧共体儿童保护集团)不准用于儿童食品。受利益的驱使, 仍有不法商人将其

用于食品的生产, 以增加食品的颜色, 促进销售。然而分析食品中偶氮玉红的含量未见报道, 因此本

文试探讨通过高效液相色谱与二极管阵列检测器联用检测食品中的偶氮玉红。其分子结构式

如图 1。

图 1　偶氮玉红的分子结构式



2　实验仪器与方法
2. 1　主要仪器设备

H itach i D 7000 系列色谱仪 (日本日立公司) 与D 7455 型二极管阵列检测器联用, Sh im adzu

UV 1601 紫外分光光度计 (日本岛津公司) , BP61 型电子天平 (精确到 0. 1m g) (德国 Sarto rius 公

司) , R 201 型旋转蒸发仪 (上海申科仪器厂)。

2. 2　试剂及材料

偶氮玉红: 购于 Sigm a Chem ical Corp. ; 甲醇: 山东禹王有限公司, 色谱纯; 实验用水为二次蒸馏

水, 乙酸铵: 广州化学试剂厂, 分析纯。

2. 3　标准溶液配制

准确称取标准品 (偶氮玉红) 50. 0m g 于 50mL 容量瓶中, 用二次蒸馏水溶解定容, 最终标准溶

液储备液的浓度为 1. 0m gömL。

2. 4　样品处理

取样品约 20g, 将样品用水反复漂洗色素, 合并洗液作为样品液; 若样品为肉制品, 先用绞碎机

绞碎, 加入 90mL 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。样

品液加入柠檬酸溶液 (200göL ) 调 pH 值到 6, 加热至 60℃, 将 1g 聚酰胺粉加少许水调成粥状倒人

样品溶液中, 搅拌片刻, 以 G3 垂融漏斗抽滤, 用 60℃ pH 为 4 的水洗 3—5 次, 然后用甲醇2甲酸

(6+ 4) 混合液洗涤 3—5 次, 再用水洗至中性, 用乙醇2氨水2水 (7+ 2+ 1) 混合溶液解吸 5 次, 每次

5mL , 收集解吸液, 加乙酸中和蒸发至近干, 加水溶解定容至 5mL , 经滤膜 (0. 45Λm )过滤, 取 5ΛL 进

高效液相色谱仪。

2. 5　色谱条件

色谱柱: D iamond C18 柱 (5Λm , 4. 5mm ×250mm ) ; 流动相: 甲醇20. 02molöL 乙酸铵; 梯度: 甲

醇 20% —35% , 5m in; 35% —98% , 5m in; 98% , 6m in; 流速: 1. 0mL öm in; 柱温: 25℃; 监测波长:

254nm、293nm、322nm、514nm ; 分析波长: 514nm ; 进样量: 20ΛL。

3　结果与分析

图 2　偶氮玉红的紫外光谱扫描图

3. 1　检测波长的选择与定性

将偶氮玉红的标准溶液用水配成 50. 0ΛgömL 的溶液, 以

水为空白, 用 Sh im adzu 的UV 21601 型分光光度计扫描, 扫描

波长范围为 200—800nm , 发现在 254nm、293nm、322nm、

514nm 有吸收峰, 在 514nm 处有最大吸收 (见图 2) , 确定

254nm、293nm、322nm、514nm 为检测波长, 选取 514nm 作为

分析波长有好的灵敏度。

高效液相色谱能将复杂的混合物分离成一个个纯组分, 但

定性能力较差, 若将其与定性分析仪器联用, 就可以将色谱仪

器的分离能力和定性分析仪器的定性分析能力结合起来, 实现对复杂混合物的分析。高效液相色谱

与二极管阵列检测器联用, 可绘制出随时间 (t)的变化进入检测器液流的光谱吸收曲线2吸光度 (A )

随波长 (Κ) 变化的曲线, 因而可由获得的信息绘制出具有三维空间的立体色谱图, 可用于被测组分

的定性分析及纯度测定[1, 2 ]。
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采用点对点的比较计算, 按顺序地将未知光谱与库中的参考光谱进行匹配。未知光谱和参考光

谱被描述为在某一固定波长范围在多维空间的点群。用数据点的总分离度来评价两个光谱的相似

程度。采用相关系数来评价光谱的匹配因子, 数学表达如下所示:
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表达式中, x i 和 y i 分别表示参考光谱和未知光谱中某一特殊区域的一系列数据点。N 表示着

在压缩或未压缩光谱的数据点的总的数目。匹配值大于 0. 990 就认为光谱相似, 匹配值介于0. 900

到 0. 990 之间表明有一定的相似性, 但结果必须小心解释, 所有低于 0. 900 的值表明光谱是不同

的。

虽然在不同环境下, 物质的紫外光谱可能会发生改变, 然而在色谱分离的基础上, 每个时间点

物质所处的环境因素基本上是相同的, 也就是说对紫外光谱的影响作用相同, 同一物质在同一时间

具有相同的紫外光谱图。因此我们根据偶氮玉红组分的保留时间和吸收光谱与标准品的保留时间

和吸收光谱的比较, 可对组分偶氮玉红进行准确定性和定量分析。在加标回收和实际样品分析中,

偶氮玉红的UV 光谱库检索的匹配度都能达到 0. 99 以上。

3. 2　线性范围

用移液管取偶氮玉红的标准溶液适量, 用流动相分别稀释成 1. 0、5. 0、10. 0、25. 0、50. 0、

100. 0ΛgömL 的溶液, 吸取 20ΛL 进样, 按上述色谱条件进行分离、测定。如图 3 中之 a 所示, 以偶氮

玉红的吸收峰面积为纵坐标, 进样浓度为横坐档, 回归方程为: y = 6051. 30+ 14284. 56x , r= 0.

9996 可见偶氮玉红在1. 0—100. 0ΛgömL 有良好线性; 当信噪比 (S öN ) 为 3 时, 偶氮玉红的检出限

为0. 10Λgög。

图 3　偶氮玉红的校准曲线 a 色谱图 b 及样品的色谱图 c

3. 3　回收率和精密度试验

按上述方法, 对样品进行加标回收试验, 重复测量 6 次, 计算样品的加标回收率。偶氮玉红的加

入量为 50Λg, 扣除样品背景后, 回收率分别为 96. 2%、95. 1%、97. 2%、94. 6%、93. 7% 和 95. 8% ,

加标平均回收率为 95. 4% ; R SD 为 1. 30%。

4　讨论
食品使用的色素有合成化合物和天然化合物。食品分析的困难很多, 包括样品基质背景复杂、
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前处理过程繁琐, 在这个领域, H PL C 最能发挥威力。另外, 用光电二极管阵列检测器分析时, 不仅

可同时采集多波长的数据, 而且还可以提供物质的紫外光谱, 从而使得到物质的分析、鉴定更加准

确可靠。

在实际样品的分析中, 从某公司送检的肉脯样品中检测到偶氮玉红含量为 0. 21Λgög, 对生产

过程进行跟踪分析, 结果在生产所使用的日落黄色素中检测出偶氮玉红含量为 25. 7gökg。这表明

由于日落黄与偶氮玉红结构仅有微小差别, 日落黄与偶氮基相联的是苯基, 而偶氮玉红则是萘基,

因此如果在生产过程中质量不过关的话, 会生成少量的偶氮玉红, 从而污染了产品。

本文结合高效液相色谱与二极管阵列检测器联用技术的特点, 建立了有效的H PL C2DAD 测

定食品中所含的微量偶氮玉红的方法, 解决了偶氮玉红色素的提取及色谱条件的确定两大关键难

题, 色谱峰分离效果好, 具有良好的稳定性和重现性, 方法切实可行。
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Abstract 　A zorubine p igm en t in food w as determ ined by h igh2perfo rm ance liquid ch ro2
m atograph ic and UV 2V IS spectropho tom eter w ith diode array detecto r at 514nm. T he detection lim it

is 0. 1m gökg, and the average recovery rate is 95. 4% w ith a good stability and rep roducibility.
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《光谱实验室》实际售价连续 3 年下降

由于投稿数量不断增加, 为了保证出版周期,《光谱实验室》从 2006 年第 1

期开始, 在 2005 年的基础上, 每期正文增加页码 16 页, 而售价保持不变:

2003 年售价: 20 元ö册, 页码为 160 页ö册, 平均 0. 125 元ö页;

2004 年售价: 25 元ö册, 页码为 208 页ö册, 平均 0. 120 元ö页。

2005 年售价: 25 元ö册, 页码为 224 页ö册, 平均 0. 112 元ö页。

2006 年售价: 25 元ö册, 页码为 240 页ö册, 平均 0. 104 元ö页。

因此, 实际售价连续 3 年下降。
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