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高效液相色谱法测定熟肉制品中的刚果红 

窦彩云*, 马育松, 康占省, 葛世辉 

(河北出入境检验检疫局技术中心, 石家庄  050051) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱测定熟肉制品中刚果红的检测方法。方法  样品经石油醚去除脂肪, 以氨水

-乙醇(20:80, 体积比)溶液提取, 乙酸调节 pH至中性, 以水定容、离心。经 ZORBAX SB-Aq色谱柱(4.6 mm×250 

mm, 5 μm)分离, 甲醇-20 mmol/L乙酸铵为流动相, 梯度洗脱, 检测波长 500 nm, 外标法定量。结果  刚果红在

0.1～10 μg/mL 浓度范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.999, 添加回收率在 82.5％～90.7％之间, 相对标准

偏差为在 2.26％～7.29％之间, 方法检出限为 0.02 mg/kg。结论  该方法简便、快捷, 回收率和重现性好, 适用

于熟肉制品中刚果红的测定。 
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Determination of Congo red in cooked meat products by high performance 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of determination of Congo red in cooked meat products by 

high performance liquid chromatography. Methods  The fat of the samples was removed with petroleum, and 

then the samples were extracted by ammonia-ethanol (20:80,v:v ), pH was adjusted to 7.0~7.5 with acetic acid, 

and diluted with water to constant volume and then by centrifugation. Congo red was separated on a ZORBAX 

SB-Aq (4.6 mm×250 mm, 5 μm) with methanol -20 mmol /L ammonium acetate as mobile phase by gradient 

elution, and detected at 500 nm, the external standard method was used for quantitative analysis. Results  

Congo red has a good linear relationship in range of 0.1~10 μg/mL (r>0.999). The recoveries were between 

82.5％～90.7％, with relative standard deviations(RSD) of 2.26％～7.29％. The limit of detection was 0.02 

mg /kg. Conclusion  This method is simple, feasible, with good recovery and reproducibility, it is suitable for 

detection of Congo red in cooked meat products. 
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1  引  言 

刚果红是一种典型的联苯胺类偶氮染料, 一般

用作医学检验、生物染色剂及化学指示剂, 非食用色

素, 不允许加入到食品中, 《GB 2760-2011 食品添加

剂使用标准》[1]中不包含该物质。2013 年 12 月 16

日欧洲化学总署(ECHA)正式发布 REACH 法规第十

批高度关注物质清单, 新增的 7种物质中就包括刚果

红, 对其分类定义为致癌[2]。但刚果红由于其着色力

强、价格低廉, 有不法商贩将其添加到熟肉中为其染
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色, 是新出现的制假造假方法。为保障人民群众食品

安全, 维护人民群众身体健康, 建立刚果红相应的检

测技术具有重要意义。 

目前肉制品中刚果红的检测没有国家标准和行

业标准方法。国内外报道的刚果红检测方法有液相色

谱法、液相色谱-质谱法[3-6], 主要针对辣椒面、水样、

肉质等。质谱法可以实现准确的定性, 但在定量上会

受基质效应影响, 并不十分准确, 在检测浓度较大的

物质时需要稀释多倍后上机, 结果计算会引入较大

的误差, 采用液相色谱法检测肉制品中的刚果红未

见相关报道。参考国标 GB/T 5009.35-2003食品中合

成色素的检测方法和国标 GB/T 9695.6-2008 肉制品

中的胭脂红的检测及相关参考文献[7-15], 本文采用氨

水乙醇提取, 乙酸中和后采用高效液相色谱仪检测, 

简便快捷。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪, 配二极管阵列检测器(安捷伦

1200, 美国 ); 超声波提取器 (江苏国华 ); 离心机

(HITACHI CF16RXII, 日本); 电子天平(METTLER 

TOLEDO , 瑞士)；25 mL比色管; 0.2 μm聚丙烯针头

滤膜(PP membrane, Pall corporation, 美国)。 

甲醇、乙酸铵(色谱纯, Dikma); 乙醇、氨水、乙

酸(分析纯, 天津永大); 水为二级去离子水。刚果红

标准品纯度 98%, 购自百灵威科技。标准储备液 200 

μg/mL: 准确称取 10 mg刚果红标准品于 50 mL容

量瓶中 , 用甲醇 -水 (1:1)溶解定容 , 配制成 200 

μg/mL 标准储备液。样品为郊区菜市场散装熟猪肉

及牛肉样品。 

2.2  样品前处理 

准确称取 2.5 g(精确到 0.01 g)已绞碎均匀的试

样于 50 mL塑料离心管中, 加入 10 mL石油醚, 涡

旋振荡 1 min, 5000 r/min离心 5 min, 弃去上清液。

残渣中加入 10 mL 氨水-乙醇(20:80), 涡旋振荡 2 

min, 再超声提取 20 min, 以 5000 r/min离心 5 min。

将上清液转移至 25 mL比色管中, 残渣再加 10 mL

氨水-乙醇提取液提取 1 次, 合并提取液。于通风橱

中用乙酸调节 pH 至 7.0～7.5, 加水定容, 混匀。取

约 1 mL上清液过 0.2 μm聚丙烯针头滤膜至进样瓶, 

上机测定。 

2.3  液相色谱条件 

色谱柱: Agilent ZORBAX SB-Aq, 4.6 mm×250 

mm, 5 μm; 流动相 A: 20 mmol乙酸铵水溶液, B: 甲

醇, 梯度洗脱程序见表 1, 流速 1.0 mL/min, 柱温: 

35 ℃; 检测波长: 500 nm。进样量: 20 μL。 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

时间(min) 流动相 A(%) 流动相 B(%) 

0.0 85 15 

3.0 65 35 

10.0 20 80 

12.0 20 80 

12.1 85 15 

17.0 85 15 

 

3  结果与讨论 

3.1  液相色谱条件的建立 

3.1.1  检测波长的确定 

刚果红标准溶液呈红色, 设定检测波长为 254 

nm在液相色谱仪上进样, 并在 230 nm~600 nm全扫

描, 发现刚果红在 500 nm 附近有最大吸收峰, 所以

选择 500 nm作为测定波长, 同时可以减少杂质干扰, 

吸收光谱见图 1。 

 

图 1  刚果红吸收光谱 

Fig. 1  Absorption spectrum of Congo red 
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3.1.2  液相色谱条件的优化 

选择乙腈-水、甲醇-水等溶液为流动相时, 刚果

红峰形展宽, 峰形差, 将水相换成 20 mmol/L乙酸铵

溶液做流动相, 通过调整不同的比例, 以 85: 15的乙

酸胺和甲醇为初始比例, 采用梯度洗脱可以获得很好

峰形, 且能与柠檬黄、日落黄、苋菜红、胭脂红、诱

惑红、赤藓红、亮蓝七种常见色素达到良好分离, 刚

果红单标和八种混和标准溶液色谱图见图 2和图 3。 

 

图 2  刚果红标准色谱图 

Fig. 2  Chromatogram of Congo red 

 

1-柠檬黄; 2-苋菜红; 3-胭脂红; 4-日落黄; 5-诱惑红; 6-亮蓝;  

7-刚果红; 8-赤藓红 

图 3  8种混合标准溶液色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of 8 mixed standard solutions 
 

3.2  提取条件的选择 

用不含刚果红的酱卤猪肉和牛肉样品为基质进

行加标实验时, 发现肉质对其有很强的吸附, 提取溶

剂分别用水、乙醇、甲醇、乙腈、乙腈-水等溶剂对

肉制品中的刚果红进行提取, 提取方式采取涡旋、超

声均质等方式, 均不能有效的将刚果红从肉制品中

提取出来。刚果红是一种磺酸盐的结构, 因此改用氨

化乙醇为提取液, 回收率有所提高, 通过比较不同比

例的氨水乙醇溶液提取效率 , 结果表明氨水-乙醇

(20: 80, 体积比)时, 回收率最高, 提取效率见表 2, 

因此选用该溶液作为提取溶剂。刚果红在普通的尼

龙有机滤膜上有较强的吸附, 不能用这种膜进行过

滤。本实验选用了进口 PP材质的滤膜, 不会对刚果

红造成吸附。 

表 2  不同比例的氨水乙醇溶液提取效率 
Table 2  Effect of different ratio ammonia/ethanol on the 

recovery of Congo red 

氨水-乙醇(体积比) 2:98 5:95 10:90 20:80 30:70 40:60

回收率(%) 30.2 45.0 68.5 99.5 99.3 99.0

 

3.3  方法的线性范围和检出限  

将标准储备液用流动相逐级稀释配成 0.1、0.2、

0.5、1.0、5.0、10.0 μg/mL的标准工作溶液, 按上述

优化的色谱条件进行测定, 以刚果红的质量浓度为

横坐标, 峰面积为纵坐标绘制标准曲线。在 0.1～10 

μg/mL 范 围 内 线 性 良 好 , 回 归 方 程 为 Y ＝

83.5462X+5.0680, 线性相关系数大于 0.999, 标准曲

线见图 4。本方法的检出限为 0.02 mg/kg(S/N=3)。 

 

图 4  刚果红标准曲线 

Fig. 4  Standard curves of Congo red 
 

3.4  回收率和精密度 

以不含刚果红的酱卤猪肉和牛肉样品, 在 1.0、
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2.0、10.0 mg/kg 三个添加水平进行回收率试验, 每

个水平重复测定 6次, 测得回收率在 82.5％～90.7％

之间, 相对标准偏差为 2.26％～7.29％, 结果见表 3。 

表 3  猪肉和牛肉样品中刚果红的回收率和相对标准偏差

(n=6) 
Table 3  Average recoveries and RSD of Congo red from 

cooked pork and beef samples (n=6) 

 
添加水平 
(mg/kg) 

平均回收率 
(%) 

相对标准偏差 
RSD(%) 

熟牛肉 

1.0 88.2 7.29 

2.0 84.6 2.98 

10.0 85.5 4.98 

熟猪肉 

1.0 90.7 6.61 

2.0 82.5 5.34 

10.0 82.5 2.26 

 

3.5  实际样品分析 

利用本方法对市场委托检测的卤煮熟牛、猪肉及

内脏等制品共 25 批样品中刚果红含量进行了检测, 

其中熟牛肉 8批, 熟猪肉 12批, 猪肺 3批, 猪耳丝 2

批, 一批熟猪肉检出刚果红的含量为 39 mg/kg, 熟牛

肉中检出 5 mg/kg。 

4  结  论 

本文建立了熟肉制品中刚果红含量的高效液相

色谱法测定方法。样品前处理仅用氨水-乙醇溶液提

取即可, 不需经过其他如液液分配、固相萃取等操作, 

全部前处理时间约 1 h。整个前处理过程简便、快捷。

经过色谱条件的优化, 刚果红可以与熟肉中其他常

用色素达到良好的分离。该方法简便、稳定、回收率

和重现性好, 适用于熟肉制品中刚果红的测定。 
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