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摘要：以日落黄为内标物，建立了碳酸饮料中亮蓝和苋菜红的高效毛细管电泳内标测定方 法。毛 细 管 有 效 长 度 )"
()，内径 (% !)，分离电 压 !" <!，进 样 量 #) <04 . ’ =，室 温 下 分 离，缓 冲 溶 液 为 #" ))"# . > 磷 酸 氢 二 钠（ ?@
$/ %-），检测波长 ’," 7)。亮蓝与苋菜红的相对校正因子分别为 "/ $’! ,（ 相对标准偏差（A/&）为 ’/ ’B）和 #/ !!% ’

（A/& 为 !/ -B）；定量限（! " # 0 #"）分别为 #/ -!, )C . > 和 )/ #-" )C . >；回 收 率 分 别 为 ,(/ $(B & #"!/ #B（A/& 为

#/ $B）和 ,)/ "(B & #"’/ $B（A/& 为 )/ #B）；方法的精密度分别为 ’/ !B 和 !/ "B。对样品预处理的优化使该法 更

适用于碳酸类饮料中亮蓝和苋菜红的高效毛细管电泳分析。以样品空白为基液进行内标法定量测定，基本上消除

了背景带来的系统误差。将该方法应用于实际样品的测定，结果准确。
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# # 人工合成着色剂因成本低、品种多、色泽鲜艳、

易着色且稳定的特点而被广泛应用于各种工业生产

中。但由于它是以化工产品为原料经有机反应合成

的，其化学构成物与合成过程中产生的杂质对人体

都有毒害。我 国《 食 品 添 加 剂 使 用 卫 生 标 准》［$］严

格规定食品中亮蓝和苋菜红最大使用限量为 %& %!’
! " #! 和 %& %’ ! " #!。因此需要建立快速而准确的方

法来测定食品中的人工合成色素含量。

# # 目前食品中人工合成色素含量的测定比较常用

的 方 法 有 分 光 光 度 法［!，(］、高 效 液 相 色 谱 法

（$%&’）［) * +］、高 效 液 相 色 谱(质 谱 法［" * $%］、高 效 毛

细管电泳法（$%’)）［$$，$!］等。这些方法通常采用外

标标准曲线法定量。本课题组也曾试验过高效毛细

管电泳外标标准曲线法测定饮料中日落黄的含量，

但稳定 性 欠 佳，当 标 准 溶 液 的 质 量 浓 度 为 (,& ")
*! " & 时，测 定 值 的 相 对 标 准 偏 差（+,-）为 +& %.

（! - $$）。本 文 以 日 落 黄 作 内 标 物，采 用 内 标 法 同

时测定饮料中亮蓝和苋菜红含量。为了消除由样品

背景造成的系统误差，本文以样品背景溶液为基液

进 行 各 项 测 定，所 得 结 果 的 稳 定 性 基 本 达 到 了

$%&’ 水平。对于样品预处理，《 食品中合成着色剂

的测 定》［$(］中 规 定 了 用 于 $%&’、薄 层 色 谱 法 和 示

波极谱法进行测定的样品处理方法，但没有适用于

$%’) 的处理方法。本文以文献［$(］中用于 $%&’
测定的色素提取中的聚酰胺吸附法为基础，对样品

预处理方法进行了改进和优化研究，使之更适合于

毛细管电泳分析，实现了快速而有效的样品预处理。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料

# # 高效毛细管电泳仪（/$((%%% 高效毛细 管 电 泳

仪，配紫外检 测 器（01-），含 定 压 定 时 冲 洗 进 样 系

统（ 保 定 天 惠 分 离 科 学 研 究 所 ）；弹 性 石 英 毛 细 管

（ 河北永年锐沣色谱器件有限公司）。

# # 无水乙醇、氨水、氢氧化钠、无水碳酸钠、磷酸氢

二钠均为分析纯试剂（ 天津市天大化工实验厂）；聚

酰胺 $%% . !%% 目（ 色谱级，上海天莲精细化工有限

公司）；亮蓝、日落黄、苋菜红（ 食品级）。

# # 磷酸氢二钠溶液（$% **23 " &），氢氧化钠溶液

（%& ’ *23 " &），碳酸钠溶液（%& !’ *23 " &），酸洗液为

乙酸(甲醇（$ / ,，4 " 4）溶 液，碱 洗 液 为 无 水 乙 醇(氨
水(水（+/ !/ $，4 " 4）溶液。

# # 质量浓度均为 %& ’%% ! " &（ 用超纯水配制）的亮

蓝、日落黄、苋菜红标准储备液。

# # 样品为市售葡萄味碳酸饮料。

! ! #" 样品预处理

# # 称取样品 )%& %% ! 于烧杯中，将 ! ! 聚酰胺粉末

用少许水调成粥状，倒入样品溶液中，搅拌片刻，用

5( 垂融漏斗抽滤，用超纯水冲洗 ( . ’ 次，用乙 酸(
甲醇溶液搅拌洗涤 ( 次（ 每次约 $% *&），超纯水冲

洗 ( . ’ 次，弃 去 滤 液，用 无 水 乙 醇(氨 水(水 溶 液 搅

拌解吸色素 ’ 次（ 每次约 $% *&）。收集解吸液于烧

杯中，小火加热蒸发溶剂至近干，于 "% 6左右烘干。

冷却后，用超 纯 水 溶 解，定 量 转 移 至 !’ *& 容 量 瓶

中，定容至刻 度，摇 匀。用 %& !! !* 水 系 滤 头 过 滤

后上机测试。

! ! $" 电泳条件

# # 弹性未涂层石英毛细管（ 有效长度 )% 7*，内径

+’ !*）；分离电压 !% #1；进样量 $) #%8 0 ( 9；分离

温度为室温；背景电解质为 $% **23 " & 磷酸氢二钠

缓冲溶液；检测波长 (,% :*。每次进样前依次用无

水乙醇、%& ’ *23 " & ;8<$、%& !’ *23 " & ;8!’<( 、超

纯水和缓冲液各冲洗毛细管 ! *=:。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品预处理条件的选择

# # 参照《 食 品 中 合 成 着 色 剂 的 测 定》的 国 家 标 准

方法［$(］中用于 $%&’ 测定的色素提取中的聚酰 胺

吸附法，针对紫色碳酸饮料所含的相关色素进行样

品预处理 方 法 的 优 化 以 适 用 于 $%’) 测 定。 该 方

法中指出样 品 需 用 柠 檬 酸 调 节 >$ 到 1，并 加 热 到

1% 6 再 进 行 吸 附。 本 文 的 研 究 结 果 显 示，不 调 节

>$ 也可完全吸附；样品在 " . 1% 6 范 围 内 的 吸 附

效率无显著性差异，因此无需加热。采用酸洗样品

可除去天然色素，若去掉该步骤，则两色素峰之间会

出现一个未知峰。国家标准方法以甲酸(甲醇（)/ 1，

4 " 4）冲洗聚酰胺吸附的样品色素，肉眼可见洗脱液

呈蓝色，上 机 定 性 证 明 是 亮 蓝。 本 文 以 乙 酸(甲 醇

（ 分别为 )/ 1、(/ +、!/ "、$/ ,，4 " 4）进行处理，可洗脱

未知峰又不影响被测组分。经过优化，选用乙酸(甲
醇（$/ ,，4 " 4）进 行 洗 脱。解 吸 液 中 含 有 氨 水 和 乙

醇，国家标准方法中用乙酸中和后蒸干。本文采用

直接蒸干方法即可除去。

# # 本文样品预处理过程中，解吸液蒸干后样品中

会有白色不溶物，取该不溶物加水搅拌后过滤，滤液

进样测试无峰，因此对测定结果无影响。

# ! #" 电泳分离条件的优化

# ! # ! !" 缓冲溶液的选择

# # 考察 了 ( 种 缓 冲 液 对 样 品 检 测 结 果 的 影 响：

（$）分别以 $%、!% 和 )% **23 " & 硼砂缓冲液进行分

·1"$$·
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离，浓度高时焦耳热大，噪声大，背景值高；浓度低时

苋菜红峰形很差；分离周期约 $ "#$，基本不随浓度

变化而变化。（#）分别以 "%、#% 和 &% ""%& ’ ( 磷酸

二氢钠缓冲液进行分离，所有浓度下的背景噪声均

较小，但峰形较差，分离周期大于 ’% "#$。（&）分别

以 (、"%、"( 和 #% ""%& ’ ( 磷 酸 氢 二 钠 缓 冲 液 进 行

分离，所有浓度下的分离周期约 ’ "#$，浓度高时峰

形尖锐，但背景噪声大；浓度低时峰展宽。综合考虑

上述因素，最终选择 "% ""%& ’ ( 磷酸氢二钠缓冲液

作为背景电解质。

! ! ! ! !" 检测波长和分离电压的选择

! ! 由于实际样品中亮蓝的添加量很少，所以检测

波长的选择以亮蓝的响应值最高为准。考察了不同

光源、不同波长（ 氘灯 #%% ) *%% $"，钨灯 *%% ) ’%%
$"）下 样 品 的 响 应 值，最 终 选 择 在 氘 灯 &+% $" 下

测定。

! ! 分离电 压 的 选 择 综 合 考 虑 了 分 辨 率 和 分 离 周

期，最终选定 #% )*。

! ! #" 线性范围

! ! 在空白样品中加入内标物日落黄 #% "+ ’ (，亮

蓝和 苋 菜 红 添 加 水 平 分 别 为 ", ’#+ ) *%$, # "+ ’ (
和 *, "’ ) (%#, % "+ ’ (。按 ", # 节 方 法 每 个 添 加 水

平平行处理 & 份，按 ", & 节电泳条件每个样品测定

( 次，结果以 相 对 峰 面 积 表 示。亮 蓝 和 苋 菜 红 的 线

性范围分别为 ", ’#+ ) ##-, - "+ ’ ( 和 *, "’ ) *%", ’
"+ ’ (，线性相关系数分别为 %, +++ # 和 %, ++$ $。

! ! $" 相对校正因子和样品测定

! ! 在空白样品中加入日落黄 #% "+ ’ (，亮蓝和苋

菜 红 的 添 加 水 平 分 别 为 #, %’* ) ’", +# "+ ’ ( 和

*, "’ ) "#*, - "+ ’ (；每个添加水平平行处理 & 份样

品，每个样品测定 ( 次，以峰面积计算亮蓝和苋菜红

相对校正因子，结果见表 "。

表 %" 亮蓝和苋菜红的相对校正因子

"#$%& %" ’&%#()*& +,--&+(),. /#+(,-0 ,/
1-)%%)#.( 1%2& #.3 45#-#.(6

,#+"-$.
/00-0 ’

（"+ ’ (）

1-&2.#3-
4%55-4.#%$
624.%5

/3-52+-
%6 5-&2.#3-

4%55-4.#%$ 624.%5

178 ’ 9
（! . ’）

:5#&&#2$. :&;- # < %’* % < $+%# % < -&#+ & < &
* < "#- % < -"+#

"% < &# % < -#(&
#% < ’* % < -(%#
&% < +’ % < -*(’
’" < +# % < -’’+

/"252$.= * < "’ " < "+’& " < ##(& # < ’
"% < * " < "-("
#% < - " < #&(#
&" < # " < #&+#
’# < * " < #(*%

"#* < - " < #*"-

! ! 在样品中加入 日 落 黄 #% "+ ’ (，按 ", # 节 方 法

平行处理样品 ( 份，按 ", & 节电泳条件每个样品测

定 ( 次，以峰面积计算亮蓝和苋菜红的含量分别为

#, %+$ "+ ’ )+（178 . &, *9）和 #(, %+ "+ ’ )+（178
. #, -9）。样品及加入内标物后的谱图见图 "。

图 %" （#）实际样品和（$）加入内标物后样品的毛细管电泳谱图

7)8! %" 9%&+(-,:6&-,8-#50 ,/（#）# -&#% 0#5:%& #.3（$）

(6& 0#5:%& #33&3 ;)(6 ).(&-.#% 0(#.3#-3

! ! &" 方法的检出限、定量限和回收率

! ! 以信噪比（ " # $）为 & 计，亮蓝和苋菜红的检出

限分别为 %, *%$ # 和 ", #&’ "+ ’ (；以 " # $ 为 "% 计，

两者的定量限分别为 ", ’#+ 和 *, "’% "+ ’ (。

! ! 在空白样品中添加内标物日落黄 #% "+ ’ (，亮

蓝和 苋 菜 红 添 加 水 平 分 别 为 ", ’#+ ) +, $$# "+ ’ (
和 "%, &% ) "#&, ’ "+ ’ (。按 ", # 节方法每个添加水

平平行处理 & 份，按 ", & 节电泳条件每个样品测定

( 次，计算回收率和 178，亮蓝的回收率为 +$ < -$9
) "%# < "9，178 为 " < -9；苋 菜 红 的 回 收 率 为

+* < %$9 ) "%& < -9，178 为 * < "9。

! ! ’" 方法的精密度和样品的稳定性

! ! 以实际样品测定方法的精密度和样品稳定性。

以相对峰 面 积 计 算，亮 蓝 和 苋 菜 红 日 内 178（ ! .
""）分别为 &, #9 和 #, %9，表明方法的精密度良好。

! ! 将样品保存在约 - > 的冰箱内，$ 0 内 隔 日 测

定，亮蓝和 苋 菜 红 日 间 相 对 峰 面 积 的 178 分 别 为

#, &9 和 #, %9，表明在低温下样品在 $ 0 内稳定。

·$-""·
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!" 结论

# # 建立了碳酸饮料中亮蓝和苋菜红的高效毛细管

电泳内标测定方法。通过样品预处理的优化、背景

干扰的扣除以及内标法定量，使得该方法定量的稳

定性基本达到了 !"#$ 水平，可满足实际样品测定。

对于碳酸饮料中人工合成色素的内标测定法，应选

择与被测组分性质相近的内标物质，即在样品预处

理过程中，内标物与组分有相同的吸附特性，这样可

避免由于吸附特性差异所带来的系统误差。碳酸类

饮料由于组成简单，基质干扰较小，本文建立的方法

适用于该类饮料的测定。果汁及乳类饮料组成相对

复杂，本文建立的方法是否完全适用于这些类型饮

料的测定还有待进一步研究。
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