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反相高效液相色谱法同时测定咸鸭蛋黄中的斑蝥黄和苏丹红
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摘要：采用反相高效液相色谱法同时测定了咸 鸭 蛋 黄 中 的 斑 蝥 黄 和 苏 丹 红。以 乙 腈 +甲 醇 +氯 仿（ 体 积 比 为 $ - ". % -
". %）混合溶液提取咸鸭蛋黄中的斑蝥黄和苏丹红。提取液经减压蒸馏至近干，用乙腈定容。以乙腈 +水（ 体积比为

/%- %）为流动相，经 678+9$’ 色谱柱（!%" %% 0 (. & %%）分离，采用 (#’ 2% ) %!" 2% ) (#$ 2% 三段变波长检测，获

得了较好的分离效果和较低的检测限。将该法用于咸鸭蛋黄中斑蝥黄和苏丹红的测定，苏丹红!、苏丹红"、苏丹

红#、苏 丹 红$和 斑 蝥 黄 的 回 收 率 分 别 为 /#. +(:，’/. %&:，/". /’:，/+. &+: 和 /%. $%:；相 对 标 准 偏 差 分 别 为

!. #:，(. +:，%. $:，(. /: 和 +. $:。该法简便、快速、准确。
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B9+&-’4&：< ’$#$’K$L+DF.K$ F/4F D$’G"’%.25$ )/01/L 5F’"%.M"4’.DF/5（NC+ACO9）%$MF"L G"’
MF$ K/%1)M.2$"1K L$M$’%/2.M/"2 "G 5.2MF.P.2MF/2，@1L.2 N$L !，@1L.2 N$L "，@1L.2 N$L #
.2L @1L.2 N$L $ /2 K.)M$L L15Q $44 R")Q F.K &$$2 L$#$)"D$L* ,F$K$ 5.2MF.P.2MF/2 .2L @1L.2
N$L LR$K 3$’$ $PM’.5M$L 3/MF . %/PM1’$ "G .5$M"2/M’/)$，%$MF.2")，.2L 5F)"’"G"’%（$- ". %- ". %，

# S #）* ,F$ $PM’.5M 3.K L’/$L &R . ’"M.’R $#.D"’.M"’* ,F$ ’$K/L1$ 3.K M’.2KG$’’$L M" . 4’.L1.M$L
M1&$ .2L L/)1M$L M" $" %O 3/MF .5$M"2/M’/)$* ,F$ 5.2MF.P.2MF/2 .2L @1L.2 N$L LR$K 3$’$ K$D.+
’.M$L "2 . 678+9$’ 5")1%2（!%" %% 0 (. & %%），3/MF .5$M"2/M’/)$+3.M$’（/%- %，# S #）.K %"&/)$
DF.K$* ,F$R 3$’$ MF$2 L$M$5M$L .M (#’ 2% 1 %!" 2% 1 (#$ 2% .M L/GG$’$2M ’$M$2M/"2 M/%$K &R
J( S (/K KD$5M’"DF"M"%$M$’* ,F$ ’$5"#$’/$K "G K1L.2 !，K1L.2 "，K1L.2 #，K1L.2 $，.2L
5.2MF.P.2MF/2 3$’$ /#. +(:，’/. %&:，/". /’:，/+. &+: .2L /%. $%: ’$KD$5M/#$)R* ,F$ ’$).M/#$
KM.2L.’L L$#/.M/"2K（N@7K）3$’$ (. #:，(. +:，%. $:，(. /: .2L +. $:，’$KD$5M/#$)R* ,F$ %$MF"L
/K K/%D)$，’.D/L .2L .551’.M$*
C): D*-2+：’$#$’K$L+DF.K$ F/4F D$’G"’%.25$ )/01/L 5F’"%.M"4’.DFR（NC+ACO9）；5.2MF.P.2+

MF/2；@1L.2 N$L

, , 斑蝥黄是一种维生素 < 源类胡萝卜素，其学名

斑蝥 黄（ 5.2MF.P.MF/2），亦 称 角 黄 素，分 子 式 为

9("A%!;! ，化学名称为 !，!T+胡萝卜素+(，(T+二酮，其

结构式参 见 文 献［$］。天 然 的 斑 蝥 黄 具 有 抗 氧 化、

消除自由基 的 作 用，但 其 在 生 物 体 内 的 含 量 甚 微。

随着人工合成斑蝥黄的工业化，其在饲料、食品、化

工、医药等 行 业 得 到 了 广 泛 的 应 用［!］。 鸡、鸭 等 喂

养斑蝥黄 能 使 其 蛋 黄 变 成 人 们 喜 爱 的 橙 红 色。 然

而，近年来的研究结果显示，人体吸收斑蝥黄后会积

累在视网膜上从而造成视力减退等眼疾。为此欧盟

于 !""+ 年出台法规将饲料中的斑蝥黄最高含量从

原来的 ’" %4 S Q4 降低到了 !% %4 S Q4［+］。苏丹红是

致癌性的偶氮类化工染料，!""& 年的红心鸭蛋事件

仍然使人们记忆犹新。为了保障人民的身体健康、

利于政府食品安全的监管工作，有必要建立准确、可

靠的快速测 定 食 品 中 斑 蝥 黄 和 苏 丹 红 残 留 量 的 方

法。目前，苏丹红 的 测 定 方 法 很 多［( 1 #］。国 家 标 准

>8 S , $’/#" +!""+ 规定的测定斑蝥黄的方法是分光

光度法，但该法只适合于测定基质比较简单的斑蝥

黄饲料添 加 剂。,").K. 等［’］利 用 薄 层 色 谱 法 测 定
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了鲑鱼中的 叶 黄 素 和 斑 蝥 黄，但 测 定 过 程 较 繁 琐。

王强等［#］利用 反 相 高 效 液 相 色 谱 法（!"#$"%&）测

定了番茄中的 $ 种类胡萝卜素。本文利用超声波辅

助液相萃取，建 立 了 利 用 !"#$"%& 同 时 测 定 食 品

中斑蝥黄和苏丹红的方法。该法快速、准确，用于测

定咸鸭蛋黄中的斑蝥黄和苏丹红，结果令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 试剂和仪器

! ! 乙腈（ 色 谱 纯，天 津 瑞 特 化 学 品 有 限 公 司）；斑

蝥黄（’()*+），用 乙 腈 配 成 %& ’ *) , *% 的 储 备 液，

使用前配成适当质量浓度的工作液。苏丹红!、"
（’()*+#-./0(12）和苏丹 红#、$（-1034）用 乙 腈 配

成 %& ’ *) , *% 的贮备液，使用前配成适当质量浓度

的工作液。其余试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。

紫外#可见分光光度计（%+*5/+ ($，"607(8 9.*60）；

((%% 超声波清 洗 器；:;<( 型 分 析 振 荡 器。旋 转 蒸

发仪（ 上海申生 科 技 有 限 公 司）；液 相 色 谱 仪（ 配 紫

外检 测 器，-)(.68= ))%% 系 列，美 国 -)(.68= 仪 器 公

司）

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" 样品处理

! ! 取咸鸭 蛋 的 蛋 黄，冷 冻 干 燥 并 粉 碎、混 合 均 匀

后，称取 $ * )% ) 于 )%% *% 锥形瓶中，加入 +% *%
乙腈#甲醇#氯仿（ 体积比为 ), %& $, %& $）混合萃取剂，

在 ’% >水浴中 保 温 $ *(8 后 超 声 处 理 )% *(8，静

置分层后过 滤。残 渣 用 混 合 萃 取 剂 )% *% 按 上 述

方法再提取两次，合并提取液，旋转蒸发至 + *% 左

右，用乙腈洗移定容至 )% *%。过 %& ’$ %* 滤膜后

进样测定。

! ! # ! #" 斑蝥黄萃取剂的选择试验

! ! 称取 $ * )% ) 样品于 )%% *% 锥形瓶中，加入各

种萃取剂 +% *%，于 ’% >水浴中保温 $ *(8 后超声

处理 )% *(8，用萃 取 剂 )% *% 提 取 两 次，合 并 提 取

液，旋转蒸发近干，用乙腈定容至 )% *%，于 ’-) 8*
处测定吸光度值。

! ! # ! $" 色谱条件

! ! 色谱柱，?@A#&). 柱（($% ** / ’& " **）；流动

相 为 乙 腈#水（ 体 积 比 为 #$ , $ ），流 速 为 %& -
*% , *(8；变 波 长 检 测：% * # *(8，’-. 8*；# * ($
*(8，$(% 8*；($ * +$ *(8，’-) 8*。

#" 结果与讨论

# ! !" 检测波长的选择

! ! 对苏丹红!、#、$、"和 斑 蝥 黄 标 准 品 在 )#%
* -%% 8* 波长范围内进行扫描，结 果 表 明，苏 丹 红

!在 ’-’ 8*、苏丹红#在 ’-. 8*、苏丹红$ 在 $%(
8*、苏丹红"在 $(% 8* 波长处有最大吸收，斑蝥黄

在 ’-) 8* 波长处有最大吸收。考虑到在 ’-’ * $%(
8* 范围内苏 丹 红! * $的 响 应 值 变 化 不 大，选 用

’-. 8* 为第一时间段的检测波长；因苏丹红"和斑

蝥黄的最大吸收波长与苏丹红! *$有较大的波长

差别，考虑到检测灵敏度的需要，我们选择在保留时

间为 # *(8 时 检 测 波 长 变 为 $(% 8*，保 留 时 间 在

($ *(8 时检测波长变为 ’-) 8*。

# ! #" 萃取剂的选择

! ! 苏丹红及斑蝥黄均为油溶性的物质，对于苏丹

红而言，许多 研 究 报 道、标 准 已 经 证 实 其 能 够 被 乙

腈［)%］、正己烷［))］等很好的萃取；为了高效地萃取其

中的斑蝥黄，我们利用萃取剂选择试验方法，考察了

甲醇、丙酮、乙腈、氯仿、石油醚、正己烷、环己烷等有

机溶剂以及 甲 醇#氯 仿（ 体 积 比 为 ) , )）、石 油 醚#丙
酮（ 体积比为 ) , )）、乙腈#甲醇（ 体积比为 ) , )）、乙

腈#氯仿（ 体积比为 ), )）、乙腈#甲醇#氯仿（ 体积比为

), %& $, %& $）等混合溶剂对咸鸭蛋黄中斑蝥黄的萃取

效果。结果显示，各种单独使用的有机溶剂有相似

的萃取效率，之间的差别不大，充分说明斑蝥黄的油

溶性特点；相比之下氯仿稍好一些，与文献［)(］的

报道基本一致。当使用混合有机溶剂时，萃取效率

普遍有所提高，并且使用的有机溶剂种类越多，萃取

效率越高。根据试验结果，考虑到乙腈是苏丹红的

有效提取溶剂，本研究选择 ) , %& $ , %& $（ 体 积 比）的

乙腈#甲醇#氯仿的混合溶剂作为鸭蛋黄中斑蝥黄和

苏丹红的萃取溶剂。

# ! $" 流动相的选择和色谱分离效果

! ! 利用配制的标准溶液和标准添加样品进行色谱

分离条件的选择，发现在 #$B 乙腈和 $B 水做流动

相时，苏丹红和斑蝥黄有较好的基线分离。流速为

%& - * )& ( *% , *(8 时，苏 丹 红、斑 蝥 黄 等 出 峰 时 间

合适，峰形较好。考虑到实际样品基体的复杂性和

变波长对分离的影响，我们选择流速为 %& - *% , *(8
。在选择的色谱条件下斑蝥黄和苏丹红标准混合溶

液的色谱图 见 图 )。同 时 研 究 了 苏 丹 红、斑 蝥 黄 在

实际样品中的色谱分离情况。当向咸鸭蛋黄样品中

添加苏丹红! *"的标准溶液后，按照实验选择的

样品处理方法提取、制样、分析后，得到如图 ( 所示

的色谱图。从图中可以清楚地看到，苏丹红! *"、

斑蝥黄均能够很好地分离。

# ! %" 校正曲线和最低检出限

! ! 将苏丹红! *"和斑蝥黄的标准贮备液用乙腈

稀释配制成其系列标准溶液，获得 $ 种色素（! 0 $）

校正曲线的回归方程（ 见表 )）。当信噪比（" # $）为

·$".·
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图 !" 苏丹红! # "和斑蝥黄标准样品的色谱图

!"#$ !" %&’"()* (+,-.)/-#,). -0 123)4 563 ! $ "
)43 ()4/+)7)4/+"4 8/)43),38

# ! "#$%& ’($!；! ! "#$%& ’($ "；$ ! "#$%& ’($ #；% !
"#$%& ’($ $；" ! )%&*+%,%&*+-&!

图 %" 加标样品中苏丹红! # "与斑蝥黄的色谱分离

!"#$ %" %&’"()* (+,-.)/-#,). -0 ) 8)*/63 32(9 6## &-*9
8).’*6 8’"963 :"/+ 123)4 563 ! $" )43 ()4/+)7)4/+"4

./0 1(%2 -$(&*-3-)%*-/&4，4(( .-5! # !

! 时，苏丹红! & $、斑 蝥 黄 的 检 出 限 分 别 为 %，’，

#(，#!，#" %5 6 25（ 见表 #）。

表 !" 苏丹红! # "和斑蝥黄的线性回归方程和检出限

%);*6 !" <"46), ,6#,688"-4 6=2)/"-48 )43 36/6(/"-4
*"."/8 0-, 123)4 563 ! # " )43 ()4/+)7)4/+"4

7/81/#&$
9-&(%0 0(50(44-/&
(:#%*-/&（! ) "）

"
;(*()*-/& 9-8-* 6

（%5 6 25）

"#$%& ! # ) ## ! ’’*$ + ( ! ($" ( ! ,,,,# %
"#$%& " # ) % ! ,,,$ - ( ! ((% ( ! ,,,.* ’
"#$%& # # ) . ! ’’$$ + ( ! (%" ( ! ,,,,! #(
"#$%& $ # ) % ! ,#.$ + ( ! ((* ( ! ,,,., #!
7%&*+%,%&*+-& # ) !!( ! *"($ - ( ! (", ( ! ,,,,% #"

/ #：1(%2 +(-5+*；$：)/&)(&*0%*-/&，85 6 25! <-&(%0 0%&5(：

( ! # + % 85 6 25!

% $ &" 样品测定及回收率

/ / 准确称取 " 5 样品，按实验方法处理、测定，同

时做加标回收试验，结果见表 !。从表中可以看出，

苏 丹红和斑蝥黄的回收率为.,0 "*= & ,’0 $%=，相

对标准偏差（’";）为 !0 ’= & "0 #= 。说明本研究建

立起来的苏丹红和斑蝥黄的多组分同时测定方法能

够很好地满足实际样品的测定。

表 %" 样品测试及加标回收试验结果（! ) "）

%);*6 %" %68/"4# ,682*/8 )43 ,6(->6,"68（! ) "）

7/81/#&$
>%)250/#&$ 6
（85 6 25）

?$$($ 6
（85 6 25）

./#&$ 6
（85 6 25）

’()/@(0A 6
=

’"; 6
=

"#$%& ! ( ( ! % ( ! $., ,’ ! $% ! ! ’
"#$%& " ( ( ! % ( ! $". ., ! "* % ! $
"#$%& # ( ( ! % ( ! $*( ,( ! ,. " ! #
"#$%& $ ( ( ! % ( ! $’" ,$ ! *$ % ! ,
7%&*+%,%&*+-& ( ! $% ( ! % ( ! ’!# ," ! #" $ ! #

’" 结论

/ / 本文建立的多组分同时测定斑蝥黄和苏丹红的

’BCDB<7 方法提高了食品安全监督检测的效率，采

用多波长分段检测获得较好的测定灵敏度；实际样

品的测定及方法评价等结果显示该法简便、快速，能

够满足食品安全检测分析的要求。
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