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聚酰胺吸附法和超声提取法在合成着色剂
分析中的应用对比
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摘要: 分别采用聚酰胺吸附法和超声提取法对饮料中合成着色剂进行提取ꎬ高效液相色谱分析. 对比研究上述 ２ 种

样品前处理方法在饮料中合成着色剂分析中的应用. 研究结果表明ꎬ２ 种前处理方法的检测结果无显著差异ꎬ但在

分析时间、操作复杂性、分析成本及杂质峰的影响等方面有显著差别.
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　 　 人工合成着色剂具有着色力强、色泽鲜艳、不易

褪色、稳定性好、易溶解和成本低等特点ꎬ被广泛应

用于食品的生产、加工过程中[１－２] . 然而合成着色剂

多以苯、甲苯和萘等化工产品为原料ꎬ 经过磺化、硝
化、卤化、偶氮化等一系列有机反应制成ꎬ使得食用

色素化学结构多为偶氮化合物类ꎬ它们在体内代谢

产生 β－萘胺和 α－氨基－１－萘酚等致癌物ꎬ过多食用

存在一定的危害性[３－４] . 此外ꎬ研究发现儿童过多摄

入着色剂可能会引起异常行为[５－６]ꎬ如日落黄、喹啉

黄、偶氮玉红、诱惑红、柠檬黄、胭脂红等 ６ 种色素被

认为可能与儿童多动症有关[７] . 鉴于合成着色剂的

有害性ꎬ国家制定了相关规定对各类食用色素的最

大用量、使用范围作出说明. 因此对食品中合成着

色剂的准确测定具有重要意义.
目前报道的有关食品着色剂检测方法主要有薄

层色谱法[３ꎬ８]、高效液相色谱法[５ꎬ９]、紫外分光光度

法[１０]和毛细管电泳法[１１]等. 其中ꎬ高效液相色谱法

是被广泛应用的测定方法ꎬ常用的前处理方法有固
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相萃取小柱吸附法、聚酰胺吸附法和超声提取法等.
聚酰胺吸附法是目前国家标准方法 ＧＢ ５００９. ３５ －
２０１６ «食品安全国家标准 食品中合成着色剂的测

定»推荐的着色剂前处理方法. 超声提取法是 ＳＮ / Ｔ
４４５７－２０１６ «出口饮料、冰淇淋等食品中 １１ 种合成

着色剂的检测 液相色谱法»所推荐的着色剂前处理

方法. 这 ２ 种前处理方法在饮料合成着色剂的液相

色谱分析中被广泛应用ꎬ也各有其优缺点. 本文对

ＧＢ ５００９.３５－２０１６ 和 ＳＮ / Ｔ ４４５７－２０１６ 的样品前处

理方法进行对比研究ꎬ分析其优缺点ꎬ为日常检测工

作方法的选择上提供一定的试验依据.

１　 试验部分

１.１　 仪器与试剂

Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 液相色谱ꎬ超纯水制备系统(青

岛富勒姆科技有限公司)ꎬＫＱ５２００ＤＥ 型数控超声

波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司)ꎬ梅特勒

ＦＥ２０ 型 ｐＨ 计ꎬ恒温水浴锅(金怡 ＳＨＡ－Ｃ)ꎬＳｉｇｍａ
高速离心机 ( ３ － １６ＫＬ)ꎬ旋转蒸发仪 (上海亚荣

ＲＥ－２０００) .
柠檬黄、胭脂红、日落黄(坛墨质检标准物质中

心)ꎬ聚酰胺(台州市路桥四甲生化塑料厂)ꎬ乙酸铵

(分析纯ꎬ江苏强盛功能化学股份有限公司)ꎬ甲酸

(ＬＣ－ＭＳ 级ꎬ上海安谱实验科技股份有限公司)ꎬ氨
水、柠檬酸(分析纯ꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎬ
无水乙醇、乙酸(分析纯ꎬ天津市富宇精细化工有限

公司)ꎬ甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ德国默克).
１.２　 试剂配制

乙酸铵溶液(０.０２ ｍｏｌ / Ｌ):称取 １.５４ ｇ 乙酸铵ꎬ
加水定容至 １ ０００ ｍＬꎬ经 ０.４５ μｍ 微孔滤膜过滤后

备用. 氨水溶液: 量取氨水 ２ ｍＬꎬ 加水定容至

１００ ｍＬꎬ混匀备用. ３０％氨水溶液:量取氨水 ３０ ｍＬꎬ
加水定容至 １００ ｍＬꎬ混匀备用. 甲醇－甲酸溶液:量
取甲醇 ６０ ｍＬ、甲酸 ４０ ｍＬꎬ混匀备用. 柠檬酸溶液:
称取柠檬酸 ２０ ｇꎬ加水定容至 １００ ｍＬꎬ混匀备用. 无

水乙醇－氨水－水溶液:量取无水乙醇 ７０ ｍＬ、上述配

制好的氨水溶液 ２０ ｍＬ、水 １０ ｍＬꎬ 混匀备用. ｐＨ ６
的水:水加柠檬酸溶液调 ｐＨ 值到 ６. ｐＨ ４ 的水:水
加柠檬酸溶液调 ｐＨ 值到 ４.
１.３　 色谱条件

色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ ( ５ μｍꎬ２５０ ｍｍ × ４. ６
ｍｍ)ꎬ流动相:甲醇 / ０.０２ ｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵溶液ꎬ梯度洗

脱ꎬ洗脱设置如表 １ 所列. 检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ流速

为 １.０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量为 ２０ μＬ.

表 １　 ＨＰＬＣ 梯度洗脱条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＰＬＣ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ

时间 / ｍｉｎ 甲醇 / ％ ０.０２ ｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵 / ％

０.００ ５ ９５

３.００ ５ ９５

１２.００ ５０ ５０

１８.００ ５ ９５

２０.００ ５ ９５

１.４　 标准曲线绘制

准确移取质量浓度为 １ ０００ μｇ / ｍＬ 的柠檬黄、
胭脂红、日落黄标准溶液适量ꎬ加水稀释配制质量浓

度分别为 ０.０２、０.０５、０.１、０.５、１.０、２.０、４.０、６.０、８.０、
１０.０、２０.０、３０.０、４０.０、５０.０ μｇ / ｍＬ 的系列标准溶液.
经 ０.４５ μｍ 微孔滤膜过滤ꎬ在上述色谱条件下进样

测定ꎬ根据保留时间和峰面积绘制标准曲线.
１.５　 样品前处理

１. ５.１　 聚酰胺吸附法

按照 ＧＢ ５００９.３５－２０１６ «食品安全国家标准 食

品中合成着色剂的测定»的测定方法处理美年达橙

味饮料ꎬ进行液相色谱分析.
聚酰胺吸附法:称取饮料实际样品 ５ ｇ 于 １５ ｍＬ

样品管中ꎬ超声驱除二氧化碳. 样品溶液加柠檬酸

溶液调 ｐＨ 值至 ６ꎬ加热至 ６０ ℃ꎬ将 １ ｇ 聚酰胺粉加

少许水调成粥状ꎬ在 ６０ ℃条件下倒入样品溶液中ꎬ
搅拌片刻ꎬ倾入玻璃层析柱 ( ３０ ｃｍ × １. ５ ｃｍ)ꎬ用
６０ ℃ ｐＨ为 ４ 的水洗涤 ５ 次ꎬ然后用甲醇－甲酸混合

溶液洗涤 ５ 次ꎬ再用水洗至中性ꎬ用乙醇－氨水－水混

合溶液解吸 ５ 次ꎬ直至色素完全解吸ꎬ收集解吸液ꎬ加
乙酸中和ꎬ蒸发至近干ꎬ加水溶解ꎬ定容至５ ｍＬ.经
０.４５ μｍ微孔滤膜过滤ꎬ进高效液相色谱分析.
１.５.２　 超声提取法

按照 ＳＮ / Ｔ ４４５７－２０１６ «出口饮料、冰淇淋等食

品中 １１ 种合成着色剂的检测 液相色谱法»的测定

方法处理美年达橙味饮料ꎬ进行液相色谱分析.
超声提取法:称取饮料实际样品 １０ ｇ 于 ５０ ｍＬ

样品管中ꎬ用 ３０％氨水溶液调节 ｐＨ 值至 ６ꎬ加 ５％乙

腈水溶液定容至 ５０ ｍＬꎬ摇匀ꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ取
２０ ｍＬ 混合溶液置入高速离心管中ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０.４５ μｍ 微孔滤膜ꎬ进高效

５２１
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液相色谱分析.

２　 结果与讨论

２.１　 标准曲线与检出限

在上述色谱条件下ꎬ对配制的不同浓度标准系

列溶液进行分析ꎬ以各分析物浓度为横坐标ꎬ以其相

应的色谱峰面积为纵坐标绘制标准曲线ꎬ进行线性

回归分析ꎬ各组分的线性范围、线性方程、相关系数

和检出限如表 ２ 所列. 试验结果表明ꎬ柠檬黄、胭脂

红和日落黄 ３ 种着色剂在 ０.１ ~ ５０.０ μｇ / ｍＬ 浓度范

围内具有良好的线性关系ꎬ各组分相关系数均在

０.９９９ ９以上ꎬ根据仪器的 ３ 倍信噪比所对应的浓度

值确定最低检出限为 ０.０５ μｇ / ｍＬꎬ该方法具有低的

检出限.

表 ２　 各组分的保留时间、线性范围、回归方程、相关系数及检出限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅꎬ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｏｌｏｒａｎｔｓ

分析项目
保留时间

/ ｍｉｎ
线性范围

/ (μｇ / ｍＬ)
回归方程

/ (μｇ / ｍＬ)
相关系数

Ｒ２

检出限

/ (μｇ / ｍＬ)

柠檬黄 ９.４３４ ０.１~５０.０ ｙ＝ １６２.６４＋６０ ２０１.６４ｘ ０.９９９ ９３ ０.０５

胭脂红 １２.０３４ ０.１~５０.０ ｙ＝ ８９０.８７＋５５ ６０６.０９ｘ ０.９９９ ９２ ０.０５

日落黄 １３.１７５ ０.１~５０.０ ｙ＝ １３１.１１＋４７ ７８４.００ｘ ０.９９９ ９５ ０.０５

２.２　 两种样品前处理方法对着色剂含量分析比较

按照 ＧＢ ５００９.３５－２０１６ 和 ＳＮ / Ｔ ４４５７－２０１６ 的

２ 种样品前处理方法ꎬ对实际样品(美年达橙味饮

料ꎬ市售)进行前处理ꎬ高效液相色谱分析ꎬ结果如

图 １ 所示. 从图 １ 中可以看出ꎬ样品通过上述 ２ 种不

同方法进行前处理后分析ꎬ都检测到了柠檬黄、胭脂

红和日落黄ꎬ 具体数据如表 ３ 所列. 由表 ３ 可见ꎬ２
种前处理方法的试验结果无显著差异ꎬ且均具有较

好的重现性.
　 　 聚酰胺吸附法利用聚酰胺在弱酸性条件下与色

素吸附而在碱性条件与色素解吸的原理对色素进行

富集. 样品在加入聚酰胺之前ꎬ用柠檬酸调节 ｐＨ 值

至 ６ꎬ样品溶液加热后ꎬ加入聚酰胺搅拌吸附色素ꎬ
并经过多次水洗、酸洗除去杂质后ꎬ进而水洗至中

性ꎬ用氨碱性乙醇解吸色素ꎬ整个过程尤其是水洗至

中性过程耗时长. 此外ꎬ经过多次水洗、酸洗过程杂

质干扰少ꎬ体现在色谱图中基线干净(图 １ｃ). 相比

较ꎬ超声提取法调节 ｐＨ 值至 ６ 后ꎬ只需加入 ５％乙

腈水溶液定容ꎬ超声、离心后直接进样分析ꎬ整个过

程相比聚酰胺吸附法明显的缩短了分析时间ꎬ但是

从色谱图(图 １ｂ)可以看出杂质峰干扰较多.
２.３　 两种前处理方法回收率

在美年达橙味饮料样品中ꎬ分别加入 ０.５、５、２０
ｍｇ / ｋｇ 的柠檬黄、胭脂红、日落黄的混合标准溶液ꎬ
分别按照以上 ２ 种前处理方法进行样品前处理ꎬ液

图 １　 柠檬黄、胭脂红、日落黄液相色谱图

(ａ)标准样品(１０ μｇ / ｍＬ)ꎬ(ｂ)超声提取法ꎬ(ｃ)聚酰胺吸附法

(１)柠檬黄ꎬ(２)胭脂红ꎬ(３)日落黄

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｕｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｃｉｔｒｉｎｅꎬ ｃａｒｍｉｎｅ
ａｎｄ ｓｕｎｓｅｔ ｙｅｌｌｏｗ

(ａ) ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ (１０ μｇ / ｍＬ)ꎬ
(ｂ) ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ(ｃ) ｐｏｌｙａｍｉｄｅ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
(１) Ｃｉｔｒｉｎｅꎬ(２) Ｃａｒｍｉｎｅꎬ (３) Ｓｕｎｓｅｔ ｙｅｌｌｏｗ

相色谱测定ꎬ计算回收率ꎬ结果如表 ４ 所列. 聚酰胺

吸附法测定的被测样品加标回收率在 ８３. ８％ ~
１０５.５％之间ꎬ超声提取法测定的被测样品加标回收

率在 ９０.２％~１０７.２％之间ꎬ试验结果表明 ２ 种前处

理方法的回收率结果令人满意.
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表 ３　 饮料中着色剂测定结果的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｏｌｏｒａｎｔｓ ｉｎ ｂｅｖｅｒａｇｅｓ

分析项目
聚酰胺吸附法

平均值 / (ｍｇ / ｋｇ) ＲＳＤ / ％(ｎ＝ ３)

超声提取法

平均值 / (ｍｇ / ｋｇ) ＲＳＤ / ％(ｎ＝ ３)

柠檬黄 １０.０３ ０.４０ １０.３０ ０.４０

胭脂红 ２.２６ １.２５ ２.２１ ０.５６

日落黄 １２.３３ ０.８２ １３.０４ ０.０１

表 ４　 两种前处理方法的各组分回收率(ｎ＝３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｗｏ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

组分

标准添加

质量分数

/ (ｍｇ / ｋｇ)

聚酰胺吸附法

本底质量

分数

/ (ｍｇ / ｋｇ)

测定质量

分数

/ (ｍｇ / ｋｇ)

平均回

收率

/ ％

超声提取法

本底质量

分数

/ (ｍｇ / ｋｇ)

测定质量

分数

/ (ｍｇ / ｋｇ)

平均回

收率

/ ％

柠檬黄 ０.５ １０.０３ １０.５０ ９３.７ １０.３０ １０.７７ １０７.２

５ １４.４１ ８７.５ １５.２２ ９８.３

２０ ２８.９７ ９４.２ ３０.００ ９８.５

胭脂红 ０.５ ２.２６ ２.７９ １０５.５ ２.２１ ２.６９ ９６.０

５ ６.９７ ９４.０ ６.９５ ９４.７

２０ ２１.６８ ９７.１ ２２.０２ ９９.０

日落黄 ０.５ １２.３３ １２.８１ ９５.７ １３.０４ １３.４９ ９０.２

５ １６.５２ ８３.８ １７.６８ ９２.８

２０ ３０.０４ ８８.５ ３２.６２ ９７.９

３　 结论

分别采用聚酰胺吸附法和超声提取法对饮料中

的着色剂进行提取ꎬ结合高效液相色谱分析ꎬ测定美

年达饮料中柠檬黄、胭脂红、日落黄的含量. 试验结

果表明ꎬ２ 种样品前处理方法对美年达橙味饮料中

着色剂的测定结果无显著差异ꎬ且均具有较好的重

现性和回收率. 通过聚酰胺吸附法处理的样品ꎬ杂
质干扰峰少ꎬ色谱峰基质干净ꎬ但是操作较为复杂ꎬ
适用于小批量样品的定量检测. 超声提取法操作简

单、成本低廉ꎬ大大缩短了分析时间ꎬ适用于大批量

样品的定量检测ꎬ但也存在其他杂质峰的干扰. 因

此ꎬ对于饮料中着色剂检测可根据需求选择合适的

样品前处理方法.
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