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餐饮食品中水溶性色素的检测-HPLC法测定
1. 范围

本标准中规定了餐饮食品（馒头、面条、泡菜、辣椒面等）中喹啉黄、食用绿S、亮绿、柠檬黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红、酸性红、赤藓红、日落黄、亮蓝、靛蓝和专利蓝的高效液相色谱测定方法，可根据食品可能含有的色素种类选择测定。
本标准的方法检出限：喹啉黄为0.60 mg/kg，食用绿S为0.60 mg/kg，亮绿为0.25 mg/kg，柠檬黄为0.20 mg/kg，苋菜红为0.20 mg/kg，胭脂红为0.25 mg/kg，诱惑红为0.25 mg/kg，酸性红为0.35 mg/kg，赤藓红为55 μg/kg，日落黄为0.16 mg/kg，亮蓝为0.10 mg/kg，靛蓝为0.25 mg/kg，专利蓝为0.15 mg/kg。
2. 规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

3. 原理

餐饮食品中的水溶性色素用乙醇-氨水提取，经适当净化处理后制成水溶液，注入液相色谱仪，经反相色谱分离，采用高效液相色谱-二极管阵列检测器测定，外标法定量。
4. 试剂和材料

除另有说明外，所用试剂均为优级纯，水为 GB/T6682 规定的一级水。

4.1 甲醇：色谱纯

4.2 柠檬酸溶液：称取20g柠檬酸（C6H8O7·H2O），加水至100ml，溶解混匀。

4.3 乙酸铵溶液：20 mmol/L。1.54g乙酸铵（4.2）加水超声溶解定容至1000 mL。

4.4 氨水：量取氨水2 ml，加水至100 ml，混匀。
4.5 95%乙醇-浓氨-水（736:4:264）溶液：量取95%乙醇736 ml，氨水4 ml，水264 ml，混匀。

4.6 10%钨酸钠：称取10g钨酸钠，加水至100ml，溶解混匀。
5. 仪器

5.1 高效液相色谱仪，配有二极管阵列检测器。

5.2 分析天平：感量0.01 mg。

5.3 匀浆机。

5.4 快速混匀器。

5.5 离心机：5000 r/min。

5.6 恒温水浴锅。

6. 试样的制备与保存

6.1 试样的制备

6.1.1不含固体物饮料类样品：取充分混均后样品适量，即可。

6.1.2馒头、面条等面制品样品：取50 g样品，用刀切碎成碎末，置食物粉碎机中，打碎，混匀，作为供试样。

6.1.3熟肉制品：取可食部分样品，通过绞肉机制成均匀肉糜，即可。
6.2 试样保存

将试样于冰箱中保存。

7. 测定步骤

7.1 提取、净化

7.1.1不含固体物饮料样品：取样品适量，加水稀释至相当体积，经0.45μm滤膜过滤后，进行高效液相色谱测定。

7.1.2馒头、面条等面制品样品：称取上述供试样约4 g（准确至 0.01 g），置100 ml量瓶中，加95%乙醇-水-浓氨水（736:264:4）约80 ml，至超声波中超声30 min，取出，放置室温，用95%乙醇-水-浓氨水（736:264:4）定容，摇匀，转移至离心管中。离心（5000 r/min，5 min），取上清液滤过，弃去初滤液约10 ml，取续滤液50 ml至蒸发皿中，置水浴蒸至近干，残渣加50%乙醇溶解，转移至10 ml量瓶，并用50%乙醇定容，摇匀转移至离心管中，5000 r/min，离心5 min，上清液作为高效液相色谱测定。

7.1.3熟肉制品：称取上述供试样约4 g（准确至 0.01 g），置100 ml量瓶中，加95%乙醇-水-浓氨水（736:264:4）约80 ml，至超声波中超声30 min，依次加入1ml硫酸，1ml钨酸钠溶液，摇匀，沉淀蛋白质，放置5分钟，取出，冷至室温，用95%乙醇-水-浓氨水（736:264:4）定容，摇匀，转移至离心管中。离心（5000 r/min，5 min），取上清液滤过，弃去初滤液约10 ml，取续滤液50 ml至蒸发皿中，置70℃水浴蒸至近干，残渣加50%乙醇溶解，转移至10 ml量瓶，并用50%乙醇定容，置冰箱中放置约2小时，取出，弃去上层脂肪，水溶液经0.45μm滤膜过滤后，进行高效液相色谱测定。

7.2 测定

7.2.1 液相色谱条件

色谱柱：C18色谱柱，或分离性能相应的色谱柱。

进样量：10 μL；

流速：1 mL/min；

流动相：A:20 mmol/L乙酸铵溶液，B：甲醇。柠檬黄、日落黄、酸性红、新红、苋菜红、胭脂红、诱惑红、赤藓红、亮蓝和靛蓝的梯度洗脱条件见表1，喹啉黄、食用绿S和亮绿梯度洗脱条件见表2。

检测器：二极管阵列检测器选择428 nm（柠檬黄、喹啉黄）、483nm（日落黄）、520nm（酸性红、苋菜红、胭脂红、诱惑红、赤藓红）、620nm（亮蓝、靛蓝、专利蓝、食用绿S、亮绿）。

表1 梯度洗脱条件

	时间/min
	流速/（mL/min）
	流动相A/(%)
	流动相B/(%)

	0.0
	1
	86
	14

	5.0
	1
	78
	22

	10.0
	1
	68
	32

	15.0
	1
	60
	40

	22.0
	1
	44
	56

	26.0
	1
	32
	68

	27.0
	1
	10
	90

	30.0
	1
	14
	86

	35.0
	1
	14
	86


表2 梯度洗脱条件

	时间/min
	流速/（mL/min）
	流动相A/(%)
	流动相B/(%)

	0.0
	1
	86
	14

	5.0
	1
	78
	22

	18.0
	1
	50
	50

	26.0
	1
	10
	90

	30.0
	1
	86
	14

	35.0
	1
	86
	14


7.2.2 液相色谱测定

在仪器最佳工作条件下，用喹啉黄、食用绿S、亮绿、柠檬黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红、酸性红、赤藓红、日落黄、亮蓝、靛蓝和专利蓝混合标准溶液进样，在上述色谱条件下，喹啉黄、食用绿S、亮绿、柠檬黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红、酸性红、赤藓红、日落黄、亮蓝、靛蓝和专利蓝的参考保留时间见表3。

表3 13中色素的参考保留时间

	被测物名称
	保留时间/min

	柠檬黄
	3.96

	日落黄
	11.727

	喹啉黄
	10.210

	
	12.397

	
	20.860

	
	22.343

	酸性红
	22.023

	诱惑红
	15.300

	胭脂红
	9.813

	苋菜红
	5.190

	赤藓红
	28.400

	食用绿S
	15.220

	亮蓝
	21.377

	
	21.760

	亮绿
	27.470

	靛蓝
	6.240

	专利蓝
	26.253


7.3 空白试验

除不称取试样外，均按上述步骤同时完成空白试验。

8. 结果计算

根据保留时间定性，外标峰面积定量。结果按式（1）计算：
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式中：

W—— 样品中被测组分的量，单位为毫克每千克（ mg/kg ）；

C—— 对照品溶液的浓度，单位为微克每毫升（ μg/mL ）；

m—— 样品的称样量，单位为克（ g ）；

A样—— 样品的峰面积；

A对—— 对照品的峰面积。

9. 方法检出限和回收率

以信噪比不小于3（S/N≥3）确定喹啉黄检出限为0.60 mg/kg，食用绿S检出限为0.60 mg/kg，亮绿检出限为0.25 mg/kg，柠檬黄检出限为0.20 mg/kg，苋菜红检出限为0.20 mg/kg，胭脂红检出限为0.25 mg/kg，诱惑红检出限为0.25 mg/kg，酸性红检出限为0.35 mg/kg，赤藓红检出限为55 μg/kg，日落黄检出限为0.16 mg/kg，亮蓝检出限为0.10 mg/kg，靛蓝检出限为0.25 mg/kg，专利蓝检出限为0.15 mg/kg。
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