
食品中着色剂含量的测定

食品添加剂的测定



项目任务：饮料中合成色素的测定

问题：

n 你一定喝过有色饮料，它都添加了哪些食品添加剂？

n 为改善食品感官特性常要加入色素，它对人体安全吗？

n 借助现代信息技术查询分析方法，测定它，你能做到吗

？

n 色素无处不在，但安全更重要呦！



目标：

l 培养学生具有解毒国家标准的能力；

l 熟悉食品中常用色素；

l 能依据国家标准完成饮料中合成色素的测定。

内容：

l 食品色素概述；

l 饮料中合成色素的测定 GB/T 5009.35-2003 。



一、食用色素概述

n 食用色素（着色剂）：以食品着色、改善食品的

色泽为目的的食品添加剂。

n 分为天然色素和合成色素。

n 允许使用的合成色度：胭脂红、柠檬黄、日落黄

、亮蓝、靛蓝、苋菜红、诱惑红、赤藓红等。



色素特性



二、饮料中合成色素的测定
GB/T 5009.35-2003

n 高效液相色谱法（第一法）

n 薄层色谱法（第二法）

n 示波极谱法（第三法）





1 、高效液相色谱法（第一法）

原理：

n 食品中人工合成色素（着色剂）用聚酰胺吸附法或液 - 液

分配法提取，制成水溶液。

n 注入高效液相色谱仪，经反相色谱分离；

n 根据保留时间定性和峰面积比较定量。



分析流程



仪器和试剂



试样处理

l 称取 20.0-40.0g ，放入 100mL 烧杯中。

l 若含二氧化碳试样，加热驱除二氧化碳



色素提取（聚酰胺吸附法）

n 吸附：试样溶液加柠檬酸溶液调 pH 到 6 ，加热至 60

℃；

n 将 1g 聚酰胺粉加少许水调成粥状，倒入试样溶液中

，搅拌片刻，以 G3 垂融漏斗抽滤；

n 洗涤：用 60 pH=4℃ 的水洗涤 3-5 次，用甲醇 - 甲酸

混合溶液洗涤 3-5 次，再用水洗至中性（洗涤天然色

素）；



n 解吸：用乙醇 - 氨水 - 水混合溶液解吸 3-5 次，每次 5

mL ，收集解吸液，加乙酸中和；

n 蒸发浓缩：蒸发至近干；

n 定容：加水溶解，定容至 5mL;

n 过滤：经 0.45um 滤膜过滤，取 10uL 进高效液相色谱

仪。

   试样溶液 –吸附色素 - 解吸色素 - 蒸发浓缩 -

定容



高效液相色谱参考条件



测定

n 取相同体积样液和合成色素（着色剂）标准使

用液分别注入高效液相色谱仪；

n 根据保留时间定性；

n 外标峰面积定量。



结果计算



2 、薄层色谱法（纸色谱法）

原理：

n 水溶性酸性合成色素在酸性条件下被聚酰胺吸附；

n 在碱性条件下解吸附；

n 再用纸色谱法或薄层色谱法进行分离；

n 与标准比较定性、定量。



仪器和试剂



试样处理

n 称取 50.0g 试样，放入 100mL 烧杯中。

n 若含二氧化碳试样，加热驱除二氧化碳。



吸附分离



吸附分离



纸色谱定性与定量分析

n 取色谱纸，在距底边 2cm 的起始线上分别点 3-10uL

试样溶液、 1-2uL 色素标准溶液；

n 挂于盛有展开剂的层析缸中，用上行法展开，待溶剂

前沿展至 15cm 处，将滤纸取出于空气中晾干，与标

准斑比较定性。

n 取 0.5mL 样液，在起始线上从左到右点成条状，纸的

左边点色素标准溶液，依法展开，晾干后先定性再供

定量用。





纸色谱定性分析



纸色谱定量分析



定量分析 - 试样测定

n 将纸色谱的条状色斑剪下，用少量热水洗涤数次，洗

涤移入 10mL 比色管中，并加水稀释至刻度；

n 用 1cm 比色杯，以零管调节零点，于一定波长下（胭

脂红 510nm ，苋菜红 520nm ，柠檬黄 430nm ，日落

黄 482nm ，亮蓝 627nm ，靛蓝 620nm ），测定吸光

度；

n 用标准曲线定量。



定量分析 - 标准曲线制备

n 分别吸取 0 、 0.5 、 1.0 、 2.0 、 3.0 、 4.0mL 胭脂红、

苋菜红、柠檬黄、日落黄色素标准使用溶液，或 0 、 0.

2 、 0.4 、 0.6 、 0.8 、 1.0mL 亮蓝、靛蓝色素标准使用

溶液，分别置于 10mL 比色管中，各加水稀释至刻度。

n 用 1cm 比色杯，以零管调节零点，在一定能够波长下

（胭脂红 510nm ，苋菜红 520nm ，柠檬黄 430nm ，日

落黄 482nm ，亮蓝 627nm ，靛蓝 620nm ），测定吸光

度；

n 分别绘制标准曲线。



结果计算



结果判断 GB2760-2011



苏丹红的检测



苏丹红的检测方法

l GB/T 19681-2005 ：样品经溶剂正己烷提取、固相

萃取净化后，用反相高效液相色谱——紫外可见

检测器进行色谱分析，采用外标法定量。



蜜饯中日落黄含量的测定



日落黄的特性

n 日落黄为橙红色粉末或颗粒，无臭。

n 易溶于水、甘油、丙二醇，微溶于乙醇，不溶于油脂

n 中性和酸性水溶液呈橙黄色，遇碱变为红褐色

n 吸湿性强，耐热性及耐光性强，还原时褪色，溶于浓

硫酸得橙色液

n 易着色，坚牢度高



薄层色谱法

①定义及分类

n 薄层色谱，或称薄层层析，薄层层析是把支持物均

匀涂布于支持板（常用玻璃板，也可用涤纶布等）

上形成薄层，然后用相应的溶剂进行展开。从而对

混合样品进行分离、鉴定和定量的一种层析分离技

术。

n 薄层层析可根据作为固定相的支持物不同，分为薄

层吸附层析（吸附剂）、薄层分配层析（纤维素）

、薄层离子交换层析（离子交换剂）、薄层凝胶层

析（分子筛凝胶）等。一般实验中应用较多的是以

吸附剂为固定相的薄层吸附层析。



薄层色谱法

②优缺点

n 优点：操作方便、设备简单、显色容易等特点，同

时展开速率快，一般仅需 15～ 20分钟；混合物易

分离，分辨力一般比以往的纸层析高 10～ 100倍，

它既适用于只有 0． 01μg的样品分离，又能分离

大于 500mg的样品作制备用，而且还可以使用如浓

硫酸、浓盐酸之类的腐蚀性显色剂。

n 缺点：对生物高分子的分离效果不甚理想。



薄层色谱法

③操作步骤

步骤 1：薄层板制备

n 除另有规定外，将 1份固定相和 3份水在研钵中向一

方向研磨混合 ,去除表面的气泡后，倒入涂布器中，

在玻板上平稳地移动涂布器进行涂布（厚度为 0.2～ 0

.3mm），取下涂好薄层的玻板，置水平台上于室温下

晾干，后在 110℃烘 30分钟，即置有干燥剂的干燥箱

中备用。使用前检查其均匀度（可通过透射光和反射

光检视）。



薄层色谱法

步骤 2：点样

n 除另有规定外，用点样器点样于薄层板上，一般为圆

点，点样基线距底边 2.0cm，样点直径及点间距离同

纸色谱法 ,点间距离可视斑点扩散情况以不影响检出

为宜。点样时必须注意勿损伤薄层表面。



薄层色谱法

步骤 3：展开

n 展开室如需预先用展开剂饱和，可在室中加入足够量

的展开剂，并在壁上贴二条与室一样高、宽的滤纸条

，一端浸入展开剂中，密封室顶的盖，使系统平衡或

按正文规定操作。 将点好样品的薄层板放入展开室

的展开剂中 ,浸入展开剂的深度为距薄层板底边 0.

5～ 1.0cm（切勿将样点浸入展开剂中） ,密封室盖

，待展开至规定距离（一般为 10～ 15cm ），取出薄

层板，晾干，按各品种项下的规定检测。



薄层色谱法

步骤 4：显色

n 取出的薄层板，立即喷洒显色剂，使其显色，计

算 Rf值。或使之出现各种有色的斑点，与标准进

行对照比较，可确定其成分。

n Rf= 起始线到样品斑点中心距离



薄层色谱法



薄层色谱法测定原理

日落黄在酸性条件下被聚酰胺吸附，而在碱性条件下解吸附，
再用纸色谱法或薄层色谱法进行分离后，
与标准比较定性、定量。本法最低检出量

为 50μg 。点样量为 1μL 时，检出浓度约为 50mg/kg 。



具体工作任务分解

样品预处理

薄层吸附分离

定性测定、定量分析

数据记录与处理

仪器和试剂的准备



任务一 仪器和试剂的准备

• 试剂：
• 聚酰胺粉；硅胶 G；乙醇（ 50% ）；可溶性淀粉；乙醇 -氨溶液； P

H4 的水；日落黄标准溶液；日落黄标准使用液。

展开剂：

①正丁醇 -无水乙醇 -氨水（ 1% ）（ 6+2+3 ）：供纸色谱用。

②正丁醇 -吡啶 -氨水（ 1% ）（ 6+3+4 ）：供纸色谱用。

③柠檬酸钠溶液（ 25g/L ） -氨水 -乙醇（ 8+1+2 ）：供薄层色谱用。

• 仪器：

• G3 垂融漏斗；水浴锅；研钵；干燥箱；干燥器；薄层板： 5cm×20c
m；层析缸；展开槽， 25cm×6 cm×4 cm ；微量注射器或血色素吸
管；滤纸：中速滤纸，纸色谱用；电吹风机；剪刀；刮刀（小刀）
；漏斗；蒸发皿；可见分光光度计



• 称取 5.00g粉碎的试样→加 30mL水→温热溶解→
PH试纸测 PH值→若高，用柠檬酸溶液（ 200g/
L）调至 pH4左右。

〖注〗

用柠檬酸调至 pH4左右的目的是方便日落黄被被聚酰胺吸附。

任务二 样品预处理



扩展知识

• 其他类型样品预处理方法

①果味水、果子露、汽水：称取 50.0g 试样于 100mL 烧杯中

，汽水需加热驱除 CO2。

②配制酒：称取 100.0g试样于 100mL 烧杯中，加碎瓷片数

块，加热驱除乙醇。

③硬糖、淀粉软糖：同本法。

④奶糖：称取 10.0g 粉碎均匀的试样，加 30mL乙醇 -氨溶

液溶解，置水浴上浓缩至约 20mL，立即用硫酸溶液（ 1+1

0）调至微酸性，再加 1.0mL硫酸（ 1+10），加 1mL钨酸

钠溶液（ 100g/L ），使蛋白质沉淀，过滤，用少量水洗

涤，收集滤液。



扩展知识

• 蛋糕类：称取 10.0g 粉碎均匀的试样，加海砂少许，

混匀，用热风吹干用品（用手摸已干燥即可），加入

30mL石油醚搅拌。放置片刻，倾出石油醚，如此重

复处理三次，以除去脂肪，吹干后研细，全部倒入 G

3垂融漏斗或普通漏斗中，用乙醇 -氨溶液提取日落

黄，直至日落黄全部提完，置水浴上浓缩至约 20mL

，立即用硫酸溶液（ 1+10）调至微酸性，再加 1.0m

L硫酸（ 1+10 ），加 1mL钨酸钠溶液（ 100g/L），

使蛋白质沉淀，过滤，用少量水洗涤，收集滤液。



任务三  薄层吸附分离

• 将任务二得到的溶液加热至 70℃→ 加入 0.5g～ 1.0

g聚酰胺粉→充分搅拌→柠檬酸溶液（ 200g/L）调 P

H至 4→ 将吸附日落黄的聚酰胺全部转入 G3垂融漏

斗→过滤→用 PH4 的 70℃ 水反复洗涤，每次 20mL→

边洗边搅拌→至洗液无色为止→用 70℃ 水多次洗涤

（洗涤过程中应充分搅拌）→至流出的溶液为中性→

乙醇 -氨溶液分次解吸日落黄着色剂→收集解吸液→

水浴上驱氨



任务三  薄层吸附分离

〖注解〗

   用柠檬酸调至 pH4左右的目的是使日落黄完全被吸附，

如溶液还有颜色，可以再加一些聚酰胺粉。

〖注意〗

   ①如果解吸液为单色，则用水准确稀释至 50mL，用分光

光度法进行测定。

   ②如果为多种着色剂混合液，则进行纸色谱或薄层色谱

法分离后测定，即将上述溶液置水浴上浓缩至 2mL后移入 5m

L容量瓶中，用 50%乙醇洗涤容器，洗液并入容量瓶中并稀

释至刻度。



方法 1：纸色谱

n 色谱用纸→在距底边 2cm的起始线

上分别点 3μL~10μL试样和 1μL~2μ

L日落黄标准溶液→挂于分别盛有

展开剂①、②的层析缸中→上行法

展开→待溶剂前沿展至 15cm处→

将滤纸取出于空气中晾干→标准斑

比较定性。

任务四  定性测定



任务四  定性测定

方法 2：薄层色谱

n ①薄层板的制备

  称取 1.6g聚酰胺粉、 0.4g可溶性淀粉及 2g硅胶 G→研

钵→ 15mL水研匀→涂布器中铺成厚度为 0.3mm 的板→室温

晾干→ 80℃干燥 1h→干燥器→备用。

n ②点样

  离板底边 2cm处将 0.5mL 样液从左到右点成与底边平行的

条状，板的左边点 2μL日落黄标准溶液。

n ③展开

   取适量展开剂③倒入展开槽中，将薄层板放入展开，待

着色剂明显分开后取出，晾干，与标准斑比较，如果 Rf相

同即为同一色素。



1、试样测定

n 将纸色谱的条状色斑剪下，用少量热水洗涤数次，洗液移

入 10mL比色管中，并加水稀释至刻度，作比色测定用。

n 将薄层色谱的条状色斑包括有扩散的部分，分别用刮刀刮

下，移入漏斗中，用乙醇 -氨溶液解吸着色剂，少量反复

多次至解吸液于蒸发皿中，于水浴上挥去氨，移入 10mL比

色管中，加水至刻度，作比色用。

任务五  定量分析



任务五  定量分析

2、标准曲线制备

n 分别吸取 0、 0.5 、 1.0、 2.0 、 3.0、 4.0mL 日落

黄色素标准使用溶液，分别置于 10mL比色管中，各

加水稀释至刻度。

n 上述试样与标准管分别用 1cm 比色杯，以零管调节零

点，于一定波长下（ 482nm）测定吸光度，绘制标准

曲线，样品 A与与标准系列比较定量。 



任务六  数据记录及处理

项目名称 检测日期

样品名称 检验依据

标准曲线

浓度 0.00 0.50 1.0 2.0 3.0 4.0

吸光度 A

样品值

吸光度 A 1 2

样品中含量

平均值

两次测定值
之差



任务六  数据记录及处理

1 、比色皿的校正

测定波长： 482 nm           比色皿厚度： 1cm

比色皿编号 1 2 3 4

吸光度校正值



任务六  数据记录及处理

2、标准曲线的绘制
测定波长： 482 nm                比色皿厚度： 1cm

容量瓶
编号

日落黄标准使用液（ 0.1mg/mL ）

1 2 3 4 5 6

取标样体积 mL 0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
含色素的量 mg 0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
色素浓度
mg/mL

0 0.005 0.01 0.02 0.03 0.04

吸光度 A

校正后吸光度 A



任务六  数据记录及处理

3、样品的测定

样品的质量 m(g)

试样解吸后总体积 V1
（ mL ）
测定次数 1 2
样液点样体积 V2 （ mL ）

样液吸光度值 A

校正后吸光度 A

样液中色素的质量 A1 
(mg)
样品中色剂含量 X(g/kg)

测定结果平均值 (mg/kg)

标准规定分析结果的精密度 在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得
超过算术平均值的 10% 。

本次实验分析结果的精密度



X——样品中日落黄的含量， g/Kg

A——测定用样液中色素的质量， mg

m——样品质量， g

V1——样品解吸后的总体积， mL

V2——样液点板（纸）体积， mL 

• 有效数字：计算结果保留二位有效数字。

任务六  数据记录及处理

1000

1000

1

2 




V
Vm

A
X



任务七 结果判断

• 1、安全限量值

• 《食品添加剂使用标准》 GB2760-2007规
定



2 、检测报告

样品名称 检测目的

规格型号 检测日期

生产日期 报告日期

生产单位 样品状态

检测依据 样品来源

检验结果

序号 检测项目 单位 技术要求 检测结果 单项判定

1

2

3

4

5

判定依据

检测结论

备注

主检 审核



拓展知识

一、其他测定方法

1、高效液相色谱法

• 食品中人工合成着色剂用聚酰胺吸附法或液 -液分配法提

取，制成水溶液，注入高效液相色谱仪，经反相色谱分离

，根据保留时间定性和与峰面积比较进行定量。

2、示波极谱法

• 食品中的合成着色剂，在特定的缓冲溶液中，在滴汞电极

上可产生敏感的极谱波，波高与着色剂的浓度成正比，当

食品中存在一种或两种以上互不影响测定的着色剂时，可

用其进行定性定量分析。



二、天然色素使用安全性

安全性高，色泽较自然

① 动植物体生长环境污染，被喷洒农药或摄入了有害物质

。

② 动植物体作为色素原料时因其本身腐败、变质产生了有

害的毒素。

③ 在生产微生物色素时，由于培养、处理不当而污染其它

微生物，从而产生毒素。 

④ 在色素的提取加工中混入了有毒的物质如重金属、有机

溶剂等。

拓展知识
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