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高效液相色谱法测定巧克力中胭脂树橙的含量 

宁啸骏*, 杨晋青, 俞所银 
(上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定巧克力中胭脂树橙含量的分析方法。方法  采用氨水乙醇提取样品

中的色素, 石油醚除脂后, 在酸性条件下采用二氯甲烷反提取目标物, 选用 C18 色谱柱分离, 以乙腈:2%乙酸

(75:25, V:V)作为流动相进行等度洗脱, 用紫外检测器在 458 nm 波长检测, 外标法定量。结果  降红木素的定

量限为 1.0 mg/kg, 红木素的定量限为 2.0 mg/kg, 线性范围为 1～50 mg/kg。降红木素和红木素回收率分别为

87.8%～92.0%和 88.7%～92.1%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)分别为 1.1%～5.0%和 1.7%～

5.2%。结论  本方法简单、便捷, 适用于巧克力中胭脂树橙含量的测定。 
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Determination of annatto in chocolate by high performance liquid 
chromatography 

NING Xiao-Jun*, YANG Jin-Qing, YU Suo-Yin 
(Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of annatto in chocolate by high performance liquid 

chromatography. Methods  The pigment in the sample was extracted with ammonia water ethanol, and defatted by 

petroleum ether. Then, the target compound was back-extracted with dichloromethane under acidic conditions, and 

separated on a C18 column and isocratic eluted with acetonitrile: 2% acetic acid (75:25, V:V) as mobile phase. The targets 

were detected by a ultraviolet detector at the wavelength of 458 nm, and quantified by external standard method.  

Results  The limits of quantification of norbixin and bixin were 1.0 mg/kg and 2.0 mg/kg, respectively. The linearities 

of norbixin and bixin ranged from 1 to 50 mg/kg. The spiked recoveries of norbixin and bixin ranged from 

87.8%92.0% and 88.7%92.1% with the standard deviations of 1.1%5.0% and 1.7%5.2%, respectively. Conclusion  
This method is simple and convenient, which is suitable for the detection of annatto in chocolate samples. 
KEY WORDS: chocolate; annatto; bixin; norbixin; high performance liquid chromatography 

 
 

1  引  言 

胭脂树橙是提取自胭脂树科植物胭脂树(bixa orellana)
种子表皮的一种类胡萝卜天然色素, 胭脂树橙的主要成分

根据提取方法的不同, 分为脂溶性的红木素(bixin)与水溶

性的降红木素(norbixin)2 种。在我国, GB 2760-2014《食品

安全国家标准 食品添加剂使用标准》[1]对胭脂树橙在不同

种类食品中的添加限量有明确规定, 最大使用量在 0.01～
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0.6 g/kg。被允许添加胭脂树橙的食品有干酪、人造黄油(人
造奶油)及其类似制品、冷冻饮品、果酱、代可可脂巧克力

及使用可可脂代用品的巧克力类似产品、糖果和焙烤食品

等。当前, 国内外对胭脂树橙的研究并不多, 国内更是缺

少能够在检测中普遍应用的食品安全国家标准。因此, 研
究出可以标准化、简便准确测定食品中胭脂树橙含量的检

测方法显得尤为重要。目前, 可参考的标准方法有测定乳

酪中胭脂树橙含量(德国标准化学会标准)[2]和 2016 年 7 月

1 日开始实施的进出口行业标准 SN/T4394-2015《出口食品

中红木素和降红木素的测定 液相色谱法》[3]。由于胭脂树

橙在食品中的添加量很高, 具有较大的紫外吸收波长, 液
相色谱杂质干扰少, 故目前食品中胭脂树橙的检测技术以

高效液相色谱法为主[46], 可进行准确的定性定量。胭脂树

橙的提取方法也多种多样, 而且涉及到不同种类的基体, 
有奶酪[79]、肉制品[10]、饮料[11]、方便食品[12]等, 也有报

道采用液相质谱联用技术对这些样品中的胭脂树橙进行检

测[13,14]。但应用高效液相色谱法检测巧克力中胭脂树橙含

量的研究相对较少。 
本研究选择了巧克力制品为研究对象, 建立了巧克

力中的红木素和降红木素的高效液相色谱检测方法, 以期

为政府监管提供有力的技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 
Waters2695 高效液相色谱仪(配有二极管阵列检测器, 

美国 Waters 公司); TB-114 型分析天平(瑞士 Mettler Toledo
公司); 涡旋混合器(德国 IKA 公司); 氮气浓缩装置(英国

PEAK 公司)。顺式结构降红木素和顺式结构红木素标准品 
(纯度≥98.0%, 瑞士 CaroteNature 公司)。 

降红木素和红木素标准储备液: 准确称取顺式结构

降红木素和顺式结构红木素标准品 10.0 mg(精确至 0.1 mg)
于 100 mL 棕色容量瓶中, 分别用含 0.1% BHT 甲醇溶液和

乙醇溶液溶解并定容至刻度, 混匀。 
降红木素和红木素混合标准系列工作液: 分别吸取降

红木素和红木素标准储备液, 0.05、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、
5.0 mL 于 10.0 mL 容量瓶中, 加 70%乙腈水溶液定容至刻度, 
混匀。降红木素和红木素混合标准系列工作液的浓度分别为

0.5、1.0、2.0、5.0、10、20、50 mg/L。现用现配。 
无水乙醇、甲醇、乙腈、二氯甲烷[色谱纯, 赛默飞世

尔科技(中国)有限公司]; 冰乙酸、氨水、石油醚(化学纯, 国
药集团化学试剂有限公司 ); 2,6-二叔丁基 -4-甲基苯酚

(2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol, BHT, 化学纯, 日本 TCI
公司); 水为超纯水, 电阻率为 18.2 MΩ• cm。 

巧克力样品均为市售样品。 

2.2  色谱条件 
Agilent ZORBAX SB C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm,   

5 µm); 柱温为 30 ℃; 流速为 1.0 mL/min; 进样量为   
10 L; 流动相为乙腈-2%乙酸水(70:30, V:V) 溶液; 检
测波长: 458 nm。 

2.3  实验方法 

称取试样 5 g(精确至 0.0001 g)于 50 mL 具塞塑料离心

管中, 加入 2~5 g 硅藻土, 搅拌混匀至疏松颗粒状, 加入  
20 mL 5%氨水乙醇溶液(含 0.1% BHT), 漩涡振荡 2 min, 
离心后转移上清液于另一支 50 mL 离心管内, 重复提取  
1 次。采用氮气浓缩装置 40 ℃下浓缩至体积约 5 mL, 加入

2 mL 氨水, 5 mL 5%氨水乙醇溶液(含 0.1% BHT), 用水稀

释至 20 mL, 加入石油醚(含 0.1% BHT)20 mL, 涡旋振荡 
1 min, 离心弃去上层溶液, 重复除脂 1 次。下层溶液加入

2 mL 冰乙酸, 25 mL 二氯甲烷(含 0.1% BHT)反萃取, 离心

后去除上清液, 加入 1 mL 乙醇(含 0.1% BHT), 采用氮气

浓缩装置浓缩 35 ℃下浓缩至体积约 1~2 mL, 用乙醇(含
0.1% BHT)定容至 5.00 mL, 经 0.45 μm 滤膜过滤至进样小

瓶中, 供液相色谱仪测定。 

3  结果与分析 

3.1  提取溶剂的选择 

红木素和降红木素其结构上均带有羧基, 二者的酸

碱解离常数 pKa 为 5.0 左右, 当 pH 调节到小于 pKa-2, 该
物质完全呈现为酸式形态, 而当 pH> pKa+2 该物质完全成

为碱式形态。当 pH>8降红木素的 logD为 2, 红木素的 logD
为1.53, 此时两者极性较强, 易溶于极性溶剂, 降红木素

甚至可以溶于水, 而红木素可以溶于甲醇和乙醇等极性有

机溶剂, 因此选择在碱性条件下极性较强的溶剂提取。比

较了 10%氨水和 5%氨水下甲醇和乙醇的提取效率。结果

发现乙醇的提取效较高, 并且甲醇容易提取出样品中更多

的水分, 5%氨水 pH 为 9.5 条件较适宜, 最终选择了 5%氨

水乙醇溶液作为提取溶液。 

3.2  提取次数的确定 

采用阴性样品加标(样品中的降红木素、红木素的含

量在 50 mg/kg 水平), 称取 5 g 样品, 采用每次 25 mL 的 5%
氨水乙醇体积比提取 n 次, 每次提取漩涡振荡 2 min, 然后

将 n 次提取溶液合并, 用乙酸调节到中性, 浓缩并定容至 
5 mL, 采用液相色谱仪测定降红木素和红木素的色谱峰面

积, 458 nm 波长下, 以提取次数(X)对最终样液的色谱峰面

积(Y)作图, 如图 1。 
可见目标物含量在 50 mg/kg样品, 提取 2 次以后基本

可以将样品中的色素提取出来, 实际操作对于更高浓度含

量样品, 可以通过减少称样量或者进一步增加提取次数来

充分提取样品中的色素。 
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图 1  提取次数对提取效果的影响(n=6) 
Fig.1  Effect of extraction times on extraction efficiency(n=6) 

 

3.3  除脂效果的比较 
由于胭脂树橙属于脂溶性色素, 样品常常富含油脂, 

如何去除脂肪是前处理要面临的一个重要问题。本研究比

较了石油醚、乙醚、正己烷的除脂效果。由图 2~4 可见正

己烷和石油醚基本不会萃取下层红木素或降红木素, 而发

现乙醚会造成部分目标物损失, 由于正己烷毒性相对较大, 
并且石油醚除脂效果好于正己烷, 对于一些脂溶性的胡萝

卜素类色素, 石油醚也可以通过萃取这些色素而避免对目

标物检测造成干扰, 因此综合考虑采用石油醚作为提取脂

肪的溶剂。 
 

 
 

图 2  石油醚萃取层合并吹干定容后上机液红木素或降红木素色

谱图 
Fig.2  Chromatogram of bixin and norbixin extracted by the 

petroleum after drying and constant volume. 
 

 
 

图 3  正己烷萃取层合并吹干定容后上机液红木素或降红木素色

谱图 
Fig.3  Chromatogram of bixin and norbixin extracted by the hexane 

after drying and constant volume. 

 
 

图 4  乙醚萃取层合并吹干定容后溶液中红木素或降红木素色谱图 
Fig.4  Chromatogram of bixin and norbixin extracted by the ether 

after drying and constant volume. 
 

3.4  净化方法的确定 
净化措施采用液液萃取, 利用红木素和降红木素在

酸性下转化为非极性形态易溶于非极性溶剂的性质, 故将

除脂后的样液经过乙酸调酸性后, 再采用有机溶剂反提取, 
进一步消除一些极性色素的干扰。选择二氯甲烷、三氯甲

烷作为反提溶剂, 由于在酸性下三氯甲烷和二氯甲烷萃取

效果基本相同, 考虑到三氯甲烷的毒性大, 最终选择二氯

甲烷作为净化溶剂。 

3.5  检测波长的选择 
将红木素和降红木素的标准溶液在 200~800 nm 的范

围内进行二极管阵列全扫描, 得到其特征吸收光谱图, 见
图 5。红木素和降红木素在 458 nm 左右吸收峰较强。因此, 
确定 458 nm 为检测波长。 

 

 
 

图 5  红木素和降红木素的紫外-可见光吸收光谱图 
Fig.5  Ultraviolet-visible absorption spectra of bixin and norbixin 

 
3.6  色谱分离条件的选择 

实验选取 Agilent ZORBAX SB C18(150 mm×4.6 mm, 
5 µm) 色谱柱, 考察了不同流动相组成, 乙腈+水(75:25, 
V:V)、乙腈+2%乙酸水溶液(75:25, V:V)、乙腈+水(73:30, 
V:V), 乙腈+2%乙酸水溶液(73:30, V:V)作为流动相时红木

素和降红木素的色谱出峰情况。结果表明, 当选择乙腈+
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乙酸水溶液作为流动相时, 红木素和降红木素的分离度好, 
红木素和降红木素出峰较快, 分离度好且响应值较高, 便
于样品分析。因此本实验选用乙腈 :2%乙酸水溶液溶液

(70:30, V:V)作为流动相(图 6)。 

 

 

 
图 6  流动相为乙腈+2%乙酸水溶液(70:30,V:V)时的红木素和降

红木素色谱图 
Fig.6  Chromatogram of bixin and norbixin by the mobile phase of 

acetonitrile + 2% aqueous acetic acid (70:30,V:V) 
 
 

3.7  标准曲线及检出限 
分 别 准 确 吸 取 降 红 木 素 和 红 木 素 标 准 储 备 液    

(100 mg/L), 0.05、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mL 于       
10.0 mL 容量瓶中, 加 70%乙腈水溶液定容至刻度, 混匀。

降红木素和红木素混合标准系列工作液的浓度分别为 0.5、

1.0、2.0、5.0、10、20、50 mg/L。各取 10 µL 分别按上述

色谱条件进行分析。以相应的色谱峰面积(Y)为纵坐标、待

测组分的质量浓度 X(mg/L)为横坐标, 绘制标准工作曲线。

降红木素线性方程为 Y=255866X+4977, 红木素线性方程

为 Y=46742X+7144, 线性系数均＞0.999, 说明方法在 1～
50 mg/kg 可以满足线性要求。 

根据检出限定义为响应信号为噪音的 3 倍(S=3N)时所

需的样品量。定量限定义为响应信号为噪音的 10 倍(S=10N)
时所需的样品量。标样添加在空白基质样品中按步骤测定, 
分析数据如表 1 所示。在相同的检测条件下, 取样量为  
5.0 g, 定容体积为 5.0 mL, 制定本标准的方法检出限: 降
红木素为 0.5 mg/kg, 红木素为 1.0 mg/kg; 定量限: 降红木

素为 1.0 mg/kg, 红木素为 2.0 mg/kg。 

3.8  回收率实验 
在巧克力空白基质样品中按 1.0、2.0、10.0, 25.0 mg/kg

进行标样添加, 各浓度水平的试验均独立重复操作测定 6
次 , 各水平的回收率和相对标准偏差 (relative standard 
deviation, RSD)见表 2。 

3.9  样品溶液中红木素和降红木素的稳定性 
取红木素和降红木素阳性样品前处理后, 立即上机

测定确定初始值, 然后在常温 20 ℃每间隔一段时间(2、
6、12、24 h)进样, 每次进样重复 3 次, 由表 3 可见放置

一段时间目标物会发生一定程度的降解, 应在 24 h 内尽

快上机。 
 
 

表 1  红木素和降红木素的检出限数据 
Table 1  Detection limit data of bixin and norbixin 

项目名称 巧克力 

进样次数 n 1 2 3 4 5 6 平均值 

降红木素 
检出限/(mg/kg) 0.293 0.293 0.293 0.271 0.303 0.271 0.287 

定量限/(mg/kg) 0.975 0.976 0.976 0.904 1.011 0.904 0.958 

红木素 
检出限/(mg/kg) 0.276 0.296 0.282 0.271 0.294 0.294 0.286 

定量限/(mg/kg) 0.921 0.987 0.940 0.904 0.981 0.981 0.952 

 
 

表 2  红木素和降红木素的回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 2  Standard recovery rates and relative standard deviation of bixin and norbixin (n=6) 

样品 加入量/(mg/kg) 
回收率/% RSD/% 

降红木素 红木素 降红木素 红木素 

巧克力 

1.0 92.0 89.3 1.1 2.9 

2.0 90.3 92.1 3.3 4.0 

10.0 89.7 88.7 2.6 1.7 

25.0 87.8 91.3 5.0 5.2 
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表 3  样品溶液中红木素和降红木素的稳定性(n=3) 
Table 3  Stability of bixin and norbixin in sample solutions(n=3) 

放置时间/h 0 2 6 12 24 

红木素浓度/(mg/L) 31.2 31.4 30.9 30.6 30.2

RSD/% 0.19 0.21 0.18 0.20 0.21

降红木素浓度/(mg/L) 4.68 4.61 4.66 4.58 4.52

RSD/% 0.13 0.11 0.089 0.089 0.098

 

3.10  市售样品检测 

在上述实验条件下, 对市售巧克力样品(共 20例)进行

了胭脂树橙的检测, 结果有 1 例巧克力检出红木素, 含量

为 3.02 mg/kg。 

4  结  论 

本研究建立了巧克力中胭脂树橙的高效液相色谱检

测方法, 采用 5%氨水乙醇溶液提取, 液液萃取法进行净化

分离除去色素和脂肪等干扰杂质, 经高效液相色谱-二极

管阵列检测器进行检测定量。该方法处理高效、经济, 灵
敏度高, 适用于巧克力中胭脂树橙的快速分析, 可为胭脂

树橙检测方法标准的建立提供有力的技术支持。 
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