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摘要：研究了同时测定果蔬汁饮料中２０种禁限用食品添加剂的高效液相色谱
方法：采用甲醇－水提取样品中的添加剂，在 ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱上分离，
以甲醇－乙酸铵为流动相进行梯度洗脱，采用二极管阵列检测器多波长分析，
外标法定量．结果表明，２０种添加剂在０．５～５０．０μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性
关系良好，相关系数大于０．９９９０，方法检出限范围０．５～１２．５ｍｇ／ｋｇ，定量限范
围２．５～４０．０ｍｇ／ｋｇ，平均加标回收率范围８０．１％ ～１００．９％，相对标准偏差
１．５％～４．９％．对１０种市售果蔬汁饮料中添加剂含量测检结果表明，该方法操
作简单、检测添加剂种类多、分离效果好、回收率和精密度均满足要求，适用于

果蔬汁饮料中多种添加剂的同时检测．
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０　引言

食品安全问题一直是社会关注的热点．近

年来，随着我国食品工业的快速发展，食品添加

剂的超范围和超限量使用问题日益突出．一些

生产企业为延长产品的保质期，增加产品的口

感和色泽，违规使用防腐剂、甜味剂和人工合成

色素，更有不法厂商将禁止使用的添加剂用于

食品加工．尽管我国国家标准 ＧＢ２７６０—２０１４

《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》中

已经明确规定了食品添加剂允许使用的范围和

用量，但如果长期、大量食用含有食品添加剂的

食物，同样会对健康造成损害．例如，长期低剂

量摄入偶氮类合成色素存在着使人致畸、致癌

的可能性，会影响儿童智力发育［１－３］；长期摄入

过量的防腐剂，可能会在一定程度上抑制人体

的骨骼生长，危害肾脏、肝脏的健康；大量摄入

甜味剂会干扰青少年从正常膳食中摄取营养，

导致青少年营养不良，个别人产生厌食行为，对

其身体发育产生负面影响等［４］．果蔬汁饮料中

添加各种防腐剂、甜味剂和合成色素的现象非

常普遍，且超范围、超限量使用的现象屡禁不

止，更有不法商家利用食品添加剂及非法添加

物勾兑“果蔬汁饮料”进行销售，给人们的身体

健康带来巨大隐患．因此，建立一种准确、高效

的果蔬汁饮料中禁限用食品添加剂的检测方法

十分必要．

目前，国家标准对果蔬汁饮料中防腐剂、甜

味剂、色素等添加剂的检测采用不同的前处理

方法和仪器检测方法，耗时长且效率低．近几
年，有文献报道可采用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）同时定量检测食品中多种添加剂，但
被检测的添加剂种类较少［５－８］．也有文献报道

可采用紫外－可见分光光度法结合化学计量学

方法筛查饮料中食品添加剂，但数据处理较为

复杂［９－１０］．为提高工作效率，节约成本，本文拟

研究利用可变波长程序的 ＨＰＬＣ法，以建立操
作简便、快速、样品前处理简单、可同时测定果

蔬汁饮料中２０种禁限用食品添加剂的方法，以
期为食品安全监管部门提供技术支持．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要材料与试剂：果蔬汁饮料，市售；甲醇

（色谱纯），购自北京迪马科技有限公司；乙酸

铵（分析纯），天津科密欧化学试剂公司产；安

赛蜜、糖精钠、山梨酸、阿斯巴甜、对羟基苯甲酸

甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯、

对羟基苯甲酸丁酯、诱惑红等标准物质，购自

Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司；苯甲酸、柠檬黄、日落黄、
胭脂红、苋菜红、亮蓝、赤藓红等标准物质，购自
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中国计量科学研究院；新红标准物质，购自农业

部环境保护科研监测所；碱性橙Ⅱ，碱性橙２１，
碱性橙２２等标准物质，购自上海安谱实验科技
股份有限公司．

主要仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪
（配备二极管阵列检测器），美国安捷伦公司

产；ＰＬ４０３－ＩＣ型电子天平，德国梅特勒公司
产；３－１８Ｋ型高速离心机，德国Ｓｉｇｍａ公司产；
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ型纯水系统，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产．
１．２　标准曲线配制

将各种添加剂标准物质用甲醇和水（体积

比１９）配制成浓度均为５０μｇ／ｍＬ的混合标
准储备液，４℃条件下可保存１个月；将混合标
准储备液用甲醇和水（体积比１９）依次稀释
成 ０．５μｇ／ｍＬ，１．０μｇ／ｍＬ，５．０μｇ／ｍＬ，
１０．０μｇ／ｍＬ，２０．０μｇ／ｍＬ，５０．０μｇ／ｍＬ的系列
标准溶液．该溶液久置易浑浊，应于使用前配制．
１．３　样品前处理方法

称取５ｇ（精确到０．０１ｇ）样品，置于５０ｍＬ
刻度离心管中，加入５ｍＬ甲醇，混匀，用超纯水
定容至２５ｍＬ，涡旋混合２ｍｉｎ．１００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，上清液过０．２２μｍ滤膜后上机测试．
１．４　液相色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ），
２０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（Ｂ），流动相梯度洗脱程
序见表１；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样量
１０μＬ；２０种添加剂定量检测波长见表２．

２　结果与讨论

２．１　检测波长的选择
在２０种添加剂的国家标准检测方法中，推

荐使用的检测波长分别为安赛蜜２１４ｎｍ，阿斯
巴甜 ２０８ｎｍ，糖精钠、苯甲酸和山梨酸均为
２３０ｎｍ，柠檬黄、新红、苋菜红、胭脂红、日落黄、
亮兰均为 ２５４ｎｍ，诱惑红 ５００ｎｍ，碱性橙Ⅱ
４４９ｎｍ，碱性橙２１和碱性橙２２均为４８５ｎｍ，对
羟基苯甲酸酯类２４８ｎｍ．这是根据被检测化合

表１　流动相梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ１　Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｆｏｒ

ｌｉｎｅａｒｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

时间／ｍｉｎ
体积分数配比／％
Ａ Ｂ

０．０ ５ ９５
１０．０ ２０ ８０
１８．０ ６０ ４０
２５．０ ６０ ４０
２６．０ ８０ ２０
３６．０ ８０ ２０
３６．１ ５ ９５
４０．０ ５ ９５

表２　２０种添加剂定量检测波长

Ｔａｂｌｅ２　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆ

２０ｋｉｎｄｓｏｆａｄｄｉｔｉｖｅｓ

序号 添加剂名称 检测波长／ｎｍ
１ 安赛蜜 ２３０
２ 苯甲酸 ２３０
３ 柠檬黄 ４２０
４ 新红 ５１５
５ 糖精钠 ２３０
６ 山梨酸 ２３０
７ 苋菜红 ５１５
８ 胭脂红 ５１５
９ 日落黄 ５１５
１０ 诱惑红 ２３０
１１ 阿斯巴甜 ２１８
１２ 亮兰 ６３０
１３ 对羟基苯甲酸甲酯 ２４８
１４ 对羟基苯甲酸乙酯 ２４８
１５ 赤藓红 ５１５
１６ 碱性橙Ⅱ ４２０
１７ 对羟基苯甲酸丙酯 ２４８
１８ 对羟基苯甲酸丁酯 ２４８
１９ 碱性橙２１ ４９０
２０ 碱性橙２２ ４９０

物最大吸收波长的差异而作出的调整．例如，按
照国家标准规定的检测波长进行检测，合成色

素在２５４ｎｍ下同时测定时干扰物多，检测灵敏
度低．通过二极管阵列检测器在１９０～６５０ｎｍ
范围内对各组分标准溶液进行全扫描，确定各

组分光谱图，发现２０种化合物最大吸收波长不
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同，故在国家标准检测波长的基础上，选择了推

荐使用的检测波长．目标化合物在特征波长条

件下进行检测，可以减少杂质干扰，提高灵敏

度，使定量结果更准确．因此，选择各化合物的

最大吸收波长作为检测波长，即得表２数据．

此外，饮料中还可能存在其他常见食品添

加剂（如抗坏血酸、柠檬酸等），亦可能对目标

化合物检测产生干扰．经试验研究，抗坏血酸和

柠檬酸出峰时间靠前，在 ３ｍｉｎ附近，且在

２１０ｎｍ下有最强吸收，在２３０ｎｍ下吸收非常

弱；常见甜味剂甜蜜素需要经过衍生才有紫外

吸收．因此，将最大吸收波长作为检测波长，可

避免其他添加剂的干扰，使检测结果准确可靠．

２．２　流动相的选择和优化
由于乙酸铵水溶性好且不易在色谱柱上残

留，因此采用甲醇－乙酸铵体系作为流动相，以

梯度洗脱的方式考察２０种添加剂的分离效果．

２０种添加剂的极性相差较大，甲醇在滚动相中

所占比例对化合物保留时间有较大影响．研究

发现，安赛蜜、苯甲酸、山梨酸、糖精钠出峰较

早．当甲醇初始占比大于１０％（体积比）时，安

赛蜜与苯甲酸无法分离；当甲醇初始占比为

５％（体积比）时，安赛蜜、苯甲酸等出峰较早的

５个化合物分离效果较好．各种色素与 Ｃ１８色谱

柱固定相作用较强、保留时间较长，需要提高甲

醇的比例，才能将其洗脱下来，因此逐步提高甲

醇占比至８０％（体积比），才能使余下的化合物

被逐一洗脱．经试验，在表１所示梯度洗脱程序

下，在４０ｍｉｎ内完成了２０种化合物的分离．标

准溶液色谱图见图１．

２．３　样品前处理方法优化
果蔬汁饮料中添加的多为水溶性食品添加

剂．试验中发现，用纯水作为提取液时，３种碱

性橙染料和４种对羟基苯甲酸酯类防腐剂回收

率低，为４０％ ～７０％．当在提取液中加入一定

比例甲醇时，回收率明显提高，因此分别考察甲

醇占比（体积比）为１０％，２０％，３０％时的提取

效率．研究发现，当提取液中甲醇占比为２０％

（体积比）时，提取较完全，能够得到理想的加

标回收率；当甲醇占比为３０％（体积比）时，提

取效果改善不明显．因此，提取时选择在纯水中

加入２０％（体积比）的甲醇，以提升对碱性橙染

１．安赛蜜　２．苯甲酸　３．柠檬黄　４．新红　５．糖精钠　６．山梨酸　７．苋菜红　８．胭脂红　９．日落黄　

１０．诱惑红　１１．阿斯巴甜　１２．亮兰　１３．对羟基苯甲酸甲酯　１４．对羟基苯甲酸乙酯　１５．赤藓红

１６．碱性橙Ⅱ　１７．对羟基苯甲酸丙酯　１８．对羟基苯甲酸丁酯　１９．碱性橙２１　２０．碱性橙２２

图１　标准溶液色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ
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料和羟基苯甲酸酯类的提取效果．

试验中发现，微孔滤膜对色素有一定吸附作

用，对回收率有影响．采用聚醚砜膜进行过滤时，

发现滤膜对部分色素有一定程度的吸附，其中对

赤藓红的吸附较强，这与文献［１１］报道结果一

致．因此，试验采取弃去前３ｍＬ滤液的方式，待

滤膜饱和后，收集第４ｍＬ滤液进行测试，以避免

出现滤膜对色素吸附导致回收率低的问题．

２．４　分析方法线性范围及检出限测定
将 标 准 储 备 液 逐 级 稀 释 为 ０．５～

５０．０μｇ／ｍＬ标准工作液，用所建立的分析方法

进行测定，采用外标法定量．以峰面积为纵坐

标、各组分浓度为横坐标绘制工作曲线，以３倍

信噪比确定方法检出限（ＬＯＤ），１０倍信噪比确

定方法定量限（ＬＯＱ）．线性范围、线性方程、相

关系数、检出限及定量限结果见表３．由表３可

知，２０种添加剂在０．５～５０．０μｇ／ｍＬ范围内线

性关系良好，相关系数大于０．９９９０，检出限范

围 ０．５～１２．５ｍｇ／ｋｇ，定量限范围２．５～

４０．０ｍｇ／ｋｇ．

２．５　回收率与精密度试验
选取经检测不含有待测组分的果蔬汁饮料

样品，按照前述试验方法及条件进行加标回收

率和精密度试验．加标浓度分别选择定量限、

２倍定量限、１０倍定量限三个水平，每个水平取

６份样品进行试验，计算平均回收率和相对标

准偏差（ＲＳＤ）．样品中２０种添加剂的平均回收

率和ＲＳＤ见表４．由表４可知，２０种添加剂的平

均回收率为８０．１％ ～１００．９％，相对标准偏差

为１．５％～４．９％．

２．６　方法应用
应用本方法对市售１０种果蔬汁饮料进行

测定，筛查添加剂使用情况，结果见表５．结果

显示，１０种市售果蔬汁饮料中均未检测出非法

添加物碱性橙染料，其中３种检测出安赛蜜，

２种检测出苯甲酸，５种检测出柠檬黄，２种检测

表３　２０种添加剂的线性范围、线性方程、相关系数、检出限及定量限

Ｔａｂｌｅ３　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＬＯＤａｎｄＬＯＱｆｏｒ２０ａｄｄｉｔｉｖｅｓ

序号 添加剂名称
线性范围
／（μｇ·ｍＬ－１） 线性方程 相关系数

检出限
／（ｍｇ·ｋｇ－１）

定量限
／（ｍｇ·ｋｇ－１）

１ 安赛蜜 ０．５～５０．０ ｙ＝２９．９７ｘ＋８．４９６ ０．９９９８ ０．５ ２．５
２ 苯甲酸 ０．５～５０．０ ｙ＝３２．８７ｘ＋７．４４５ ０．９９９４ ０．５ ２．５
３ 柠檬黄 ０．５～５０．０ ｙ＝３０．５５ｘ＋４．８１１ ０．９９９６ ０．５ ２．５
４ 新红 ０．５～５０．０ ｙ＝３０．４０ｘ＋６．９２０ ０．９９９６ ０．５ ２．５
５ 糖精钠 ０．５～５０．０ ｙ＝１９．５２ｘ＋１．５９１ ０．９９９５ ０．５ ２．５
６ 山梨酸 ０．５～５０．０ ｙ＝６２．８５ｘ＋１３．２９０ ０．９９９２ ０．５ ２．５
７ 苋菜红 ０．５～５０．０ ｙ＝２４．０８ｘ＋３．３２８ ０．９９９５ ０．５ ２．５
８ 胭脂红 ０．５～５０．０ ｙ＝２４．５６ｘ＋２．７３７ ０．９９９５ ０．５ ２．５
９ 日落黄 ０．５～５０．０ ｙ＝２３．４１ｘ＋３．５７４ ０．９９９７ ０．５ ２．５
１０ 诱惑红 ０．５～５０．０ ｙ＝２９．４１ｘ＋４．４５０ ０．９９９５ ０．５ ２．５
１１ 阿斯巴甜 ２．５～５０．０ ｙ＝７．９４ｘ－１．５００ ０．９９９４ １２．５ ４０．０
１２ 亮兰 ０．５～５０．０ ｙ＝２９．４１ｘ＋４．４５０ ０．９９９４ ０．５ ２．５
１３ 对羟基苯甲酸甲酯 ０．５～５０．０ ｙ＝４８．４８ｘ＋９．２４７ ０．９９９６ ０．５ ２．５
１４ 对羟基苯甲酸乙酯 ０．５～５０．０ ｙ＝４５．４６ｘ＋７．８８２ ０．９９９１ ０．５ ２．５
１５ 赤藓红 ０．５～５０．０ ｙ＝２９．１２ｘ－３．６３５ ０．９９９３ ０．５ ２．５
１６ 碱性橙Ⅱ ０．５～５０．０ ｙ＝３５．７９ｘ－４．０８８ ０．９９９３ ０．５ ２．５
１７ 对羟基苯甲酸丙酯 ０．５～５０．０ ｙ＝４１．５８ｘ＋６．９４０ ０．９９９８ ０．５ ２．５
１８ 对羟基苯甲酸丁酯 ０．５～５０．０ ｙ＝４１．６３ｘ－７．９１８ ０．９９９６ ０．５ ２．５
１９ 碱性橙２１ ０．５～５０．０ ｙ＝７２．９４ｘ－２１．１９０ ０．９９９５ ０．５ ２．５
２０ 碱性橙２２ ０．５～５０．０ ｙ＝６４．０６ｘ－３９．２００ ０．９９９１ ０．５ ２．５

·７２·



　２０１６年７月 第３１卷 第４期

表４　样品中２０种添加剂的平均回收率与ＲＳＤ

Ｔａｂｌｅ４　ＡｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄＲＳＤｏｆ２０ａｄｄｉｔｉｖｅｓｉｎｆｒｕｉｔａｎｄｖｅｇｅｔａｂｌｅｊｕｉｃｅｂｅｖｅｒａｇｅ（ｎ＝６）

序号 添加剂名称
添加量

／（ｍｇ·ｋｇ－１）
平均回
收率／％ ＲＳＤ／％ 序号 添加剂名称

添加量
／（ｍｇ·ｋｇ－１）

平均回
收率／％ ＲＳＤ／％

１ 安赛蜜 ５．０ ９４．２ ３．１ １１ 阿斯巴甜 ８０．０ ９２．３ ３．３
２ 苯甲酸 ５．０ ８５．３ ３．６ １２ 亮兰 ５．０ ８８．５ ３．２
３ 柠檬黄 ５．０ ９４．０ ４．１ １３ 对羟基苯甲酸甲酯 ５．０ ８９．３ ３．５
４ 新红 ５．０ ９４．４ １．９ １４ 对羟基苯甲酸乙酯 ５．０ ９０．３ ３．４
５ 糖精钠 ５．０ １００．９ ３．６ １５ 赤藓红 ５．０ ８０．４ ２．７
６ 山梨酸 ５．０ ８８．４ ３．７ １６ 碱性橙Ⅱ ５．０ ８７．６ ３．５
７ 苋菜红 ５．０ ８０．２ ４．２ １７ 对羟基苯甲酸丙酯 ５．０ ８５．２ ４．２
８ 胭脂红 ５．０ ８７．４ ２．２ １８ 对羟基苯甲酸丁酯 ５．０ ８３．８ ３．６
９ 日落黄 ５．０ ８９．０ ３．６ １９ 碱性橙２１ ５．０ ８２．１ ３．１
１０ 诱惑红 ５．０ ８７．５ ２．３ ２０ 碱性橙２２ ５．０ ８１．８ ２．５

表５　样品检验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ ｍｇ·ｋｇ－１

添加剂
名称

样品序号

１＃ ２＃ ３＃ ４＃ ５＃ ６＃ ７＃ ８＃ ９＃ １０＃

安赛蜜 ＮＤ ５２．９ ＮＤ ２０．９ ＮＤ ＮＤ ７８．４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
苯甲酸 ＮＤ ＮＤ １００．７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ７８．１ ＮＤ ＮＤ
柠檬黄 ＮＤ １０．４ ２１．８ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ５．８ １５．８ ＮＤ １６．７
新红 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
糖精钠 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ２０．８ ＮＤ １４．８
山梨酸 ＮＤ １５０．６ ４１．５ ６０．９ ＮＤ ９０．８ ６４．７ ４５．３ ＮＤ ６７．１
苋菜红 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
胭脂红 ＮＤ ３．１ ５．７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ３．９ ＮＤ ＮＤ ４．２
日落黄 ＮＤ １４．３ ＮＤ １０．４ ＮＤ １７．９ ＮＤ １３．５ ＮＤ １１．３
诱惑红 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
阿斯巴甜 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
亮兰 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

对羟基苯甲酸甲酯 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
对羟基苯甲酸乙酯 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

赤藓红 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
碱性橙Ⅱ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

对羟基苯甲酸丙酯 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
对羟基苯甲酸丁酯 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
碱性橙２１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
碱性橙２２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

　　注：ＮＤ表示未检出．

出糖精钠，７种检测出山梨酸，４种检测出胭脂

红，５种检测出日落黄．由此可见，果蔬汁饮料

中添加合成色素、防腐剂、甜味剂现象较为常

见，但均未超过ＧＢ２７６０—２０１４《食品安全国家

标准 食品添加剂使用标准》中规定的使用范

围和用量．

３　结论

本文使用 ＨＰＬＣ法同时检测１０种市售果

蔬汁饮料中２０种禁限用食品添加剂含量，结果

·８２·
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表明，该方法与国家标准规定的方法相比，操作

简单、检测添加剂种类多、分离效果好、回收率

和精密度均满足要求，适用于果蔬汁饮料中多

种添加剂的同时检测，能够提高效率，节约成

本，可为食品安全监督抽检工作提供技术支持．
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