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饮料和糖果中 5 种非法添加色素的检测
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摘   要：采用聚酰胺吸附法提取样品溶液的色素，用乙醇 - 氨水 - 水混合溶液解吸，用高效液相色谱 - 二极管阵列

检测器测定。采用 ODS 柱分离，以甲醇和硫酸铵溶液为流动相进行洗脱，在 520nm 波长处检测。亮黑、荧光素

钠、红色 2G、荧光桃红和孟加拉玫瑰红的质量浓度在 1.0～10 .0mg/L 范围内与其色谱峰面积的线性关系良好

(r=0.999)，在 1、2、5mg/kg 添加水平时的平均回收率在 82.95%～95.43% 范围内，RSD 值在 1.99%～5.95% 范围

内。方法检出限为 1.0mg/kg。该方法准确度高，分离效能好，结果稳定可靠，适合于饮料和糖果中亮黑、荧光

素钠、红色 2 G 、荧光桃红和孟加拉玫瑰红的测定。
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Abstract ：A quantitative determination method for Brilliant Black PN, Fluorescein Sodium, Red 2G, Phloxine B and Rose Bengal

in drink and candy was established using high performance liquid chromatography (HPLC). For sample preparation, extraction

by polyamide adsorption and desorption with ethanol-ammonia solution-water (7:2:1, V/V) were carried out.  An ODS C18 column

(250 mm × 4.6 mm, 5μm) was used for chromatographic separation, which was eluted with methanol-0.02 mol/L ammonium

acetate aqueous solution as mobile phase at 35 ℃. The linear range of the developed method was 1.0－10.0 mg/L with relative

standard deviation of 1.99%－5.95% and the detection limit was 1.0 mg/kg. The average recovery rates were 82.95%－95.43%.

This method is simple, accurate, and suitable for the determination of these illegally-added colorants in drink and candy.

Key words：HPLC；brilliant black PN；fluorescein sodium；red 2G；phloxine B；rose bengal

中图分类号：O657.72                                   文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2011)04-0189-04

收稿日期：2010-04-06

基金项目：中国检验检疫科学院基本科研业务费专项(2009JK011)

作者简介：邵仕萍(1980 —)，女，工程师，本科，研究方向为食品添加剂、食品污染物检测。E-mail：shaoshiping@sohu.com

合成色素具有色泽鲜艳、着色力强、色调多、成

本低的特点，故应用广泛。合成色素是以苯、甲苯和

萘等化工产品为原料，经过一系列有机反应而制成，合

成得色素因混有中间产物而具有一定毒性或致癌性。因

此，各国对人工合成色素在食品中允许使用的品种、范

围和添加量作了严格的规定，GB/T 2760 — 2007《食品

添加剂使用卫生标准》明确规定在我国允许添加的食

用色素的范围和用量。在欧盟、日本、南非、澳大

利亚、新西兰、加拿大等国和地区允许在食品中使用

亮黑、荧光素钠、红色 2 G、荧光桃红和孟加拉玫瑰

红等添加剂。荧光素钠在美国还作为 tephri t id 果蝇的

杀虫剂使用[1- 8]，因而在番石榴和咖啡等农产品中有残

留的风险。在我国不允许使用上述 5 种色素，因此研

究这些色素的检测方法对于保障进口食品安全具有重要

的现实意义。

目前，国内外已有分别测定食品和土壤中荧光素

钠、红色 2G 和亮黑的文献报道[9 -15 ]，食品中亮黑、荧

光素钠、红色 2G、荧光桃红和孟加拉玫瑰红同时检测

未见报道。本实验研究上述 5 种色素的同时检测，用聚

酰胺吸附法提取饮料和糖果中的色素，用反相高效液相

色谱检测，旨在为其在食品中的检测提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器　

柠檬茶饮料、果酒和硬糖    市购。

荧光桃红 ( 纯度 9 5 % ) 、孟加拉玫瑰红 ( 纯度



     2011, Vol. 32, No. 04 食品科学 ※分析检测190

95%)、红色 2G (纯度 95%)、亮黑(纯度 95%)、荧光

素钠(纯度 95%)    美国 Sigma 公司；聚酰胺(80～120

目)；层析柱    自制。

标准溶液：准确称取各标准品(100 ± 0.1)mg，置

于 100mL 容量瓶中，用少量甲醇 - 水(体积比 1:1)溶液溶

解，并用甲醇定容至刻度，混匀，该溶液质量浓度为

1mg/mL；标准工作溶液：根据需要移取适量标准储备

液，用甲醇稀释配制成 1.0、3.0、5.0、7.0、10.0mg/L 系

列工作溶液。

2695e 高效液相色谱系统(带2998二极管阵列检测器

和 Empower 色谱信息管理系统)    美国 Waters 公司；

TurboVap LV 恒温氮吹装置    美国 Zymark 公司；MS3

振荡机    德国 IKA 公司。

1.2 样品处理

1.2.1 饮料和酒类

取样 10.0～20.0g，加热驱除二氧化碳和乙醇，冷却。

用柠檬酸溶液调样品液 pH 值到 6，水浴加热至 60℃。

1.2.2 硬糖、淀粉软糖

称取 5.00～10.00g 粉碎试样，放入 100mL 烧杯中，

加水 30mL，温热溶解。用柠檬酸溶液调样品液 pH6，

水浴加热至 60℃。

1.2.3 净化步骤

将 20g 聚酰胺粉加入到适量 pH4、60℃左右的水

中，注入层析柱中，使聚酰胺分布均匀密实。将上述

样品溶液注入到层析柱中，用 60℃、pH4 的水 20mL 分

别淋洗 3 次，用乙醇 - 氨水 - 水(7:2:1)溶液解吸，直至洗

脱液无色。收集解吸液，在水浴上蒸发至近干，用甲

醇 - 水(1:1)溶液溶解，定容至 5mL，经 0.45μm 滤膜过

滤，取 1 0μL 注入高效液相色谱仪分析。

1.3 液相色谱条件

色谱柱：Ultimate C18 柱(250mm × 4.6mm，5μm)；

流动相：A 为甲醇，B 为 0.02mol/L 乙酸铵溶液，流速：

1.0mL/min，梯度洗脱程序见表 1；柱温：35℃；检测波

长：520nm；进样量：1 0μL。

1.4 测定方法

配制标准工作溶液，标准工作溶液和样液中待测物

响应值均应在仪器检测线性范围内。再将标准工作溶液

和样液等体积参插进样测定。以待测物色谱峰的峰面积

为纵坐标，与其对应的质量浓度为横坐标作图，绘制

标准工作曲线。同时以二极管阵列检测器记录待测物的

光谱图，并与标准品对照进行定性分析。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的选择

2.1.1 检测波长的选择

亮黑、荧光素钠、红色 2 G 、荧光桃红和孟加拉

玫瑰红色谱峰的最大吸收波长分别为 572、491、510、

547、557nm。兼顾检测的适用性和检测灵敏度要求，

选择 520nm 为检测波长。

2.1.2 流动相的选择

固定检测波长，分别考察甲醇 - 水、乙腈 - 水、甲

醇 - 乙酸铵溶液、乙腈 - 乙酸铵溶液等流动相系统对于

待测物的色谱峰形的影响。

结果表明，采用甲醇 - 水、乙腈 - 水为流动相时，

待测物几乎不出峰。以乙酸铵为离子对试剂，采用甲

醇 -0.02mol/L 乙酸铵溶液作为流动相，待测物的色谱峰

形最好，而且随着甲醇比例的增加，流动相的极性逐

渐减小，洗脱能力逐渐增强，兼顾到合适的保留时间

和良好的色谱峰形，以及试样中还有众多脂溶性成分需

要洗脱，最终选择甲醇初始比例为 35%，进行梯度洗

脱，不仅把荧光桃红和孟加拉玫瑰红色分离开，而且

检测时间也可以接受。

2.1.3 柱温的选择

在检测波长和流动相固定以后，对不同的柱温

(15～40℃)进行考察。结果表明，当柱温 35℃时，待

测物的保留时间和色谱峰形最为理想。

2.1.4 色谱柱的选择

在检测波长、流动相及柱温固定的情况下，分别

考察 Kromasil C18、Sulpeco C18、Ultimate 等不同固相

色谱柱条件下待测物的色谱峰形。结果表明，采用

Ultimate C18 作为色谱柱，色谱峰形最为尖锐。

2.2 工作曲线及方法的检出限

根据本方法所确定的实验条件，取 1.0、2.0、2.5、

5.0、7.5、10.0mg/L 系列标准溶液注入色谱仪中，混合

标准品色谱图见图 1。待测物质量浓度在 1.0～10.0mg/L

范围内，质量浓度与其对应的峰面积值呈良好线性关

时间 /min 
                                      流动相体积配比 /%

甲醇 0.02mol/L 乙酸铵溶液

0 35 75

10 70 30

15 78 32

20 90 10

23 98 2

28 35 75

表 1 梯度洗脱程序

Table 1   HPLC gradient elution program
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2.3 加标回收率实验

在上述优化条件下，以未检出本底的饮料、糖

果做基质，测定了 1、2、5 m g / k g 添加水平时各色

素的回收率，每个添加水平重复 6 次测定，结果见

表 3 、4 。

待测物名称 线性方程 相关系数 r

亮黑 Y=1.09 × 104X ＋ 7.01 × 102 0.9984

荧光素钠 Y=2.38 × 103X － 1.45 × 103 0.9966

红色 2G Y=1.52 × 104X ＋ 6.00 × 102 0.9995

荧光桃红 Y=7.11 × 103X － 3.20 × 102 0.9991

孟加拉玫瑰红 Y=9.56 × 103X － 3.71 × 103 0.9952

表 2 5 种色素的线性方程和相关系数

Table 2   Linear equations and correlation coefficients for the

determination of 5 kinds of colorants

色素名称 添加水平 /(mg/kg) 测定值 /(mg/kg) 平均回收率 /% RSD/%

1.0 0.87 87.31 2.86

亮黑 2.0 1.81 90.53 3.90

5.0 4.53 90.54 3.06

1.0 0.87 87.12 5.35

荧光素钠 2.0 1.80 89.94 3.18

5.0 4.57 91.41 5.13

1.0 0.87 86.51 4.61

红色 2G 2.0 1.82 91.02 4.07

5.0 4.77 95.43 5.12

1.0 0.83 82.95 4.04

荧光桃红 2.0 1.75 87.57 4.44

5.0 4.53 90.64 5.20

1.0 0.86 85.82 5.38

孟加拉玫瑰红 2.0 1.77 88.44 3.82

5.0 4.53 90.62 4.26

表 3 饮料中 5 种色素的加标回收率实验结果 (n=6)

Table 3   Recovery rates for 5 kinds of colorants in drink spiked at three

levels

系，见表 2。当样品中的待测物超过此线性范围时，可

适当加大样品的稀释倍数。

色素名称 添加水平 /(mg/kg) 测定值 /(mg/kg) 平均回收率 /% RSD/%

1.0 0.87 86.96 5.01

亮黑 2.0 1.85 92.61 1.99

5.0 4.64 92.86 2.31

1.0 0.86 85.95 4.11

荧光素钠 2.0 1.74 87.00 2.18

5.0 4.71 94.27 4.46

1.0 0.90 89.78 3.48

红色 2G 2.0 1.86 92.93 4.31

5.0 4.74 94.72 4.69

1.0 0.87 86.83 2.78

荧光桃红 2.0 1.87 93.47 5.95

5.0 4.67 93.48 2.48

1.0 0.87 87.23 4.33

孟加拉玫瑰红 2.0 1.85 92.37 4.70

5.0 4.66 93.16 5.69

表 4 糖果中 5 种色素的加标回收率结果 (n=6)

Table 4   Recovery rates for 5 kinds of colorants in candy spiked at

three levels

表 3 、4 表明，亮黑、荧光素钠、红色 2 G 、荧

光桃红和孟加拉玫瑰红的加标平均回收率在 82.95%～

95.43% 范围内，RSD 在 1.99%～5.95% 范围内，回收率

和精密度满足实验需要。

3 结  论

本研究建立了饮料和糖果中亮黑、荧光素钠、红

色 2G、荧光桃红和孟加拉玫瑰红的液相色谱检测方法，

该方法简便、快速、结果稳定可靠，检测限、回收

率和精密度均符合残留分析要求，可应用于实际样品的

检 测 。
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按 R SN=3 计算，方法的检出限为 1.0mg/kg。

1 .亮蓝；2 .荧光素钠；3 .红色 2 G；4 .荧光桃红；5 .孟加拉玫瑰红。

图 1 混合标准品的色谱图

Fig.1   HPLC chromatogram of mixed standards
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