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摘  要：通过添加食用小苏打的甲醇水溶液提取谷类食品中的合成着色剂，采用超高效液相色谱–串联

质谱技术测定加标回收率，考察食用小苏打在谷类食品中对日落黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红和亮蓝五

种合成着色剂的萃取效果。试验样品经 70 mL 的 40%甲醇水加 1.00 g 食用小苏打涡混提取后，通过固相

萃取柱 Strata X-AW SPE 净化，结果显示，在 0.1~1.4 μg/mL 范围内呈良好线性关系，五种合成着色

剂的检出限范围为 0.07~0.50 μg/g。不同食品基质和不同加标水平条件（1、2、10 μg/g）下，5 种合成着

色剂的加标回收率范围均在 80%~110%间，相对标准偏差（RSD）范围为 0.7%~5.1%(n=6)，满足

GB/T27404—2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》对回收率的规定要求。 

关键词：合成着色剂；谷类食品；超高效液相色谱–串联质谱法；食用小苏打 

中图分类号：TS202.3    文献标识码：A    文章编号：1007-7561(2021)03-0163-07 

Determination of Five Synthetic Colorants in Grain Food by High Performance 
Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrum 

ZHANG Chun-e1, LIAO Ruo-yu1, SUN Yue1, LIU Xin-bao1, TIAN Jian-wen2 

(1. Ningxia Hui Autonomous Region Grain and Oil Product Quality Inspection Center,  

Yinchuan, Ningxia 750001, China; 2. Ningxia Academy of Agricultural and  

Forestry Sciences, Yinchuan, Ningxia 750001, China)  

Abstract: A new application of baking soda was developed, the synthetic colorant in cereal was 

extracted by adding with methanol solution in this paper. To develop new uses of edible bicarbonate, 

synthetic colorants were extracted from cereals by adding methanol water solution of edible bicarbonate 

in this paper, Ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) 

was used to test standard recovery. The extraction effect of edible bicarbonate of soda on five synthetic 

colorants of sunset yellow, amaranth red, carmine red, alluvium red and bright blue in cereals was 

investigated. The sample was extracted with 70 mL 40% methanol water vortexed with 1g edible baking 

soda, purified with Strata X-AW SPE column and determined. The results showed that, a good linearity 

was observed between 0.1 and 1.4μg/mL, and for the 5 synthetic colorants, the limit of detection was 
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between 0.07 and 0.50 μg/g. The recoveries of the 5 synthetic colorants of different food substrates at 

different spiked levels (1, 2 and 10 μg/g) were all found to be in the recovery range specified in 

GB/T27404. The recoveries for the 5 synthetic colorants were found between 80.0% and 110% with 

RSD from 0.7% to 5.1% (n=6). Hence, baking soda added to 40% methanol water solution can be used 

to extract synthetic colorants from grain products with simple operation, accurate results, high efficiency 

and environmental protection. 

Key words: synthetic colorant; cereals; UPLC-MS/MS; edible baking soda 

目前，在食品安全风险监测任务中，存在样

品种类多，检测项目多样化而标准适用范围单一的

问题，标准不适用于规定检测任务的现象，可能会

存在含有违禁成分或是添加剂超出 GB2760—2014

《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》规定

的最大使用限量标准要求而检不出的隐患。现行

有效的合成着色剂测定标准有 4 个：GB5009.35—

2016《食品安全国家标准 食品中合成着色剂的测

定》、SN/T4457—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》、

DBS52/023—2017《食品安全地方标准 食品中 13

种水溶性合成着色剂的测定》、GB/T21916—2008

《水果罐头中合成着色剂的测定 高效液相色谱

法》。GB5009.35—2016 标准范围适用于饮料、配

制酒、硬糖、蜜饯、淀粉软糖、巧克力豆及着色

糖衣制品中合成着色剂的测定，由于谷类食品中

淀粉吸附色素的特性，该标准不适用于玉米渣、

玉米片、黑米、挂面等制品中合成着色剂的测定。

SN/T4457—2016 适用于果汁、碳酸饮料、冰淇

淋中 11 种合成着色剂的测定，DBS52/023— 

2017 规定了馒头、面条中 13 种合成着色剂的测

定，GB/T21916—2008 规定了水果罐头中 8 种合

成着色剂的测定。这四个标准范围均不包含风险

监测任务中的样品种类，并且按照标准中的提取

方法提取的样品在净化环节会有损失，导致测定

结果偏低，加标回收率低不满足 GB/T27404—

2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》质

控要求。 

食用小苏打，有效成分为碳酸氢钠，主要用

于食品、饮料汽水和冷饮中二氧化碳的发生剂，

还用作洗涤剂，由于碳酸氢钠有较高的解吸能力，

可用作溶出剂[1]。碳酸氢钠在食品工业中的研究

也有报道，例如，用植物汁液和碳酸氢钠腌渍可

以提高乳山羊肉的烧烤品质[2]；同时，碳酸氢钠

还可以应用于天然色素的提取工艺中，有研究表

明，茶叶在 30 ℃条件下浸提 30 min，碳酸氢钠

用量为 10 g/L 条件下，可以有效提取茶叶中的茶

色素[3]。 

日落黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红和亮蓝，均

为水溶性偶氮类着色剂，易溶于水，溶于甘油及丙

二醇，不溶于油脂，都具有耐酸性[4]。目前国内外

研究色素的样品种类多，既有天然色素提取与测定

的研究，也有合成着色剂的测定研究。如不同葡萄

品种中花青素和酚类化合物的提取[5]，酸奶中合成

着色剂的提取[6]，火锅调味品中胭脂红、苋菜红、

诱惑红、日落黄等水溶性色素和其他脂溶性色素

的测定[7]，软饮料、糕点和方便面中栀子黄的测

定[8]，鱼制品中日落黄、苋菜红和诱惑红等着色剂

的测定[9]。色素的测定方法主要有液相色谱法[10]、

液相–电喷雾质谱法[11]、RamTracer-200-HS 拉曼光

谱仪分析法[12]、紫外可见分光光度测定法[13]。有

关合成着色剂的提取试剂主要为氨化甲醇溶液[14]、

乙醇–乙腈–氨水[15-16]、氨化乙醇溶液[17]，这些提

取试剂的共同点都是碱性条件，不足之处是氨水

溶液味道刺激，有机试剂用量大。 

为了简化食品中合成着色剂提取工艺，提高

加标回收率，本研究以大米粉、小米、玉米粉、

发糕、玉米窝头、荞麦挂面、玉米片、玉米糁子

为实验样品，采用碱性溶液体系提取离心后，阴

离子交换柱进行净化，25%氨水甲醇洗脱，制成

水溶液，注入高效液相色谱质谱仪进行定量分析，

完善谷类食物中合成着色剂检测体系。  

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

小米、发糕、玉米窝头、荞麦挂面、玉米片、



第 29 卷 2021 年 第 3 期  质量安全 

 

 165  

玉米糁子、食用小苏打：宁夏银川超市或市场；

分析检测用质控样品：广州谱恩科学仪器有限公

司；甲醇、乙腈（色谱级）：Fisher Scientific 公

司；异丙醇、甲酸（色谱级）、氨水（分析纯）、

乙酸铵（优级纯）：天津市光复精细化工研究所；

吐温 20（化学纯）、丙三醇、1,2-丙二醇（分析纯）：

成都市科龙化工试剂厂；乙醇（分析纯）：安徽安

特食品股份有限公司；Strata X-AW SPE：美国

Phenomenex 公司；标准品日落黄、苋菜红、胭脂

红、诱惑红和亮蓝（0.50 mg/mL）：中国计量科学

研究院。 

1.2  仪器设备 

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱-6470 三重

四极杆质谱联用仪，配有  ESI 离子源：美国

Agilent 公司；HU401K-超声波清洗器：天津恒奥；

HMG-D24 氮吹仪：北京华安麦科生物技术有限

公司；GL-20G-C 高速冷冻离心机：上海安亭科

学仪器厂；RV 10 Control 旋转蒸发仪：德国 IKA

公司；QL-901 旋涡混合器：海门市其林贝尔仪

器制造有限公司；Perten 3100 实验磨：瑞典波通

仪器公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品中色素的提取  

采用锤式旋风磨将干燥后的样品粉碎至细度

为 100 目的粉末状样品。称取样品 5.00 g 于离心

管中，添加 1.00 g 食用小苏打作为辅助提取剂，

加入 30 mL 40%的甲醇水溶液，涡旋混合提取

5 min，提取完毕后在 4 000 r/min 条件下离心

5 min，收集上清液，重复提取 3 次，将收集的上

清液合并混匀。 

1.3.1.1  提取试剂优化  取六份玉米粉各 5.0 g，

按 1:6 的比例加入提取液，添加 1.0 g 小苏打作为

辅助提取试剂，分别以 V（甘油）/V（乙醇）=5∶

95、V（1,2 丙二醇）/V（无水乙醇）=10∶90、V

（25%氨水）/V（甲醇）=5∶95、V（甲醇）/V

（氨水）/V（水）=80∶2∶18、V（氨水）/V（乙

醇）=1∶99 和 V（甲醇）/V（氨水）=40∶60 为

提取试剂，提取后测定加标回收率。 

1.3.1.2  小苏打的添加量  取六份玉米粉各 5.0 g，

按 1∶6 的比例加入提取液，分别添加小苏打量

为：0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、2.0、5.0 g，提

取后测定加标回收率。 

1.3.1.3  pH 值对净化工艺的影响  A 组：中性环

境（pH 值=7），即净化柱活化后用水平衡，保持

中性环境；B 组：碱性环境（pH 值=12），即净化

柱活化后用 2%氨水平衡；C 组：酸性环境（pH

值=2.6），即净化柱活化后用 2%甲酸水平衡，保

持酸性环境。 

1.3.2  提取液的固相萃取柱净化  

先后加 1 mL 甲醇、1 mL 水活化固相萃取柱

Strata X-AW SPE，在加 1 mL 2%甲酸水溶液平

衡净化柱，滤液均弃去；取 1 mL 样品提取液加

入净化柱，弃去滤液；加入 1 mL 2%甲酸水溶

液淋洗固相萃取柱，弃去滤液，将小柱抽干。加

1 mL 25%氨水甲醇溶液洗脱固相萃取柱，控制流

速，确保洗脱液逐滴下落，收集洗脱液；将收集

的洗脱液采用氮吹方式吹干；用 1 mL 的去离子

水复溶，涡旋混合 1 min，待样品充分溶解，将

样品溶液过 0.22 μm 亲水性针式过滤器，待上机

分析。  

1.3.3  HPLC-MS/MS 分析条件  

采用 Agilent SB-C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，

1.8 μm），柱温为 30 ℃，以乙腈（A）、 0.01 mol/L

乙酸铵水溶液（B）为流动相，梯度洗脱（0~2 min，

95%B→80%B；2~3min，80%B→50%B；3~6 min，

50%B→60%B，6~6.1 min，60%B→95%B，保持

4 min），流速 0.3 mL/min，进样量为 5 μL。采用

电喷雾（electrospray ionization，ESI）负离子模

式，扫描方式为多反应检测（multiple reaction 

monitoring，MRM），毛细管电压 3.5 kV，干燥器温

度 350 ℃，干燥器流速 8 L/min，鞘气温度 250 ℃，

鞘气流速 10 L/min，喷嘴电压为 1 500 V。测定 5

种合成着色剂的质谱参数见表 1。 

1.3.4  标准曲线的制作  

配制 10 μg/mL 的单一标准储备液，4 ℃冰箱

保存。日落黄、苋菜红、胭脂红、诱惑红和亮蓝

分别取 10、20、40、60、80、100、120、140 μL

于 2 mL 样品瓶，用去离子水定容配制成混标溶

液，配制浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、

1.2、1.4 μg/mL 的系列梯度溶液，经 0.22 μm 微
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孔滤膜过滤后进行色谱分析。  

 
表 1  5 种合成着色剂的质谱参数 

Table 1  Mass spectrometry parameters of five dyes 

着色剂 tR/min 
相对分子 

质量/Mz 

母离子/ 

（m/z) 

子离子/ 

（m/z) 
碰撞电压/

V 

509.2 13 

429.1 24 

胭脂红 1.097 562.49 537.1 

302.4 26 

456.9 31 

317.1 34 

苋菜红 1.208 604.47 537.4 

302.1 39 

327.2 29 日落黄 2.414 452.38 407.2 

207.2 34 

371.5 25 诱惑红 2.868 496.43 451.4 

207.1 36 

667.0 41 亮蓝 3.508 792.86 747.6 

561.0 46 

 
1.3.5  方法精密度  

将 600 ng/mL 的 5 种合成着色剂标准混合溶

液用方法 1.3.3 连续进样 6 次，根据测定量计算其

相对标准偏差（RSD）。 

1.3.6  加标回收率  

为了评价方法的准确度，进行了添加回收率

实验。选择小米、玉米糁子、发糕、玉米窝头、

荞麦挂面五种不同基质的食物样品，加入日落黄、

苋菜红、胭脂红、诱惑红和亮蓝 5 种待研究的合

成着色剂，加标水平分别为 1、2 和 10 μg/g，每

个加标水平分别进行 6 个平行试验。 

1.4  数据处理方法 

数据和图表处理采用 Excel 软件处理。 

2  结果与分析 

2.1  提取试剂的优化 

针对谷类物质易吸附色素的特点，提取过程

中，既要观察所采用的试剂对色素的提取程度，

又要考虑提取液的清澈程度。如图 1 所示，采用

V（甲醇）/V（氨水）=40∶60 溶液连续提取合成

着色剂，加标回收率在 80%~120%范围，符合

GB/T27404—2008《实验室质量控制规范食品理

化检测》标准对加标回收率的规定。因此，小苏

打添加在 V（甲醇）/V（氨水）=40∶60 的提取

试剂中可以充分提取合成着色剂。 

 
 

图 1  采用不同的提取试剂对 5 种合成着色剂 

加标回收率的影响 

Fig.1  Effects of different extraction reagents on the  
recoveries of 5 synthetic colorants 

 

2.2  小苏打的添加量对提取率的影响 

目标物在水相中的溶解度通常随离子强度的

增加而降低。有研究表明：NaCl、NaNO3、KCl

和 Na2CO3 对可提高色素的萃取率，强度顺序为：

KCl>NaCl>NaNO3>Na2CO3
[13]。另一方面，随着

介质离子强度的增加，水溶液的粘度和密度也增

加，导致传质效率降低[18]。Rawikan Kachangoon[19]

研究了 NaCl、Na2SO4、Na2CO3 和 CH3COONa 对

水、土壤和尿液样本中烟碱类杀虫剂的萃取率影

响，结果表明在峰面积上，加入 Na2SO4 可以提高

萃取效率。为了研究离子强度对萃取方法的影响，

优化小苏打的添加量。结果表明：当小苏打添加

量增至 2 g 时，小苏打会吸附亮蓝。当小苏打添

加量增至 5 g 时，小苏打会吸附一些红色素。测

试结果如图 2 所示，当小苏打的添加量为 0 g 时，

5 种合成着色剂的加标回收率均低于 60%，随着

小苏打的添加量增大，加标回收率升高，而当小 

 

 
 

图 2  小苏打的添加量对 5 种合成着色剂回收率的影响 

Fig.2  Effect of the adding amount of sodium bicarbonate on 
recovery of 5 synthetic colorants 
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苏打添加量为 2.0 g 和 5.0 g 时，部分色素加标回

收率降低。考虑经济效益及检测结果的准确性，

选取最优小苏打添加量为 1.0 g。因此，在合成着

色剂的提取过程中加入食用小苏打有助于合成着

色剂分布于提取溶液中，但是加入过多的小苏打

导致样品溶液粘度增加，使合成着色剂分子更难

扩散到提取试剂溶液中。 

2.3  pH 值对净化工艺中样品富集率的影响 

Andrade 等[20]采用 Sep-pack C18 分离纯化软

饮料中的苋菜红，也有聚酰胺、凝胶渗透色谱

（GPC）、PWAX 及 Strata X-AW SPE 等固相萃取

柱的研究报道 [21]。净化工艺也会影响加标回收

率，Strata X-AW 是弱阴离子交换官能团化聚合物

吸附剂，可完整保留 pKa 小于 5 的酸性化合物，

本研究采用 Strata X-AW 固相萃取柱纯化样品，

如图 3 显示，样品提取液通过 SPE 后，A 组液体

含有颜色，固相萃取柱表面有淡淡的颜色；B 组

液体颜色明显，固相萃取柱表面无颜色变化；C

组液体无颜色，固相萃取柱表面明显有颜色富集。

测试结果如图 3 所示：在酸性环境中使用 Strata 

X-AW SPE 净化样品，加标回收率高，与现有研

究结果一致[15,17]。 

 

 
 

图 3  pH 对样品合成着色剂回收率的影响 

Fig.3  Effect of pH on recovery of 5 synthetic colorants 

2.4  小苏打对合成着色剂的富集作用 

采用添加有小苏打的 40%甲醇水溶液提取谷

类食品中的着色剂，在酸性条件下通过固相萃取

柱净化，固相萃取柱表面有显著的颜色富集，并

且弃去的滤液无色。而未添加小苏打的 40%甲醇

水溶液提取液通过固相萃取柱净化时，弃去的滤

液有明显的颜色，根据加标回收率测试试验结果

显示，在酸性环境中，含有小苏打的合成色素提

取液更容易被固相萃取柱中的吸附剂吸附。因

此，小苏打可使合成着色剂高效富集在固相萃取

柱表面。 

2.5  方法验证 

2.5.1  线性试验结果 

五种合成着色剂的线性范围、相关系数、检

出限和回归方程的研究结果见表 2，5 种合成着色

剂在 0.1~1.4 μg/mL 质量浓度范围线性关系良好，

相关系数（R2）均高于 0.990 0。检出限在 0.07~0.50 

μg/g 之间。 
 

表 2  合成着色剂的线性范围、相关系数、检出限和回归方程 

Table 2  Linear range, coefficients of determination (R2), limits 
of detection and calibration equations of synthetic colorants 

合成着色剂
线性范围/
(μg/mL)

相关系数 

（R2） 
LOD/ 
(μg/g) 

回归方程 

苋菜红 0.1~1.4 0.993 8 0.12 y=0.73*x–136.46

胭脂红 0.1~1.4 0.995 9 0.50 y=0.75*x–56.37

日落黄 0.1~1.4 0.994 9 0.09 y=4.35*x+326.85

诱惑红 0.1~1.4 0.990 9 0.13 y=4.35*x+453.47

亮蓝 0.1~1.4 0.996 5 0.07 y=5.81*x+197.88

 

2.5.2  方法精密度 

五种合成着色剂的 HPLC-MS 检测精密度试

验结果见表 3，相对标准偏差范围在 0.3%~1.0%

之间，表明本试验建立的高效液相色谱质谱检测

方法精密度良好，重现性高，可应用于样品检测。 

 
表 3  HPLC-MS 检测精密度试验结果 

Table 3  The precision result of HPLC-MS test 

测定量/(μg/mL) 
合成着色剂 

1 2 3 4 5 6 

相对标准偏差
RSD/% 

苋菜红 591.089 591.121 590.007 591.553 590.901 590.113 0.6 

胭脂红 586.591 585.342 586.001 586.007 587.005 587.136 0.6 

日落黄 603.386 603.304 604.008 603.724 603.227 604.017 0.3 

诱惑红 620.531 620.502 621.114 620.952 621.001 624.504 0.3 

亮蓝 600.872 600.595 600.689 600.703 603.001 598.483 1.0 
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2.5.3  加标回收率 

本研究测定小米、玉米糁子、发糕、玉米窝

头、荞麦挂面五种不同的食物样品，对合成着色

剂测定结果为 0 的样品加入日落黄、苋菜红、胭

脂红、诱惑红和亮蓝 5 种合成着色剂，加标回收

试验结果见表 4，加标回收率在 81.5%~109.4%之

间，说明采用方法 1.3.1 和 1.3.2 对样品进行处理

可有效减少合成着色剂的损失， 能较好地提取和

纯化样品中的合成着色剂。 

2.6  实际样品分析 

将本文所开发的验证方法应用于样品中合成着

色剂的测定。本研究中分析了来自宁夏市场和超市

的 500 多个小米、玉米粉、发糕、玉米窝头、荞麦

挂面、玉米片、玉米糁子样本。在测试样本中，紫色

发糕中检出苋菜红，样品测试结果质谱图如图4所示。

结果表明，该方法是一种比较合适的验证方法。 
 

表 4  谷类食品中不同加标水平的平均加标回收率和相对标准偏差（n = 6） 

Table 4  Mean recoveries and R.S.D.s (n = 6) of three colorants from spiked food matrices at various fortification levels 

加标水平 

1 μg/g 2 μg/g 10 μg/g 谷类食品 本底值/(μg/g) 合成着色剂 

回收率/% R.S.D./% 回收率/% R.S.D./% 回收率/% R.S.D/% 

苋菜红 95.8 5.0 95.7 4.3 100.7 1.3 

胭脂红 81.1 1.0 80.0 0.9 81.5 0.8 

日落黄 83.4 1.1 83.5 1.0 92.6 0.7 
玉米窝头 0 

诱惑红 93.8 1.5 82.1 0.9 99.9 0.9 

荞麦挂面 0 亮蓝 88.0 2.9 84.3 1.7 94.4 1.0 

苋菜红 90.3 3.8 98.2 2.5 103.0 1.2 

胭脂红 92.6 3.0 91.4 1.0 106.1 1.0 

日落黄 85.2 2.3 89.8 0.9 90.6 1.8 

诱惑红 91.0 5.1 98.4 2.6 109.4 2.2 

玉米糁子 0 

亮蓝 88.0 5.0 84.3 3.5 98.0 4.6 

小米 0 日落黄 92.3 2.0 92.5 2.5 100.2 1.3 

发糕 0 日落黄 98.0 2.7 97.7 2.1 107.5 1.1 

 

 
 

图 4  紫色发糕中苋菜红检测质谱图：4-1 苋菜红的选择离子监测色谱图；4-2 苋菜红的 

定量离子对和定性离子对色谱图的重叠图；4-3 苋菜红的二级质谱图。 

Fig.4  MRM chromatograms of amaranth in purple steamed sponge cake: 4-1 the selective ion  
monitoring chromatogram of amaranth; 4-2 the overlapping diagram of quantitative and  

qualitative ion pairs of amaranth; 4-3the secondary mass spectra of amaranth 

 

3  结论 

本研究发现了小苏打（碳酸氢钠）的新用途，

即在 40%的甲醇水溶液里添加食用小苏打，可以

有效提取谷物加工品中的合成着色剂，解决了淀

粉含量高而合成着色剂不易检出的技术难题。与 

GB5009.35—2016《食品安全国家标准 食品中合

成着色剂的测定》采用的聚酰胺法提取相比，本

文开发的提取工艺测定结果具有较高的加标回收

率，适用于液相色谱仪和液相色谱质谱仪同时淀

粉含量高的谷物食品中合成着色剂的测定，为合成
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色素检测时的前处理过程提供了一种参考方法。 
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