      食品中人工合成色素的毛细管电泳分离检测研究(
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摘要 建立了毛细管电泳/电导法分离检测食品中人工合成色素柠檬黄和日落黄的分析新方法. 采用CZE模式, 以未涂层融硅石英毛细管（50cm×50µm）为分离柱, 10mmol/LTris+10mmol/LH3BO3+0.2mmol/LEDTA+0.2%四乙烯五胺为电泳运行液,  分离电压-15.0kV,  柠檬黄和日落黄在11分钟内获得基线分离. 检出限分别为9.8×10－7mol/L和1.1×10-7mol/L. 应用于市售饮料中柠檬黄和日落黄的测定, 取得满意结果.
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1 前言
在食品中添加着色剂是为了改善食品的色泽, 增加人们的食欲, 同时也为了提高其价值, 食品着色剂可分为天然色素和人工合成色素, 人工合成色素色泽艳丽, 不易褪色, 价格低廉. 食用合成色素多以苯、甲苯、萘等化工产品为原料, 经过磺化、硝化、偶氮化等一系列有机反应化合而成, 有的还含有β-萘胺和α-氨基萘酚等致癌物. 近年来, 某些作为食品添加剂的合成色素已证实具有慢性毒性, 可以导致生育力下降、畸胎等.有些色素在人体内可能转换成致癌物质.例如, 人造奶油着色的奶油黄, 已被证实可以导致人和动物患上肝癌, 而其它种类的合成色素如橙黄能导致皮下肉瘤、肝癌、肠癌和恶性淋巴癌等.目前国际国内的食品安全监督机构已出台了相应的法规来严格控制其使用范围和使用量.我国准许使用的人工合成色素有11种.“苏丹红”事件的爆发, 正是国际社会对食品安全问题高度重视的结果[1-4]. 因此, 建立灵敏、快速、简便的测定食品中人工合成色素的分析新方法具有重要的学术研究意义和实际应用价值.

目前报道的有关食品色素检测的方法有:高效液相色谱法[5], 导数分光光度法[6], 示波极谱法[7], 单扫描极谱法[8], 伏安法[9]和TLC[10]等.尚未见采用高效毛细管电泳-电化学检测报道.本文采用毛细管电泳/电导检测, 以10mmol/LTris+10mmol/LH3BO3+0.2mmol/LEDTA+0.2%四乙烯五胺为电泳介质,CZE分离模式 建立了同时测定日落黄、柠檬黄2种常见的人工合成色素（结构式如图1所示）的分离分析新方法, 具有快速、简便的优点, 并应用于市售饮料中上述成分的检测, 取得较满意的结果.
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图1 柠檬黄和日落黄的分子结构图

                             a:柠檬黄  b:日落黄

2　实验部分 

2.1　实验仪器和试剂  

CES2003型毛细管电泳仪（高压电源、电导监测器、毛细管电泳数据工作站, 中山大学化学与化工学院研制）, 石英毛细管（50µm×50µm i.d. 河北永年光导纤维厂）, CQ－2B型超声波清洗器（明珠电器有限公司）, pHS-3C型酸度计（上海伟业仪器厂）.

三羟甲基氨基甲烷(Tris, 北京鼎国生物技术有限责任公司, 生化试剂), 硼酸（广州试剂一厂）, 四乙烯五胺（TEPA, 汕头市光华化学厂）, 乙二胺四乙酸（EDTA, 汕头市化学试剂厂）, 所用试剂除注明外均为分析纯, 水为超纯水.

2.2　缓冲溶液和标准溶液的配制

分别配制0.1mol/LH3BO3溶液储备液, 20%的四乙烯五胺水溶液, Tris和EDTA配成浓度分别为0.5mol/L与0.01mol/L混合溶液.实验时, 按比例各取适量以配成不同浓度电泳运行缓冲液.

    柠檬黄和日落黄标准品均分别配成1×10-3mol/L的储备标准液.

2.3　实验方法

   连接好毛细管电泳仪和检测装置, 毛细管柱在使用前依次用0.1mol/LNaOH、蒸馏水和电泳运行液各冲洗约5min.电化学检测池体和检测电极用超声波进行清洗.（更换运行液时需按上述步骤清洗毛细管和电极）.

以10mmol/LTris+10mmol/LH3BO3+0.2mmol/LEDTA+0.2% TEPA为电泳缓冲体系为电泳运行液, 采用电动进样, 进样电压为－10.0kV, 时间为5ｓ, 分离电压为－15.0kV.电导检测器的输出信号经数据工作站采集到微机中进行实时数据处理、图形显示和数据文件存储.在室温(25℃)、湿度＜70％的条件下进行.

2.4 样品处理和配制

样品加热除去CO2后, 加入0.6mol/LTris调节样品的pH值为8.0, 再经过0.22μｍ微孔滤膜过滤后, 待测. 

3　结果与讨论

3.1　缓冲体系及其浓度的选择

电导检测器输出的分析信号来自待测组分的电导值与缓冲溶液背景电导的差值, 因此需要考虑到缓冲溶液的背景电导的影响, 通过选择合适的缓冲溶液浓度以获得最佳的灵敏度、信噪比和良好的分离度.分别试验了Tris－H3BO3、Tris－H3BO3－CTAB、Tris－HAc－TEPA、Cit－Tris－HAc－TEPA、Tris－Cit－TEPA、Tris－H3BO3－TEPA、Tris－H3BO3－TEPA－EDTA等多种缓冲体系, 结果表明: 以Tris－H3BO3－TEPA－EDTA体系为运行液, 基线平稳, 分离度和灵敏度最佳, 其中四乙烯五胺作为电渗流抑制剂[11]. 在固定四乙烯五胺浓度为0.2%, H3BO3浓度为10mmol/L的前提下, 通过加入Tris（2～15mmol/L）来调节缓冲溶液的pH, 结果表明:pH较低时, 峰形有所重叠, 当pH为8～9之间可获得满意的分离度.同时发现, 在该体系中加入EDTA能够使基线更快达到稳定.综合考虑分离效果和基线情况, 本文选择的电泳运行液体系为:10mmol/LTris+10mmol/LH3BO3+0.2mmol/LEDTA+0.2%TEPA.

3.2　进样方式的选择
   比较重力进样和电动进样两种方式, 电动进样的检测灵敏度比重力进样约高6倍.这是由于当样品溶于比电泳运行液低得多的溶液中, 在电动进样时, 电场会基本加在样品与管口之间, 当离子从高电场突然进入低电场时, 会因减速而堆集在电场交界处, 导致区带缩短、浓度提高, 得到电堆积效果, 进而提高检测灵敏度.柠檬黄和日落黄在水中有一定溶解度，并呈现阴离子形式存在[12], 故可通过电堆积进样来改善灵敏度.本文采用电动进样方式, 进样参数为-10.0kV, 5s.

3.3　进样电压

在分离电压为-15.0kV的条件下, 结果表明: 进样电压（-9.0～-11.5KV）的改变对分离监测的影响.进样电压越低, 柠檬黄和日落黄的峰中间出现杂质峰;进样电压越高, 柠檬黄和日落黄的峰出现拖尾.在进样电压为－10.0kV的情况下, 柠檬黄和日落黄的分离情况最佳.

3.4　进样时间

进样时间决定进样量, 进样太少, 达不到检测灵敏度, 进样太多, 容易引起区带展宽, 分离度变差, 本实验采用进样时间5s.

3.5　样品处理的影响

样品加热除去CO2, 再经过0.22μｍ微孔滤膜过滤后直接进样, 测出的色素峰较低, 原因是样品pH值接近3, 使得色素大部分以中性分子形式存在, 降低了电迁移进样量, 从而影响了色素的检测灵敏度.为此, 将上述样品用0.6mol/LTris调节至pH值等于8后进样, 灵敏度提高6倍.故本实验中样品采用上述前处理方法.

3.6 线性范围、检出限和重现性

在上述选定的实验条件下, 对标准柠檬黄和日落黄进行测定,毛细管电泳谱图如图2所示。 对标准浓度系列的柠檬黄和日落黄进行了测定, 浓度与电泳峰面积呈良好的线性关系, 回归方程、相关系数和检测限结果见表1.
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图2 标样的毛细管电泳谱图

a 混合标样; b 日落黄标样; c 柠檬黄标样

    表1柠檬黄、日落黄的检测线性范围和检测限 

	组分名称
	回归方程*
	相关系数
	线性范围（mol/L）
	检出限(mol/L)

	柠檬黄
	y=16.9 +71.4 x
	0.999
	2.0×10－6~2.4×10－4
	5.0×10－7

	日落黄
	y=-26.3 +75.7 x
	0.995
	2.2×10－6~2.4×10－4
	6.0×10－7


*y是峰面积，x是浓度（mol/L）

3.7　实际样品测定
将市售某品牌两种饮料样品经过2.4中样品处理后，稀释5倍进样分析（电泳谱图如图3和图4）.样品中色素根据回归方程计算含量.结果如下表2所示. 
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图3: 市售某品牌饮料＃1毛细管电泳谱图           图4: 市售某品牌饮料＃2毛细管电泳谱图

表2 实际样品测定结果

	样品名
	柠檬黄（mg·L-1）
	日落黄（mg·L-1）

	市售某品牌饮料＃1
	3.35（n=4）
	未检出

	市售某品牌饮料＃2
	19.57（n=4）
	0.92（n=4）


4　结论

本文采用高效毛细管电泳/电导检测法建立了柠檬黄和日落黄的快速, 灵敏的分析方法, 可在11分钟内实现柠檬黄和日落黄的分离与检测, 具有操作简便, 耗费低, 环境友好等优点, 是检测痕量柠檬黄和日落黄的颇有应用前景的分析方法.
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Simultaneous Determination of Synthetic Colors in food by Capillary Electrophoresis with Conductivity Detection
Jiang Yixiu, Xie Tianyao*

 (School of Chemistry and Chemical Engineering,  Sun Yat-sen University, Guangzhou, 510275)
Abstract: A new method of simultaneous detemining tartrazine and sunset yellow in food by capillary zone electrophoresis with conductivity detection was established. The choice of background electrolyte, EOF inhibitor, injection mode and applied voltage were discussed. The tartrazine and sunset yellow were well separated within 11 min under the optimum conditions: 10mmol/LH3BO3+10mmol/LTris+ 0.2%TEPA+0.2mmol/LEDTA as the running buffer, –15.0kV separation voltage and –10.0kV injecting voltage. The effects of the component and pH of the running buffer were discussed in detail. The calibration curve for tartrazine and sunset yellow showed good linearity in the range from 2.0×10-6~2.4×10-4mol/L and 2.2×10-6~2.4×10-4mol/L with the LOD=5.0×10-7mol/L and 6.0×10-7mol/L, respectively. The proposed method, applied to the determination of tartrazine and sunset yellow in commercial fruit juices was demonstrated simple, rapid and reproducible.
Keywords: Capillary electrophoresis; Conductivity detection; Food analytisis; Synthetic colors; Sunset yellow; Tartrazine
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