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超声辅助提取-液相色谱-串联质谱法同时测定 

马卡龙中人工合成色素与天然色素 

胡文彦, 刘新梅*, 刘其南, 应  月 

(南京市食品药品监督检验院, 南京  211100) 

摘  要: 目的  建立超声辅助提取-液相色谱-串联质谱法同时测定马卡龙中的 8 种人工合成色素与天然色素。

方法  样品在 60%的乙醇水溶液中, 使用超声辅助方式提取色素, 提取液过滤后直接采用液相色谱-串联质谱

法进行检测, 基质外标法进行定量。结果  在较宽的线性范围内, 线性关系良好(r2>0.99); 在 3 个添加水平下, 

回收率在 80.3%~103.7%之间, 且相对标准偏差均小于 15%; 8 种色素的检出限为 0.27~0.84 mg/kg, 定量限为

0.9~2.6 mg/kg。结论  该方法快速、简便, 灵敏度较高, 适用于马卡龙中人工合成色素与天然色素的测定。 
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Simultaneous determination of synthetic and natural pigments in macaron 
with ultrasound-assisted extraction-liquid chromatography-electrospray 

ionization tandem mass spectrometry 

HU Wen-Yan, LIU Xin-Mei*, LIU Qi-Nan, YING Yue 

(Nanjing Institute of Food and Drug Control, Nanjing 211100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 8 synthetic and natural pigments 

in macaron by ultrasound-assisted extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The 

sample was extracted by ultrasonic assisted method in 60% ethanol aqueous solution. After filtration, the extract was 

detected by liquid chromatography-tandem mass spectrometry and quantified by matrix external standard method. 

Results  In a wide linear range, the linear relationship was good (r2>0.99); at the 3 levels of addition, the recoveries 

were between 80.3% and 103.7%, and the relative standard deviations were less than 15%. The limits of detection of 

8 pigments were 0.27-0.84 mg/kg, and the limits of quantification were 0.9-2.6 mg/kg. Conclusion  The method is 

rapid, simple and sensitive, which is suitable for the determination of synthetic pigments and natural pigments in 

macarons. 
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1  引  言 

马卡龙(macaron), 又称作玛卡龙、法式小圆饼, 是一

种用蛋白、杏仁粉、白砂糖和糖霜制作, 并夹有水果酱或

奶油的法式甜点[1]。近年来以其艳丽的色彩、清新细腻的

口感和新颖玲珑的造型, 受到人们的青睐。但目前市场上, 

特别是网络销售平台的马卡龙产品乌龙混杂、质量参差不

齐, 产品中是否存在违规使用着色剂的情况, 受到监管部

门和消费者的强烈关注。 

从目前市场上销售的产品看, 马卡龙产品添加的着

色剂主要为天然色素, 如胭脂树橙、胭脂虫红等, 也有个

别产品明示添加了柠檬黄、苋菜红、胭脂红、日落黄、亮

蓝、喹啉黄等人工合成色素。马卡龙作为一种糕点, 按照我

国食品添加剂限量使用标准 GB 2760-2014 的规定[2], 这些

人工着色剂都不允许使用, 这就在一定程度上存在风险隐

患。 

食品中人工合成着色剂检测方法研究的文献较多
[311], 方法也较为成熟, 所选用的技术手段多为聚酰胺吸

附净化后采用色谱仪器检测, 但存在耗时长、回收率低等

缺点。截至目前, 同时检测食品中天然色素多种人工与天

然色素的方法研究较少。近年来, 液相色谱-串联质谱技术

(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS)在检测食品中色素方面的优势逐渐显现[5,8,10], 

采用多反应监测技术(multiple reaction monitoring, MRM), 

可大大提高检测的灵敏度和特异性, 因此采用比传统方法

更为简便的前处理技术, 是同时快速检测多种色素的理想

方法。 

为了解马卡龙产品中着色剂的使用情况, 开发并建

立了马卡龙产品中常见人工色素和天然色素的同时快速检

测方法, 并对市场上的随机采样进行检测, 以期对日常监

管提供数据支撑。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

Agilent 1290 UPLC-6495QQQ 型超高效液相色谱-串

联质谱仪(配有电喷雾离子源, 美国 Agilent 公司); XS205

型电子天平(瑞士 Metler-Toledo 公司); 微孔滤膜(0.22 μm, 

上海安谱实验科技股份有限公司); Poroshell 120 EC-C18 色

谱柱(3.0 mm×100 mm, 2.7 μm, 美国安捷伦公司); 涡旋混

合器(美国 Labnet 公司); KQ3200V 超声提取仪(40 kHz, 昆

山超声仪器有限公司); ZORBAX SB-Aq(3.0 mm×100 mm, 

3.5 μm)、Poroshell 120 EC-C18(3.0 mm×100 mm, 2.7 μm)、

ZORBAX Eclipse XDB-C18(2.1 mm×50 mm, 1.8 μm)(美国

安捷伦公司)。 

甲醇、乙醇(HPLC 级, 美国 ROE 公司); 乙酸铵(纯度     

≥98.0%, 上海安谱实验科技股份有限公司); 柠檬黄、苋菜

红、胭脂红、日落黄、亮蓝、喹啉黄(德国 Dr.Ehrenstorfer

公 司 ); 胭 脂 树 橙 ( 降 红 木 素 ) 、 胭 脂 虫 红 酸 ( 瑞 士

CaroteNature 公司 ); 实验室用水为经 Mili-Q 净化系统 

(0.22 μm 过滤膜)过滤的超纯水。 

实验样品: 马卡龙产品 42 批次, 其中 7 批次购买于超

市、蛋糕房、餐饮消费等场所, 35 批购买于京东、淘宝等

网店, 涉及生产企业 26 家。 

2.2  仪器工作条件 

2.2.1  色谱条件 

液相色谱柱为 Poroshell 120 EC-C18(3.0 mm×100 mm, 

2.7 μm), 柱温 35 ℃, 进样量 1 μL, 流动相 A 为甲醇, 流动

相 B 为 10 mmol/L 乙酸铵水溶液, 流速 0.3 mL/min, 流动

相梯度洗脱程序为: 0~1 min, 80%B; 1~3.2 min, 80%~65%B; 

3.2~3.7 min, 65%B~50%B; 3.7~9.0 min, 50%B~10%B; 
9.0~10.0 min, 10%B; 10.1~12.0 min, 80%B。单针总运行时

间 12 min。 

2.2.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正离子扫描; 检

测方式: 多反应监测; 毛细管电压:  3500 V; 干燥气温度: 

200 ℃; 干燥气流速: 16 L/min; 雾化气压力: 172.4 kPa(25 

psi); 鞘气温度: 350 ℃; 鞘气流速: 11 L/min; 碎裂电压: 

380 V; 高压离子漏斗电压:150 V; 低压离子漏斗电压:60 V, 

其他优化后的质谱条件见表 1。 

 
表 1  8 种色素的优化质谱参数 

Table 1  Optimized parameters of MS/MS for 8 pigments 

分析物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量/eV 离子源

柠檬黄 468.9 450.9*, 200.2 28,28 ESI+

苋菜红 538.9 223.1, 348.0* 28,28 ESI+

胭脂红 538.9 223.0*, 158.0 36,36 ESI+

日落黄 408.9 236.1*, 173.0 36,24 ESI+

亮蓝 749.0 171.0*, 306.3 32,28 ESI+

喹啉黄 431.6a/352.0b 287.9*, 368.0/ 
287.9*, 244.2 

47,33/35,45 ESI-

降红木素 381.1 143.2*, 91.2 32,70 ESI+

胭脂虫红 493.0 354.8*, 373 30,15 ESI+

注: *定量离子;  a 喹啉黄二钠盐; b 喹啉黄钠盐。 
 

2.3  标准溶液配制 

分别准确称取 8 种化合物标准品适量, 置于 100 mL

容量瓶中 , 用甲醇分别溶解并定容至刻度 , 配制成    

100 mg/L 的标准储备溶液, 4 ℃下避光保存备用。临用前, 

分别移取适量标准储备溶液, 用空白样品提取液稀释制成

适当浓度的基质混合标准工作溶液。空白样品提取液是取
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不含待测目标物的马卡龙样品, 按照本方法规定的步骤进

行提取后获得的。 

2.4  样品前处理 

准确称取约 2 g 粉碎后的样品于 50 mL 离心管中, 加

入 20 mL 乙醇-水溶液(60:40, V:V), 震摇混匀后于超声提取

仪中提取 5 min, 取出静置 2 min 后, 上清液过 0.22 μm 聚

醚砜滤膜, 滤液待上机测试。 

3  结果与分析 

3.1  仪器条件的优化 

已有的研究表明[3,8], 着色剂类物质在反相 C18 填充材

料的色谱柱上分离较好, 但本次研究的对象种类较多、性质

各异, 马卡龙样品本身基质较为复杂, 这就对分析分离的效

果提出了更高的要求。在本次研究中, 我们依次选择了安捷

伦 ZORBAX SB-Aq(3.0 mm×100 mm, 3.5 μm)、安捷伦

Poroshell 120 EC-C18(3.0 mm×100 mm, 2.7 μm)和安捷伦

ZORBAX Eclipse XDB-C18(2.1 mm×50 mm, 1.8 μm)3 种不同

型号和规格的反相色谱柱, 先采取线性梯度洗脱, 再分段进

行优化。结果发现在 Poroshell 这根柱子上各目标物保留行为

最好, 峰形对称, 8 种化合物基本实现了基线分离, 见图 1。 

研究发现, 除喹啉黄外, 其余 7 种色素均在正离子模

式下的响应值更高。在水相中加入 10 mmol 乙酸铵后, 绝

大多数化合物在含盐体系中的响应值要略高于纯溶剂体

系。同时, 在做 MRM 测试中我们选择离子丰度最高的子

离子作为定量离子, 选择丰度次高的子离子作为定性离子, 

尽量不选择低质核比的离子, 以免流动相中的低分子量杂

质对检测造成影响。其余质谱采集参数均通过自动调谐予 

以优化, 最终选择的质谱采集离子信息见表 1。 

3.2  提取条件的优化 

3.2.1  提取方式的选择 

色素提取净化的技术手段目前多采用聚酰胺吸附法。

因色素多含有羟基、羧基等极性基团, 易与聚酰胺材料产

生氢键缔合等作用, 进而选择性的去除非极性的杂质。但

聚酰胺吸附法同时存在耗时长、操作复杂, 成本高等缺点, 

在进行大批量样品检测时, 工作效率不高。如果后端检测

改为抗干扰能力更强、选择性更高的串联液相色谱质谱仪, 

可以在达到相同检测灵敏度的前提下, 降低样品前处理的

要求, 进而大幅提高工作效率。考虑到马卡龙产品的特性, 

我们选择超声辅助提取的方式将着色剂提取到试剂中, 因

为超声提取的方式可以使样品基质尽量分散, 提取效率较

高。根据提取效率对超声的时间进行了优化, 依次选择超

声 1、2、5、10 和 20 min 对加标样品进行提取, 发现所有

目标物在超声时间到达 5 min 后回收率基本达到恒定, 不

再随时间增加, 因此我们选择超声 5 min 作为提取的方式。 

3.2.2  提取溶剂的选择 

本次所选择的研究对象, 无论是人工合成色素还是

天然色素, 都是亲水性的。对于这些物质来说, 水是较好

的媒介, 但由于马卡龙和糕点的基质类似, 产品中淀粉很

多, 用纯水超声提取后, 淀粉颗粒大量悬浮在溶液中, 造

成后续处理的麻烦。因此我们考虑在水中加入适量醇, 使

淀粉类物质沉降下来的同时也能提高提取效率。我们首先

对加入醇的种类进行了考量, 发现甲醇和乙醇效果相差不

大, 考虑到乙醇毒性较低, 所以优选乙醇作为提取溶剂, 

进一步对乙醇和水的比例进行了优化, 结果见图 2。由图 

 

 
图 1  8 种色素基质加标提取离子色谱图(5 mg/kg) 

Fig.1  MRM chromatogram of 8 pigments spiked at 5 mg/kg 
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图 2  不同比例乙醇提取回收率考察(n=6) 

Fig.2  Investigation on recovery of ethanol extraction in different proportions (n=6) 
 

可见, 在纯水溶液中, 所有色素的提取效率都不高, 结果

平行性也较差。这可能是由于悬浮的淀粉颗粒影响了目标

物在水中的溶解性, 同时增大了提取过程的不确定性。随

着醇比例的增加, 提取效率也不断提高, 在乙醇的含量达

到 60%时, 绝大多数的化合物回收率达到最大值, 由此可

见, 60%的乙醇水溶液应是提取这 8 种化合物的最优溶剂。 

3.2.3  不同材质滤膜吸附的影响 

着色类物质多含有共轭双键结构, 基于这个化学特

性, 易与大分子聚合物产生物理或化学的吸附作用, 这在

我们以往的研究中已有报道 [12]。我们对聚四氟乙烯

(polytetrafluoroethylene, PTFE)、聚醚砜(polyether sulfone, 

PES)、尼龙这 3 种常见微孔滤膜材料进行了吸附率的考察, 

具体方法为把选定材料过滤前后的标准品溶液分别上机测

试, 比较过滤前后的峰面积变化, 进而考察过滤过程中的

损失。结果发现 3 种滤膜材料对 8 种色素的吸附性能各异, 

尼龙材质对所有色素都有吸附, 吸附率可达 30%~80%, 尤

其是对具有磺酸基团的喹啉黄、苋菜红等色素吸附效果明

显, 易造成目标物的大量损失; 聚四氟乙烯材料对降红木

素的吸附率很高, 可达 50%; 而聚醚砜材质的滤膜仅对降

红木素和亮蓝有少量吸附, 且吸附率均小于 5%, 因此我们

最终选择聚醚砜滤膜过滤后上机测试。 

3.3  基质效应评价 

考虑到本方法前处理比较简单, 检测中应充分考虑

基质效应对结果准确度的影响。基质效应通过对每个待测

物的基质增强或抑制效应进行评价。具体计算公式为 

ME(%)=[SLM/SLS1]×100%, 

其中 SLM 为目标化合物在空白加标样品基质溶液中的校正

曲线斜率, SLS 为目标化合物在溶剂中的校正曲线斜率。一

般认为 ME 绝对值大于 50%为强基质效应, 需要对方法进

行进一步优化; 20%~50%为弱基质效应; 小于 20%则认为

没有基质效应[13]。取不含待测目标物的马卡龙样品, 按照

本方法规定的步骤进行提取, 获得空白基质溶液, 在基质

空白溶液中分别添加不同梯度水平的标准溶液, 通过定容

等方式得到系列浓度的基质校正溶液, 与系列标准工作溶

液一起上机测试, 分别绘制校正曲线。结果显示, 待测目

标物的 ME 分别为: 柠檬黄(38.3)、苋菜红(21.2)、胭脂

红(9.1)、日落黄(12.7)、亮蓝(5.1)、喹啉黄(1.9)、降红木

素(20.8)、胭脂虫红(7.6)。柠檬黄、苋菜红、降红木素属

于弱基质效应; 其余目标物可认为无基质效应, 所选择的

提取方案可以满足实际检测要求。 

3.4  方法学考察 

通过计算各目标物在空白基质中信噪比(S/N)为 3 时对

应的浓度来获得检出限(limit of detection, LOD), 而定量限

(limit of quantity, LOQ)则为 10 倍信噪比对应的浓度。回收

率实验是通过在空白样品中分别添加 1 倍、2 倍和 10 倍定

量限浓度水平的待测目标物, 按照方法设定的条件, 平行测

定 6 次, 计算回收率和相对标准偏差, 结果详见表 2。从结

果可以看出, 8 种色素的 LOD 在 0.27~0.84 mg/kg 之间, LOQ

在 0.9~2.6 mg/kg 之间, 回收率在 80.3%~103.7%之间, 且

RSD 均小于 15%, 在较宽的线性范围内, 线性关系良好, 相

关系数均大于 0.99, 完全符合国家标准对色素检测要求。 
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表 2  方法验证结果(n=6) 
Table 2  Validation results of the developed method (n=6) 

化合物 
检出限

/(mg/kg) 
定量限

/(mg/kg) 
线性关系 线性范围/ (ng/mL) 添加量/(mg/kg) 

回收率及相对标准偏差
/% 

柠檬黄 0.32 1.0 
Y=6.15X+41.69 

(r2=0.9991) 
50~5000 

1.0 82.4±12.1 

2.0 87.4±9.1 

10.0 88.3±6.6 

苋菜红 0.36 1.0 
Y=6.16X+51.57 

(r2=0.9978) 
50~5000 

1.0 80.6±11.1 

2.0 83.7±8.7 

10.0 80.6±5.3 

胭脂红 0.27 0.9 
Y=5.87X+65.55 

(r2=0.9972) 
50~5000 

1.0 80.3±9.5 

2.0 85.4±6.9 

10.0 83.8±8.8 

日落黄 0.37 1.1 
Y=9.24X+1.55 

(r2=0.9968) 
50~5000 

1.0 91.7±13.5 

2.0 88.4±10.4 

10.0 89.6±7.5 

亮蓝 0.31 1.0 
Y=13.58X+169.61 

(r2=0.9991) 
50~5000 

1.0 85.6±9.7 

2.0 83.2±7.2 

10.0 88.7±6.5 

喹啉黄 0.53 1.6 
Y=17.07X+39.745 

(r2=0.9945) 
100~10000 

2.0 98.3±12.5 

10.0 103.7±11.3 

20.0 102.5±8.8 

降红木素 0.84 2.6 
Y=8.67X-100.71 

(r2=0.9979) 
100~10000 

3.0 94.2±7.6 

15.0 99.9±2.5 

30.0 100.2±6.5 

胭脂虫红 0.71 2.0 
Y=28.76X+114.46 

(r2=0.9906) 
100~10000 

2.0 81.4±11.1 

4.0 87.6±10.5 

20.0 88.1±5.7 

 
 

3.5  定性与定量 

使用电喷雾离子源做分析时, 要消除基质效应, 除了

采用合适的前处理方法外, 使用内标物或基质外标法校

正[14]是目前液相色谱-质谱分析的主流手段。对于本次分

析来说, 要想获取待测目标物的同位素内标难度很大, 即

使能够获取, 检测成本也会大幅提升。我们最终采用了基

质空白加标的方法进行目标物的分析, 并取得了满意的效

果。目标物喹啉黄为喹啉黄一钠盐和二钠盐的混合物, 且可

能相互转化, 定量时分别对所有异构体加和后进行计算[15]。 

3.6  实际样品检测 

42 批马卡龙产品有 39 批检出上述 8 种色素, 其中检

出人工合成色素的批次数为 15 批次, 检出率为 35.7%。我

国国家标准[1]规定喹啉黄作为着色剂仅可使用于配制酒, 

在焙烤食品等其他食品中均为不得使用, 本次测试发现   

1 批马卡龙产品检出喹啉黄(含量 0.013 g/kg), 存在超范围

使用着色剂的问题。2 批样品检出胭脂树橙 (检出值 :  

0.0013 g/kg、0.0037 g/kg), 柠檬黄检出 13 批、苋菜红检出

5 批、胭脂红检出 9 批、日落黄检出 7 批、亮蓝检出 9 批, 

含量范围在 0.001~0.116 g/kg。另外还有部分产品存在标签

标注不规范的问题, 特别对于食品添加剂的标注信息含糊

不清, 仅简单在配料中标注天然色粉、食用色素, 未具体

明示使用的着色剂情况。 

4  结  论 

针对公众普遍关注的马卡龙中可能违规添加的着色

剂成分, 我们建立了一种基于超声辅助提取和串联液相色

谱质谱法分析的、马卡龙产品中多种人工合成色素与天然

色素的同时快速检测方法, 考察了多种不同材质滤膜对着

色剂的吸附影响, 并对方法的基质效应进行了评价。经验
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证, 该方法具有快速、准确、稳定等优点。利用该方法对

市场上随机采集的 42 批马卡龙进行了测试, 多个产品检

出着色物质, 且部分产品存在违规添加和标签标识不明确

等问题, 为监管部门更好地开展马卡龙产品的监管提供了

技术和数据支撑。 
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