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固相萃取-高效液相色谱-二极管阵列检测法同时 

测定饮料中10种合成着色剂 
 

咸瑞卿，王小兵，李启艳，石峰，李俊婕 

（山东省食品药品检验所，山东济南 250101） 

摘要：本文建立了固相萃取-高效液相色谱-二极管阵列检测法（SPE-HPLC-PDA）同时测定饮料中10种合成着色剂（新红、柠檬

黄、苋菜红、靛蓝、胭脂红、日落黄、诱惑红、亮蓝、赤藓红、酸性橙Ⅱ）的含量。样品经Waters Oasis WAX固相萃取柱净化，采用

Aglient TC-C18色谱柱（5 μm，4.6 mm×250 mm），以甲醇和0.02 mol/L的乙酸铵溶液为流动相,梯度洗脱，PDA检测波长为210 nm~650 

nm。以保留时间结合待测物的紫外吸收光谱进行定性分析，采用外标法进行定量分析。10种合成色素线性范围为1~20 μg/mL(r>0.999)；

方法检出限为0.01~0.02 mg/kg；加标回收率为90.2~100.6%，RSDs为0.44~2.48%（n=6）。该方法简单、准确、灵敏，适用于饮料中合

成着色剂的测定。 
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Simultaneous Determination of 10 Synthetic Colors in Drink by 

Solid-Phase Extraction Coupled with HPLC/Photodiode Array Detection 
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Abstract: A method for simultaneous determination of 10 synthetic colors (new red, tartrazine, amaranth, indigotin, carmine red, sunset 

yellow, allura red, brilliant blue, acid orangeⅡ and erythrosine) in drink by solid-phase extraction coupled with high performance liquid 

chromatography-photodiode array detector was developed. The drink samples were cleaned up by Waters Oasis WAX and separated on an 

Aglient TC-C18 (5 μm, 250 mm×4.60 mm) column with methanol-0.02 mol/L ammonium acetate as mobile phase by gradient elution. The 

wave lengths for detection were from 210 nm to 650 nm. Qualitative analysis of synthetic colors was based on their retention times and 

ultraviolet absorption spectra. External standard method was applied for quantitative analysis. The results showed that the linear ranges of 10 

synthetic colors were 1~20 μg/mL (r＞0.999). The recoveries ranged from 90.2% to 101.6%with RSDs of 0.44~2.48% (n=6).The detection 

limits were in the range of 0.01~0.02 mg/kg. The method was simple, accurate and sensitive, which was suitable for the simultaneous 

determination of synthetic colors in drink. 
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人工合成着色剂是一类重要的食品添加剂，与天

然色素相比，具有成本低廉、色泽鲜艳、着色力强、

性质稳定、配色方便等特点，被广泛应用于食品生产

加工行业中。合成着色剂多由苯、甲苯、萘等化工产

品为原料经多步反应制成，其化学中间体和成品均有

一定毒性，因此各国均严格控制其应用范围和使用量
[1~3]。饮料中添加合成着色剂的现象非常普遍，而且超

标、超范围使用现象屡见不鲜，屡禁不止，给人们的

身体健康带来巨大隐患。除了食用着色剂外，目前市

上还发现某些饮料中非法添加如酸性橙Ⅱ等非食用 
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色剂，这些着色作为工业用途的化工产品，属于食品

中的禁用物质。因此建立准确、高效的分析方法用于

饮料中合成色素的准确测定具有重要意义 

目前国标中合成着色剂的测定主要是高效液相

色谱法，方法中常用的前处理方法有：透析法、SPE

固相萃取小柱法、聚酰胺粉吸附法、液-液提取法等
[4~6]。本文采用弱阴离子交换-反相混合型固相萃取小

柱对饮料进行净化处理，采用高效液相色谱-二极管阵

列检测器于可见光区多波长同时测定新红、柠檬黄、

苋菜红、胭脂红、靛蓝、日落黄、诱惑红、亮蓝、赤

藓红、酸性橙Ⅱ等10种合成着色剂，可有效减少基质

干扰，提高检测灵敏度。 
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1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

Waters e2695 高效液相色谱仪带二极管阵列检测

器；Milli-Q 超纯水机；GILSON GX-274 固相萃取装

仪；OrganomationN-EVAP 氮吹仪；GL-88B涡旋混合

器；Mettler Toledo MS电子天平；KQ-500DE型数控

超声波清洗器。 

乙酸铵(分析纯)；甲醇（色谱醇）；试验用水为

超纯水；5%氨水甲醇溶液（量取5 mL氨水与95 mL色

谱甲醇，混匀）；柠檬黄（GBW（E）100001 a）、

苋菜红（GBW (E)100002 a）、日落黄（GBW (E) 

100003a）、胭脂红（GBW（E）100004 a）、亮蓝（BW 

（E）100005 a)为中国计量科学研究院提供；赤藓红

（GBW（E）100164）、诱惑红（GBW（E）100164）

为北京海岸鸿蒙标准物质技术有限责任公司提供；新

红（SB05-219-2008）为农业部环境保护科研检测所提

供，靛蓝、酸性橙Ⅱ购自Sigma公司。 

样品1（红牛维生素功能饮料）、样品2（美年达

橙味汽水）、样品3（康师傅菠萝汁饮品）、样品4（醒

目苹果味汽水）均购自超市。 

1.2  标准溶液的配制 

用纯水将各标准品稀释成浓度为40 μg/mL的混合

标准溶液，再用水稀释成浓度为1.0、5.0、10、15、20 

μg/mL的系列标准工作溶液，临用前配制。 

1.3  样品制备 

1.3.1  固相萃取柱活化 

取Waters Oasis WAX（60 mg/3 mL/支)，先经5 mL

甲醇滤过活化，再加5 mL水置换，保持萃取柱润湿状

态，待用。 

1.3.2  样品净化 

精密称取5 g左右的样品（含二氧化碳的样品需超

声振荡驱除二氧化碳），调节待测液pH值6.0±0.1，转

移至已活化好的固相萃取柱）中，控制流速0.5~1 

mL/min；依次用5 mL水和5 mL甲醇淋洗，控制淋洗

速度小于2 mL/min，弃去全部流出液；再用5%的氨水

甲醇溶液分5次洗脱吸附在固相萃取柱中的样品，每次

1.0 mL, 控制流速小于1 mL/min；收集洗脱液后,在

40 ℃条件下氮气吹干，精密加水5 mL,涡旋混匀后,用

0.45 μm微孔滤膜过滤，滤液备用。 

1.4  色谱条件 

色谱柱：Agilent TC-C18柱（5 μm，4.6 mm×250 

mm）；流速：1.0 mL/min；流动相：甲醇（A）＋0.02 

mol／L乙酸铵（B），梯度洗脱程序：见表1；柱温：

25 ℃；进样量：10 μL；PDA检测器扫描范围：210~650 

nm；检测波长：新红506 nm、柠檬黄427 nm、苋菜红

523 nm、靛蓝610 nm、胭脂红509 nm、日落黄485 nm、

诱惑红511 nm、亮蓝628 nm、赤藓红530 nm、酸性橙

Ⅱ484 nm。 

表1 优化的梯度洗脱条件 

Table l Optimal gradient elution conditions 

时间/min A/% B/% 

0 10 90 

6 40 60 

9 90 10 

15 90 10 

16 10 90 

20 10 90 

2  结果与讨论 

2.1  样品前处理条件的选择   

 

 
图1 样品1的色谱图（254 nm） 

Fig.1 HPLC chromatograms of the sample 1 

注：a：未经净化处理；b：经净化SPE处理。 

饮料中成分复杂,富含糖类、有机酸类、防腐剂类、

天然色素类等成分，不经净化直接进样会干扰待测成

分的测定，同时还会降低色谱柱的寿命。国标（GB/T 

5009.35-2003）采用聚酰胺吸附法和或液-液萃取法（赤

藓红）净化处理，操作环境差，费时繁琐，损失大,

而且样品一些杂质仍无法除掉，影响样品的测定。根

据被测成分均具有芳环结构可以被反相吸附剂保留，

SO3
2-结构（赤藓红除外）可以被弱阴离子交换吸附剂
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选择性吸附的特点，本试验选择弱阴离子交换-反相混

合型固相萃取小柱（Waters Oasis WAX、Clearnt 

PWAX等）净化处理，可有效减少饮料中基质的干扰。

实验发现，与其他被测成分相比，赤藓红与SPE中吸

附剂的吸附能力稍弱，上样时控制上样液pH 值

6.0±0.1，流速0.5~1 mL/min可以保证被测物吸附充分，

淋洗液选择超纯水和甲醇，在保证回收率90%以上的

同时，净化效果也较满意。图1为样品1直接进样和净

化后进样的色谱图，从图中可以看出，净化后杂质峰

响应明显降低，净化效果良好。 

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  色谱柱的选择 

实验考察了几种常用的C18色谱柱（5 μm，250 

mm×4.6 mm）（Thermo ODS HYPERRSIL、Waters- 

Symmetry C18、Phenomenex Gemini C18、Aglient 

SB-C18、Aglient TC-C18）对10种着色剂的分离效能，

发现在相同柱温和洗脱条件下，苋菜红、胭脂红、靛

蓝、日落黄、诱惑红、酸性橙Ⅱ在各色谱柱中峰形良

好、分离度符合要求。但新红与柠檬黄的对色谱柱的

选择性较强，在Phenomenex Gemini C18、Aglient 

TC-C18的分离效果较好，此外赤藓红对色谱柱也有较

强的选择性，除Aglient TC-C18外，均存在出峰时间

晚，峰形不好等问题。 

2.2.2  柱温的选择 

柱温对各成分的分离度有显著影响，尤其对难分

离的新红与柠檬黄，两者在35 ℃、30 ℃、25 ℃、20 ℃

时分离度分别为0.95、1.36、1.95、2.20。柱温25 ℃时

控温方便且各被测成分分离度符合要求，因此选择最

佳柱温为25 ℃。 

2.2.3  梯度洗脱程序的选择 

 

图2 10种着色剂标准品混合溶液色谱图(254 nm) 

Fig.2 HPLC chromatogam of 10 synthetic colors (254 nm) 

依据国标（GB/T 5009.35-2003）中梯度洗脱程序

各被测成分分离度不理想。当选用甲醇与0.02 mol/L

乙酸铵溶液进行梯度洗脱时，若甲醇浓度上升过快，

相邻成分间分离度降低；若上升过慢，赤藓红、酸性

橙Ⅱ等保留时间过长，而且会使亮蓝峰分为2~3个不

完全分离的同分异构体峰[7~8]，可能导致积分不准确或

误判为杂质峰[9~12]。最终确定较佳洗脱梯度程序如表1

所示，在12 min内10种着色剂分离度和峰形良好，出

峰情况见图2。 

2.2.4  检测波长的选择 

国标（GB/T5009.35-2003）采用254 nm下同时测

定8种色素，此波长下干扰物质多，检测灵敏度低，尤

其是对亮蓝测定的干扰最大，在低浓度下难以测定。

我本文采用二极管阵列检测器扫描得紫外-可见吸收

光谱，各组分的最大吸收波长为：新红（309、506 nm）、

柠檬黄（258、427 nm）、苋菜红（523 nm）、靛蓝

（287、610 nm）、胭脂红（332、509 nm）、日落黄

（313、485 nm）、诱惑红（315、511 nm）、亮蓝（628 

nm）、赤藓红（530 nm）、酸性橙Ⅱ（484 nm）。考

虑到多数干扰物在低波长处也有吸收，存在较大干扰，

因此优先选择特征性较强的可见波长作为检测波长
[13]，最终确定新红、柠檬黄、苋菜红、靛蓝、胭脂红、

日落黄、诱惑红、亮蓝、赤藓红、酸性橙Ⅱ分别在506、

427、523、610、483、610、509、485、511、628、530、

484 nm处检测，在优化的色谱条件下，消除了干扰，

出峰单纯，大大提高了检测灵敏度且实际样品无干扰

峰。 

2.3  线性范围和检出限 

在设定的色谱条件下，对不同浓度标准系列溶液

进行分析，实验结果表明，各组分的浓度与其峰面积

呈良好的线性关系。以3倍信噪比确定最低检出限。线

性范围、线性方程、相关系数及检出限见表2。 

表2 线性范围、线性方程、相关系数和检出限 

Table 2 Linear range, regression equation, correlation 

coefficient and detection limits 

待测成分 
线性范围 

/(μg/mL) 
线性方程 

相关系数 

R2 

检出限

/(mg/kg) 

新红 1~20 Y=36574X-13444 0.9996 0.02 

柠檬黄 1~20 Y=38103X-25679 1.0000 0.02 

苋菜红 1~20 Y=28724X-7994 0.9998 0.03 

靛蓝 1~20 Y=33113X-12923 0.9996 0.02 

胭脂红 1~20 Y=29115X-9919 0.9997 0.02 

日落黄 1~20 Y=35788X-12257 0.9997 0.02 

诱惑红 1~20 Y=40399X-7548 0.9999 0.02 

亮蓝 1~20 Y=105227X-3594 0.9997 0.01 

酸性橙Ⅱ 1~20 Y=41069X-12291 0.9996 0.02 

赤藓红 1~20 Y=73467X-19493 0.9997 0.01 

2.4  样品测定、方法精密度和回收率 

对不同类型的饮料进行了测定，样品1中检出柠檬



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.6 

1416 

黄8.6 mg/kg、胭脂红1.3 mg/kg，样品2中检出柠檬黄

11.7 mg/kg、胭脂红1.7 mg/kg、日落黄16.75 mg/kg，

样品3中检出柠檬黄7.1 mg/kg、亮蓝0.52 mg/kg，样品

4中10种合成着色剂均未检出。 

表3 加标回收率和精密度(n=6) 

Table 3 The recovery and precision  

待测成分 加入量/μg 测定均值/μg 回收率/% RSD/% 

新红 

10 9.52 95.2 1.80 

50 48.3 96.6 0.98 

80 75.8 94.8 1.44 

柠檬黄 

10 9.67 96.7 1.10 

50 48.6 97.2 1.54 

80 76.9 96.1 1.25 

苋菜红 

10 9.53 95.3 1.90 

50 50.3 100.6 1.85 

80 79.8 99.8 0.76 

靛蓝 

10 9.46 94.6 2.11 

50 48.6 97.2 1.88 

80 77.8 97.3 0.79 

胭脂红 

10 9.62 96.2 1.84 

50 48.5 97.0 2.21 

80 77.2 96.5 2.48 

日落黄 

10 9.62 96.2 2.36 

50 49.8 99.6 1.45 

80 78.8 98.5 0.38 

诱惑红 

10 9.58 95.8 1.62 

50 48.3 96.6 1.48 

80 78.8 98.5 0.87 

亮蓝 

10 9.73 97.3 2.15 

50 48.6 97.2 1.96 

80 79.1 98.9 1.49 

赤藓红 

10 9.02 90.2 1.43 

50 46.9 93.8 0.44 

80 73.8 92.3 1.63 

酸性橙Ⅱ 

10 9.64 96.4 1.24 

50 50.2 100.4 0.44 

80 78.8 98.5 1.83 

以空白样品作为本底，精密称取每份5 g左右，分

别加入一定量（三水平）的混合标准溶液（n=6），

按照1.3实验方法进行预处理，在1.4设定的色谱条件

下，做回收率和精密度试验，试验结果见表3。由表3

可知，10种成分的加标回收率在90.2~100.6%之间，相

对标准偏差均小于2.5%，由此可见，该法测量结果可

靠。 

3  结论 

本研究建立了弱阴离子交换-反相混合型固相萃

取小柱对饮料样品进行前处理,用高效液相色谱-二极

管阵列检测器同时测定其中10种合成着色剂的方法。

该法应用SPE法净化样品，前处理简单、方便,有效地

减少了基体成分的干扰；优化的色谱条件出峰较快、

峰形良好，分离度符合要求；多波长检测提高了灵敏

度,适合饮料类产品中合成着色剂的定性、定量分析。 
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