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全自动固相萃取-液相色谱法同时测定饮料中的 
11 种合成着色剂 

李  彪 1, 张岩岩 2, 徐宏岩 1* 
[1. 阜阳市产品质量监督检验所, 阜阳  236000;  

2. 国家再生有色金属橡塑材料质量监督检验中心(安徽), 阜阳  236000] 

摘  要: 目的  建立全自动固相萃取-液相色谱法同时测定饮料中 11 种合成作色剂含量的方法。方法  取 2 g

饮料试样, 用氨水乙醇溶液提取, 借助全自动固相萃取仪依次进行活化、上样、淋洗、洗脱、收集操作, 氮吹

复溶后采用液相色谱仪[二极管阵列多波长多通道同时检测, 检测波长 415 nm(柠檬黄、喹啉黄), 520 nm(新

红、苋菜红、胭脂红、日落黄、诱惑红、酸性红和赤藓红), 610 nm(靛蓝、亮蓝); 流动相: A 为 20 mmol/L 乙

酸铵溶液, B 为甲醇, 流速 1 mL/min 梯度洗脱]上机测定。结果  在 0.2~10.0 μg/mL 质量浓度范围内, 11 种合

成着色剂的浓度与峰面积呈现良好线性关系, 线性相关系数均大于 0.99, 检出限符合 GB 5009.35—2023《食

品安全国家标准 食品中合成作色剂的测定》要求。标准加入法回收试验中, 回收率处于 91.3%~106.0%, 测定

值的相对标准偏差(n=6)均小于 5.0%。将该方法应用于长三角食品类检测机构饮料中的胭脂红、日落黄能力验

证, 胭脂红含量为 5.86 mg/kg, 日落黄含量为 4.31 mg/kg, 其余合成着色剂均未检出。结论  该方法前处理富

集效果好、自动化程度高、操作简单、稳定性好、时间短、效率高、灵敏性好, 准确度高、重现性好, 适用于

大批量饮料中合成着色剂的测定分析。 
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Simultaneous determination of 11 kinds of synthetic colorants in beverages 
by automated solid-phase extraction-liquid chromatography 

LI Biao1, ZHANG Yan-Yan2, XU Hong-Yan1* 
[1. Fuyang Institute of Product Quality Supervision & Inspection, Fuyang 236000, China; 2. National Recycled Nonferrous 

Metals Rubber & Plastic Materials Quality Supervision and Inspection Center (Anhui), Fuyang 236000, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 11 kinds of synthetic 
colorants in beverages by automated solid-phase extraction-liquid chromatography. Methods  The 2 g of the 
beverage sample was taken, it was extracted with an ammonia ethanol solution, and operations such as activation, 
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sample loading, washing, eluting and collection were performed in turn with the help of a fully automatic solid-phase 
extraction instrument. After nitrogen blowing and redissolution, the liquid chromatography instrument was used for 
on-line determination [diode multi-wavelength multi-channel simultaneous detection, detection wavelengths 415 nm 
(citrus yellow and quinoline yellow), 520 nm (new red, amaranth red, carmine, sunset yellow, temptation red, acidic 
red, and red algae), 610 nm (indigo and bright blue); mobile phase: A 20 mmol/L ammonium acetate solution, B 
methanol, flow rate 1 mL/min, gradient elution]. Results  In the range of 0.2–10.0 μg/mL, the mass concentration of 
11 kinds of synthetic colorants showed good linear relationship with peak area, and the linear correlation coefficients 
were all greater than 0.99, the limit of detection met the requirements of GB 500935—2023 National food safety 
standard-Determination of synthetic colorants in food. In the standard addition method recovery test, the recovery 
rates were between 91.3% and 106.0%, and the relative standard deviation of the determination value (n=6) was less 
than 5.0%. This method was applied to the ability verification of sunset yellow and carmine in beverages in food 
testing institutions in the Yangtze River Delta. The content of carmine was 5.86 mg/kg, and the content of sunset 
yellow was 4.31 mg/kg. The other synthetic colorants were not detected. Conclusion  This method achieve good 
enrichment effect, high automation degree, simple operation, good stability, short time, high efficiency, good 
sensitivity, high accuracy and good reproducibility, and is suitable the determination and analysis of synthetic 
colorants in a large number of beverages. 
KEY WORDS: automatic solid-phase extraction; liquid chromatography; synthetic colorant; beverage 
 
 

0  引  言 

着色剂是使食品赋予色泽和改善食品色泽的物质。在

饮料生产中被广泛使用[1–2], 但合成色素不能向人体提供营

养物质, 某些合成色素会危害人体健康, 具有遗传毒性及联

合毒性[3–6]诱发中毒, 致癌和致突变[7–11]。我国制定了相关食

品添加剂使用标准 GB 2760—2024《食品安全国家标准 食

品添加剂使用标准》, 着色剂在饮料中使用要求见表 1。 
 

表 1  饮料中作色剂使用分类及限量 
Table 1  Classification and limitation of the use of  

colorants in beverages 

着色剂名称 使用范围 最大限量 
/(g/kg) 

赤藓红及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.05 

靛蓝及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.1 

喹啉黄和酸性红 饮料中不得使用 不得使用 

亮蓝及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料、含乳饮料 
0.025 

固体饮料 0.2 
柠檬黄及其铝色淀 包装饮用水除外 0.1 

日落黄及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.1 

苋菜红及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.05 

新红及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.05 

胭脂红及其铝色淀 
果蔬汁(浆)饮料、碳酸饮

料、风味饮料 
0.05 

诱惑红及其铝色淀 包装饮用水除外 0.1 

根据近几年不同地方市场监管发布的食品安全监督

抽检信息公告显示[12–16], 仍有部分饮料生产企业为了好

的产品卖相和更高的售卖价格, 在利益驱使下超范围超

限量使用合成作色剂的案例时有发生。为了加强食品安

全风险隐患排查 , 确保食品安全 , 规范市场合规使用合

成着色剂 , 安徽省食品安全监督抽检实施细则(2024 年

版)检测要求中规定了果蔬汁类及其饮料和其他饮料(包

括风味饮料)中视色泽而定检测合成着色(苋菜红、胭脂

红、柠檬黄、日落黄、亮蓝)监管的要求, 同时细则中规

定 11 种合成作色剂的检测方法为 GB 5009.35—2023《食

品 安 全 国 家 标 准  食 品 中 合 成 着 色 剂 的 测 定 》。 GB 
5009.35—2023 发布时间为 2023 年 9 月 6 日发布, 2024
年 3 月 6 日实施。新标准与 GB 5009.35—2016 标准相比, 
增加了靛蓝、诱惑红、喹啉黄和酸性红 4 种合成着色剂, 
增加和明确了适用基质种类, 修改了样品前处理方法和

仪器条件等, 有文献研究高效液相色谱法同时测定食品

中 9 种合成作色剂的方法[17], 目前已无法满足监管要求

和标准规定。近些年全自动样品前处理仪器的更新可极

大程度上解决部分检测机构人员与任务严重不匹配问题, 
特别是新标准实施后, 准确检测和分离食品中的着色剂

对于保障食品安全和质量具有重要意义。然而, 目前在

着色剂检测过程中仍面临诸多挑战, 尤其是在分离多种

着色剂、提高检测准确度以及实现高效自动化检测方面。

本研究旨在探讨如何更有效地分离 11 种常见着色剂, 并通

过优化检测方法和引入自动化设备全自动固相萃取仪[18], 
提升检测的准确性和效率, 以期为相关领域的研究和应

用提供参考依据。 
全自动固相萃取仪具有高通量、低成本、效率高、自
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动化程度高、连续运行可靠性强、灵活性大、除杂和富集

效果好、人为干扰不稳定因素少等优点[19–20]。本研究聚焦

于着色剂检测的关键问题, 旨在通过系统的试验和分析, 
为食品检测领域提供一种高效、准确且自动化程度高的检

测方法。研究成果有望推动着色剂检测技术的进一步发展, 
为食品安全监管提供有力支持, 基于近半年的样品检测工

作, 现将积累的实践经验进行总结与分享, 供同行参考与

借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、材料与试剂 

U3000 高效液相色谱仪 (配二极管阵列检测器 )(美

国赛默飞世尔科技有限公司); Raykol Fotector Plus 全自

动固相萃取仪、RayCure WAX 混合型弱阴离子交换柱

(150 mg/6 mL)(睿科集团股份有限公司); BSA224S 万分

之 一 电 子 天 平 [ 赛 多 利 斯 科 学 仪 器 ( 北 京 ) 有 限 公 司 ]; 
H1850R 台式高速冷冻离心机(湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司); C18 液相色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(北京

迪科马科技有限公司); DC 系列 12 位水浴氮吹仪(上海安

谱实验科技股份有限公司)。 
实验样品由 2024 年度长三角食品类检测机构能力验

证组织机构提供。 
10 种(柠檬黄、新红、苋菜红、胭脂红、日落黄、诱

惑红、亮蓝、酸性红、喹啉黄、赤藓红)着色剂混合标准储

备溶液(质量浓度 1000 μg/mL)、靛蓝标准品(纯度 90.7%)(天
津阿尔塔科技有限公司); 甲醇(色谱纯, 天津氏安科技发

展有限公司); 乙醇、氨水(优级纯, 国药集团化学试剂有限

公司); 乙酸铵(色谱级, 上海安普实验科技股份有限公司); 
试验室用水为超纯水。 

1.2  仪器工作条件 

1.2.1  全自动固相萃取条件 
为了获得最优的全自动固相萃取条件 [21–22](表 2), 

本研究分别探究了 2%氨化甲醇、5%氨化甲醇和 8%氨化

甲醇洗脱能力对色素加标回收率的影响。此处为最优全

自动固相萃取条件: 采用免疫亲和柱模式 , 柱插杆下插

距离为 4.5 cm, 依次用 6 mL 甲醇、6 mL 超纯水活化固相

萃取小柱, 将净化液以 2 mL/min 的速度加载到固相萃取小

柱上, 依次用 6 mL 的 2%甲酸水和甲醇淋洗小柱, 柱推后

用 8 mL 5%氨化甲醇分两次洗脱小柱, 先用 4 mL 氨化甲醇

以 4 mL/min 的速度快速覆盖柱床, 然后用 4 mL 氨化甲醇

以 0.8 mL/min 的速度洗脱小柱, 收集洗脱液。  
1.2.2  色谱条件 

参考文献[23–24]获得优化的多种色素同时检测的色谱

条件。色谱选择条件为: 色谱柱: C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 
进样量 10 μL; 柱温 30 ℃; 检测器: 二极管阵列检测器检测

波长范围(400~800 nm), 检测波长 415 nm(柠檬黄、喹啉黄), 
520 mn(新红、苋菜红、胭脂红、 日落黄、诱惑红、酸性红

和赤藓红), 610 nm(靛蓝、亮蓝); 流动相: A 为 20 mmol/L 乙

酸铵溶液, B 为甲醇, 梯度设置详见表 3。 
表 2  Fotector Plus 全自动固相萃取仪仪器条件 

Table 2  Instrument conditions of Fototector Plus auto solid 
phase extractor  

命令  溶 剂  排出 流速 
/(mL/min)

体积
/mL 

清洗样品通道 甲醇 有机废液 5 16 

活化 甲醇 有机废液 5 6 

活化 水 无机废液 5 6 

上样 - 有机废液 2 15 

清洗样品瓶 2%甲酸水溶液 无机废液 60 6 

淋洗 甲醇 有机废液 5 6 

气推 - 有机废液 30 20 

清洗注射泵 5%氨水甲醇 有机废液 5 6 

洗脱 5%氨水甲醇 收集 4 4 

暂停 - 收集 - - 

洗脱 5%氨水甲醇 收集 0.8 4 

气推 - 收集 1 3 

气推 - 收集 40 10 

结束 - - - - 

注: -表示无此项。 
 

表 3  流动相梯度条件 
Table 3  Gradient conditions of the mobile phase 

时间/min 流 速 /(mL/min) A/% B/% 

–8.00 1.00 82 18 

0.00 1.00 82 18 

5.00 1.00 70 50 

12.00 1.00 55 45 

19.00 1.00 35 65 

22.00 1.00 25 75 

27.00 1.00 2 98 
 

1.3  试验方法 

准确称取 2 g 样品于 50 mL 塑料离心管中, 加入 25 mL
的乙醇氨水, 涡旋 1 min, 5000 r/min 离心 5 min, 用乙醇氨水

溶液定容至 50 mL, 混匀, 准确吸取 10 mL 上清液于 15 mL
离心管中, 于 50 ℃下氮吹浓缩至 3 mL 左右, 分 3 次共加入

10 mL 5%甲醇水溶液溶解, 经全自动固相萃取仪净化(全自

动固相萃取仪条件见 1.2.1), 净化后于 50 ℃下氮吹至近干, 
准确加入 2 mL pH 为 9.0 乙酸铵缓冲溶液溶解[25], 溶液过针

筒过滤器, 孔径 0.45 μm 的滤膜过滤, 弃去 2~5 滴初滤液, 
取过滤液上液相色谱测试[26]。 



158 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 16 卷 
 
 
 
 
 

 

1.4  数据处理 

采用 Chromeleon 7 软件进行原始数据处理并进行统计

学数据处理分析和制图, Microsoft 2010 系列软件制表, 样

品进行 6 平行试验。 

2  结果与分析 

2.1  不同洗脱液的选择 

按照 GB 5009.35—2023 和文献[27–28]中规定的色谱

条件和试验前处理方法, 分别使用 2%氨化甲醇、5%氨化

甲醇和 8%氨化甲醇对样品进行洗脱效果试验。11 种合成

作色剂在加标量为 10 mg/kg 的水平下, 2%氨化甲醇进行洗脱

平均回收率范围在 70.5%~99.6%, 相对标准偏差 (relative 
standard deviations, RSDs)范围在 3.5%~4.7%; 5%氨化甲醇进

行洗脱平均回收率范围在 95.7%~102.0%, RSDs 范围在

2.5%~3.7%; 8% 氨 化 甲 醇 进 行 洗 脱 平 均 回 收 率 范 围 在

96.4%~106.0%, RSDs 范围在 2.9%~4.3%。具体到各种作色剂

的加标回收率和 RSDs 见表 4。 
 

表 4  不同洗脱液加标回收试验结果 
Table 4  Results of the spiked recovery tests of different eluents 

化合物  加标量
/(mg/kg) 

2%氨化甲醇 5%氨化甲醇 8%氨化甲醇

平均 
回收率/% 

RSDs 
/% 

平均 
回收率/% 

RSDs 
/% 

平均 
回收率/%

RSDs
/%

柠檬黄 10 98.0 4.3 98.6 3.7 101.0 3.9

喹啉黄 10 97.5 3.9 95.8 3.4 102.0 4.1

新红 10 96.2 4.1 102.0 3.5 96.4 3.7

苋菜红 10 99.6 4.2 101.0 3.6 98.5 4.3

胭脂红 10 97.3 4.5 100.0 3.6 101.0 3.7

日落黄 10 92.6 4.6 96.9 3.6 99.6 3.9

诱惑红 10 95.4 4.3 95.7 3.2 103.0 3.8

酸性红 10 80.3 4.1 96.0 3.4 102.0 3.7

赤藓红 10 70.5 4.7 95.8 3.6 98.6 3.7

靛蓝 10 88.6 3.5 102.0 2.5 106.0 2.9

亮蓝 10 80.2 3.9 98.0 3.6 105.0 3.8

 
表 4 表明, 使用 2%氨化甲醇作为洗脱液, 11 种色素中

大部分色素的回收率符合 GB/T 27404—2008《实验室质量

控制规范 食品理化检测》质量控制标准要求(被测组分含量

在 1~100 mg/kg, 回收率范围在 90%~110%), 但酸性红和赤

藓红, 靛蓝和亮蓝的的加标回收率偏低。使用 8%氨化甲醇

作为洗脱液和使用 5%氨化甲醇作为洗脱液, 从加标回收的

效果来看几乎一致, 但根据整体的加标回收率 RSDs 范围和

日常大批量检测和质控结果以及能力验证结果实践证明, 
5%氨化甲醇作为洗脱液效果更优, 因此本研究最终确定使

用 5%氨化甲醇作为洗脱液。 

2.2  色谱行为 

按照仪器工作条件测定标样。1.0 μg/mL 混合标准溶液, 
各合成作色剂在波长 415 nm (柠檬黄、喹啉黄), 520 nm(新
红、苋菜红、胭脂红、日落黄、诱惑红、酸性红和赤藓

红), 610 nm(靛蓝、亮蓝)检测得到色谱峰如图 1~3: 在

415 nm 波长通道下, 柠檬黄及 4 种喹啉黄同分异构体都

能分离完全且色谱峰型对称; 在 520 nm 波长通道下, 新红、

苋菜红、胭脂红、日落黄、诱惑红、酸性 红和赤藓红都能

分离完全且色谱峰型对称; 在 610 nm 波长通道下, 靛蓝、亮

蓝能分离完全且色谱峰型对称。 
 

 
 

图 1  混合标准溶液的色谱图(415 nm) 
Fig.1  Chromatogram of the mixed standard solution (415 nm) 

 

 
 

图 2  混合标准溶液的色谱图(520 nm) 
Fig.2  Chromatogram of the mixed standard solution (520 nm) 

 

 
 

图 3  混合标准溶液的色谱图(610 nm) 
Fig.3  Chromatogram of the mixed standard solution (610 nm) 

 

2.3  标准曲线和检出限 

使用质量浓度为 0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μg/mL 的

标准系列工作液分别注入液相色谱仪中, 测定相应物质的峰面

积, 以标准系列工作液中该物质的浓度为横坐标(X, μg/mL), 
以该物质峰面积的响应值为纵坐标(Y), 绘制标准曲线。 
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称取样品量为 2 g, 定容体积为 2 mL, 按照 3 倍信噪

比(S/N), 计算出检出限(limit of detection, LOD), 结果见表

5。由表 5 可知, 11 种着色剂标准曲线的相关系数均不小于

0.99(说明: 根据 GB/T 27404—2008 中 F.2 要求确证方法标

准曲线相关系数大于等于 0.99); 各着色剂的 LODs 均符合

并优于 GB 5009.35—2023(当样品取样量为 2 g, 定容体积

为 2 mL 时, 柠檬黄、新红、胭脂红、日落黄、喹啉黄、

赤藓红的 LODs 均为 0.5 mg/kg, 苋菜红、诱惑红、亮蓝、

酸性红、靛蓝的 LODs 均为 0.3 mg/kg)的要求。 
 

表 5  线性参数及 LODs 
Table 5  Linearity parameters and LODs 

化合物  线 性 回 归 方 程 相关系数 LODs/(mg/kg)

柠檬黄 Y=0.5633X 0.998500 0.34 

喹啉黄 Y=0.9669X–0.0029 0.999840 0.36 

新红 Y=0.5616X 0.999804 0.22 

苋菜红 Y=0.4345X 0.999853 0.24 

胭脂红 Y=0.4045X 0.999835 0.37 

日落黄 Y=0.2905X 0.999801 0.40 

诱惑红 Y=0.4717X 0.999840 0.28 

酸性红 Y=0.5190X 0.999663 0.20 

赤藓红 Y=0.6403X 0.999876 0.38 

靛蓝 Y=0.4893X 0.999762 0.26 

亮蓝 Y=1.0556X 0.999858 0.28 

 
2.4  精密度和回收试验 

文献资料和实践经验表明不同的试样基质和不同厂

家的试剂对检测结果影响不同[29–30]。为排除试样基质和不

同厂家试剂对检测结果的干扰, 本研究按照试验方法对空

白试样进行低、中、高等 3 个浓度水平的加标回收试验, 每

个浓度水平平行测定 6 次, 计算回收率和测定值的 RSD, 
结果见表 6。由表 6 可知, 样品中各着色剂的回收率为

91.3%~106.0%, 测定值的 RSDs 为 2.5%~4.6%, 符合 GB/T 
27404—2008 对准确度和精密度的要求。 

2.5  方法比对 

本条件下与其他条件对比, 结果见表 7。结果表明: 本

条件下的方法, 线性中低点浓度更低, 准确度高, 能满足

日常检测特别是低浓度样品的检测。 

2.6  实际样品检测 

参加 2024 年度长三角食品类检测机构能力验证, 测定

2 组不同样品, 该样品为组织实施能力验证的机构提供的不

同浓度的 2 个盲样作为考核样, 其中一个样品为干扰样增加

考核难度以降低部分检测机构串通数据的概率, 确保公平公

正, 取样量为 2 g。使用本方法测定果蔬汁饮料中胭脂红、

日落黄的结果分别为: 胭脂红 5.86 mg/kg; 日落黄 4.31 mg/kg; 

其余均为未检出。经组织方反馈, 均为满意结果。 
 

表 6  精密度和回收试验结果(n=6) 
Table 6  Results of tests for precision and recoveries (n=6) 

化合物 加标量
/(mg/kg)

平均测定值
/(mg/kg) 

平均回收率
/% 

RSDs/%

柠檬黄

1.5  1.52 101.3  3.8 
10.0  9.86 98.6  3.7 
20.0  19.90 99.5  4.4 

喹啉黄

1.5  1.56 104.0  4.6 
10.0  10.20 102.0  3.4 
20.0  20.00 100.0  3.5 

新红 

1.5  1.48 98.7  4.2 
10.0  10.20 102.0  3.5 
20.0  19.80 99.0  2.8 

苋菜红

1.0  1.03 103.0  4.3 
10.0  9.95 99.5  3.6 
20.0  19.10 95.5  3.8 

胭脂红

1.5  1.58 105.0  2.9 
10.0  9.58 95.8  3.6 
20.0  20.60 103.0  4.0 

日落黄

1.5  1.55 103.0  4.2 
10.0  10.40 104.0  3.6 
20.0  20.50 102.0  2.8 

诱惑红

1.0  1.02 102.0  4.0 
10.0  10.40 104.0  3.2 
20.0  20.20 101.0  2.9 

酸性红

1.0  1.06 106.0  3.2 
10.0  9.66 96.6  3.4 
20.0  19.60 98.0  2.6 

赤藓红

1.5  1.37 91.3  3.8 
10.0  10.40 104.0  3.6 
20.0  19.40 97.0  2.8 

靛蓝 

1.0  1.00 100.0  4.0 
10.0  9.52 95.2  2.5 
20.0  20.60 103.0  4.3 

亮蓝 

1.0  1.04 104.0  4.5 
10.0  10.50 105.0  3.6 
20.0  19.40 97.0  2.9 

 
表 7  方法对比结果 

Table 7  Comparison results of methods 

方法名称  线 性 范 围
/(μg/mL) 

加标回收率/% 参考文献 

固相萃取-液相色谱法 1.0~50.0 89.4~96.6 [31] 

固相萃取-液相色谱法 — 86.2~97.5 [32] 

固相萃取-液相色谱法 0.5~50.0  81.5~102.2 [33] 

固相萃取-液相色谱法 0.2~50.0 69.71~103.8 [34] 

全自动固相萃取-液相

色谱法 
0.2~10.0 91.3~106.0 本方法 

注: —表示未给出具体的线性范围。 
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3  结  论  

通过试验比较确定最优洗脱液和全自动固相萃取条

件进行检测分析, 从检测分析结果来看, 线性关系良好、

LOD 达标、回收率和精密度理想, 在实际能力验证中也

获得满意结果。本研究采用全自动固相萃取-液相色谱法

所建立的同时测定饮料中的 11 种合成做色剂的方法。具

有前处理富集效果好、自动化程度高、操作简单、稳定

性好、时间短、效率高、灵敏性好, 准确度高、重现性好, 
适用于大批量检测饮料中合成着色剂, 为相关检测机构

和市场监管部门承担大批量检测任务时提供高效便捷可

行的解决方案。 
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