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低共熔溶剂液-液微萃取-高效液相色谱法检测 
辣椒粉中 6 种苏丹红色素含量 

冉宗勤, 余文琴, 蔡  琼, 姚莉莉, 田小艳, 肖昭竞* 
(重庆市计量质量检测研究院, 重庆  401123) 

摘  要: 目的  建立一种基于低共熔溶剂(deep eutectic solvent, DES)萃取结合高效液相色谱法快速检测辣椒

粉中 6 种苏丹红的方法。方法  利用液-液微萃取方法提取辣椒粉中的苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红

Ⅳ、苏丹红 7B、苏丹红 G。将提取液通过微孔滤膜过滤后进行高效液相色谱法测定, 外标法定量。考察 DES

稀释倍数、DES 摩尔比、DES 用量、萃取时间和萃取方式对 6 种苏丹红色素萃取效果的影响。结果  最优方

法条件为 DES 稀释倍数为 5 倍、DES 摩尔比 1:2.5、DES 用量 600 μL、萃取时间 50 s、萃取方式为涡旋萃取, 

在此条件下, 建立的方程在质量浓度 0.1~50.0 mg/L 范围内, 线性关系良好, 相关系数均大于 0.999, 检出限为

0.03~0.20 mg/L, 定量限为 0.10~1.00 mg/L。其中苏丹红 G、苏丹红Ⅰ和苏丹红Ⅱ的回收率较高, 为 71.6%~117.5%, 

相对标准偏差为 0.6%~4.7%。结论  本研究建立的方法操作简便、高效、绿色环保, 可对辣椒粉中 6 种苏丹

红进行快速检测。 
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Determination of 6 kinds of Sudan dyes in Capsicum annuum powder by deep 
eutectic solvent liquid-liquid microextraction-high performance liquid 

chromatography 

RAN Zong-Qin, YU Wen-Qin, CAI Qiong, YAO Li-Li, TIAN Xiao-Yan, XIAO Zhao-Jing* 
(Chongqing Academy of Metrology and Quality Inspection, Chongqing 401123, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of 6 kinds of Sudan dyes in 

Capsicum annuum powder based on liquid-liquid microextraction with deep eutectic solvents (DES) combined with 

high performance liquid chromatography. Methods  Sudan red I, Sudan red II, Sudan red III, Sudan red IV, Sudan 

red 7B and Sudan red G in Capsicum annuum powder were extracted by liquid-liquid microextraction. The extract 
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was filtered through a microporous membrane and then determined by high performance liquid chromatography with 

external standard method for quantification. The effects of DES dilution ratio, DES molar ratio, DES addition 

amount, extraction time, and extraction method on the extraction efficiency of 6 kinds of Sudan dyes were 

investigated. Results  The results showed that the optimal method conditions were: Dilution ratio of DES 5 times, 

molar ratio of DES 1:2.5, addition amount of DES 600 μL, extraction time 50 s, and extraction method was vortex 

extraction. Under these conditions, the established equation had a good linear relationship in the range of mass 

concentration 0.1–50.0 mg/L, the correlation coefficients were all greater than 0.999, the limits of detection were 

0.03–0.20 mg/kg, and the limits of quantitative were 0.10–1.00 mg/kg. The recovery rates of Sudan red G, Sudan red 

I, and Sudan red II were higher, ranging from 71.6% to 117.5%, with relative standard deviations of 0.6% to 4.7%. 

Conclusion  The established method is simple, efficient, and environmentally friendly, and can be used for rapid 

detection of 6 kinds of Sudan dyes in Capsicum annuum. 
KEY WORDS: deep eutectic solvent; liquid-liquid microextraction; high performance liquid chromatography; 

Sudan dye; Capsicum annuum powder 
 
 

0  引  言 

苏丹红是一类人工合成的工业用染料, 主要包括苏丹 I、
苏丹 II、苏丹 III、苏丹 IV、苏丹红 7B 和苏丹红 G 等, 常作

为添加剂用于矿物油、蜡和纺织品等各种化工材料中[1–3]。由

于苏丹红色泽鲜艳、合成简单、稳定性良好, 不少不良商家

将其作为食品添加剂非法添加到食品中以获取更多利益。苏

丹红分子具有偶氮结构和芳香环, 可严重毒害人体器官, 长
期摄入会增加人体致癌的风险 , 被国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)列为第

三类致癌物[4–6]。我国早已禁止苏丹红用于食品中[7–9]。 
目前苏丹红的检测方法常用高效液相色谱法[10–12]和高

效液相色谱-串联质谱法[13–15]等。GB/T 19681—2005《食品

中苏丹红染料的检测方法 高效液相色谱法》可检测食品中

苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ以及苏丹红Ⅳ共 4 种苏丹红成

分, 但该方法操作步骤复杂, 耗费大量有机试剂。由于苏丹

红 7B 和苏丹红 G 也含有偶氮苯结构, 因此从安全角度考虑

建立一种同时测定 6 种苏丹红成分的方法十分必要。有研究

表明, 低共熔溶剂(deep eutectic solvent, DES)具有易制备、

原料价格低、绿色环保、原子利用率高、生物相容性好和挥

发性低等优点。已广泛应用于食品中农药残留[16–18]、兽药

残留[19–21]、工业染料[22–24]、重金属[25–26]、污染物[27–29]等的

前处理过程。目前用 DES 提取食品中的苏丹红研究较少。葛

丹丹等[30]以苄基三乙基溴化铵和正辛酸制备出的 DES 提取

西瓜果汁和树莓果汁中苏丹红 G、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ; 刘
闯[31]以甲基三辛基氯化铵和油酸制备而成的 DES 用于环境

和食物样品中苏丹红 I 的提取。以上方法大多使用大量有毒

的有机试剂、检测方法烦琐, 不符合快速环保的检测要求。 
因此, 本研究建立一种基于 DES 的液-液微萃取结合

高效液相色谱快速检测辣椒粉中 6 种苏丹红色素的方法, 
以期为辣椒粉中苏丹红色素的快速检测提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
辣椒粉为市售。 
苏丹红Ⅰ(纯度 91.8%)、苏丹红Ⅱ(纯度 85.0%)、苏丹红

Ⅲ(纯度 90.0%)、苏丹红Ⅳ(纯度 82.4%)标准品(北京曼哈格

生物科技有限公司); 苏丹红 7B(纯度 91.92%)、苏丹红G(纯
度 97.14%)标准品(德国 DRE 公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 北
京百灵威科技有效公司); 丙酮(色谱纯, 成都市诺尔施科

技有限公司); 油酸(分析纯, 成都市科隆化学品有限公司); 
甲基三辛基氯化铵(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份有

限公司); 实验用水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

LC-20A 高效液相色谱仪(配备二级管阵列检测器, 日
本岛津公司); QT-2A 涡旋混合器(上海琪特分析仪器有限

公司 ); Advantage A10 型超纯水机 (英国埃尔格公司 ); 
IKA-WERKE 加热板(德国艾卡公司); CF-16RN 离心机(株
式会社日立制作所); Minilab 全自动稀释配标仪(北京莱伯

泰科仪器股份有限公司); KH5200DE 超声清洗仪(昆山禾

创超声仪器有限公司); QUINTIX3102-1CN 分析天平(精度

0.01 g)、SECURA225D-1CN 分析天平(精度 0.01 mg)(德国赛

多利斯公司); Inert Sustian C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 5 μm, 
日本 GL Sciences 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  标准溶液配制 
准确称取折算纯度后的 6 种苏丹红标准品各 10.0 mg, 

用乙腈溶解并定容, 配制成质量浓度为 1000 mg/L 的单一

标准储备液, 再用乙腈稀释成质量浓度为 100 mg/L 的混合

标准中间液, 于–20 ℃冰箱保存。使用时再用乙腈稀释成

不同质量浓度的标准使用液。 
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1.3.2  DES 的制备 
采用加热法[32–33]制备, 按照一定摩尔比将甲基三辛

基氯化铵与油酸混合于烧杯中, 置于 80 ℃油浴锅中搅拌

加热至澄清均一液体, 所得 DES 组成及配比见表 1。 
 

表 1  DES 的组成及配比 
Table 1  Composition and ratio of the DES  

DES 编号 甲基三辛基氯化铵与油酸摩尔比 
DES-1 1.0:1.0 
DES-2 1.0:1.5 
DES-3 1.0:2.0 
DES-4 1.0:2.5 
DES-5 1.0:3.0 

 
1.3.3  样品前处理方法 

将干辣椒经高速粉碎器粉碎, 准确称取 1 g 辣椒粉(精
确至 0.01 g)于离心管中, 加入 5 mL 丙酮涡旋混匀后, 于振

荡器中振摇 30 min, 以 8000 r/min 离心 5 min, 取上清液于

45 ℃下用氮气吹干, 加入 600 μL DES 于氮吹管中, 涡旋

50 s, 再加入 5 mL 超纯水, 涡旋混匀, 再以 8000 r/min 离

心 5 min, 用长针头去除下层溶液, 剩余 DES 溶液用 400 μL
甲醇溶解, 涡旋混匀后过 0.45 μm 色素专用滤膜, 注入 2 mL
进样小瓶, 待高效液相色谱仪测定。 
1.3.4  萃取条件的优化 

吸取 5 mL 水于离心管中, 加入质量浓度为 100 mg/L
的混合标准使用液 0.1 mL, 涡旋混合均匀, 按照 1.3.3 进行

样品前处理, 在 DES 稀释倍数 5 倍、摩尔比 1:2.5、DES
用量 600 μL、萃取方式涡旋、萃取时间 50 s 固定的基础上, 
分别研究 DES 稀释倍数、摩尔比、DES 用量、萃取方式

和萃取时间对回收率的影响。 
1.3.5  高效液相色谱条件 

根据吸收波长的测定结果, 苏丹红色素在波长 520 nm
处有最大吸收峰, 因此 6 种苏丹红色素的检测波长设定为

520 nm, 并在此条件下进行洗脱条件优化。 
采用 Inert Sustian C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm, 5 μm), 

柱温 35 ℃, 进样体积 20 μL, 检测波长 520 nm。流动相: A
为体积分数 0.1%甲酸乙腈溶液:丙酮=80:20 (V:V), B 为体

积分数 0.1%甲酸水溶液:乙腈=85:15 (V:V)。梯度洗脱条件: 
0~4 min, 80% A; 4~8 min, 80%~100% A; 8~20 min, 100% A; 
20~25 min, 100%~80% A; 流速均为 1 mL/min。 

1.4  数据处理 

采集的数据经岛津 Lab Solution 5.98 处理获得苏丹

红的定量结果, 再将获得的数据导出采用 WPS 2023 和

Origin Pro 9.1 进行整理和统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  梯度条件的选择 

根据单一标准溶液定位发现, 苏丹红 G 和苏丹红Ⅰ以

及苏丹红 7B 和苏丹红Ⅳ的出峰时间非常接近, 因此主要

调整流动相梯度以实现二者色谱峰的完全分离。分离度是

指两个色谱峰的分离程度, 以两个组分保留值之差与其平

均峰宽之比表示, 由表 2~3 和图 1 可知: 方案 c 中苏丹红

Ⅳ的分离度为 1.514, 实现了完全分离, 并且用时最短。因

此选择方案 c 进行后续试验。 

2.2  DES 稀释倍数选择 

由于 DES 黏度较大 [34–35], 上机前需用适量甲醇稀

释。选择稀释倍数分别为 2、5、10 倍, 用甲醇稀释后的

DES 溶液配制质量浓度为 2 mg/L 的 6 种苏丹红混合标准

溶液, 上机测定。由图 2 可知, 当稀释倍数为 2 倍时, 稀
释后的 DES 黏度仍较大, 不利于色谱柱的使用; 当稀释

倍数为 10 倍时, 目标物色谱峰逐渐展宽且出现拖尾现

象。考虑到黏度太大不利于色谱柱的使用, 且稀释倍数为

5 倍时, 黏度适中且色谱峰峰型较好, 因此, 确定 DES 稀

释倍数为 5 倍。 
 

表 2  不同梯度洗脱条件 
Table 2  Different gradient elution conditions 

方案 梯度洗脱程序 

a 

时间/min 0.01 10.00 25.00 32.00 35.00 40.00

流动相 A/% 75 75 100 100 75 75 

流动相 B/% 25 25 0 0 25 25 

b 

时间/min 0.01 10.00 25.00 32.00 35.00 45.00

流动相 A/% 75 75 100 100 100 75 

流动相 B/% 25 25 0 0 0 25 

c 

时间/min 4.00 8.00 20.00 25.00   

流动相 A/% 80 100 100 80   

流动相 B/% 20 0 0 20   

 
表 3  不同洗脱条件下的分离度 

Table 3  Separation degree under different elution conditions 

化合物 方案 a 方案 b 方案 c 

苏丹红 G 2.576 2.529 2.280 

苏丹红Ⅰ 3.042 3.015 2.630 

苏丹红Ⅱ 17.091 15.107 10.877 

苏丹红Ⅲ 11.855 11.194 6.899 

苏丹红 7B 18.894 16.226 12.615 

苏丹红Ⅳ 0.458 1.285 1.514 

 

2.3  DES 摩尔比对萃取效率的影响 

由图 3 可知, 苏丹红 G 和苏丹红Ⅰ表现出独特的萃取

优势, 回收率明显高于其他 4 种。在摩尔比为 1:2.5 时, 6
种苏丹红组分的回收率均最高, 可能是在此配比下制备的

DES 生成了更强的氢键。因此, 选择 DES 摩尔比为 1:2.5。 
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注: a、b、c分别为表1中不同洗脱方案对应的色谱图。1~6分别为苏

丹红G、苏丹红I、苏丹红II、苏丹红III、苏丹红7B、苏丹红IV。 
图1  不同洗脱条件下的色谱图 

Fig.1  Chromatograms of different mobile phase  

 

 
 

图2  不同稀释倍数下标准品色谱图 
Fig.2  Chromatogram of standard product at different  

dilution multiples 
 

2.4  DES 用量对萃取效率的影响 

由图 4 可知, 当 DES 用量在 600 μL 时, 苏丹红 G、

苏丹红 I 和苏丹红Ⅱ的回收率达到最高值, 之后随着 DES
用量的继续增加, 回收率略有下降。这可能是由于随着

DES 用量的增加, DES 浓度增大影响了目标组分的传质

效率。DES 用量增加对苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ和苏丹红 7B
的回收率影响不大且回收率均较低, 因此, 选择 DES 用

量为 600 μL。 
 

 
 

图3  摩尔比对回收率的影响 
Fig.3  Effects of molar ratio on recovery rates 

 
 

 
 

图4  DES用量对回收率的影响 
Fig.4  Effects of DES dosage on recovery rates 

 
2.5  萃取方式及时间对萃取效率的影响 

由图 5 可知, 在 6 种苏丹红组分的萃取中, 涡旋萃取

方式的回收率均高于超声萃取, 对于回收率较高的苏丹红

G、苏丹红 I 和苏丹红Ⅱ 3 种色素, 当萃取时间为 50 s 时, 涡
旋萃取方式的苏丹红 G、苏丹红 I 的回收率均达到最大值, 
且苏丹红Ⅱ的回收率也较高, 延长超声时间对苏丹红Ⅲ、苏

丹红Ⅳ和苏丹红 7B 的回收率影响不大且回收率均较低, 
因此, 选择萃取方式涡旋, 时间为 50 s。 
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图5  萃取方式及时间对回收率的影响 
Fig.5  Effects of extraction method and time on recovery rate 

 

2.6  方法有效性评价 

2.6.1  工作曲线、检出限和定量限的确定 
在最优萃取条件下, 使用稀释后的 DES 配制质量浓

度为 0.1~50.0 mg/L 的 6 种苏丹红染料, 用高效液相色谱

仪分析。以质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 峰面积为纵坐

标(Y)绘制标准曲线, 分析得到线性回归方程、相关系数、

检出限(以 3 倍信噪比计算)、定量限(以 10 倍信噪比计算)
见表 4。由表 4 可知, 在质量浓度 0.1~50.0 mg/L 范围内, 曲
线线性关系良好 , 相关系数均大于 0.999, 检出限为

0.03~0.20 mg/L, 定量限为 0.10~1.00 mg/L。满足实验要求。 

 
表 4  6 种苏丹红染料的校准曲线方程、相关系数、 

检出限和定量限结果 
Table 4  Calibration curve equations, limits of detection and 

limits of quantification of 6 kinds of Sudan dyes  

组分 
线性回归 

方程 
相关 
系数 

检出限 
/(mg/L) 

定量限 
/(mg/L)

苏丹红Ⅰ Y=66593X+1451 0.9999 0.03 0.10 

苏丹红Ⅱ Y=57856X–1316 0.9999 0.05 0.15 

苏丹红Ⅲ Y=13843X–1336 0.9999 0.15 1.00 

苏丹红Ⅳ Y=30314X–170 0.9998 0.20 1.00 

苏丹红 7B Y=94825X–969 0.9999 0.05 0.10 

苏丹红 G Y=53686X–906 0.9999 0.03 0.10 

 
2.6.2  加标回收率及精密度实验 

由表 5 可知: 苏丹红 G、苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ的回收率

为 71.6%~117.5%, 相对标准偏差为 0.6%~4.7%; 苏丹红Ⅲ
的回收率为 50.0%~71.3%, 相对标准偏差为 2.8%~5.2%; 
苏丹红 7B、苏丹红 Ⅳ的回收率为 30.6%~57.7%, 相对标

准偏差为 0.5%~11.1%。此 DES 对 6 种苏丹红染料萃取效

果的不同, 可能是由于目标提取物本身结构差异造成其极

性、疏水性的不同, 与 DES 引起的 π-π 亲和、疏水效应、

氢键等的相互作用不同, 比如苏丹 I、苏丹红 II、苏丹红 IV
和苏丹红 IV 的酚类化合物结构与醇/水分配系数分别为

5.51、6.60、7.63 和 8.72[36]。还可能是由于 DES 的羟基和

分析物的酚羟基之间形成氢键的能力不同, 而苏丹红 II、
苏丹红 IV 的甲基基团和苏丹红 7B 的氨基连接的甲基基团

影响了二者之间氢键的形成, 并且在苏丹红 7B 结构中没

有酚羟基基团, 导致他们的提取效率不高。 

 
表 5  辣椒粉中 6 种苏丹红染料的加标回收率及精密度(n=6) 

Table 5  Average recoveries and precisions of 6 kinds of Sudan 
dyes in Capsicum annuum powder (n=6) 

组分 
0.5 mg/kg 2.5 mg/kg 5.0 mg/kg 

回收率
/% 

相对标准 
偏差/%

回收率 
/% 

相对标准

偏差/% 
回收率

/% 
相对标准

偏差/%

苏丹红 G 117.5 0.6 75.1 1.8 71.6 3.2 

苏丹红Ⅰ 107.0 1.1 84.2 1.7 76.7 4.7 

苏丹红Ⅱ 81.0 0.7 89.2 4.6 81.1 4.0 

苏丹红Ⅲ 71.3 2.8 60.2 4.9 50.0 5.2 

苏丹红 7B 45.2 4.9 35.6 6.1 32.1 11.1 

苏丹红Ⅳ 57.7 0.5 46.7 3.8 30.6 6.6 

 
2.6.3  实际样品检测  

应用本方法对从市场收集的 10 份辣椒粉进行检测, 
均未检测出以上 6 种苏丹红色素。通过实际样品检测表明

本方法对 6 种苏丹红染料具有较好的选择性, 可以应用于

辣椒粉中 6 种苏丹红染料的含量检测。 

3  结  论 

本研究建立一种基于 DES 萃取结合高效液相色谱法

快速检测辣椒粉中 6 种苏丹红的方法。DES 由甲基三辛基氯

化铵和油酸组成, 辣椒粉样品使用丙酮提取后采用 DES 涡旋

混合提取目标化合物, 本方法在质量浓度 0.1~50.0 mg/L范围

内 , 线性关系良好 , 相关系数均大于 0.999, 检出限为

0.03~0.20 mg/L, 定量限为 0.10~1.00 mg/L。其中苏丹红 G、

苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ的回收率较高, 为 71.6%~117.5%, 相对

标准偏差为 0.6%~4.7%。本研究建立的方法操作简便、高

效、绿色环保, 可对辣椒粉中 6 种苏丹红进行快速检测。

本研究可为辣椒粉中苏丹红色素的快速检测提供参考。 
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