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液相色谱法测定葡萄酒中柠檬黄、苋菜红、胭脂红、
日落黄含量结果的不确定度评定 

王玉辉 1, 康  菁 2*，王  涛 1, 赵灵春 1  

(1. 神华包头煤化工有限责任公司, 包头  014010; 2. 包头出入境检验检疫局, 内蒙古包头  014010) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定红酒中人工合成着色

剂柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄含量的不确定度。方法  依据 JJF1059-1999《测量不确定度评定与表示》, 

分析人工合成着色剂含量测定过程中的不确定度来源, 通过建立数学模型量化不确定度分量, 计算合成不确

定度及扩展不确定度。结果   本研究测得的红酒中人工合成着色剂的含量分别为柠檬黄(52.6±7.2) mg/kg 

(k=2)、苋菜红(33.6±7.4) mg/kg (k=2)、胭脂红(40.7±5.6) mg/kg (k=2)、日落黄(50.2±6.8) mg/kg (k=2)。测定过程

的不确定度来源主要有试样中人工合成着色剂含量、试样质量、试样定容体积、试样稀释倍数等。结论   本

方法可反映测量的置信度和准确性, 为日常实际检验工作提供参考。 
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Uncertainty evaluation for determination of tartrazine, amaranth, carmine, 
sunset yellow in grape wine by high performance liquid chromatography 

WANG Yu-Hui1, KANG Jing2*，WANG Tao1, ZHAO Ling-Chun1  

(1. Shenhua Baotou Coal Chemical Co., LTD, Baotou 014010, China; 2. Baotou Entry-Exit Inspection and Quarantine 
Bureau, Baotou 014010, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of artificial pigments such as tartrazine, 

amaranth, carmine, sunset yellow in grape wine samples by high performance liquid chromatography (HPLC). 

Methods  According to JJF1059-1999 Chinese regulation on the valuation and expression of uncertainty in 

measurement, the sources of uncertainty in determination of artificial pigment were analyzed. Furthermore, the 

combined uncertainties and expanded uncertainties were calculated based on the established mathematic models. 

Results  The content of artificial pigments in grape wine samples in this study were as follows: tartrazine (52.6±7.2) 

mg/kg (k=2), amaranth (33.6±7.4) mg/kg (k=2), carmine (40.7±5.6) mg/kg (k=2), sunset yellow (50.2±6.8) mg/kg 

(k=2). And the main sources of uncertainty in the determination were artificial pigments content in the samples, the 

quality of samples, the constant volume, and dilution multiple of samples. Conclusion  This method accurately 

reflect the confidence and accuracy of the measurement, which can provide reference for the daily actual inspection 

work. 
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1  引  言 

随着人民生活水平的不断提高, 葡萄酒已成为大众

消费品。而食品安全也日益引起全社会的关注和重视, 我

国卫生标准中对食品中添加的人工合成着色剂柠檬黄
[1-4]、苋菜红[5,6]、胭脂红[7,8]、日落黄等[9]的允许量有明确

规定。但是为了谋求暴利, 不少不法商贩罔顾道义, 以次

充好, 致使葡萄酒市场良莠不齐。因此为保证食品安全和

人民健康, 应加强市场监督以及对葡萄酒中人工合成着色

剂的检验。 

本研究采用高效液相色谱仪对同时进行测定葡萄酒

中人工合成着色剂柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄, 为

保证检测结果的准确可靠, 对其进行了不确定度评定[10-12], 

对引起不确定度的因素进行讨论并加以分析, 明确不确定

度分量对结果的影响程度, 以进一步优化检测方法, 提升

实验室检测能力[13-16]。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

Agilent HPLC1200高效液相色谱仪(美国安捷伦公司); 

Sartorius BS4202S电子天平(北京赛多利斯有限责任公司);  

葡萄酒, 市售;  

甲醇、甲酸、乙醇、乙酸、乙酸铵(色谱纯, 美国 Fisher

公司);  

柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄标准溶液, 浓度均

为 500 mg/L, U=1%(k=2), 由中国计量科学院提供。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

分别移取浓度为 500 mg/L, U=1% (k=2)的食用人工合

成着色剂柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄标准溶液 0.04、

0.10、0.20、0.30、0.50、0.72和 0.90 mL, 置于 10 mL容

量瓶中, 用水稀释至刻度混匀。  

2.2.2  仪器条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse XDB-C18(4.6 mm×150 mm, 

8.5 μm); 色谱仪条件: 流量: 1.0 mL/min; 进样量: 10 μL; 

柱温: 30 ℃; 检测器: 可变波长检测器(variable wavelength 

detector, VWD); 检测波长 : 0.00 min(429 nm)→ 4.16 

min(523 nm)→ 5.00 min(511 nm)→ 5.90 min(484 nm)。流动

相: A为乙酸铵溶液(0.02 mol/L), B为甲醇; 梯度洗脱程序

见表 1。 

2.2.3  样品前处理 

称取 5.00 g葡萄酒样品于 50 mL容量瓶中, 加入适量

的水约 40 mL, 然后用氨水溶液调其 pH值至 6, 再用水定

容至 50 mL, 充分混匀制成备用液。使用 pH为 6的水 6 mL

对聚酰胺固相萃取柱进行活化, 准确移取 10 mL备用液至

SPE小柱, 弃去流出液。先后用 6 mL水(pH=4)、6 mL甲

醇-甲酸(6:4, V:V)、10 mL水对 SPE小柱进行淋洗, 弃去淋

洗液。用 6 mL无水乙醇-氨水-水(7:2:1, V:V:V)进行洗脱, 收

集洗脱液, 用乙酸调至中性, 真空旋转蒸发至体积无变化, 

用初始比例流动相定容至 10 mL, 充分混匀, 经 0.2 μm滤

膜过滤后进液相色谱仪检测。 

 
表 1  流动相梯度条件 

Table 1  Gradient condition program of mobile phase 

步骤 保持时间 乙酸铵溶液(0.02 mol/L) 甲醇 

1 5 min 95% 5% 

2 7 min 55% 45% 

3 6 min 2% 98% 

4 5 min 95% 5% 
 

2.3  不确定度数学模型的建立   

c V n
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m

 
 其中 1
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  

式中, X—葡萄酒试样中人工合成着色剂柠檬黄、苋菜红、

胭脂红、日落黄的含量(mg/kg);  

c—葡萄酒试样中人工合成着色剂柠檬黄、苋菜红、

胭脂红、日落黄的浓度(μg/mL);  

V—洗脱液试样的定容体积(mL);  

m—葡萄酒试样的质量(g);  

n—稀释倍数, 其中 V1—葡萄酒试样备用液体积(mL);  

V2—移取备用液的体积(mL)。 

3  结果与分析 

3.1  样品中 4 种色素测定结果 

通过标准曲线法求得 4种色素含量如下:  

样品中柠檬黄的含量分别为 51.1、51.9、52.0、52.5、

54.3、52.7和 53.5 mg/kg, 平均值为 52.6 mg/kg, 标准偏差

为 1.07 mg/kg。 

样品中苋菜红的含量分别为 33.4、34.2、32.2、32.6、

34.3、34.0、34.2 mg/kg, 平均值为 33.6 mg/kg, 标准偏差为

0.85 mg/kg。 

样品中胭脂红的含量分别为 39.5、40.4、40.3、40.6、

42.0、40.9和 41.5 mg/kg, 平均值为 40.7 mg/kg, 标准偏差

为 0.82 mg/kg。 

样品中日落黄的含量分别为 49.0、49.5、49.6、50.0、

52.0、50.3和 51.2 mg/kg, 平均值为 50.2 mg/kg, 标准偏差

为 1.04 mg/kg。 

3.2  不确定度分量的识别和评定 

由被测量与输入量的函数关系式表明, 人工合成着

色剂含量的不确定度来源于测量的重复性、测定用试样中
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人工合成着色剂含量、试样的质量、试样的定容体积, 试

样稀释倍数的不确定度等[3]。其中测定用试样溶液中人工

合成着色剂含量的不确定度包括工作曲线的变动性及标准

溶液的浓度和体积的不确定度等。 

3.2.1  测量重复性的不确定度分量 

根据试样分析结果, 可计算出标准不确定度 u(s)和相

对标准不确定度 urel(s)。 

柠檬黄: ( )
s

u s
n

 =0.41 mg/kg, 
( )

( )rel
u s

u s
x

 =0.008;  

苋菜红: ( )
s

u s
n

 =0.33 mg/kg, 
( )

( )rel
u s

u s
x

 =0.010;  

胭脂红: ( )
s

u s
n

 =0.31 mg/kg, 
( )

( )rel
u s

u s
x

 =0.008;  

日落黄: ( )
s

u s
n

 =0.40 mg/kg, 
( )

( )rel
u s

u s
x

 =0.008。 

3.2.2  测定用试样中人工合成着色剂含量不确定度分量 

①工作曲线变动性引起的标准不确定度 u(c)1 和相对

标准不确定度 urel(c)1 

根据吸光度和溶液浓度绘制工作曲线, 测量参数和

数据处理见表 2。 

根据计算公式:  

2
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其中 SR为工作曲线标准差, n为工作曲线的测量次数

(本实验测量 7次), P为样品溶液的测量次数(本实验中样品

测量 7次)。 
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将已知数据带入可得:  

柠檬黄: SR=7.42,  

u(c)1=0.145 μg/mL,  
urel(c)1=0.145/5.26=0.028;  
苋菜红: SR=10.95,  

u(c)1=0.270 μg/mL,  
urel(c)1=0.270/3.36=0.081;  
胭脂红: SR=4.46,  

u(c)1=0.113 μg/mL,  
urel(c)1=0.113/4.07=0.028;  
日落黄: SR=6.73,  

u(c)1=0.132 μg/mL,  
urel(c)1=0.132/5.02=0.027。 

②标准溶液的不确定度分量 u(c)2和 urel(c)2 

食用人工合成着色剂柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落

黄标准溶液的浓度均为 500 mg/L, U=1%(k=2)。 

u(c)2=2.5 mg/L, urel(c)2=0.005。 

③标准溶液分取体积的不确定度 

制备工作曲线溶液序列时, 用 1 mL A级刻度移液枪

分别移取 0.04、0.10、0.20、0.30、0.50、0.72 和 0.90 mL

标准溶液, 体积允许差分别为±0.005、±0.005、±0.005、

±0.005、±0.008、±0.008 和±0.010 mL, 按三角分布, 标准

不确定度分别为 0.0021、0.0033和 0.0041 mL。 

2 2 2 2

2 2 2

3

0.0021 0.0021 0.0021 0.0021
( ) ( ) ( ) ( )

0.04 0.10 0.20 0.30
0.0033 0.0033 0.0041

( ) ( ) ( )
0.50 0.72 0.90( )

7crelu c

  

  
 =0.059。 

 

 
表 2  工作曲线和统计参数 

Table 2  Working curve and statistical parameter 

样品 
浓度 ci 

/μg/mL 

仪器信号值 Ai 

柠檬黄 苋菜红 胭脂红 日落黄 

标准 1 2 67.333 54.303 53.291 67.571 

标准 2 5 170.191 139.042 135.085 171.288 

标准 3 10 339.549 275.329 269.181 341.443 

标准 4 15 495.628 404.258 393.820 498.094 

标准 5 25 820.680 670.608 652.718 825.508 

标准 6 36 1189.042 973.433 949.021 1199.422 

标准 7 45 1502.593 1247.605 1190.562 1509.988 

直线回归方程 A＝33.16655c+1.00398 A＝27.42017c-2.42566 A＝26.35356c+0.860863 A＝33.37541c+0.938410 

线性相关系数 0.99993 0.99979 0.99996 0.99995 
 



第 1期    王玉辉, 等: 液相色谱法测定葡萄酒中柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄含量结果的不确定度评定 283 
 
 
 
 
 
 

④合成试样中人工合成着色剂含量不确定度分量 

柠檬黄: 2 2 2
1 2 3( ) ( ( ) ) ( ( ) ) ( ( ) )crel rel rel relu c u c u c u c   =0.066,  

( ) ( )c crelu c u c c  =0.35 μg/mL;  

苋菜红 : 2 2 2
1 2 3( ) ( ( ) ) ( ( ) ) ( ( ) )crel rel rel relu c u c u c u c    

=0.11,  
( ) ( )c crelu c u c c  =0.37 μg/mL;  

胭脂红 : 2 2 2
1 2 3( ) ( ( ) ) ( ( ) ) ( ( ) )crel rel rel relu c u c u c u c    

=0.066,  
( ) ( )c crelu c u c c  =0.27 μg/mL;  

日落黄 : 2 2 2
1 2 3( ) ( ( ) ) ( ( ) ) ( ( ) )crel rel rel relu c u c u c u c    

=0.066,  
( ) ( )c crelu c u c c  =0.34 μg/mL。 

3.2.3  试样质量的不确定度分量 

称取 5.00 g样品, 用百分之一分析天平, 按证书规定, 

允许差为±0.01 g, 天平称量 2次, 按均匀分布计算,  

2
0.01

( ) 2 0.0082
3

u m g
    
 

, 
0.0082

( ) 0.00164
5.00relu m   。 

3.2.4  试样的定容体积的不确定度分量 

试验中洗脱液最终定容在 10 mL容量瓶中, 由于进行

多次重复测定, 而每次所用的容量瓶不同, 可认为容量瓶

的体积误差和读数误差已随机化(有正有负), 其不确定度

分量可忽略。 

3.2.5  试样的稀释倍数的不确定度分量 

试验中备用液稀释在 50 mL A级容量瓶中, 由于进行

多次重复测定,而每次所用的容量瓶不同, 可认为容量瓶的

体积误差和读数误差已随机化(有正有负), 其不确定度分

量可忽略。 

用 10 mL 移取备用液进行淋洗洗脱,  由于进行多次

重复测定, 而每次所用的移液管不同, 可认为移液管的体

积误差和读数误差已随机化(有正有负), 其不确定度分量

可忽略。 

3.2.6  合成标准不确定度评定 

各不确定度分量不相关, 以各分量的相对标准不确

定度的方和根计算合成相对标准不确定度:  

柠檬黄: 2 2 2( ) ( ) ( ) ( )crel rel crel relu X u s u c u m   =0.067,  

( ) ( )crelu X u X X  =3.53 mg/kg;  

苋菜红: 2 2 2( ) ( ) ( ) ( )crel rel crel relu X u s u c u m   =0.11,  

( ) ( )crelu X u X X  =3.70 mg/kg;  

胭脂红: 2 2 2( ) ( ) ( ) ( )crel rel crel relu X u s u c u m   =0.067,  

( ) ( )crelu X u X X  =2.73 mg/kg;  

日落黄: 2 2 2( ) ( ) ( ) ( )crel rel crel relu X u s u c u m   =0.067,  

( ) ( )crelu X u X X  =3.37 mg/kg。 

液相色谱法测定葡萄酒试样中人工合成着色剂柠檬

黄、苋菜红、胭脂红、日落黄含量结果的测量值和不确定

度评定参数列于表 3。 

3.2.7  扩展不确定度 

  取 95%的置信水平, 包含因子 k=2,  

柠檬黄: U=2×u(X) =7.2 mg/kg;  

苋菜红: U=2×u(X) =7.4 mg/kg;  

胭脂红: U=2×u(X) =5.6 mg/kg;  

日落黄: U=2×u(X) =6.8 mg/kg。 

3.3 测量结果 

柠檬黄: X=(52.6±7.2) mg/kg, k=2或 52.6 mg/kg, 14%, 

k=2;  
苋菜红: X=(33.6±7.4) mg/kg, k=2或 33.6 mg/kg, 22%, 

k=2;  
胭脂红: X=(40.7±5.6) mg/kg, k=2或 40.7 mg/kg, 14%, 

k=2;  
日落黄: X=(50.2±6.8) mg/kg, k=2或 50.2 mg/kg, 14%, 

k=2。 

4  结果与讨论 

液相色谱法测定葡萄酒试样中人工合成着色剂柠檬

黄、胭脂红、日落黄含量结果的不确定度主要来源于测定

用试样中人工合成着色剂含量的不确定度分量一项, 而其

不确定度主要来源于标准物质移取体积的不确定度。标准

物质移取体积的不确定度分量在柠檬黄、胭脂红、日落黄

含量结果的不确定度比例占 88%, 因此今后工作中可将标

准溶液进一步稀释, 以增大移取体积从而减小其不确定度, 

进而减小测定用试样中人工合成着色剂含量的整体不确定

度及测定结果的不确定度。 

液相色谱法测定葡萄酒试样中人工合成着色剂苋菜

红含量结果的不确定度主要来源于测定用试样中人工合成

着色剂含量的不确定度分量一项, 而其不确定度主要来源

于工作曲线波动性的不确定度。苋菜红的标准工作曲线的

线性相关性比其他 3 种待测物质较差, 致使工作曲线的波

动性的不确定度分量在苋菜红含量结果的不确定度比例占

74%, 故在其他条件相同的情况下, 苋菜红含量结果的扩

展不确定度明显高于其他 3 种待测物质。因此, 需要继续

优化仪器条件, 并提高人员操作水平, 使其线性相关系数

达到更高, 才能有效降低其不确定度分量, 进而减小测定

用试样中人工合成着色剂含量项的整体不确定度及测定结

果的不确定度。 

由评定结果可知, 液相色谱法测定葡萄酒试样中人

工合成着色剂含量的检测过程中, 检测方法、仪器性能、

人员操作的熟练程度等因素是直接影响检测结果的不确定

度的重要因素。在检测中需要进一步优化实验过程, 另外

标准溶液的浓度、分取体积及待测物质的线性范围及相关

系数等都要加强重视。本研究可反映测量的置信度和准确

性, 为日常实际检验工作提供参考。 
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表 3  测量值和不确定度 
Table 3  Measured value and uncertainty 

项目 测量值 标准不确定度 相对标准不确定度 

柠檬黄 

测量重复性 s 52.6 mg/kg 0.41 mg/kg 0.008 

测定试样中含量 c 

工作曲线变动(c)1 5.26 μg/mL 0.145 μg/mL 0.028 

标准溶液浓度(c)2 500 mg/mL 0.0025 mg/mL 0.005 

标准溶液体积(c)3 — — 0.059 

试样的质量 m 5.00 g 0.0082 g 0.00164 

试样的定容体积 V 10 mL — 忽略不计 

柠檬黄含量 52.6 mg/kg 3.53 mg/kg 0.067 

苋菜红 

测量重复性 s 33.6 mg/kg 0.33 mg/kg 0.01 

测定试样中含量 c 

工作曲线变动(c)1 3.36 μg/mL 0.27 μg/mL 0.081 

标准溶液浓度(c)2 500 mg/mL 0.0025 mg/mL 0.005 

标准溶液体积(c)3 — — 0.059 

试样的质量 m 5.00 g 0.0082 g 0.00164 

试样的定容体积 V 10 mL — 忽略不计 

苋菜红含量 33.6 mg/kg 3.70 mg/kg 0.11 

胭脂红 

测量重复性 s 40.7 mg/kg 0.31 mg/kg 0.008 

测定试样中含量 c 

工作曲线变动(c)1 4.07 μg/mL 0.113 μg/mL 0.028 

标准溶液浓度(c)2 500 mg/mL 0.0025 mg/mL 0.005 

标准溶液体积(c)3 — — 0.059 

试样的质量 m 5.00 g 0.0082 g 0.00164 

试样的定容体积 V 10 mL — 忽略不计 

胭脂红含量 40.7 mg/kg 2.73 mg/kg 0.067 

日落黄 

测量重复性 s 50.2 mg/kg 0.40 mg/kg 0.008 

测定试样中含量 c 

工作曲线变动(c)1 5.02 μg/mL 0.132 μg/mL 0.027 

标准溶液浓度(c)2 500 mg/mL 0.0025 mg/mL 0.005 

标准溶液体积(c)3 — — 0.059 

试样的质量 m 5.00 g 0.0082 g 0.00164 

试样的定容体积 V 10 mL — 忽略不计 

日落黄含量 50.2 mg/kg 3.37 mg/kg 0.067 
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