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摘要!建立了液液萃取#超高效液相色谱"ÌNK$快速测定初榨橄榄油中叶绿素铜钠含量的方法&

初榨橄榄油样品经 ("C的乙醇溶液提取后!在 ÌNK条件为采用 Eg)FK

%(

色谱柱"&" ++o%8"

++! %8@

!

+$!柱温 ?"f!乙腈#水"体积比 $&n&$为流动相!等度洗脱!流速 "8? +N<+-3!进样量

!8"

!

N!检测波长 '"& 3+下!可实现初榨橄榄油中叶绿素铜钠的有效分离!整个分析过程仅需 A

+-3& 通过方法学考察!该方法的检出限及定量限分别为 "8!" +4<N和 "8&" +4<N!叶绿素铜钠加

标回收率均在 ('8""C d$@8$"C之间!方法的重复性%精密度和稳定性较好& 所建立的方法可用

于初榨橄榄油中叶绿素铜钠含量的快速测定&
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BB初榨橄榄油具有较高的品质和营养价值$其价

格也较普通植物油高& 叶绿素为镁卟啉化合物$新
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鲜的初榨橄榄油含有微量的叶绿素而显草绿色$随

着时间的延长$逐渐成为黄绿色至金黄色& 叶绿素

铜钠是叶绿素经过皂化%铜化等反应精制而成)% #!*

$

SV!@A"+!"%'.食品安全国家标准 食品添加剂使

用标准/中规定$其作为天然食用绿色素$可广泛应

用于糖果%果蔬汁"浆#类饮料以及配制酒等 %" 类

食品中$但应用范围并未包含食用植物油& 有文献

指出$添加叶绿素铜钠的食用油$在高温烹调过程中

因较高的温度而释出铜及氧化物$危害消费者的健

康)?*

& 此外$受经济利益驱使$部分商家通过在葵

花籽油%大豆油等价格相对较低的植物油中添加叶

绿素铜钠$使其呈黄绿色$冒充橄榄油$牟取暴利$极

大地侵害了消费者的权益& 因此$检测初榨橄榄油

中的叶绿素铜钠显得尤为重要)' #A*

&

目前$国标法"SV&""$8!A"+!"%A .食品安全

国家标准 食品中叶绿素铜钠的测定/#测定叶绿素

铜钠的方法为分光光度法$该方法的检出限为

"8""% 4<=4$应用范围仅为饮料%酒% 罐头和糖果样

品& 因此$本研究建立了液液萃取 #超高效液相色

谱"ÌNK#检测初榨橄榄油中叶绿素铜钠的方法$

为初榨橄榄油中叶绿素铜钠的定性与定量检测提供

了一种高效可行的色谱检测方法&

89材料与方法

%8%B实验材料

叶绿素铜钠"纯度
)

$(C#$美国 E-4+,公司!甲

醇%乙腈$均为色谱纯$德国J2W6=公司!其余试剂均

为分析纯&

ÌNKL#KNFEE 超高效液相色谱仪 "配有

)+R0;2W? 数据处理系统及二极管阵列检测器#$美

国 Q,Y2W\公司!JE? 涡旋仪$德国 O]F公司!?]?"

冷冻离心机$美国 E-4+,公司!%"" d% """

!

N%

%8" d&"8" +N移液枪$美国 D̂2W+0).26YW03公司&

%8!B实验方法

%8!8%B叶绿素铜钠标准溶液的配制

称取叶绿素铜钠 %"8" +4$用乙腈#水"体积比

$&n&#溶液溶解并定容至 %"" +N$配制成质量浓度

为 %"" +4<N的叶绿素铜钠标准溶液$冷藏待用&

%8!8!B叶绿素铜钠的液液萃取"样品前处理#

准确称取初榨橄榄油样品 !8"" 4于 %& +N离

心管中$加入体积分数为 ("C的乙醇溶液 %" +N$涡

旋 %8" +-3$超声提取 ! +-3 后$于 'f冷冻离心机

中$%" """ W<+-3冷冻离心 & +-3$取上层溶液 & +N$

氮气吹至近干$再用乙腈#水"体积比 $&n&#溶液定

容至 %8" +N$"8!!

!

+微孔滤膜过滤后待 ÌNK

分析&

%8!8?BÌNK分析

分析条件( Eg)FK

%(

色谱柱 "&" ++ o %8"

++$ %8@

!

+#!流动相为乙腈 #水"体积比 $&n&#$

流速 "8?" +N<+-3$等度洗脱!进样量 !8"

!

N!柱温

?"f!检测波长 '"& 3+& 采用外标法定量&

:9结果与分析

!8%B叶绿素铜钠提取溶剂的选择

提取溶剂直接关系到目标物的提取效果& 按

%8!8! 方法$在其他条件不变情况下$采用乙醇%甲

醇和乙腈作为提取溶剂对叶绿素铜钠标准溶液中的

叶绿素铜钠进行提取$按 %8!8? 条件进行测定& 结

果表明$当提取溶剂为甲醇和乙腈时$叶绿素铜钠的

平均提取率均在 (!8%?C以上$当提取溶剂为乙醇

时$叶绿素铜钠的平均提取率达 $%8"&C$因此乙

醇为最佳提取溶剂& 但是$乙醇为提取溶剂时$会

溶解部分油脂而导致后期 Ì NK分析时提取液分

层$甚至堵塞进样针和<或色谱柱$故使用不同体

积分数的乙醇溶液对叶绿素铜钠进行提取$考察

乙醇体积分数对叶绿素铜钠提取率的影响$结果

见图 %&

图 89乙醇体积分数对提取效果的影响

BB由图 % 可知$随着乙醇体积分数的降低$叶绿素

铜钠提取率降低$乙醇体积分数不低于 ("C时$叶

绿素铜钠的提取率达到 $"C以上$且乙醇体积分数

在 ("C和 $"C时叶绿素铜钠提取率变化不大$因此

本实验采用 ("C乙醇作为提取溶剂& 此外$需要注

意的是$当使用涡旋和超声提取时$涡旋和超声提取

时间控制在 !8" +-3 以内$可有效避免提取溶液的

乳化&

!8!BÌNK分析条件优化

!8!8%B色谱柱的优化

在色谱分离过程中$良好的色谱柱不仅能够提

供较高的柱效$而且能够在较短时间内使目标物获

得良好的峰形& 取一定量叶绿素铜钠标准溶液$在

%8!8? 其他条件不变情况下$比较了V)LK

%(

%Eg)F

K

%(

%V)LK

(

色谱柱对叶绿素铜钠分离的影响$结果

见图 !&

"&%
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B B

图 :9不同色谱柱对叶绿素铜钠的分离色谱图

BB由图 ! 可知(当色谱柱为V)LK

%(

时$叶绿素铜

钠峰分叉$极大地影响叶绿素铜钠的准确定量!当色

谱柱为V)LK

(

时$叶绿素铜钠的保留时间太短$通

过调整增加水相比例$虽然叶绿素铜钠分析时间可

适当延长$但是较高比例水相致使叶绿素铜钠拖尾

现象严重$且在油脂样品的分析中$较高比例水相会

使提取溶剂中微量油脂析出$损害色谱柱!当色谱柱

为 Eg)FK

%(

时$叶绿素铜钠分离较好$且峰形尖锐$

无分叉和拖尾现象$出峰时间为 %8&A +-3& 因此$本

实验选用 Eg)FK

%(

柱为分析色谱柱&

!8!8!B流动相的优化

在样品的色谱分离过程中$流动相的选择直接影

响目标物的峰形%灵敏度及分离度& 当选用甲醇#水

"体积比 $&n&#为流动相时$叶绿素铜钠的出峰时间

较长$因峰展宽直接影响叶绿素铜钠的检测灵敏度!

当使用乙醇#水"体积比 $&n&#作为流动相时$在初

榨橄榄油提取液分析过程中$叶绿素铜钠与样品中

某一组分重合$无法对其准确定量$且乙醇的使用会

导致较高的系统压力!而乙腈#水"体积比 $&n&#作

流动相时$叶绿素铜钠的色谱峰形尖锐$并且无拖尾

现象$在初榨橄榄油提取液分析过程中$样品中的某

一组分与叶绿素铜钠分离良好& 因此$本实验选用

乙腈#水"体积比 $&n&#作为流动相&

!8!8?B柱温的优化

柱温是影响色谱分离过程的重要因素之一$柱

温的变化会影响叶绿素铜钠在色谱柱的吸附#解吸

速度& 柱温高$流动相的黏度降低$叶绿素铜钠在色

谱柱的传质速率增加$有助于从固定相表面解吸进

入流动相中$保留时间缩短!柱温低时则反之& 样品

经 %8!8! 方法处理后$在 %8!8? 其他条件不变情况

下进行测定$考察柱温对叶绿素铜钠分离的影响$结

果见图 ?&

由图 ? 可知(叶绿素铜钠的出峰时间随着柱温

升高而逐渐降低$即保留时间缩短!当柱温为 ?"f

和 ?&f时$叶绿素铜钠与初榨橄榄油提取液中的未

知组分分离良好!当柱温为 '"f时$叶绿素铜钠与

初榨橄榄油提取液中的未知组分无法进行有效分

离& 综上所述$本研究选择最佳柱温为 ?"f&

图 ;9柱温对叶绿素铜钠分离的影响

!8?B方法学考察

!8?8%B稳定性实验B

取添加有叶绿素铜钠标准溶液的初榨橄榄油样

品$按照 %8!8! 处理后$室温条件下分别放置 "%'%

%!%!'%'( ^$按照 %8!8? 条件进行测定& 结果发现$

在室温条件下放置不同时间的初榨橄榄油样品中叶

绿素铜钠含量的相对标准偏差"_Eb#在 !8?&C d

?8A$C范围之内$说明叶绿素铜钠具有较高的稳定

性$可在样品处理完成后 '( ^内进行分析&

!8?8!B专属性实验

取添加有叶绿素铜钠标准溶液的初榨橄榄油样

品提取液%叶绿素铜钠标准溶液%初榨橄榄油样品提

取液$按照 %8!8? 条件进行测定$并将其色谱图进行

比较& 结果表明$初榨橄榄油样品提取液在叶绿素

铜钠出峰位置无干扰$说明该方法专属性好&

!8?8?B线性范围及定量限

分别精密量取叶绿素铜钠标准溶液 "8!"%

"8&"%%8"%&8"%%"8"%&"8" +N$置于 %"" +N棕色容

量瓶中$用乙腈 #水"体积比 $&n&#定容$得到质量

浓度范围在 "8!" d&"8" +4<N的系列标准溶液&

按照 %8!8? 条件进行测定$以质量浓度"&#为横坐

标$峰面积"N#为纵坐标$进行线性回归$得到线性方

程为Ni! &'@8(&#A$8@&%$相关系数",#为 "8$$$ ?$

说明叶绿素铜钠在 "8!" d&"8" +4<N的系列质量浓

度范围内线性关系良好& 以信噪比分别为 ? 和 %"

计算叶绿素铜钠的检出限和定量限$结果分别为

"8! +4<N和 "8& +4<N& 可以看出该方法具有较宽

的线性范围$检出限和定量限能够满足实验要求&

%&%
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!8?8'B精密度实验

按照 %8!8? 条件$对叶绿素铜钠标准溶液重复

进样 A 次$日内精密度的 _Eb范围在 "8$@C d

%8"?C 之间!经连续 ? [ 的重复进样计算日间精密

度$其_Eb在 %8"!C d%8?%C范围内& 可以看出本

方法具有较好的日间和日内精密度&

!8?8&B重复性实验

向初榨橄榄油空白样中添加一定量的叶绿素铜

钠标准溶液后$准确称取样品 A 份$按照 %8!8! 进行

样品前处理$ 按照 %8!8? 条件进行测定$计算叶绿

素铜钠的含量及 _Eb$结果见表 %& 由表 % 可以看

出$A 份添加叶绿素铜钠"&8" +4<N#的初榨橄榄油

样品中叶绿素铜钠的平均含量为 '8?! +4<N$_Eb为

!8@$C& 表明方法重复性较好&

表 89初榨橄榄油样品中叶绿素铜钠的重复性实验结果

本底值<

"+4<N#

添加量<

"+4<N#

检测值<"+4<N#

% ! ? ' & A

_Eb<

C

"8" &8" '8&A '8?' '8?% '8!& '8!@ '8!? !8@$

!8?8AB加标回收率实验

准确称取 A 份同一初榨橄榄油空白样品 !8""

4$每 ! 份样品为一组$每组分别加入一定量叶绿

素铜钠标准溶液$配制成高%中%低 ? 种不同添加

量的油样$按 %8!8! 进行样品前处理$按 %8!8? 条

件进行测定$计算叶绿素铜钠的回收率$结果见表

!& 由表 ! 可知$叶绿素铜钠的加标回收率在

('8""C d$@8$"C之间$结果表明本实验方法回

收率好&

表 :9初榨橄榄油样品中叶绿素铜钠的回收率

添加量<"+4<N# 检出量<"+4<N# 回收率<C

"8&" "8'! ('8""

%"8"" $8@$ $@8$"

&"8"" 'A8%$ $!8?(

!8'B实际样品的测定

取所收集的 !" 批次初榨橄榄油样品$准确称

取 !8"" 4$按 %8!8! 进行样品前处理$按 %8!8? 条

件进行测定$处理进行 ? 个平行$计算叶绿素铜钠

的含量& 叶绿素铜钠标准溶液"%" +4<N#%初榨橄

榄油样品"选择样品中的 % 个$样品 ?#及样品加标

"加标量 %8" +4<N$样品 ? l标准溶液#色谱图见

图 '&

B B

图 <9叶绿素铜钠标准溶液#1$%初榨橄榄油样品#4$及样品加标#0$色谱图

BB由图 ' 可以看出$初榨橄榄油样品中有一组分

与叶绿素铜钠保留时间比较接近$很容易造成假阳

性& 本研究通过色谱分离条件优化$经检测添加了

叶绿素铜钠标准溶液的初榨橄榄油$叶绿素铜钠与

某一组分能够较好地分离$避免了假阳性的出现$且

分离时间保证在 !8" +-3 以内$能够对初榨橄榄油

中的叶绿素铜钠进行快速检测&

本研究经现场采样%超市购买等手段获得不同

产地及不同生产日期的初榨橄榄油$均未检出叶绿

素铜钠&

;9结9论

本实验采用液液萃取#超高效液相色谱快速测

定了初榨橄榄油中的叶绿素铜钠& 通过对样品前处

理提取溶剂$色谱分离条件如色谱柱%流动相以及柱

温的选择和优化$得到优化的条件为样品经 ("C乙

醇溶液涡旋 % +-3%超声 ! +-3 提取后$以 Eg)FK

%(

色谱柱在流动相为乙腈#水"体积比 $&n&#%柱温 ?"

f条件下进行色谱分离$可实现初榨橄榄油中叶绿

素铜钠的有效分离& 建立的方法检出限为 "8! +4<N$

定量限为 "8& +4<N!方法学考察表明$该方法灵敏

度高$重现性%稳定性较好$完成一次 ÌNK分析仅

!8" +-3$整个分析过程仅需 A +-3& 该方法适用于

初榨橄榄油中叶绿素铜钠的快速分析&
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