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毛细管电泳法直接分离测定果冻中的色素

杜建中，谢薇薇，蔡泉林，金  蓓
(湛江师范学院化学科学与技术学院，广东 湛江      524048)

摘   要：建立毛细管电泳法直接测定果冻中亮蓝、胭脂红、柠檬黄的方法，研究缓冲溶液种类、浓度、pH 值、

电压等对分离的影响，并对分离条件进行优化。在波长 255nm、分离电压 18kV、pH8.5、5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L
Na2B4O7 溶液中，亮蓝、胭脂红、柠檬黄在 6min 内得到了较好的分离。用于部分市售果冻样品的测定，得到较

满意结果，回收率为 85%～110%。
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Abstract ：A method was developed for the direct determination of brilliant blue, ponceau 4R and tartrazine in jelly by capillary

electrophoresis. The effects of several factors, such as pH value, type and concentration of running buffer, separation voltage on

the separation of the synthetic pigments were investigated to find optimum conditions. The best separation among brilliant blue,

ponceau 4R and tartrazine was achieved within 6 min under the following conditions: a mixture of 5 mmol/L Na2HPO4 and 5 mmol/L

Na2B4O7 (pH＝8.5) as running buffer, separation voltage 18 kV, and detection wavelength 255 nm. The method has been used

to determine some commercial jellies with satisfying results and recovery rates between 85% and 110%.
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色泽是食品重要的感官性状，是评价食品质量的

指标之一。食品生产中常添加着色剂来改善食品色泽，

激发人们的食欲和购买欲。食品着色剂可分为天然色素

和人工合成色素，人工合成色素具有成本低廉、色调

多样、着色力强、耐细菌等优点，在食品加工业中广

泛使用。人工合成色素是由化学原料加工而成，经毒

理学研究发现，某些合成色素有慢性毒性或致癌性，

各国都严格控制其使用范围和用量。我国 G B 2 7 6 0 —

1996《食用添加剂使用卫生标准》[1]规定，食品中亮蓝

的最大使用量为 0.025g/kg，胭脂红和柠檬黄为 0.05g/
k g 。

目前，人工合成色素检测方法有薄层色谱扫描[2 ]、

示波极谱法[3-5]、分光光度法[6-10]、高效液相色谱法[11-12]、

高效液相色谱 - 质谱联用法[13]、毛细管电泳法[14]等，但

测定果冻中色素含量的报道相对较少[15-16]，且测定前需

对果冻中的色素进行分离提取 [ 1 6 ]，其操作较繁琐。本

实验拟建立毛细管电泳直接测定果冻中亮蓝、胭脂红、

柠檬黄的方法，为食品中色素的测定提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

果冻    上海金丝猴食品股份有限公司。

亮蓝、柠檬黄    天津市科密欧化学试剂有限公司；

胭脂红   东京化成工业株式会社；硼砂、磷酸氢二钠、

盐酸    汕头市光华化学厂；氢氧化钠    汕头市西陇化学

厂；实验用水均为去离子水，试剂均为分析纯。

GL2001 高效毛细管电泳仪    北京采陆科学仪器有限

公司；未涂层熔融石英毛细管(内径 100μm，有效长度

50cm)    河北永年光导纤维厂；PHS-3C 型精密酸度计

上海雷磁仪器厂；UV-2550 型紫外 - 可见分光光度计    日
本岛津制作所。

1.2 方法
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1.2.1 电泳条件

测定波长 255nm、分离电压 18kV、采用阳极端手

动压差进样、进样高度 10cm、进样时间 10s，运行缓

冲溶液为 pH 8.5、5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L Na2B4O7 硼

砂混合溶液。

新毛细管先用 1mol/L HCl 溶液冲洗 10min，去离子

水冲洗 10min，再用 1mol/L NaOH 溶液冲洗 10min，去

离子水冲洗 10min，最后用运行缓冲溶液冲洗 5min，每

次进样前用去离子水、缓冲溶液冲洗毛细管各 2min。

1.2.2 样品测定

平行称量两份等质量的无色的金丝猴果冻 4 .50g，
用 70℃水浴加热，在其中一份中加入 1316mg/L 亮蓝、

213mg/L 胭脂红和 204mg/L柠檬黄溶液各 1.00mL，冷却后

加水定容至 10.0mL，配制成标准混合溶液(A)；向另一份

中加入 3.00mL 蒸馏水，搅拌，冷却后定容至 10.0mL，作

为标准溶液的稀释液(B)。
准确移取 A 溶液 1.00mL，加入 B 溶液 1.00mL 混合

均匀，得到 A 溶液浓度 1 / 2 的标准混合溶液，用 B 溶

液为稀释液，采用逐级稀释法配制浓度为 A 溶液质量浓

度 1/4、1/8、1/16、1/32、1/64 的标准混合溶液。在

电泳条件下，依次测定系列标准混合溶液中各种色素的

峰面积，以峰面积(A)对质量浓度(C)作图，绘制工作曲

线并计算线性方程。

称量 4.50g 果冻样品，放入烧杯中，70℃水浴加热，

加入 3mL 蒸馏水，搅拌。冷却后加水定容至 10.0mL。在

电泳条件下，测定样品中各种色素的峰面积，代入线

性方程，计算出样品中色素的含量。

2 结果与分析

2.1 分离条件的选择

2.1.1 测定波长的选择

利用 UV-2550 紫外 - 可见分光光度计，测定亮蓝、

胭脂红、柠檬黄在 200～600nm 吸收曲线，见图 1。考

虑 3 种色素综合吸收情况，选择 255nm 作为测定波长。

2.1.2 缓冲体系及浓度对分离的影响

亮蓝、胭脂红、柠檬黄分子结构中均含有磺酸基

团，这些分子可以在一定条件下电离成带有一个或者多

个负电荷的粒子，产生电泳行为。在波长 2 5 5 n m、电

压 15kV、pH9.0 的电泳条件下，分别考察 3 种色素在磷

酸盐缓冲系、硼砂缓冲系、磷酸盐 - 硼砂缓冲系中的分

离情况，结果表明，3 种色素在磷酸盐 - 硼砂体系中分

离效果较好，故实验选取磷酸盐 - 硼砂缓冲体系。进一

步考察 3 种色素在不同浓度 Na2HPO4-Na2B4O7 混合体系中

分离情况，见图 2。结果表明，选择 5mmol/L Na2HPO4-
5mmol/L Na2B4O7 溶液，分离效果较好。

2.1.3 缓冲溶液的 pH 值对分离效果的影响
图 1 吸收曲线

Fig.1   Absorption spectra of brilliant blue, ponceau 4R and tartrazine
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电泳条件：波长 2 5 5 n m，分离电压 5 k V ，

以 pH9.0 Na2HPO4- Na2B4O7 溶液为缓冲体系。

图 2 缓冲体系浓度对电泳分离的影响

Fig.2   Effect of running buffer concentration on the separation of
brilliant blue, ponceau 4R and tartrazine
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毛细管的电渗流对于 pH 值的改变很敏感，且 pH 值

变化，对分离度以及峰形等参数有很大的影响 [ 1 7 ]。实

验考察分离电压 15kV，5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L
Na2B4O7 混合体系中，不同 pH 值对分离效果的影响，见

图 3。结果表明，当 pH8.5 时，3 种色素可以实现基线

分 离 。

2.1.4 电压的选择
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运行缓冲体系为5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L Na2B4O7 溶液，分离电压为15kV。
图 3 pH 值的影响

Fig.3   Effect of running buffer pH on the separation of brilliant blue,
ponceau 4R and tartrazine
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运行缓冲体系为 pH8.5 的 5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L Na2B4O7 溶液。

图 4 电压的影响

Fig.4   Effect of voltage on the separation of brilliant blue, ponceau 4R
and tartrazine
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电压作为分离的动力，在分离过程中起着重要作

用，实验考察在 pH8.5 的 5mmol/L Na2HPO4-5mmol/L
N a 2B 4O 7 混合体系中，亮蓝、胭脂红、柠檬黄混合样

品在分离电压为 15、18、20kV 时的分离情况，见图 4。
结果表明，电压 1 8 k V 时，亮蓝、胭脂红、柠檬黄 3
种色素得到了较好的基线分离，出峰时间合适，且重

现性好。

通过条件实验，确定最佳电泳条件为：波长 255nm，

分离电压 1 8 k V，运行缓冲溶液为 p H 8 . 5 的 5 mmo l / L
Na2HPO4-5mmol/L Na2B4O7 混合溶液。

2.2 标准曲线的绘制

在最佳电泳条件下测定 3 种色素系列标准溶液的峰

面积。以质量浓度(C)为横坐标，峰面积(A)为纵坐标作

图得到标准曲线，定量分析特征参数见表 1。

色素 线性方程 相关系数 线性范围/(mg/L) 检出限/(mg/L)
亮蓝 A ＝ 117C － 420 0.9969 8～132 5.0

胭脂红 A ＝ 1563C － 685 0.9992 0.7～21 0.5
柠檬黄 A ＝ 1115C － 29 0.9996 0.6～20 0.5

表 1 定量分析特征参数

Table 1   Characteristic parameters for quantitative analysis of brilliant
blue, ponceau 4R and tartrazine

2.3 样品分析

2.3.1 确定色素峰

采用标准加入法确定香橙味果冻和葡萄味果冻中所

含的色素，结果显示，香橙味果冻中含有胭脂红和柠

檬黄两种色素，葡萄味果冻中含有胭脂红和亮蓝两种色

素，见图 5 。
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图 5 加标实验

Fig.5   Capillary electrophoretic patterns of blank and spiked samples
of fruity jellies
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同法，在杨桃味果冻中检测出亮蓝和柠檬黄，在

菠萝味果冻中检测出柠檬黄，在草莓为果冻中检测出胭

脂 红 。

2.3.2 精密度实验

按实验方法测定待测葡萄味果冻样品中亮蓝、胭脂

红和菠萝味果冻中柠檬黄的峰面积，平行测定 7 份，其

相对标准偏差分别为 4.9%、4.3%、3.5%，结果表明，

方法具有较高的精密度。
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果冻(生产批号) 亮蓝/(mg/kg) 胭脂红/(mg/kg) 柠檬黄/(mg/kg)
香橙味(20100116E6) — 3.72 8.59
葡萄味(20100223E5) 15.9 4.00 —

杨桃味(20100110E) 15.8 — 6.08
菠萝味(20100201E6) — — 3.77
草莓味(20100201E6) — 4.05 —

表 2 果冻中色素含量的测定(n ＝ 5)
Table 2   Pigment contents of commercial jellies of various fruit flavors

(n ＝ 5)

果冻 色素 底物量 /(mg/kg) 加标量 /(mg/kg) 测得量 /(mg/kg)               回收率 /% 平均回收率 /%

葡萄味 亮蓝 15.9
5.28 20.9   20.7   20.5   21.1   20.9 94.7 90.9 87.1 98.5 94.7 93.2
10.5 25.5   25.8   25.6    26.0   26.5 91.4 94.3 92.4 96.2 101.0 95.1

葡萄味 胭脂红 4.00
1.33 5.45   5.25   5.27   5.20   5.39 109.0 94.0 95.5 90.2 104.5 98.6
2.66 6.67   6.63   6.62   6.58   6.70 100.4 98.9 98.5 97.0 101.5 99.3

菠萝味 柠檬黄 3.77
1.20 4.96   5.05   4.89   4.93   5.08 99.2 106.7 93.3 96.7 109.2 101.0
2.40 6.15   6.03   6.05   6.25   5.95 99.2 94.2 95.0 103.3 90.8 96.5

表 3 加标回收率实验结果(n ＝ 5)
Table 3   Average spike recovery rates for brilliant blue, ponceau 4R and tartrazine in commercial jellies of various fruit flavors (n ＝ 5)

2.3.3 样品的测定

每种果冻平行称取 5 份，在电泳条件下测定样品中

色素的峰面积，代入线性方程求出样品中各色素的含

量，测定结果见表 2 。
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2.4 回收率实验

准确称取一定质量葡萄味和菠萝味金丝猴果满园吸

吸果冻各 5 份，分别加入色素标准液，水浴加热、搅

拌，定容至 10.0mL。按照实验方法进行加标回收实验，

见表 3。结果表明测定方法具有较高的准确度。

3 结  论

在电泳条件下，亮蓝、胭脂红、柠檬黄在 6min 内

可以得到较好的分离，并具有良好的线性关系。本次

购买的市售果冻中检出亮蓝、胭脂红和柠檬黄 3 种色

素，其含量均在 GB2760 — 1996 规定的范围内。

本法不需要对果冻中的色素进行分离，简化实验操

作，用于部分市售果冻中色素含量的测定可取得较满意

的结果。


