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摘要　建立了高效液相色谱法测定着色剂食品黄 3 中 6 种磺酸类杂质的分析方法。采用纯水超声提取样品，以

乙腈 – 四丁基溴化铵水溶液为流动相，经 Agilent ZORBAX SB–C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱分离后，用二

极管阵列检测器（DAD）进行检测。以保留时间和紫外吸收光谱定性，外标法定量。6 种磺酸类杂质在相应的质量浓

度范围内与色谱峰面积线性关系良好，相关系数（r2）均大于 0.999，检出限为 0.01～0.15 mg／L，定量限为 0.03～0.50  

mg／L，平均加标回收率为 94.3%～99.3%，相对标准偏差为 0.85%～3.95%（n=6）。该方法快速、高效、准确，适用于食

品黄 3 中 6 种磺酸类杂质的测定。
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Determination of 6 sulfonic acid impurities in colorants food yellow 3
by high performance liquid chromatography

Liang Wenyao1， Li Xinyu1， Li Zhuoyuan1， Wang Zhenyu2， Wang Yi1， Nie Mingxia1， Tan Jianhua1

(1. National Quality Supervision and Testing Center for Cosmetics, Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute， Guangzhou　

511447, China;　2. Guangdong University of Technology, Guangzhou　510006, China)

Abstract　A high performance liquid chromatographic (HPLC) method was established for the simultaneous 

determination of 6 sulfonic acid impurities in colorants food yellow 3. The samples were extracted with pure water, then 
separated on an Agilent ZORBAX SB–C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) column utilizing a mobile phase of acetonitrile–
tetrabutylammonium bromide aqueous solution and detected by DAD. The qualitative analysis was based on retention time 
and ultraviolet absorbance, while quantitative analysis was performed by the external standard method. The test showed 
that there was a good linear relationship between 6 sulfonic acid impurities and the chromatographicpeak areas in the 
corresponding concentration range, with their correlation coefficients (r2) all more than 0.999. The limits of detection and 
limits of quantitation of the method were in the ranges of 0.01–0.15 mg／L and 0.03–0.50 mg／L, respectively. The average 
recoveries were 94.3%–99.3% with the relative standard deviations of 0.85%–3.95% （n=6）. The method is fast, efficient, 

accurate, and it could be applied for the simultaneous determination of six sulfonic acid impurities in food yellow 3.
Keywords　sulfonic acid impurities; cosmetics colorants; food yellow 3; high performance liquid chromatography

食 品 黄 3(CI 15985)，又 名 日 落 黄 (Sunset 
yellow)，化学名称为 1-( 对磺苯基偶氮 )-2- 萘酚 -6-
磺酸二钠盐［1］。食品黄 3 是一种人工合成着色剂，

在食品和化妆品领域，都有较广泛的应用［2］。《化

妆品安全技术规范》（2015 年版）规定了食品黄 3
中 6 种磺酸类杂质［4- 氨基苯 -1- 磺酸、3- 羟基萘 - 
2，7- 二磺酸、6- 羟基萘 -2- 磺酸、7- 羟基萘 -1，3- 二
磺酸、4，4'- 双偶氮氨基二苯磺酸、6，6'- 羟基双 (2-
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萘磺酸 ) 二钠盐］的限量值，其中 6，6'- 羟基双 (2-
萘磺酸 ) 二钠盐不超过 1.0%，其余 5 种总量不超

过 0.5%［3］，6 种磺酸类杂质的分子结构图见图 1。
磺酸类杂质对人体有一定危害［4–5］，为了提高着色

剂的质量和安全性，需对食品黄 3 的杂质含量进行 
检测。
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图 1　6 种磺酸类杂质的分子结构图

磺酸类化合物的检测方法主要有化学分析 
法［6］、液相色谱法［6–11］、分光光度法［11］、高效毛细管

电泳法［12］、离子色谱法［13–14］、液相色谱 – 质谱法［15］

等。现有文献报道关于食品黄 3 中磺酸类杂质检测

的研究较少，主要采用液相色谱法和液相色谱 – 质

谱法。通常参照 GB 6227.1–2010 《食品安全国家标

准食品添加剂日落黄》［8］中附录 A 的方法对原料

进行检测。但标准中缺少3-羟基萘 -2，7-二磺酸和7-
羟基萘 -1，3- 二磺酸的检测方法，而且 4- 氨基苯 -1-
磺酸的保留较弱，易被干扰。因此，现有标准检测方

法存在局限性，亟需建立着色剂食品黄 3 中 6 种磺

酸类杂质的检测方法。

笔者采用乙腈和离子对试剂（四丁基溴化铵）

水溶液作为流动相，通过优化提取溶剂、色谱条件等

因素，建立快速、高效、准确的检测方法，可为食品黄

3 中 6 种磺酸类杂质的检测提供有效的技术手段，

满足化妆品原料质量安全检测的需要。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Agilent 1260 型，配二极管阵

列检测器（DAD），美国安捷伦科技有限公司。

电子天平：CPA225D 型，感量值为 0.01 mg，德

国赛多利斯公司。

涡旋振荡器：MS3 basic 型，德国 IKA 公司。

超声波清洗仪：KQ–250DV 型，昆山市超声仪

器有限公司。

聚醚砜滤膜：0.45 μm，天津市津腾实验设备有

限公司。

纯水系统：Milli-Q 型，美国 Millipore 公司。

6 种磺酸类杂质标准物质：纯度及编号列于表

1，均购于上海安谱实验科技股份有限公司。
表 1　6 种磺酸类杂质标准物质纯度及编号

标准物质 纯度／% CAS 编号

4- 氨基苯 -1- 磺酸 99 121–57–3
3- 羟基萘 -2，7- 二磺酸 99 148–75–4

6- 羟基萘 -2- 磺酸 97 93–01–6
7- 羟基萘 -1，3- 二磺酸 95 118–32–1

4，4'- 双偶氮氨基二苯磺酸 99 17596–06–4
6，6'- 羟基双 (2- 萘磺酸 ) 二钠盐 90 61551–82–4

甲醇、乙腈：色谱纯，德国默克公司。

四丁基溴化铵：分析纯，上海阿拉丁试剂有限

公司。

乙酸铵：分析纯，广州化学试剂厂。

食品黄 3 原料样品：市售。

实 验 用 纯 水：电 阻 率 为 18.2 MΩ · cm，由

Milli-Q 纯水系统制备。

1.2　实验方法

1.2.1　标准溶液的配制

称取 6 种磺酸类杂质标准物质各 0.01 g（精确

至 0.01 mg），分别用纯水配制成 1 000 mg／L 标准储

备溶液。各移取 1.0 mL 标准储备溶液于 10 mL 容

量瓶中，用纯水定容至标线，配制成 100 mg／L 混合

标准储备液。分别精密移取不同体积的混合标准储

备液于 10 mL 容量瓶中，用纯水定容，配制成质量浓

度分别为 0.1、0.5、2.0、5.0、10.0、15.0 mg／L 的系列

混合标准工作溶液。

1.2.2　样品前处理

称取食品黄 3 原料样品 0.1 g（精确至 0.000 1 
g）于 100 mL 容量瓶中，加纯水定容至标线，混匀，

超声提取 5 min。冷却至室温，混匀，取适量样品溶

液，过 0.45 μm 滤膜，供高效液相色谱仪测定。

1.3　仪器工作条件

色谱柱：Agilent ZORBAX SB–C18 柱（4.6 mm× 
250 mm，5 μm，美国安捷伦科技有限公司）；流量：

1.0 mL／min ；柱温：35 ℃；进样体积：5 μL ；流动相：

乙腈 –10 mmol／L 四丁基溴化铵水溶液（4∶6）；检

测波长：240 nm。
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2　结果与讨论

2.1　检测波长的选择

采用配备二极管阵列检测器的高效液相色谱

仪进行检测，6 种磺酸类杂质色谱峰的紫外吸收光

谱图见图 2。结果显示，6 种磺酸类杂质在 240 nm
附近均有较强紫外吸收，其中 4，4'- 双偶氮氨基二苯

磺酸在 240 nm 和 360 nm 有特征紫外吸收。在实际

样品测试过程中，可选择 240 nm 和 360 nm 双波长

进行检测，但 4，4'- 双偶氮氨基二苯磺酸在两个波长

下响应差别不明显。考虑到 6 种磺酸类杂质在 240 
nm 波长的响应值能满足方法灵敏度的要求，所以选

择 240 nm 作为检测波长。
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图 2　6 种磺酸类杂质标准溶液紫外吸收光谱图

2.2　流动相的选择

分别以甲醇 – 水、乙腈 – 水、甲醇 –25 mmol／L 乙

酸铵水溶液、乙腈 –10 mmol／L 四丁基溴化铵水溶液

为流动相，考察了 6 种磺酸类杂质的色谱峰形和分离

效果。结果显示，以甲醇 – 水和乙腈 – 水为流动相

时，6 种磺酸类杂质保留较弱且存在拖尾现象。在

流动相中添加乙酸铵后拖尾现象有所改善，但保留

仍然较弱。加入离子对试剂四丁基溴化铵后，有效

提高了 6 种磺酸类杂质在色谱柱上的保留、分离度

和检测灵敏度，且色谱峰形对称。当乙腈与水溶液

体积比为 4∶6，水溶液中四丁基溴化铵浓度为 10  
mmol／L 时，6 种磺酸类杂质分离度最佳。因此，选

用乙腈 –10 mmol／L 四丁基溴化铵水溶液（4∶6）
为流动相。6 种磺酸类杂质标准溶液（5 mg／L）色

谱图见图 3。
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图 3　6 种磺酸类杂质标准溶液（5 mg／L）色谱图

2.3　色谱柱的选择

考 察 了 5 种 相 同 规 格（4.6 mm×250 mm，5 
µm）不 同 品 牌（X-bridge C18、ZORBAX SB–C18、

Pronto SIL–C18、Ultimate AQ C18 和 Dimansil C18）

C18 色谱柱的分离效果。结果显示，在同等色谱条件

下，6 种磺酸类杂质在 5 种 C18 色谱柱上色谱峰形差

别不明显，ZORBAX SB–C18 色谱柱上的色谱峰形

最优，且与食品黄 3 基质分离良好。因此，最终选用

ZORBAX SB–C18 色谱柱进行检测。

2.4　提取条件的选择

根据 6 种磺酸类杂质的化学性质与结构，分别

考察了纯水、25 mmol／L 乙酸铵水溶液、10% 乙腈

水溶液、10% 甲醇水溶液对食品黄 3 中 6 种磺酸类

杂质的提取效果。结果显示，4 种提取溶剂均能地

很好溶解目标物，且回收率接近，均大于 95%，考虑

到操作简便和溶剂毒性，选用纯水作为提取溶剂。

超声可以加快目标物溶解析出，在较短的时间内获

得较好的提取效果，为了保证样品的充分提取，最终

选择先涡旋分散样品，再超声提取 5 min 作为提取

条件。

2.5　线性方程与检出限

在优化的色谱条件下，对 1.2.1 配制的系列混

合标准工作溶液进行测定，以目标物的色谱峰面积

（Y）对相应的目标物质量浓度（X，mg／L）进行线

性回归分析。以 3 倍信噪比计算检出限，以 10 倍信

噪比计算定量限。线性方程、线性范围、相关系数、

检出限、定量限见表 2。由表 2 可知，6 种磺酸类杂

质在各自的质量浓度范围内线性关系良好，相关系

数 r2 均大于 0.999。方法的检出限和定量限均可满

足食品黄 3 中 6 种磺酸类杂质的检测需要。
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表 2　6 种磺酸类杂质的线性方程、线性范围、相关系数 (r2)、检出限及定量限

目标物 线性方程 线性范围／(mg · L–1) r2 检出限／(mg · L–1) 定量限／(mg · L–1)
4- 氨基苯 -1- 磺酸 Y=16.123X+2.369 0.1~15.0 0.999 1 0.02 0.06

3- 羟基萘 -2，7- 二磺酸 Y=57.953X+3.681 0.1~15.0 0.999 6 0.02 0.06
6- 羟基萘 -2- 磺酸 Y=36.366X+5.019 0.1~15.0 0.999 5 0.01 0.03

7- 羟基萘 -1，3- 二磺酸 Y=33.340X+1.349 0.1~15.0 0.999 8 0.02 0.06
4，4'- 双偶氮氨基二苯磺酸 Y=4.179X+0.079 0.5~15.0 0.999 8 0.15 0.50

6，6'- 羟基双（2- 萘磺酸）二钠盐 Y=48.292X+2.896 0.1~15.0 0.999 4 0.03 0.10

2.6　加标回收与精密度试验

称取食品黄 3 样品 0.1 g（精确至 0.000 1 g），
共 18 份，分别添加低、中、高 3 个浓度水平的 6 种磺

酸类杂质混合标准溶液各 6 份，按 1.2.2 方法制备

加标样品溶液，按 1.3 仪器条件进行测定，记录色谱

峰面积并计算加标回收率，结果列于表 3。由表 3
可知，6 种磺酸类杂质在 3 个加标浓度下的平均回

收率为 94.3%～99.3%，计算结果的相对标准偏差为

0.85%～3.95%（n=6）。说明显示该方法有良好的回

收率和精密度。

表 3　6 种磺酸类杂质的加标回收与精密度试验结果

目标物
本底值／
(mg · L–1)

加标量／
(mg · L–1)

测定值／
(mg · L–1)

平均值／
(mg · L–1)

平均
回收率／%

RSD／
%

4- 氨基苯 -1- 磺酸 0.120 3
0.5 0.616 1，0.577 1，0.584 1，0.612 1，0.623 3，0.568 3 0.596 8 95.3 3.87
5.0 4.892 1，4.861 2，5.113 1，5.029 3，5.079 1，5.092 2 5.011 2 97.8 2.16
10.0 9.876 2，10.198 4，9.771 3，9.755 1，10.176 1，10.112 5 9.981 6 98.6 2.05

3- 羟基萘 -2，7- 二磺酸 0
0.5 0.479 3，0.476 5，0.481 9，0.461 8，0.466 5，0.469 2 0.472 5 94.5 1.67
5.0 4.870 9，4.807 1，4.755 8，4.767 2，4.753 3，4.754 7 4.784 8 95.7 0.98

10.0 9.831 1，9.650 9，9.760 7，9.603 5，9.436 2，9.502 8 9.630 9 96.3 1.56

6- 羟基萘 -2- 磺酸 1.060 5
0.5 1.541 2，1.541 3，1.560 3，1.591 7，1.535 1，1.548 8 1.553 1 98.5 1.34
5.0 6.123 1，6.012 9，6.025 4，6.002 6，5.943 5，5.854 8 5.993 7 98.7 1.49
10.0 11.248 1，11.263 2，11.015 1，10.879 8，10.796 5，10.730 5 10.988 9 99.3 2.07

7- 羟基萘 -1，3- 二磺酸 0
0.5 0.489 5，0.473 7，0.478 2，0.474 3，0.477 7，0.475 2 0.478 1 95.6 1.23
5.0 4.819 1，4.898 3，4.805 6，4.847 1，4.795 9，4.877 1 4.840 5 96.8 0.85

10.0 9.862 3，9.720 8，9.806 2，9.631 1，9.613 5，9.654 3 9.714 7 97.1 1.04

4，4'- 双偶氮氨基二苯磺酸 0
0.5 0.493 2，0.487 3，0.475 3，0.465 3，0.440 6，0.468 6 0.471 7 94.3 3.95
5.0 4.932 1，4.731 3，4.925 4，4.623 3，4.683 4，4.785 2 4.780 1 95.6 2.66
10.0 9.533 5，9.678 5，9.834 3，9.368 4，9.575 3，9.911 2 9.650 2 96.5 2.08

6，6'- 羟基双（2- 萘磺酸）二钠盐 0.160 1
0.5 0.622 3，0.626 2，0.635 4，0.639 2，0.653 2，0.628 8 0.634 2 94.8 1.76
5.0 5.027 5，4.875 4，4.937 3，4.996 2，4.912 7，4.772 1 4.920 2 95.2 1.85
10.0 9.535 2，9.815 3，9.775 5，9.886 3，9.753 2，9.616 6 9.730 4 95.7 1.34

2.7　实际样品分析

采用所建立的方法对 10 批次来源于化妆品生

产企业的食品黄 3 原料进行检测，结果列于表 4。
由表 4 可知，10 批次均检出 4- 氨基苯 -1- 磺酸和 6-

羟基萘 -2- 磺酸，有 3 批次检出 7- 羟基萘 -1，3- 二
磺酸，有 8 批次检出 6，6'- 羟基双 (2- 萘磺酸 ) 二钠

盐，所检 10 批次样品所含杂质含量均符合《化妆品

安全技术规范》（2015 年版）［3］要求。

表 4　实际样品中 6 种磺酸类杂质的测定结果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　%　

序号 4- 氨基苯 -1- 磺酸 3- 羟基萘 -2，7- 二磺酸 6- 羟基萘 -2- 磺酸 7- 羟基萘 -1，3- 二磺酸
4，4'- 双偶氮氨基

二苯磺酸
6，6'- 羟基双（2- 萘磺

酸）二钠盐

1# ＜ 0.006 – 0.151 – – ＜ 0.010
2# 0.015 – 0.135 0.014 – ＜ 0.010
3# 0.031 – 0.034 – – 0.021
4# 0.019 – 0.127 0.017 – 0.032
5# 0.024 – 0.112 0.011 – –
6# 0.008 – 0.095 – – –
7# 0.012 – 0.106 – – 0.016
8# 0.025 – 0.124 – – ＜ 0.010
9# 0.019 – 0.085 – – 0.023
10# 0.023 – 0.126 – – 0.031
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3　结语

建立了高效液相色谱法同时测定食品黄 3 中 6
种磺酸类杂质的分析方法。该方法前处理简便、灵

敏度高、精密度好，适用于食品黄 3 原料样品的检

测。对 10 批次样品进行了测定，4 种磺酸类杂质有

检出，且以 6- 羟基萘 -2- 磺酸的检出含量最高。该

方法对化妆品用食品黄 3 着色剂的质量安全检测提

供了有效的技术支持。
参 考 文 献

［1］　王念，丁世欣，陈佳，等 . 日落黄的提取和检测方法研究［J］. 广

东化工，2017，44(20): 102.

［2］　庄梓雄，詹苏慧，郑木创，等 . 日落黄于化妆品中的稳定性实验研

究［J］. 广东化工，2020，47(9): 42.

［3］　国食药总局2015年第268号　化妆品安全技术规范（2015年版）

［S］.

［4］　王艳青，杨林，薛丹，等 . 芳香族磺酸基化合物有机废水处理技术

的研究进展［J］. 环境保护与循环经济，2010(7): 42.

［5］　叶思东 . 原料药中基因毒性杂质甲醛及对氨基苯磺酸钠的检测

［D］. 上海：东华大学，2019: 30.

［6］　季浩，肖洋，蒲爱军，等 . 1- 萘酚 -4- 磺酸的高效液相色谱分析方

法研究［J］. 染料与染色，2016，53(6): 38.

［7］　Tsuji S，Matsumura I，Nakamura Y，et al. Studies on separation and 

determination of subsidiary colors，eaw materials and intermediates 

in food yellow No.5 (Sunset Yellow FCF)by HPLC［J］. Food 

Hygiene Magazine，2000，41(6): 357.

［8］　GB 6227.1–2010　食品安全国家标准　食品添加剂　日落黄

［S］.

［9］　张为洪 . 2- 苯基氨基 -5- 萘酚 -7- 磺酸的合成过程分析［J］. 染

料与染色，2019，56(3): 19.

［10］　姚丽利，施介华 . 高效液相色谱法检测间氨基苯磺酸和间硝基

苯磺酸钠［J］. 浙江化工，2017，48(1): 50.

［11］　李旭，周蓉 . 分光光度法和高效液相色谱法测定啤酒中残留直

链烷基苯磺酸钠含量［J］. 食品安全质量检测学报，2020，11(5): 

1 616.

［12］　胡江涛，吴小波，何成艳，等 . 固相萃取 – 高效毛细管电泳法测

定食品和饮料中 9 种禁用磺酸类偶氮色素［J］. 食品安全质量

检测学报，2019，10(19): 6 449

［13］　栾绍嵘，刘建云，阮胜利，等 . 离子色谱法同时检测工业废水中

的多种芳香酸［J］. 工业水处理，2017，37(1): 89.

［14］　郭双清，卢双 . 离子色谱法测定羟乙基磺酸钠含量［J］. 商品与

质量，2020，(27): 150.

［15］　Yamada M，Kawahara A，Nakamura M，et al. Analysis of raw 

materials，intermediates and subsidiary colours in Food Yellow 

No.5 (Sunset Yellow FCF) by LC／MS［J］. Food Addit Contam，

2000，17(8): 665.


