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摘要：建立高效液相色谱法测定工夫红茶中柠檬黄、胭脂红、

日落黄３种合成色素的检测新方法。样品经蒸馏水浸泡后，

用聚酰胺粉进行吸附，过滤，水洗至中性后用乙醇—氨水—

水（体积比７２１）的混合溶剂解吸，解吸液定容后经甲醇

和乙酸铵溶液梯度淋洗，用紫外检测器检测，检测波长为

２５４ｎｍ，测得柠檬黄、胭脂红、日落黄的保留时间分别为

２．３７，５．４８，６．８８ｍｉｎ，线性相关系数分别为０．９９９，０．９９４，

０．９９９，回收率测试表明回收率基本在８６．９％～１００．４％，ＲＳＤ

为２．７％～３．９％，该方法快速、简单方便。
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合成色素是指利用化学方法合成的一种可以改变其它物质

颜色的化合物，包括非食用色素和食用色素。其中食用合成色

素色彩鲜艳、着色力强、易溶于多种溶剂且稳定性好，另外相比

于天然色素其成本更低、供货量充足、纯度更高，因此普遍应用

于食品生产中［１］。研究显示大部分的合成色素皆为偶氮类色

素［２］，该类色素长期食用具有致癌和致畸的弊端［３－４］。

在加工过程中红茶发生了一系列的化学反应，例如以茶

多酚的酶促氧化为中心的化学反应，产生了茶黄素、茶红素

等新成分，所以茶叶的颜色经历了绿色、红色、棕色再到乌黑

色的变化［５］。一些小作坊、生产企业为了增加红茶的“卖

相”，茶汤的“橙红色”或“明亮度”，追求更好的“感官品质”［６］

和更大的利润空间，会在工夫红茶中人为、非法地添加柠檬

黄、胭脂红、日落黄等合成色素。这种违法现象的存在，不仅

严重破坏红茶产业安全、健康、有序发展的良好环境，而且还

严重威胁到饮用者的生命健康安全。因此，研究茶叶中合成

色素的含量是非常有意义的。

目前，合成色素的检测方法有层析法、电分析法、分光光

度法、高效液相色谱法等［７］，对于多组分合成色素混合物的

分析，层析法操作复杂，且定量准确度较差；分光光度法需结

合化学计量学的方法，数据处理较为繁琐；电分析法则重现

性较差；而高效液相色谱法操作简单、快速、重复性好、检出

限低。因此，高效液相色谱法成为食品中合成色素检测的有

效方法。该方法已经被广泛应用于肉类制品［８］、饮料［９］、蜜

饯［１０］、面食糕点［１１－１２］、葡萄酒［１３］等食品中合成色素的检测，

但尚未应用于茶叶中合成色素的检测。因为茶叶是一种特

殊的食品，其成份复杂，所含天然色素种类多［１４］，因此在分

析茶叶中合成色素含量（痕量分析）时，若净化过程不完全，

会对色素含量造成假阳性干扰，从而影响检测结果的检出

限、定量限、灵敏度、准确度等。因此本试验拟以工夫红茶为

例，研究茶叶产品中合成色素的检测方法，以聚酰胺粉作为

吸附／解吸剂，采用高效液相色谱法分离和检测日落黄、胭脂

红和柠檬黄３种合成色素的含量，通过对流动相、浸泡时间、

聚酰胺粉使用量、溶液ｐＨ 值等条件的优化，确定最佳试验
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条件，旨在为茶叶产品中合成色素含量的检测提供可靠、准

确的分析方法。

１　材料与方法
１．１　主要仪器与试剂

１．１．１　材料与试剂

柠檬黄、日落黄和胭脂红标准物质：１ｍｇ／ｍＬ，国家标准

物质研究中心；

乙腈、甲醇：色谱纯，美国默克集团；

乙酸氨、氨水、柠檬酸、甲酸、乙醇：分析纯，国药集团化

学试剂有限公司；

聚酰胺粉：粒径１００～２００目，国药集团化学试剂有限

公司；

超纯水：自制；

工夫红茶样品：采购于武夷山度假区茶叶店。

１．１．２　仪器设备

高效液相色谱仪：１２００型（带ＤＡＤ检测器），美国安捷

伦科技公司；

恒温水浴锅：ＨＨ４型，常州国华电器有限公司；

垂融漏斗：Ｇ２，天津市天玻玻璃仪器有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　 色谱条件 　 色 谱 柱：ＺＯＲＢＡＸ ＥｃｌｉｐｅｓＸＤＢＣ１８

４．６ｍｍ×１００ｍｍ，５μｍ；柱温：室温；进样量：１０μＬ；检测波

长：２５４ｎｍ；流动相：Ｂ为甲醇，Ｄ为０．０２ｍｏｌ／Ｌ的乙酸铵溶

液，采用梯度洗脱方式，具体见表１。

表１　流动相梯度洗脱条件

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｇｒａｄｉｅｎｔｆｏｒｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

时间／

ｍｉｎ

流动相

Ｂ／％

流动相

Ｄ／％

流速／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

０ ２０ ８０ １．０

３ ３５ ６５ １．０

９ ９８ ２ １．０

１５ ９８ ２ １．０

１．２．２　样品处理　取２．００ｇ磨碎的茶粉置于２５０ｍＬ的锥

形瓶中，加入蒸馏水３０ｍＬ浸泡１２０ｍｉｎ，过滤，取滤液调

ｐＨ至４待用。取１．５ｇ聚酰胺粉加少许水调成糊状，倒入滤

液中，搅拌１０ｍｉｎ后，用Ｇ２垂融漏斗抽滤，用ｐＨ为４的水

洗涤３～５次，每次５ｍＬ，然后用甲醇—甲酸（体积比６４）

混合溶液洗涤３次，每次１０ｍＬ，再用蒸馏水冲洗至中性。

最后用乙醇—氨水—水（体积比７２１）混合溶液解吸

３次，每次１０ｍＬ，解吸５ｍｉｎ，收集解吸液，蒸发近干，再用蒸

馏水溶解，定容至５ｍＬ。经０．２μｍ滤膜过滤，进样。

１．２．３　 标准曲线和检出限 　 将 ３种色素的标准母液

（１ｍｇ／ｍＬ）分别在１０ｍＬ的容量瓶中用超纯水配成５．０，

１０．０，５０．０，１００．０μｇ／ｍＬ的混合标准使用液，在已经优化好的

色谱条件下进样，得到混合标准使用液的液相色谱图，见图１。

　　然后以标准物质浓度为犡 轴，峰面积为犢 轴，得到３种

合成色素的标准物质回归方程和相关系数，见表２。

图１　浓度为５０．０μｇ／ｍＬ的柠檬黄、胭脂红、日落黄

混合标准物质色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｌｅｍｏｎｙｅｌｌｏｗ，ｒｏｕｇｅｒｅｄａｎｄ

ｓｕｎｓｅｔｙｅｌｌｏｗｓｔａｎｄａｒｄ（５０．０μｇ／ｍＬ）

表２　３种色素的标准曲线回归方程、相关系数

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｃｕｒｖｉｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｔｈｒｅｅｐｉｇｍｅｎｔ

标准物质 回归方程 相关系数（犚２）

柠檬黄 犢＝３０．０２５犡＋２９．６１２ ０．９９９

胭脂红 犢＝２５．４７１犡＋１４．７８０ ０．９９４

日落黄 犢＝２３．７８６犡＋３．７６３ ０．９９９

　　按３倍信噪比计算检出限，得到柠檬黄的检出限为

０．２ｍｇ／ｋｇ、胭脂红的检出限为０．４ｍｇ／ｋｇ、日落黄的检出限

为０．３ｍｇ／ｋｇ。

２　结果与讨论
２．１　茶粉浸泡时间

本试验采用蒸馏水浸泡茶叶粉末，因为茶叶中含有丰富

的色素，因此随着浸泡时间的增加，茶汤中水浸出物的含量

也在不断增加，并将在一定时间后达到溶出平衡。为了考察

浸泡时间对合成色素检测的影响，试验往茶粉中加入

２５ｍｇ／ｋｇ的混合标准工作液，分别将茶粉用水浸泡１０，３０，

６０，１２０，３６０ｍｉｎ后，按１．２．２的方法进行处理后，检测合成色

素的含量，并计算加标回收率。

茶叶所含的色素包括脂溶性色素和水溶性色素［１５］，其

中水溶性色素随着浸泡时间的延长均可溶出达到溶解平衡，

使得聚酰胺粉能一次吸附完全，若浸泡时间不足，茶叶中的

水溶性色素浸出不完全，会在后续的清洗、净化中不断溶出，

干扰试验结果。由图２可知，随着浸泡时间的增加，合成色

素的回收率也随之增加，但１２０ｍｉｎ后，回收率基本不变，表

明此时茶叶中水溶性色素已达到溶出平衡，因此本试验确定

茶粉的浸泡时间为１２０ｍｉｎ。

２．２　聚酰胺粉添加量

聚酰胺粉作为吸附剂，在酸性条件下可吸附合成色

素［１６］，因此为了考察不同聚酰胺粉添加量对色素的吸附影

响，取２．０ｇ茶粉置于锥形瓶中，加入５０．０μｇ／ｍＬ的混合标

准工作液１ｍＬ，相当于加标水平为５０．０ｍｇ／ｋｇ，用水浸泡

１２０ｍｉｎ后，分别住茶汤中加入１．０，１．５，２．０，２．５ｇ聚酰胺粉，

按１．２．２的方法进行试验，测定合成色素的回收率。

由图３可知，聚酰胺的添加量对合成色素的回收率影响
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图２　茶粉浸泡时间与合成色素回收率关系图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃｏｌｏｒａｎｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙ

ａｎｄｓｏａｋｔｉｍｅｆｏｒＲｅｄｔｅａ

图３　聚酰胺粉添加量对合成色素回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃｏｌｏｒａｎｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄ

ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｐｏｌｙａｍｅｄｅｆｏｒｒｅｄｔｅａ

不大，回收率均可达到８６．９％以上，故不同聚酰胺的添加量

都能满足试验要求。另外考虑到聚酰胺粉添加量增多会增

加试验过滤时间，因此本试验采用聚酰胺粉的添加量为

１．５ｇ。

２．３　溶液ｐＨ值的影响

聚酰胺粉吸附原理是通过酰胺键与合成色素分子中电

负性大的元素形成氢键而产生吸附，在酸性条件下吸附能力

最强［１７］，因此反应溶液的ｐＨ 值会对吸附结果产生较大影

响。为了考察不同ｐＨ 条件下聚酰胺对合成色素的吸附影

响，用柠檬酸溶液调节茶汤的ｐＨ值，在ｐＨ为１，３，４，５，６的

条件下，按１．２．２的方法进行３种合成色素的加标回收率试

验，并计算加标回收率。

由图４可知，当茶汤的ｐＨ为１时，茶粉中合成色素的回

收率只有１０％～３０％，这是由于在酸性介质中酰胺键能以氢

键形式结合质子，从而使聚酰胺表面带大量正电荷，以吸附

偶氮类合成色素在水溶液中解离出来的带负电荷的大阴离

子，形成稳定的化合物，但酸性太高时，有机酸的解离受阻，

吸附率反而下降；当茶汤的ｐＨ 为４时，合成色素的加标回

收率最高，达到９０％左右；随着ｐＨ值继续增加，聚酰胺表面

上的正电荷数量减少，使得吸附率降低［１６］。因此试验选择

在ｐＨ为４的体系中进行聚酰胺粉吸附合成色素的反应。

２．４　加标回收率和精密度试验

按照１．２．２的试验方法，向工夫红茶的茶粉中分别加入

含量为１０．０，５０．０，１００．０ｍｇ／ｋｇ的３种合成色素的混合标准

工作液，进行平行试验，验证此方法的加标回收率。同时以

５０ｍｇ／ｋｇ的添加水平重复测试６次，计算相对标准偏差

（ＲＳＤ），考察方法精密度，试验结果（表３）表明，该方法的加

标回收率为８６．９％～１００．４％，相对标准偏差２．７％～３．９％，

符合试验要求。

图４　茶汤溶液的ｐＨ值与回收率的关系图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃｏｌｏｒａｎｔｓｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄ

ｔｈｅｐＨｖａｌｕｅｏｆｔｅａｌｉｑｕｏｒ

表３　加标回收率和精密度试验结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（狀＝６）

色素名称
添加水平／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

试验回收

率／％
ＲＳＤ／％

１０ ９６．７

柠檬黄 ５０ ９８．３ ３．４

１００ １００．４

１０ ９１．２

胭脂红 ５０ ９９．１ ２．７

１００ ８９．６

１０ ８６．９

日落黄 ５０ ９６．８ ３．９

１００ ９６．７

３　结论
（１）本试验建立了高效液相色谱检测工夫红茶中合成

色素的方法，茶粉浸泡后用聚酰胺粉进行吸附，过滤，水洗至

中性后用乙醇—氨水—水（体积比７２１）的混合溶剂解

吸，用纯水定容后用高效液相色谱进行检测。结果表明，柠

檬黄、胭脂红、日落黄３种合成色素在５～１００μｇ／ｍＬ时，其

质量浓度与峰面积线性关系良好，方法检出限为０．２～

０．４ｍｇ／ｋｇ。在３个添加水平下，回收率在８６．９％～１００．４％，

相对标准偏差小于５％，该方法回收和稳定性良好，填补中国

茶叶产品中合成色素检测的空白。

（２）该方法不仅操作简单，而且成本较低，可满足基层

检验机构对茶叶中合成色素的检测需要，但因试验时间较长

而不适合大批量样品检测。增配聚酰胺固相萃取小柱可有

效解决该问题，但检验成本大幅增加，不适合在业务量较少

的实验室使用。
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