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凝胶柱净化!高效液相色谱检测食品中的苏丹红

谢维平，? 黄盈煜，? 傅晖蓉，? 胡桂莲

（ 福建省泉州市卫生防疫站，福建 泉州 ,;!"""）

摘要：建立了凝胶柱净化 &高效液相色谱同时检测食品中苏丹红!，"，#和$的方法。样品用乙醇提取，提取液经

’("&’)*+, -., 凝胶 柱（!"" // @ :" // (A +A ）净 化，用 环 己 烷 &乙 酸 乙 酯（ 体 积 比 为 : B :）洗 脱。采 用 -0//)120
-3()#+ 45:0 柱（!#" // @ -A ; // (A +A ，# %/）分离，以 :""6 甲醇为流动相，流速 :A # /7 8 /(9；用二极管阵列检

测器检测，检测波长 -C0 9/。上述 - 种 苏 丹 红 组 分 在 其 质 量 浓 度 为 "A : . :"A " /: 8 7 时 有 良 好 的 线 性 关 系（ ! D
"A $$$），方法的检测限为 C . :- %: 8 ;:；平均加标回收率为 0"A C6 . $;A ,6（ 添加水平为 "A !#，!A # /: 8 ;:），相 对 标

准偏差为 !A -6 . #A $6。方法灵敏可靠，能满足食品中苏丹红检测的需要。
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? ? 苏丹红的颜色鲜艳，是一种合成的油溶性红色

染料，常用于汽油、墨水和塑料等的染色，但不允许

用作食品的添加剂。!""# 年 ! 月，英国食品标准署

公布了 #"" 多种含有苏丹红!号的食品，并宣布紧

急召回。在英国发出食品警告之后，我国也宣布在

全国范围内紧急清查苏丹红!号。

? ? 对 于 苏 丹 红 的 检 测，目 前 主 要 采 用 液 相 色

谱［: . ,］、液&质 联 用 确 认［!］。 由 于 食 品 中 的 基 质 复

杂，存在着大 量 的 干 扰 物 质（ 如 辣 椒 酱 中 有 天 然 色

素、植物油的干扰），而且这些干扰物的含量远超过

目标分析物的含量，若未经净化而直接测定，不但会

污染色谱柱，而 且 会 给 高 效 液 相 色 谱（B57N）测 定

带来困难，因此本文建立了凝胶柱净化&高效液相色

谱检测食品中苏丹红的方法，取得了较好的结果。

!" 实验部分

! C !" 主要仪器与试剂

? ? ’)L;/*9 :!# 高 效 液 相 色 谱 仪 带 二 极 管 阵 列

检测器（B57N&Q=Q）（’)L;/*9 公 司，美 国 ）。 甲

醇（ 色谱纯，美 国 P?Q>= 公 司 ），无 水 乙 醇、乙 酸 乙

酯、环己烷、无 水 硫 酸 钠（ 分 析 纯，上 海 试 剂 厂），苏

丹红!（$CA #!6 ）、苏 丹 红"（$"A "6 ）、苏 丹 红#
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（#$% &" ）、苏丹红!（#’% &" ）标 准 品 购 自 #$% &’!
$()*+,$-($ ./01（ 德国）；23,!2(45* 67( 聚苯乙烯

凝胶（)&& * (&& 目，23,!845 公司）。

! ! 标准溶液：精密称取苏丹红"，#，$，!标准品

各 ’& /9（ 按其标称含量折算）。除苏丹红"用甲醇

溶解外，其他 ( 种苏丹红均用 ’ /: 乙酸乙酯溶解，

再用甲醇定容至 ’& /:，分别配成 ’% && 9 ; : 的标准

储备液。取储备液各 )% "& /: 于 "& /: 容量瓶中，

用甲醇定容，该溶液即为 + 种苏丹红的质量浓度均

为 "& /9 ; : 的 混 合 标 准 储 备 液。 再 用 甲 醇 配 制

&% ’&，&% "&，’% &，"% &，’&% & /9 ; : 的标准系列溶液。

! ! 辣酱和香肠样品均购自泉州市场。

! ! "# 凝胶柱

! ! 称取 ’& 9 23,!2(45* 67( 聚苯乙烯凝胶浸泡在

"& /: 环己烷!乙酸乙酯（ 体积比为 ’ , ’，下同）溶液

中 ’& ’ 左右，吸涨后的凝胶仍保持在液面下。将吸

涨后的凝胶转移到玻璃柱（(&& // - ’& // 3% 5% ）

内，用环己烷!乙 酸 乙 酯 溶 液 作 淋 洗 剂，流 速 约 &% .
/: ; /3)，在重 力 作 用 下 流 经 凝 胶 柱，填 充 高 度 为

)&& //，稳定后待用。

! ! $# 样品的提取与净化

! ! 准确称取 + 9 均匀化后的样品，加入 . 9 无水硫

酸钠，振摇，使样品成疏松状；再加入 (& /: 无水乙

醇，于 $& <水浴中加热 ’& /3)，取出再置于超声波

清洗器超声 ’& /3)，静 置 ’& /3)，上 清 液 经 无 水 硫

酸钠滤入 "& /: 烧杯中，残渣再用 (& /: 无水乙醇

重复提取一次，合并提取液。提取液于 $& <水浴中

用氮气吹干，用 ’ /: 环己烷!乙酸乙酯溶液溶解。

! ! 将上述溶液用吸管转移到凝胶柱的上层，注意

不要搅动柱床，待液面降至凝胶柱顶端后加入环己

烷!乙酸乙 酯 溶 液 作 为 洗 脱 液，弃 去 前 ’" /: 洗 脱

液，收集第 ’" * )’ /: 的洗脱液。将洗脱液置于吹

氮浓缩仪中于 $& <水浴下吹干，残渣用 ’ /: 甲醇

溶解，经 &% +" %/ 油性滤膜过滤后待测。

! ! %# 色谱条件

! ! 色 谱 柱：=4+($* 公 司 6>//(+$> 6’3(?5 8@’.
反相柱（)"& // - +% / // 3% 5% ，" %/）；流 动 相：

’&&" 甲醇；流 速：’% " /: ; /3)；进 样 量：’&& %:；光

谱采集范围：)’& * /&& )/；检测波长：+$. )/。

"# 结果与讨论

" ! !# 色谱条件的选择

! ! 对 于 苏 丹 红"，#，$和!的 同 时 检 测，文 献

［)］采用乙腈!酸性水溶液为流动相进行梯度洗脱。

本文试验 了 #."（ 体 积 分 数，下 同）甲 醇 水 溶 液 和

’&&" 甲醇两种流动相体系，发现在前一个体系中苏

丹红!的保留 时 间 过 长；最 后 以 ’&&" 甲 醇 作 流 动

相，流速 ’% " /: ; /3) ，+ 种苏丹红组分均峰形良好，

其混合标准溶液（"% & /9 ; :）的色谱图见图 ’。

图 !# 苏丹红!，"，#，$混合标准溶液（& ! ’ "# $ %）的色谱图

&’#! !# ()*+",-+#*," +. -)/ 0-,12,*2 0+34-’+1 +.
542,1 6/2 !，"，# ,12 $（&( ’ "# $ %）

’，( % 3/AB$3+>；) % 6B54) 8(5"；+ % 6B54) 8(5#；" % 6B54)
8(5 $；/ % 6B54) 8(5 ! %

! ! 用 二 极 管 阵 列 检 测 器 采 集 )’& * /&& )/ 的 光

谱图，发现苏丹红"，#，$和!的最大吸收波长依

次为 +$.，+#.，"’&，"’. )/。最终选定 +$. )/ 作为

+ 种组分的检测波长。

" ! "# 提取溶剂的选择

! ! 苏丹红"，#，$和!的极性较小，难溶于水而

较易溶于有机溶剂，因此开始时选用乙酸乙酯作提

取溶剂，但回 收 率 只 达 到 /&" 左 右（ 辣 酱 加 标 )% "
/9 ; C9），其原因可能是乙酸乙酯难溶于水，在 提 取

时较难渗入样品内部，从而影响了回收率。最终采

用无水乙醇作提取溶剂，回收率上升到 ."" 左右。

" ! $# 苏丹红在凝胶柱上的流出规律

! ! 23,!2(45* 67( 凝胶已成功地应用于动物食品

中有 机 磷、有 机 氯、氨 基 甲 酸 酯 农 药 检 测 中 的 净

化［+］。为了观察其对苏丹红的分离净化，在自填的

凝胶柱上，采用文献［+］所用的流动相环己烷!乙酸

乙酯（ 体积比为 ’ , ’）进行试验：配制苏丹红"，#，

$，!混合标准溶液（"& /9 ; :）过凝胶柱，用上述环

己烷!乙酸 乙 酯 溶 液 作 淋 洗 液，弃 去 前 ’& /: 洗 脱

液，从第 ’’ /: 开始将 每 ’ /: 洗 脱 液 收 集 于 单 个

试管中，吹干后分别用 ’ /: 甲 醇 溶 解，1@:D 检 测

各段洗脱液 中 苏 丹 红 的 含 量。结 果 表 明，+ 种 苏 丹

红组分均在第 ’" * )’ /: 洗脱液中流出，因此在净

化操作时选择收集这一阶段流出液，其余部分弃去。

" ! %# 凝胶柱的净化效果

! ! 对于苏丹红的检测，国家标准［(］采用氧化铝净

化的方法，其原理是基于苏丹红的极性与天然色素、

油脂的极性差异进行的。而本试验中采用凝胶柱净

化是基于苏丹红与干扰物的相对分子质量的差异进

·(+"·
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行的。苏丹红!，"，#，$的相对分子质量分别为

!#$，!%&，"’! 和 "$(，在凝胶色谱柱上可和色 素、油

脂等干扰物分离，从而达到较好的净化效果。

) ) 图 ! !" 为一辣酱空白样品提取液经凝胶柱净化

后的 #$%& 谱 图，图 ! !’ 是 样 品 加 标（ 添 加 水 平 为

(* !’ () * +)）提取 液 经 凝 胶 柱 净 化 后 的 色 谱 图，而

图 ! !, 则是未经净化的加标样品色谱图。从图 ! 中

可以看出，即使目标组分仅有很低的浓度，经凝胶柱

净化后仍能得到有较好信噪比的 #$%& 谱图，而未

经净化的则难以从干扰峰中辨别出苏丹红。

图 !" 空白辣酱样品（!）和经凝胶柱净化的（"）及未经净化（ #）的加标辣酱样品（ 添加水平为 #$ !% $% & ’%）的色谱图

()%* !" +,-.$!/.%-!$0 .1 23/-!#/ 1-.$ "4!5’ 0!$642 .1 #,)4) 0!7#2（!），23/-!#/ 1-.$ #,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’%
9)/, %24 #.47$5 #42!5:76（"）!58 23/-!#/ 1-.$ #,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’% 9)/,.7/ !5; #42!5:76（ #）

+ - ./0"1 230 !；! - ./0"1 230 "；" - ./0"1 230 #；# - ./0"1 230 $ -

! * %" 光谱定性

) ) #$%&!454 可 对 目 标 组 分 的 光 谱 信 息 进 行 即

时采集，得到其完整的紫外光谱图，利用光谱图可对

色谱峰进行有效的定性；但当待测物浓度较低，特别

是在有其他天然色素、合成色素存在时，会给光谱定

性带来困难［’］。由于采用了凝胶柱净化技术，可得

到较纯的目标组分提取物，使得光谱分析结果不易

受其他杂质干扰，同时还加大了进样量，增加了检测

的响应值及光谱定性的可靠性。图 " 为一辣酱样品

添加 (* !’ () * +) 的苏丹红!标准品时所采集的样

品光谱图与标准品光谱图，结果表明即使目标组分

含量为 (* !’ () * +) 时，仍能采集到较好的光谱图，

光谱匹配度为(* ,&" (。

图 &" 标准苏丹红!（!）与加标（#$ !% $% & ’%）

样品（"）的光谱图

()%* &" <62#/-! .1 <78!5 =28 !0/!58!-8（!）!58
#,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’%（"）

! * ’" 标准曲线与检测限

) ) 配 制 (* + - +(* ( () * % 苏 丹 红!，"，#，$标

准溶液，按选定 的 色 谱 条 件 测 定，以 峰 面 积 ! 对 质

量浓度 "（() * %）进 行 线 性 回 归，其 回 归 方 程 分 别

为：苏丹红!，! . !&$ %!$" / ! &+#；苏 丹 红"，! .
+,! !’# " 0 !!"；苏 丹 红#，! . ""$ +&+" 0 +& ’%(；

苏 丹 红 $，! . !#" #,"" 0 +! ’#"，相 关 系 数 为

(* ,,, " - (* ,,, ,。以信 噪 比（ # $ %）为 " 计 算 # 种

苏丹 红 标 准 品 的 检 测 限（ %64）依 次 为：(* ((%，

(* (+!，(* ((,，(* (+# () * +)；以 # $ % 为 +( 计算其定

量限（%67）依次为：(* (!，(* (#，(* ("，(* (’ () * +) 。

! * (" 方法的回收率与精密度

) ) 分别在辣酱、香肠样品中添加上述 # 种苏丹红

标准品 (* !’ 和 !* ’ () * +)，按本方法进 行 测 定，每

个浓度测定 " 次，计算其平均加标回收率为 $(* %8
- ,&* "8，相对标准偏差（2.4）为 !* #8 - ’* ,8。

! * )" 样品中苏丹红的测定

) ) 用上述方法对市售辣酱和香肠样品中的苏丹红

! -$进行测定，结果未发现样品中含有目标组分。
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