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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规

定起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部农产品质量安全监管司提出.
本文件由农业农村部农产品营养标准专家委员会归口.
本文件起草单位:北京市营养源研究所有限公司、农业农村部食物与营养发展研究所、内蒙古蒙牛乳

业(集团)股份有限公司、大连工业大学、北京工商大学、北京林业大学、北京市理化分析测试中心、北京市

农林科学院农产品加工与食品营养研究所、北京东方倍力营养科技有限公司、安徽国泰众信检测技术有限

公司、中国农业科学院农产品加工研究所.
本文件主要起草人:崔亚娟、朱大洲、孔凡华、张淏惟、赵祯、白沙沙、刘玉峰、许洪高、特日格乐、林立

民、王佳、马利军、杜明、李赫、孟冬、杨清、贾丽、刘光敏、蒋峰、蒋彤、何涛、刘璇.
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植物源性食品中叶绿素的测定　高效液相色谱法

１　范围

本文件规定了植物源性食品中叶绿素的高效液相色谱测定方法.
本文件适用于植物源性食品中叶绿素的测定.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义.

４　原理

试样中的叶绿素经甲醇提取、浓缩后,经反相液相色谱柱分离,用紫外检测器或二极管阵列检测器检

测;根据色谱峰的保留时间定性,外标法定量.

５　试剂和材料

除非另有说明,本方法所用试剂均为分析纯,水为 GB/T６６８２规定的一级水.

５􀆰１　试剂

５􀆰１􀆰１　无水硫酸钠(Na２SO４).

５􀆰１􀆰２　２,６Ｇ二叔丁基对甲酚(C１５H２４O):简称BHT.

５􀆰１􀆰３　甲醇(CH３OH).

５􀆰１􀆰４　甲醇(CH３OH):色谱纯.

５􀆰２　试剂配制

０􀆰１％ BHT甲醇溶液:称取０􀆰１gBHT(５􀆰１􀆰２)于烧杯中,用甲醇(５􀆰１􀆰３)溶解后,转移到１００mL容

量瓶中,用甲醇(５􀆰１􀆰３)定容,混匀.

５􀆰３　标准品

５􀆰３􀆰１　叶绿素a(C５５H７２MgN４O５,CAS号:４７９Ｇ６１Ｇ８),纯度≥９５􀆰０％,或经国家认证并授予标准物质证书

的标准物质.

５􀆰３􀆰２　叶绿素b(C５５H７０MgN４O６,CAS号:５１９Ｇ６２Ｇ０),纯度≥９５􀆰０％,或经国家认证并授予标准物质证书

的标准物质.

５􀆰４　标准溶液配制

５􀆰４􀆰１　标准储备溶液(１００μg/mL):称取叶绿素a标准品、叶绿素b标准品各５􀆰００mg(精确至０􀆰０１mg)
分别置于烧杯中,用甲醇(５􀆰１􀆰４)溶解后,分别转移到５０mL棕色容量瓶中,用甲醇(５􀆰１􀆰４)定容.标准储

备溶液置于棕色样品瓶中,充氮密闭,－１８℃冰箱储存,有效期３个月.

５􀆰４􀆰２　混合标准工作溶液:分别移取叶绿素a标准储备溶液和叶绿素b标准储备溶液(５􀆰４􀆰１)０􀆰１０mL、

０􀆰２０mL、０􀆰５０mL、１􀆰００mL、２􀆰００mL、５􀆰００mL,混合于１０mL棕色容量瓶中,用甲醇(５􀆰１􀆰４)定容,得到

浓度为１􀆰００μg/mL、２􀆰００μg/mL、５􀆰００μg/mL、１０􀆰００μg/mL、２０􀆰００μg/mL、５０􀆰００μg/mL的系列混合
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标准工作溶液,现用现配.

５􀆰５　材料

５􀆰５􀆰１　有机系微孔滤膜:孔径为０􀆰４５μm.

５􀆰５􀆰２　反向液相色谱柱:C１８柱,５μm,１５０mm×４􀆰６mm(内径),或等效柱.

６　仪器与设备

６􀆰１　天平:感量０􀆰０００１g和０􀆰００００１g.

６􀆰２　高效液相色谱仪:配有二极管阵列检测器或性能相当的检测器.

６􀆰３　匀浆机.

６􀆰４　高速粉碎机.

６􀆰５　冷却水循环装置.

６􀆰６　涡旋振荡器.

６􀆰７　数控超声波清洗器.

６􀆰８　高速离心机,转速≥６０００r/min.

６􀆰９　旋转蒸发仪.

６􀆰１０　氮吹仪.

７　分析步骤

７􀆰１　试样制备

试样取可食部分经匀浆机匀浆或高速粉碎机粉碎均匀后,储存于样品瓶中,样品现用现制备.

７􀆰２　试样处理

７􀆰２􀆰１　提取

若样品为深绿色,则称取０􀆰５g~１􀆰０g(样品精确至０􀆰０００１g)置于５０mL离心管中;若样品为绿色,
称取１􀆰０g~２􀆰０g(样品精确至０􀆰００００１g)置于５０mL离心管中;若样品为浅绿色,称取２􀆰０g~５􀆰０g
(样品精确至０􀆰０００１g)置于５０mL离心管中;其他样品则称取５􀆰０g~１０􀆰０g,置于５０mL离心管中.
而后,若样品为液体,则加入无水硫酸钠(５􀆰１􀆰１)１g,固体试样不需要加无水硫酸钠.然后,加入０􀆰１％
BHT甲醇溶液(５􀆰２)１５mL,涡旋混匀,超声提取２min,８０００r/min离心５min,将上层溶液转移至

１５０mL旋转蒸发瓶内,重复提取３次,合并提取液于蒸发瓶内.

７􀆰２􀆰２　浓缩

将蒸发瓶接在旋转蒸发仪上,４０℃水浴减压蒸馏,待瓶中萃取液剩下约２mL时,取下蒸发瓶,立即用

氮气吹至近干.用０􀆰１％ BHT 甲醇溶液(５􀆰２)洗出蒸馏瓶中的组分,转移到５mL容量瓶中,用０􀆰１％
BHT甲醇溶液(５􀆰２)定容.溶液过０􀆰４５μm 有机系微孔滤膜后,采用高效液相色谱仪测定叶绿素a和叶

绿素b的含量,根据标准工作溶液中叶绿素a和叶绿素b的含量进行稀释.
不加试样,按同一操作方法做空白试验.

７􀆰３　测定

７􀆰３􀆰１　仪器参考条件

７􀆰３􀆰１􀆰１　反向液向色谱柱:C１８柱,５μm,１５０mm×４􀆰６mm(内径),或等效柱.

７􀆰３􀆰１􀆰２　柱温:３０℃.

７􀆰３􀆰１􀆰３　流动相:甲醇.

７􀆰３􀆰１􀆰４　流速:１􀆰０mL/min.

７􀆰３􀆰１􀆰５　检测波长:叶绿素a为６６５nm,叶绿素b为４６８nm.

７􀆰３􀆰１􀆰６　进样量:１０μL.
２
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７􀆰３􀆰２　标准曲线的制作

将系列标准工作液分别注入液相色谱仪中,测定相应的峰面积;以标准工作液的浓度为横坐标,以峰

面积为纵坐标,绘制标准曲线.

７􀆰３􀆰３　样品的测定

试样溶液经高效液相色谱仪分析,测得峰面积;根据标准溶液色谱峰的保留时间,对试样溶液的色谱

峰进行定性,外标法定量.叶绿素a、叶绿素b标准溶液液相色谱图见附录 A.

８　结果计算

试样中叶绿素a、叶绿素b的质量分数按公式(１)计算.

ωi＝ρi×V
m ×f (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

ωi———试样中叶绿素a或叶绿素b质量分数的数值,单位为毫克每千克(mg/kg);

ρi ———根据标准曲线计算得到的叶绿素a或叶绿素b质量浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———试样溶液定容体积的数值,单位为毫升(mL);

m ———测试样品质量的数值,单位为克(g);

f ———稀释倍数.
试样中总叶绿素的含量按公式(２)计算:

ω＝ωa＋ωb (２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ω ———试样中总叶绿素含量的数值,单位为毫克每千克(mg/kg);

ωa ———试样中叶绿素a含量的数值,单位为毫克每千克(mg/kg);

ωb ———试样中叶绿素b含量的数值,单位为毫克每千克(mg/kg);
以２次测定结果的算术平均值表示,计算结果保留３位有效数字.

９　精密度

９􀆰１　重复性

在重复性条件下获得的２次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的１０％.

９􀆰２　再现性

在再现性条件下获得的２次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的１０％.

１０　检出限和定量限

当样品取样量为１０􀆰０g、定容体积为５mL时,叶绿素a的检出限为０􀆰０６mg/kg,叶绿素b的检出限

为０􀆰０３mg/kg.
当样品取样量为１０􀆰０g、定容体积为５mL时,叶绿素a的定量限为０􀆰２mg/kg,叶绿素b的定量限为

０􀆰１mg/kg.

３
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附　录　A
(资料性)

叶绿素a和叶绿素b混合标准工作溶液高效液相色谱图

　
叶绿素a和叶绿素b(浓度均为１０μg/mL)混合标准工作溶液高效液相色谱图见图 A􀆰１.

图A􀆰１　叶绿素a和叶绿素b混合标准工作溶液高效液相色谱图
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