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实验技术与方法

超高效液相色谱法同时测定饮料中的 )^ 种食品添加剂

刘泰然!赵海燕!罗仁才

!北京市疾病预防控制中心"北京 )+++)3#

摘*要!目的*建立超高效液相色谱法"Y8A4#同时测定饮料中安赛蜜&柠檬黄&苯甲酸&新红&苋菜红&糖精钠&靛

蓝&山梨酸&胭脂红&日落黄&诱惑红&阿斯巴甜&酸性红&亮蓝&喹啉黄&赤藓红&专利蓝
/

共 )^ 种食品添加剂的方

法$ 方法*样品经乙腈除去蛋白&用水稀释!采用迪马 (0R/LZ>":M=

7B

4

)G

反相色谱柱")FG

#

Vg$F) VVg)++ VV#分

离!以乙腈2乙酸铵"$+ VV>=%A!X?1FG s,F+#为流动相进行梯度洗脱!在3+ e柱温&+F3 V=%VM0 流速下!采用二极

管阵列检测器多波长分析!外标法定量$ 结果*在 )+ VM0 内可以实现 )^ 种食品添加剂的完全分离'在 +F+$1 s

$1F+ VJ%A范围具有良好的线性关系!回归系数均大于 +F--G! 检出限为 +F+++ ^+ s+F++^ 5 VJ%A'定量限为

+F++$ 5 s+F+53 + VJ%A'标准加入的平均回收率为 G,F5d s)+5FGd!相对标准偏差值为 +F$1d s-F,d$ 结论*

该方法简便&快速&分离效果好&灵敏度高!适用于饮料中 )^ 种添加剂的检测需求$
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**苯甲酸,山梨酸,糖精钠,安赛蜜,阿斯巴甜,柠

檬黄,苋菜红,胭脂红,靛蓝,日落黄,诱惑红,亮蓝,

新红,酸性红和赤藓红,喹啉黄是 .<$^,+!$+))

-食品添加剂使用卫生标准.

())

中允许在食品中限

量使用的添加剂"专利蓝
/

是中国香港"欧盟,俄罗

斯均可以限量使用的食品添加剂*

目前国内外测定食品中苯甲酸,山梨酸,安赛

蜜,糖精钠,阿斯巴甜,合成着色剂的常用方法有气

相色谱法
($)

, 高效液相色谱法
($ a)+)

, 离子色 谱

法
()))

&薄层色谱法
($","G")$)

,离子选择电极法
(,)

,高效

液相色谱2质谱联用法
(-)

,光度法
(^)

,极谱法
(^2G)

,毛

细管电泳法
(^"-)

等* 对于多组分合成色素混合物的

分析"薄层色谱法操作繁琐"且定量准确度较差&色

谱2质谱联用法虽然在分辨率和灵敏度方面有一定

优势"但其仪器昂贵"推广应用受到一定限制&极谱

法受干扰因素影响较多"定性较为困难&光度法需

要结合一些化学计量学方法"数据处理较为复杂&

毛细管电泳法重现性较差&而液相色谱法是目前应

用最为普遍的分析方法*
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我国目前除了喹啉黄,专利蓝
/

以外"其他 )1

种添 加 剂 均 有 相 应 的 国 标 检 测 方 法% .<%

71++-F31!$++3-食品中人工合成着色剂的测定方

法.

(G)

中规定 G 种合成着色剂#柠檬黄,新红,苋菜

红,胭脂红,日落黄,靛蓝,亮蓝,赤藓红$同时测定"

.<%71++-F$-!$++3-食品中苯甲酸,山梨酸的测

定.

($)

中规定苯甲酸与山梨酸的同时测定* 但对于

这几种以外的其他添加剂"国标中无同时测定的方

法"这就会造成了对同一样品中不同组分的检测需

重复处理及进样分析"检测效率低&若使用普通液

相色谱对以上 )^ 种添加剂进行同时分析"分析时间

显著增加"效率较低*

超高效液相色谱#Y8A4$大幅度提高了分析速

度和灵敏度,改善分离度"该技术目前已在食品安

全,环境分析,药物开发等领域得到应用* 为了对

食品中常用的添加剂进行更为全面的监测"对食品

进行更有效的监督"本实验建立了 Y8A4同时检测

饮料中 )^ 种食品添加剂的方法"为食品质量监督提

供技术支持*

)*材料与方法

)F)*仪器与试剂

超高效液相色谱仪配 8D&检测器#&4qYb7Q"

美国 9L;/":公司$&迪马色谱柱 #(0R/LZ>":M=

7B

")FG

#

Vg$F) VVg)++ VV$&冰醋酸,乙酸铵 #均为

?8A4级"迪马公司$&BM==M2q超纯水纯化系统#美国

BM==MX>"/公司$&乙腈#TM:I/"精装"色谱纯$&+F$

#

V

滤膜 #美国 9L;/":公司$&<C 3$3 分析天平 #德国

CL";>"MH:公司 $&?C )+$,+D超声波振荡器 #日本

9&'!b!.b$& Bbo'@2$$ 高 速 离 心 机 # 德 国

?/;;MKI$*

)F$*标准品

标准储备溶液%苯甲酸,糖精钠,山梨酸 #)F++

VJ%V=$,柠檬黄,苋菜红,胭脂红,日落黄,亮蓝

#+F1++ VJ%V=$购自中国计量科学研究院* 阿斯巴

甜#4&C%$$$G-25^2+" CHX/=K>"纯度 --F+ $&安赛蜜

#4&C% 111G-2,$23" CHX/=K>" 纯度 --F- $& 酸 性 红

#4&C%31,^2,-2-"T=HnL"纯度
!

-GF+ $&新红 #4&C%

$$+,1G2̂,25"德国"纯度 -$F+$&靛蓝 #4&C%G,+2$$2

+"德国"纯度 -^F$d$&喹啉黄 #4&C%G++52-$2+"德

国"纯度 -^F1d$&赤藓红 #4&C%),5$32,G2+"美国"

&4'@C $& 诱 惑 红 # 4&C% $1-1,2)^2," Cb.B&2

&AD'b4?"b0K纯度 G+d$&专利蓝#4&C%313,25-2+"

T=HnL"纯度
!

--$*

)F$F)*标准溶液的制备

准确称取适量固体标准品#按纯度折算$于 1+

V=容量瓶中"用水定容至刻度*

)F$F$*混合标准溶液的配制

吸取配制好的标准储备液及购买的成品标准

储备液#苯甲酸,糖精钠,山梨酸,柠檬黄,日落黄,

胭脂红,亮蓝,苋菜红$"用水定容配成标准混合使

用液%$1F+ VJ%A"使用时用超纯水逐级稀释成质量

浓度分别为 +F+$1,+F+1+,+F$1,+F1+,)F+,$F1,1F+,

)+F+,$1F+ VJ%A的混合标准溶液"经 +F$

#

V滤膜

过滤后"仪器进行测定#备用$*

)F3*样品前处理

%

碳酸饮料%称取经超声除气后的样品 1F++ s

)+F++ J#精确至 +F++) J$于 1+ V=比色管中"加适

量水"超声 )+ VM0"加水定容至刻度"经高速离心机

#)+ +++ "%VM0$离心 )+ VM0"经 +F$

#

V滤膜过滤*

&

乳饮料%称取 1 J左右样品#精确至 +F++) J$"于

1+ V=比色管中"加 ) V=乙腈沉淀蛋白后定容至刻

度"混匀后经高速离心机 #)+ +++ "%VM0$ 离心 )+

VM0"经 +F$

#

V的滤膜过滤*

'

固体饮料%称取一定

量的样品"按样品标注的稀释倍数稀释"移取 1F+ s

1+ V=容量瓶中"加水定容"经高速离心机 #)+ +++

"%VM0$离心 )+ VM0"经 +F$

#

V滤膜过滤"超高效液

相色谱分析*

(

果蔬汁饮料%称取试样 1F++ s

)+F++ J#精确至 +F++) J$于 1+ V=比色管中"加适

量水超声 )+ VM0 后以纯水定容至刻度&经高速离心

机#)+ +++ "%VM0 $ 离心 )+ VM0"经 +F$

#

V滤膜

过滤*

)F5*超高效液相色谱检测条件

色谱柱%迪马色谱柱 (0R/LZ>":M=

7B

#)FG

#

Vg

$F) VVg)++ VV$* 柱温为3+ e"进样量 $

#

="流

速 +F3 V=%VM0* 流动相 $+ VV>=%A乙酸铵#&$和乙

腈#<$进行梯度洗脱&检测波长%)$ 种色素,山梨酸

$15 0V&苯甲酸,安赛蜜,糖精钠 $3+ 0V&阿斯巴甜

$)1 0V*

表 )*梯度洗脱表

7LU=/)*8">J"LV>#J"LRM/0;/=H;M>0

时间#VM0$ 乙腈#d$ 乙酸铵水溶液#d$

+ $ -G

3 )3 G^

1 $G ^$

1F1 31 ,1

^F1 31 ,1

G $ -G

)+ $ -G

$*结果与讨论

$F)*前处理条件的优化

碳酸饮料由于样品基质比较简单"故选择超声

脱去二氧化碳后用去离子水稀释后直接进样* 由
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于乳饮料中除本身含有蛋白,脂肪外还会添加增稠

剂#包括羧甲基纤维素钠,卡拉胶,果胶等$"由于增

稠剂大多不溶于有机溶剂"且乙腈也有沉淀蛋白的

作用"故选择用乙腈作为沉淀剂时沉淀效果最好*

$F$*仪器的选择

由于 Y8A4具有高分离度,高速度,高灵敏度的

特点"可以大幅度提高检测效率并降低检测成本*

传统液相色谱检测一份样品的运行时间最长为 5+

VM0 左右"且对于用量少,响应低的新型甜味剂如阿

斯巴甜等直接检测灵敏度不够"样品需要富集和净

化"而超高效液相色谱高灵敏度的特点则很好的解

决了这些问题*

$F3*色谱条件的优化与选择

$F3F)*流动相的选择

$F3F)F) 缓冲溶液浓度的确定

乙酸铵由于水溶性好且不易在色谱柱上残留"

所以在食品添加剂检测中常被用作缓冲溶液"而且

乙酸铵2乙腈的流动相体系对于超高效液相色谱也

是比较安全的选择* 在本实验的色谱条件下分别

选择 )+,$+,5+ VV>=%A乙酸铵溶液进行实验"发现

$+ VV>=%A的乙酸铵溶液即可满足分析需求"通过

调节流动相中乙腈的比例"不但缩短了分析时间还

可以使各目标化合物实现基线分离*

$F3F)F$*流动相的 X?

流动相的 X?值对被分析物的保留时间和峰形

有一定影响* 加入冰醋酸调 X?值时"发现苯甲酸,

山梨酸受 X?值影响较大"随着 X?值的降低"这二

种组分的峰形更尖锐"保留时间相应延长* 由于大

部分组分在 5 VM0 后出峰"而苯甲酸,山梨酸适合在

5 VM0 前出峰"故 X?值不能过低"且由于梯度洗脱

中乙腈的初始比例较低"先出峰组分的峰宽相对后

出峰的宽"峰与峰之间 #柠檬黄,新红,靛蓝,糖精

钠$不能达到完全分离"故又使得 X?值不能过高*

实验比较了 X?值分别为 1F1,1FG,,F+ 和 ,F1 时对

分离度和峰形的影响"发现在 X?1FG s,F+ 时"各组

分的分离和峰形最为理想* 在最佳色谱条件下"对

标准样品和实际样品进样分析"结果见图 ) 和图 $*

$F3F$*检测波长的选择

在 )^ 种食品添加剂的国家标准检测方法中"推

荐使用的测定波长 #即被测物质的最灵敏吸收波

长$分别为安赛蜜 $)5 0V

(3)

,糖精钠 $3+ 0V

(,)

,阿

斯巴甜 $+G 0V

(5)

,苯甲酸 $3+ 0V

($)

,山梨酸 $3+

0V

($)

,柠檬黄 $15 0V

(G)

及 5$G 0V

(1)

,苋菜红 $15

0V

(G)

及 1$) 0V

(1)

,胭脂红 $15 0V

(G)

及 1+- 0V

(1)

,日

落黄 $15 0V

(G")+)

及 5G3 0V

(1)

,亮蓝 $15 0V

(G")+)

及

,$1 0V

(1)

,新红 $15 0V

(G)

,酸性红 $15 0V

()+)

,诱惑

安赛蜜 $F5)1 VM0&柠檬黄 $F1-+VM0&苯甲酸 $FG+G VM0&新红

$FG^- VM0&苋菜红 3F)+, VM0&糖精钠 3F$)^ VM0&靛蓝 3F35+

VM0&山梨酸 3F155 VM0&胭脂红 5F5,+ VM0 日落黄 5F,,+ VM0&

诱惑红 1F+G+ VM0&阿斯巴甜 1F)1) VM0&酸性红 ,F+31 VM0&亮

蓝 ,F$5, VM0&喹啉黄 ,F5G$,,F13G VM0&赤藓红 ^F+$, VM0&专

利蓝
/

^FGG- VM0

图 )*标准色谱图2$15 0V

TMJH"/)*4I">VL;>J"LV>#C;L0RL"R:2$15 0V

安赛蜜 $F351 VM0&柠檬黄 $F1G1 VM0&

苯甲酸 $F̂G, VM0&苋菜红 3F+-5 VM0

图 $*样品色谱图2$150V

TMJH"/$*4I">VL;>J"LV>#K/";LM0 :LVX=/2$15 0V

红 $15 0V

()+)

及 1+^ 0V

(1)

,靛蓝 $15 0V

(G)

及 ,+G

0V

(1)

,赤藓红 $15 0V

(G)

及 1$- 0V

(1)

* 通过光电二

极管阵列检测器在 )-+ s1++ 0V之间对各组分的标

准溶液进行全扫描"根据 )^ 种组分主要吸收波长的

分布特点"本方法经反复实验"综合考虑灵敏度,基

体吸收,杂质干扰等因素"选择 $3+ 0V测定安赛蜜,

苯甲酸与糖精钠&对于响应低的阿斯巴甜单独选择

$)1 0V作为检测波长&其余被测物质在 $15 0V下

定性定量分析&)^ 种食品添加剂分离效果好,基线

稳定,灵敏度高,稳定性好,符合分析方法的基本

要求*

$F3F3*共存物干扰实验

在本方法条件下"$)1,$3+,$15 0V吸收波长

下"饮料中可能存在的其他食品添加剂如柠檬酸,

苹果酸,酒石酸和抗坏血酸不干扰测定* 甜蜜素在

$3+ 0V波长下灵敏度很低"对待测物质也不构成

干扰*

$F5*关于喹啉黄

喹啉黄分子式为 $2#$2喹啉基$2$"32二氢2)"32

茚二酮"难溶于水* 目前作为添加剂的为喹啉黄磺
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表 $*)^ 种添加剂的线性范围,回归方程,相关系数及检出限

7LU=/$*AM0/L""L0J/:""/;/0;M>0 ;MV/:"K>/##MKM/0;:"KL=MU"L;M>0KH"Z/:" =MVM;:>#R/;/K;M>0#A@D:$"

=MVM;:>#rHL0;M#MKL;M>0# A@q:$ >#)^ #>>R LRRM;MZ/:

组份名称 线性范围
保留时间

9%VM0

回归方程 相关系数
检出限 A@D:

#

%# VJ%A$

定量限 A@q:

#

%# VJ%A$

安赛蜜 +F+$1 s$1F+ $F5)1 )5) +++#a33 )++ +F--- ) +F++) - +F++, 3

柠檬黄 +F+$1 s$1F+ $F1-+ )3- +++#a$G ,++ +F--- $ +F++) +F++, 3

苯甲酸 +F+$1 s$1F+ $FG+G )1) +++#a3$ 3++ +F--- 5 +F++) - +F++, 3

新红 +F+$1 s$1F+ $FG^- -, 5++#a)- 5++ +F--- ) +F++3 ) +F+)+

苋菜红 +F+$1 s$1F+ 3F)+, )33 +++#a$- $++ +F--- ) +F++$ + +F++, ^

糖精钠 +F+$1 s$1F+ 3F$)^ ))1 +++#a$5 -++ +F--- ) +F++) , +F++1 3

靛蓝 +F+$1 s$1F+ 3F35+ )3+ +++#a$- -++ +F--- $ +F++) - +F++, 3

山梨酸 +F+$1 s$1F+ 3F155 31+ +++#a1) 3++ +F--- , +F+++ ^ +F++$ 5

胭脂红 +F+$1 s$1F+ 5F5,+ )$, +++#a$^ 3++ +F--- ) +F++) - +F++, 3

日落黄 +F+$1 s$1F+ 5F,,+ )+, +++#a$$ -++ +F--- $ +F++$ 5 +F++G

诱惑红 +F+$1 s$1F+ 1F+G+ -$ -++#a$) G++ +F--- ) +F++$ - +F++- ^

阿斯巴甜 +F+$1 s$1F+ 1F)1) 5, +++#â +-+ +F--- G +F++3 G +F+)3

酸性红 +F+$1 s$1F+ ,F+31 1$ $++#a)3 +++ +F--- ) +F++1 3 +F+)G

亮蓝 +F+$1 s$1F+ ,F$5, ,+ 5++#a)) )++ +F--- 1 +F++1 5 +F+)G

喹啉黄 ) +F+$1 s$1F+ ,F5G$ 3$ ,++#a1 $,+ +F--- 1 +F+)3 + +F+53

喹啉黄 $ +F+$1 s$1F+ ,F13G , ) G++#a)) ,++ +F--- 3 +F+)3 + +F+53

赤藓红 +F+$1 s$1F+ ^F+$, 3$ $++#a)5 3++ +F--G 3 +F++^ 5 +F+$1

专利蓝
/

+F+$1 s$1F+ ^FGG- 33 )++#aG 5)+ +F--G G +F+)3 + +F+53

酸钠盐* 由于 ) 分子喹啉黄可以结合 ) s$ 分子磺

酸盐"因此喹啉黄在本色谱条件下其色谱峰有 $ 个"

可能为不同磺酸盐的混合物* ?8A42BC 表明 $ 个

色谱峰对应的质谱图相似"故图谱以 $ 个组分的和

做为喹啉黄定量指标"结果表明亦有较好的线性

关系
(-)

*

$F1*方法的线性范围与检出限

$F1F)*方法检出限

将 )^ 种组分的混合标准溶液 #)F$F$ 备用溶

液$"按本方法进行分析"以峰面积 Q对标样的质量

浓度 O进行线性回归"得到各化合物的线性回归方

程&以 3 倍信噪比计算方法检出限"相关系数均 t

+F--G"结果见表 )*

$F1F$*方法的定量限

在上述试样处理方法和 )F5 色谱条件下"以 )+

倍基线噪音确定方法的定量限"结果见表 $*

$F,*方法的回收率与精密度

取经检测含少量食品添加剂的样品"分别在饮

料中添加低,高 $ 个不同浓度的混合标准溶液

#)F$F$ 备用溶液$"每份样品进行 , 次测定"同时做

$ 个空白平行"扣除空白后"考察方法的回收率和精

密度"结果见表 3*

$F̂*关于标准图谱与样品图谱

标准与样品图谱#图 ),$$均是在 $15 0V提取

的"由图可见%在本文分离条件下 )^ 种添加剂可以

实现完全分离"但考虑到各种被测物质的灵敏度,

杂质干扰等因素"选择 $)1 0V作为阿斯巴甜的检测

波长&$3+ 0V测定安赛蜜,苯甲酸与糖精钠&其余被

测物质在 $15 0V下定性定量分析*

表 3*加标回收率和重复性实验结果 #" f,$

7LU=/3*'/:H=;:>#"/K>Z/"W"L0J/""/=L;MZ/

:;L0RL"R R/ZML;M>0 ;/:;#" f,$

被测物名称
加标量

#VJ%A$

回收率

#d$

相对偏差

安赛蜜
)F+ )+$F) s)+3F- +F-+

$+F+ -,F) s)+)F, +F11

柠檬黄
)F+ -3F3 s-5F- +F-$

$+F+ -^F3 s)++FG +F$1

苯甲酸
)F+ -1F3 s--F$ +F3)

$+F+ -$F+ s-,F+ +F-,

新红
)F+ G,F5 s)+3FG -F,+

$+F+ -GF) s)+5FG +F,G

苋菜红
)F+ -)F- s-5F+ )F$+

$+F+ -GF̂ s--F- +FG^

糖精钠
)F+ -,F- s--F, )F1+

$+F+ )+)F$ s)+$F̂ +F̂^

靛蓝
)F+ -3F1 s-^F$ $F++

$+F+ )+)F1 s)+3F5 +F-3

山梨酸
)F+ -+F̂ s-$F- )F$+

$+F+ -)FG s)+3F$ +F,3

胭脂红 )F+ -3F$ s-1FG )F5+

$+F+ -GF5 s--FG +F̂3

日落黄
)F+ -3F, s-,F) )F3+

$+F+ --F5 s)++F3 +F13

诱惑红
)F+ -$F3 s-5F3 )F)+

$+F+ -5F) s-1F, +FG$

阿斯巴甜
)F+ -$F3 s-1F) )F1+

$+F+ -5F+ s-^F3 )F)+

酸性红
)F+ -+F- s-3F1 )F5+

$+F+ -^F) s--F- )F5+

亮蓝
)F+ -$F1 s--F, +FG+

$+F+ -3F5 s-^F, )F1+

喹啉黄 )

)F+ G,F1 sG^F) +F3,

$+F+ )+)F̂ s)+5F, +F1-

喹啉黄 $

)F+ G-F3 s-+F1 +F̂+

$+F+ )+)F̂ s)+5F, )F$+

赤藓红
)F+ -GF3 s)+3F1 $FG+

$+F+ -3F1 s-^F) 1F++

专利蓝
/

)F+ -)F3 s-^F) )F3+

$+F+ -)F$ s-1F3 1F,
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$FG*实际样品分析

利用本方法对市场采集的碳酸饮料,果汁饮料

和乳饮料共 G 份进行测定"根据各化合物峰的保留

时间和吸收光谱进行定性"外标峰面积法定量&在

样品中计算喹啉黄 ),$ 两个组分的加和为喹啉黄最

终定量结果"结果见表 5* 其中除了专利蓝
/

外"其

余 ), 种组分均是 .<$^,+!$+))-食品添加剂卫生

标准.

())

中允许在饮料中限量使用的添加剂"未发

现超范围,超限量使用的情况*

表 5*饮料样品检验结果#J%nJ$

7LU=/5*T>>R LRRM;MZM;M/:K>0;/0;:M0 R"M0n:

R/;/"VM0/R UWY8A4

名称 安赛蜜 柠檬黄 苯甲酸 苋菜红 山梨酸 胭脂红 日落黄

) !D !D !D !D +F+$5 !D !D

$ !D !D +F+$3 !D !D !D !D

3 +F+5) +F+)) +F+$5 !D !D !D !D

5 !D !D +F+)- !D !D !D !D

1 !D !D +F+)5 !D +F+)1 !D !D

, +F+)$ !D !D !D !D !D !D

^ !D +F+)) +F+$3 !D !D !D !D

G +F+$$ !D +F+$) !D !D !D !D

注%!D为未检出*

3*小结

本实验建立的 Y8A4同时测定饮料中 )^ 种添

加剂的方法有以下特点%首先是分析速度快"分离

)^ 种食品添加剂仅需 )+ VM0* 其次采用了梯度洗

脱程序"使得 )^ 种添加剂都实现了良好的基线分

离* 此外"使用 Y8A4作为分离手段"大大提高了检

测灵敏度* 最后"Y8A4法缩短分析时间,节省溶

剂"本法分析一次样品所消耗的溶剂量 E3F+ V=*

结果表明%使用 Y8A4同时检测饮料中 )^ 种食品添

加剂的方法"快速,简便,准确,灵敏"检出限低"线

性范围宽"使定性,定量结果更加准确可靠* 各项

参数均符合食品卫生理化检验要求"有利于卫生部

门对市售饮料进行快速检测*
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公告栏

关于发布-食品添加剂氨水.#.<$-$+)!$+)$$等

$- 项食品安全国家标准的公告

$+)$ 年*第 $3 号

**根据(中华人民共和国食品安全法)和(食品安全国家标准管理办法)规定!经食品安全国家标准审评委

员会审查通过!现发布(食品添加剂氨水)".<$-$+)*$+)$#等 $- 项食品安全国家标准$

特此公告$

卫生部***

二一二年十二月二十五日


