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 摘  要: 茶叶中违规添加的常见绿色偶氮染料 (主要以直接绿 26、

酸性绿 125、媒介绿 17为例 ) , 利用聚酰胺粉吸附,与茶叶

中天然色素分离, 然后用乙醇 ) 氨水 ) 水混合液解吸, 中

和挥发后,与表面活性剂溴代十六烷基铵 ( CTAB)反应,用

异戊醇提取后,在高效液相色谱、紫外分光光度计上进行

定性、定量。最佳的 CTAB添加量为摩尔比 1B1,最佳的萃

取溶剂为异戊醇;分光光度法标准曲线的相关系数分别是

01995、01995、01999( 11000) ,高效液相色谱检测的回收率
分别是 88%、90%、80% , 相对标准偏差为 1133%、

1155%、2112%。
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目前我国食品中违规添加人工合成染料、颜料

的食品安全事件屡屡曝光。 2005年 4月, 贵州省质

监局稽查局查处了一违法添加 /铅铬绿0的制茶窝
点,茶叶染色引起了广大消费者关注,所查获的成品

茶 /铅含量0超国家标准 35倍。一些不法分子, 在茶

叶的加工过程中, 还违规添加一些人工合成绿色偶

氮染料,染绿茶叶误导消费者,致使有毒茶叶流入市

场,对人体健康造成严重危害。我国是世界茶叶大

国,全国茶叶种植面积居世界第一, 全国茶叶居世界

第 2位,全国茶叶出口量居世界第 3位。绿茶又是其

中消费量最大的产品, 加强对其中染料的检测, 保护

广大消费者的合法利益, 规范绿茶生产将起到积极

意义。常见的绿色偶氮染料如直接绿 26( C1 I1D irect

Green 26, 34045) , 分子式 C50H 33N12Na5O18 S4, 酸性绿

125(C1 I1A cid Green125),分子式为 C28H20N2Na2O8S2,媒

介绿 17 ( C1 I1Mordan t G reen17, 17225) , 分子式为

C16H10N4Na2O10 S2。

1 材料与方法
111 实验材料
聚酰铵粉  100~ 200目, 浙江省台州市路桥四

甲生化塑料厂;硅胶 G  青岛海洋化工厂;氧化铝  
广州化学试剂厂; 硅镁型吸附剂 Florisil 国药集团
化学试剂有限公司;染料直接绿 26、酸性绿 125、媒介

绿 17(含量 95%以上 )  广州海生染料有限公司;十

六烷基三甲基溴化铵 ( CTAB)  上海化学试剂厂。

112 样品前处理 (染料的吸附和解吸 )
将吸附剂聚酰胺粉装入层析柱中, 高 5cm, 用

10mL水预淋洗备用, 将 0101%的直接绿 26、酸性绿

125、媒介绿 17水溶液各 10mL 注入层析柱中, 用

60e pH4的水洗涤 3~ 5次,然后用甲酸 -甲醇混合

液洗涤 3~ 5次, 再用水洗至中性,用乙醇 - 氨水 -

水解吸 3次,每次 5mL, 收集解吸液中和后, 挥发至近

干, 用水溶解定容至 10mL。

113 样品检测
1. 3. 1 分光光度法检测
1. 3. 1. 1 仪器设备  UV1100双光束紫外分光光度

计  北京普析;电子天平 AL204 梅特勒托利多。
1. 3. 1. 2 实验步骤  吸取 015%直接绿 26、酸性绿

125、媒介绿 17 各 015、110、210、310、410、510、

1010mL,与 CTAB(摩尔比 1B1)反应后,用 10mL异戊

醇萃取, 用双光束分光光度计在 400、620nm下进行

比色,分别计算其回归方程和相关系数。

1. 3. 1. 3 标准曲线  见表 1。

1. 3. 2 高效液相色谱法检测

1. 3. 2. 1 仪器设备  高效液相色谱仪  安捷伦
LC1100,带紫外检测器 DAD, HC- C18柱。

1. 3. 2. 2 实验步骤 流动相 (甲醇 B0102mo l/L乙酸

铵 )为 90B10, 流速 110mL /m in, 进样量 10LL, 柱温

20e 。检测波长 400nm, 参比波长 480nm;检测波长

620nm,参比波长 760nm。

1. 3. 2. 3 谱图  见图 1~图 3。
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表 1 标准曲线和回归方程

染料 dyes标准曲线 0. 5mL 1. 0mL 2. 0mL 3. 0mL 4. 0mL 5. 0mL 回归方程 相关系数

直接绿 26

酸性 125

媒介绿 17

400nm

620nm

400nm

620nm

0. 348

0. 312

0. 184

0. 172

0. 721

0. 639

0. 344

0. 356

1. 387

1. 302

0. 687

0. 654

2. 153

2. 004

1. 111

0. 954

3. 153

2. 674

1. 530

1. 304

4. 245

3. 782

1. 879

1. 606

Y = - 0. 198x+ 0. 851

Y = - 0. 141x+ 0. 746

Y = - 0. 051x+ 0. 388

Y= 0. 022x+ 0. 317

0. 995

0. 995

0. 999

1. 000

2 结果与讨论
2. 1 吸附剂的选择
将各吸附剂 (聚酰胺粉、硅胶 G、氧化铝、硅镁型

吸附剂 )分别装入层析柱中高 5cm, 用 10mL水预淋

洗备用,将 0101%的直接绿 26、酸性绿 125、媒介绿

17水溶液各 10mL注入层析柱中, 用 60e pH 4的水

洗涤 3~ 5次, 然后用甲酸 - 甲醇混合液洗涤 3~ 5

次,再用水洗至中性, 用乙醇 ) 氨水 ) 水解吸 3次, 每

次 5mL,收集解吸液中和后,挥发至近干,用水溶解定

容至 10mL, 与 CTAB反应后用异戊醇提取分光光度

计比色。实验表明,聚酰胺粉的吸附和解吸效果优于

其他三种吸附剂,结果见图 4。

图 4 不同吸附剂的吸附和解吸效果

2. 2 染料最大吸收波长的确定
将 0101%直接绿 26、酸性绿 125、媒介绿 17标准

溶液 10mL与 10mLCTAB缔合后进行光谱扫描,确定

它们的最大吸收波长分别在 400nm和 620nm左右。

21 3 缔合试剂 CTAB添加量的确定
改变 CTAB的添加量, 与 10mL 0101% 直接绿

26、酸性绿 125、媒介绿 17标准溶液进行反应, 确定

最佳的使用量。CTAB量太少不能有效地生成疏水

的缔合物, 太多后容易形成胶束, 在水中的溶解度增

大,降低萃取效率。当直接绿 26、酸性绿 125、媒介绿

17与 CTAB的摩尔比为 1B1时萃取效果最好,见图 5。

图 5 CTAB添加量对萃取率的影响

21 4 萃取试剂的选择
萃取试剂初步选定为乙醚、异戊醇 (均为天津市

大茂化工试剂厂 ) ,甲醇 ( D ima technology INC ) ,甲苯

(上海化学试剂厂 )。取 10mL 上述萃取试剂, 与

10mL染料溶液混合后振荡,测定萃取液的吸光度值,

计算萃取率,结果见图 6。由图 6可以看出, 异戊醇

的萃取效果最好。

图 6 不同有机试剂对萃取率的影响

2. 5 样品的回收实验
制作添加染料的茶叶: 选取经萎凋、杀青、理条、

干燥至含水率 20%的茶叶半成品,按照 011%比例添

(下转第 242页 )
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表 3 HPLC方法回收率实验结果

样品中糠氨酸含量 (Lg) 加入标样量 (Lg) 糠氨酸理论值 ( Lg ) 实际测定值 (Lg) 回收率 (% )

482. 9 400 882. 9 851. 0 92. 0

254. 6 400 654. 6 627. 5 93. 2

表 4 糠氨酸含量和荧光强度之间的对应关系 ( n= 3)

复原乳比例 (% ) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

荧光强度
601 99

? 11 90

65197

? 11 88

79180

? 01 90

85179

? 11 58

90139

? 0190

94193

? 2174

1091 22

? 0140

121155

? 0121

125145

? 0164

131120

? 0182

141152

? 21 01

糠氨酸含量 ( HPLC方

法 ) ( mg /100g蛋白质 )

81 84

? 11 59

6113

? 11 6

1131 6

? 21 7

1601 2

? 21 5

2161 9

? 413

2541 8

? 515

3001 2

? 417

34918

? 618

38715

? 712

43019

? 514

48219

? 61 9
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加偶氮染料直接绿 26、酸性绿 125、媒介绿 17,分别

炒至水分低于 10%。分别取 10g染色茶叶进行前处

理后,用液相色谱进行检测, 回收率为 88%、90%、

80%, 同时测定 3次, 相对标准偏差为 1133%、
1155%、2112% ,见表 2。

表 2 回收率及精密度实验 ( n= 3)

组分 加入量 (% )回收量 (% )回收率 (% ) RSD (% )

直接绿 26 01 1 01 088 88 11 33

酸性绿 125 01 1 0109 90 11 55

媒介绿 17 01 1 0108 80 21 12

3 结论
茶叶中的偶氮染料直接绿 26、酸性绿 125、媒介绿

17先经过聚酰胺吸附后,与茶叶中天然色素分离, 经

乙醇 -氨水 -水解析后, 1B1与 CTAB反应, 形成疏水

缔合物,用异戊醇进行萃取,再经液相色谱仪和分光光

度计进行定性和定量。液相色谱保留时间分别是

21306、21424、21317( 21655)m in,样品添加标准的回收

率分别为 88%、90%、80% ,分光光度计检测的相关系

数分别为 01995、01995、01999( 11000)。本方法适用于
检测茶叶中违规添加的常见偶氮染料。

参考文献:

[ 1] 肖刚, 王景国 1 染料工业技术 [M ] 1 化学工业出版社,

2004126~ 133.

[ 2] 王佩珍,陈芸 ,等 1高效液相色谱法测定纺织品上禁用偶
氮染料 [ J] 1化学世界, 2000( 7): 353~ 355.

[ 3] 代喜斌,贺海霞 1溶剂浮选光度法测定水中混合偶氮染
料的含量 [ J] 1应用化工, 2006, 35( 9): 727~ 729.

[ 4] 国家质量监督检验检疫总局 1GB /T19681 - 20051 食品
中苏丹红染料的检测方法 高校液相色谱法 [ S] 1 北京: 国家

标准化管理委员会, 2005- 03- 29.

[ 5] 中华人民共和国农业部 1 SC /T3021- 20041 水产品中孔

雀石绿残留量的测定 液相色谱法 [ S ] 1 北京: 国家标准化管

理委员会, 2004- 01- 07.

[ 6] 国家质量监督检验检疫总局 1GB /T17592 - 20061 纺织
品 禁用偶氮染料的测定 [ S] 1北京: 国家标准化管理委员会,

2006- 05- 25.

[ 7] 中华人民共和国卫生部 1GB /T5009 - 20031食品卫生检
验方法 理化部分 [ S] 1 北京:国家标准化管理委员会, 2003-

08- 11.

[ 8] Determ ination o f certa in azo colou rants in dyed leathers[ J] 1

Journa l o f the Society o f Lea ther Techno log ists and Chem ists,

2002, 86: 299~ 305.

[ 9] 骆和东,贾玉珠,等 1凝胶净化液相色谱法同时检测染红
食品中对位红和苏丹红染料 [ J] 1 理化检验 - 化学分册,

2006, 42( 2) : 86~ 90.


