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高效液相色谱法测定果汁和果蔬中
柑橘红 2号染料

陈毓芳, 林海丹, 李为鹏, 谢玉珊, 邹志飞

(广东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 广州 510623)

摘 � 要: 应用高效液相色谱法测定果汁、果蔬中柑橘红 2号染料的含量。样品用丙酮�正己烷
( 1+ 3)混合溶剂提取,提取液于 45 � 蒸发至干。用甲酸�乙腈( 0. 5+ 99. 5)溶液(经正己烷饱和)溶

解残渣,正己烷脱脂。以 Ag ilent T C C18色谱柱为分离柱, 以乙腈与甲酸( 0. 1+ 99. 9)溶液按体积

比 92比 8混合作为流动相,用二极管阵列检测器在波长 508 nm 处进行测定。柑橘红 2号染料的

质量浓度在 0. 25~ 10. 0 mg � L
- 1
范围内与其峰面积呈线性关系, 测定下限( 10S/ N )为 0. 1 mg �

kg - 1。以果汁、鲜橙和胡萝卜样品为基体, 加入 3种不同浓度水平的柑橘红2号标准溶液做回收试

验,测得回收率在 96. 3%~ 104. 0%之间, 相对标准偏差( n= 6)在 1. 0%~ 3. 6%之间。
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HPLC Determination of Citrus Red 2 in Fruit Juices, Fruits and Vegetables
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Abstract: H PLC was applied to the determination of citr us red 2 in fr uit juices, fruits and vegetables. The

sample w as ex tracted w ith acetone�hexane ( 1+ 3) so lution, and the ex tr act w as evapor ated to dryness at 45 � . The

residue obtained was disso lv ed in fo rmic acid�acetonitr ile ( 0. 5 + 99. 5) solution ( satur ated w it h n�hexane) , and

defatted with n�hexane. T he Ag ilent TC C18 column was used as stationar y phase, a m ixt ur e of acetonitr ile and

form ic acid so lution ( 0. 1+ 99. 9) mix ed in t he rat io of 92 to 8 by volume was used as mobile phase, and DAD at 508

nm w as used in t he determination. L inear r elationship bet ween values of peak ar ea and mass concentr ation of cit rus

red 2 was obtained in the range of 0. 25- 10. 0 mg � L- 1 , w ith lower limit o f determination ( 10S/ N ) o f 0. 1 mg�

kg - 1 . T est fo r r ecover y w as made by addit ion of standard citr us r ed 2 at 3 different concentration levels to samples

of fruit juice, o range and car rot as matr ix es, values o f r ecovery found were in the r ange fr om 96. 3% to 104. 0% .

Values o f RSD�s ( n= 6) found were in the r ange of 1. 0% - 3. 6% .

Keywords: H PLC; F ruit juices; Fruits and vegetables; Citr us r ed 2

� � 柑橘红 2号染料为橘红色粉末,不溶于水,溶于

芳烃类溶剂,作为染色剂增加甜橙(主要是脐橙)果

收稿日期: 2010�04�28

基金项目: 中国检验检疫科学研究院资助项目 ( No.

� 2009JK011)

作者简介: 陈毓芳 ( 1968 - ) ,女, 广东揭西人,高级工程师, 学

� 士,主要从事食品、化妆品检测研究。

实的红色色泽与着色均匀度, 提高果实的市场竞争

力。但由于其可能的致癌性, 柑橘红 2 号色素被欧

盟和日本等国家和地区所禁用, 美国国家食品药品

管理局( FDA )明确规定经处理过的果实全果(以干

重计 ) 中柑橘红 2 号染料最大残留量不得超过

2 mg � L
- 1 [ 1]
。

国家标准 GB 2760- 2007�食品添加剂使用卫
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生标准�对柑橘红 2号染料能否用于柑橘类水果增

色未做出规定, 也未制定柑橘水果中柑橘红 2 号残

留量标准。目前国内还没有制定出标准的检测方

法。因此有必要建立果汁、果蔬中柑橘红 2 号染料

的检测方法。本工作对果汁、果蔬中柑橘红 2 号染

料的测定进行试验, 对样品提取溶剂、色谱条件进行

筛选,建立了高效液相色谱法测定果汁、果蔬中柑橘

红 2号染料含量的方法。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Waters Acquity 超高效液相色谱仪, 配二极管

阵列检测器。

甲酸溶液:移取 1 mL 甲酸用水定容至 1 L, 过

0. 22 �m 滤膜备用。

甲酸�乙腈正己烷饱和溶液: 甲酸�乙腈 ( 0. 5+

99. 5)加正己烷充分混合至饱和,容器上层清晰可见

一层正己烷层, 静置分层,收集下层溶液。

柑橘红 2号标准储备溶液:称取柑橘红 2 号标

准品 10. 0 mg 于 100 mL 容量瓶中, 以乙腈超声

10 min溶解, 冷却后定容至刻度, 配成 100 mg � L - 1

标准储备溶液。于 4 � 冰箱避光保存,保存期半年。

柑橘红 2号标准溶液: 分别移取适量标准储备

溶液至 50 m L 容量瓶, 用甲酸�乙腈正己烷饱和溶
液定容至刻度, 配成 0. 25, 0. 50, 1. 00, 2. 00, 5. 00,

10. 0 mg � L
- 1
标准溶液。置于 4 � 冰箱避光保存,

保存期三个月。

乙腈为色谱纯, 甲酸、丙酮、正己烷均为分析纯,

水为超纯水。

1. 2 � 仪器的工作条件

Agilent T C C18色谱柱 ( 4. 6 mm � 250 m m,

5 �m ) ; Phenomenex C18保护柱( 3. 0 mm � 4 mm ) ;

流动相为乙腈与甲酸�水( 0. 1+ 99. 9)溶液以体积比

92比 8 混合的溶液, 流量 1. 0 mL � min- 1 , 柱温

40 � ,进样量 10 �L,检测波长 508 nm。

1. 3 � 试验方法

称取试样 5. 00 g 于 50 m L 具塞离心管中,加入

丙酮�正己烷( 1+ 3)混合溶剂 20 mL,置水平往复振

荡器振荡 15 min(若样品为黏稠的果汁或果蔬, 振

荡前先均浆 1 min, 加水至 30 mL) , 以 4 000 r �

min
- 1
转速离心 6 min,吸取正己烷层至 30 m L 吹氮

管。离心管中再加入正己烷 15 mL,重复提取一次,

合并提取液于吹氮管中, 在氮吹仪中于 45 � 蒸发至

干。加入 1 mL 甲酸�乙腈正己烷饱和溶液溶解残
渣, 涡旋混合 1 m in, 超声 1 m in, 加入正己烷

0. 5 m L, 涡旋混合 1 min,移至 1. 5 mL 具塞离心管

中, 以 10 000 r �m in- 1转速离心 8 min,弃去正己烷

层, 离心管中再加入正己烷 0. 5 mL 重复提取一次,

下层清液用 0. 22 �m 滤膜过滤, 在仪器工作条件下

进行测定。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 提取溶剂的选择

柑橘红 2号与苏丹红 1号染料的分子结构较为

相似。由于果汁、果蔬中水分、水溶性物质较多, 且

柑橘红 2 号具有不溶于水的性质, 参考国家标准

GB/ T 19681 - 2005 食品中苏丹红染料的检测方

法, 采用丙酮�正己烷( 1+ 3)混合溶剂提取, 再经液�
液萃取与水相分离, 能很好地去除水溶性杂质并把

样品中柑橘红 2号提取出来,试验选择丙酮�正己烷
( 1+ 3)混合溶剂作为提取溶剂, 液�液萃取方法提取
样品中柑橘红 2号。

2. 2 � 净化条件的选择

由于用丙酮�正己烷( 1+ 3)混合溶剂提取样品

时, 会同时提取出一些类脂物,为达到较好的净化效

果, 试验用甲酸�乙腈正己烷饱和溶液溶解残渣后,

加入正己烷, 采用甲酸�乙腈( 0. 5+ 99. 5)溶液与正

己烷液�液分配脱脂, 试验结果表明: 柑橘红 2号的

回收率理想, 能较好地达到净化油脂的目的。

2. 3 � 色谱条件的选择

在色谱条件下对柑橘红 2 号标准溶液进行测

定, 结果表明: 柑橘红 2 号在 508 nm 附近吸收最

大, 试验选择 508 nm 作为检测波长。

试验用 Agilent TC C18 色谱柱 ( 4. 6 m m �

250 m m, 5 �m) , 用乙腈与甲酸�水( 0. 1+ 99. 9)溶液

以体积 92比8混合溶液作为流动相,结果表明:在柑

橘红 2号染料保留时间附近无干扰峰。柑橘红 2号

标准溶液及加标果汁样品溶液的色谱图见图 1。

2. 4 � 干扰试验

在色谱条件下进行了柑橘红 2号染料与苏丹红

1号的干扰试验,结果表明: 在优化的试验条件下,

苏丹红 1号与柑橘红 2 号完全分离,苏丹红 1号对

柑橘红 2号测定无干扰。

2. 5 � 标准曲线

在色谱条件下对柑橘红 2号标准溶液系列进行

了测定, 线性范围在 0. 25~ 10. 0 m g � L
- 1
之间, 线
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( a) � 柑橘红 2号标准溶液

( b) � 加标果汁样品溶液( 0. 1 m g� kg- 1)

图 1 � 柑橘红 2号色谱图

Fig. 1 � Chromatogram s of cit rus red 2

性回归方程为 A = 2. 73 � 10
4
�- 8. 37 � 10

2
, 相关系

数为 0. 999 97, 方法的测定下限 ( 10S / N ) 为

0. 1 mg � kg- 1。

2. 6 � 方法的回收率和精密度

选用不含柑橘红 2号染料的果汁、鲜橙、胡萝卜

样品分别加入 0. 100, 0. 200, 1. 00 mg � kg- 1柑橘红

2号标准溶液, 按试验方法处理样品,在色谱条件下

测定并计算其回收率和相对标准偏差,结果见表 1。

表 1� 回收率和精密度试验结果(n= 6)
Tab. 1 � Results of tests for recovery and precision

样品
加入量

w / ( mg � kg- 1)

回收量

w / ( mg � kg- 1 )

回收率

/ %

RSD

/ %

果汁 0. 100 0. 103 103. 0 2. 3

0. 200 0. 199 99. 6 1. 3

1. 00 0. 970 97. 0 2. 0

鲜橙 0. 100 1. 02 102. 0 1. 6

0. 200 0. 194 97. 0 1. 7

1. 00 0. 97 97. 4 1. 0

胡萝卜 0. 100 0. 104 104. 0 3. 6

0. 200 0. 199 99. 6 2. 0

1. 00 0. 963 96. 3 1. 2

本方法符合 GB/ T 27404- 2008�实验室质量

控制规范 食品理化检测�对检测方法确认的回收率
和精密度等技术要求, 方法适用于果汁、果蔬样品中

柑橘红 2号染料的测定。
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