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高效液相色谱-柱后在线光化学衍生荧光检测法

测定辣椒油中 4 种苏丹红染料

刘 珺1， 弓振斌1，2*
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摘要: 建立了在线光化学衍生、荧光检测、高效液相色谱( HPLC ) 测定辣椒油中苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 B 的方法。以乙

腈-水为流动相，采用梯度洗脱方式在 SB-C18 色谱柱上分离。用实验室自制的程序控制时间 /光强光化学反应器

作为在线衍生装置，优化了光衍生反应的条件和荧光检测条件。3 种不同加标浓度下，辣椒油样品中 4 种苏丹红染

料的加标回收率为 81. 3% ～ 100. 4%。加标水平为 0. 8 mg /kg下荧光信号强度的相对标准偏差( RSD，n = 6 ) 为

2. 6% ～ 3. 8%。苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 B 的检出限( LOD) 和定量限( LOQ ) 范围分别为 0. 009 ～ 0. 054 mg /kg 和 0. 030
～ 0. 181 mg /kg，优于传统的 HPLC 分离、二极管阵列检测器检测方法。该方法具有简单、灵敏、选择性好的特点，

适用于食品样品中苏丹红的常规分析。
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Determination of four Sudan dyes in chili oil by high performance
liquid chromatography with on-line photochemical

derivatization and fluorescence detection
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( 1． State Key Laboratory of Mar ine Environm ental Science，Xiam en Univer s i ty，Xiam en 361005，China;
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Abstract: A method for the measurement of Sudan Ⅰ，Sudan Ⅱ，Sudan Ⅲ and Sudan B in chili
o il using high performance liquid chromatography ( HPLC ) w ith on-line photochemical
derivatization and fluorescence detection has been developed． The Sudan dyes w ere separated
on an SB-C18 column in a single run by the mixed mobile phase of acetonitrile-w ater w ith a gra-
dient program ． A laboratory-built time /energy programmed photochemical reactor ( PCR) w ith
an ultravio let mercury lamp w as installed betw een a photodiode array detector ( PDA) and a
fluorescence detector ( FLD ) ，and it w as applied to convert the non-or w eakly fluorescent
Sudan dyes into fluorescence emission components． The photochemical derivatization condi-
tions and fluorescence detection parameters have been investigated and optimized． The recov-
eries o f the standards spiked in real chili o il samples for all the dyes w ere 81. 3% －100. 4%． The
relative standard deviations ( RSDs，n = 6) of the fluorescence signal intensity at the spiked lev-
el o f 0. 8 mg /kg w ere 2. 6% －3. 8%． The limits o f detection ( LODs ) w ere in the range of 0. 009
－ 0. 054 mg /kg and the limits o f quantification ( LOQs ) w ere 0． 030 － 0. 181 mg /kg，which w ere
better than those of the commonly used HPLC coupled w ith PDA． The developed method w hich
is simple，sensitive，and selective can be applied to the routine analysis o f Sudan dyes．
Key words: high performance liquid chromatography ( HPLC ) ; on-line photochemical derivat-
ization ; fluorescence detection ; Sudan dyes ; chili o il
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苏丹红是一类人工合成的以苯基偶氮萘酚为主

要基团的偶氮染料，其外观为暗红色或深黄色片状

体，是亲脂性化合物，常用于溶剂、油、蜡、汽油的增

色及鞋、地板的增光［1］，也用于生化毒理学研究中

的着色。由于苏丹红染料具有潜在的致癌性，我国

和欧盟都禁止将其添加在食品中［2，3］。
苏丹红的测定方法主要有分光光度法［4 － 6］、薄

层色谱法( TLC ) ［7 － 10］、气相色谱-质谱联用法( GC-
MS) ［11 － 13］、高效液相色谱法( HPLC ) ［14 － 20］、液相色

谱-质谱联用 法 ( LC-MS ) ［21 － 24］ 等。HPLC-紫 外-可
见光检测器( UVD ) 法是我国和欧盟制定的苏丹红

检测的标准方法［25，26］; 对阳性样品，欧盟则建议采

用 LC-MS 进行确认。为了提高标准方法的可靠性，

使用 MS 检测器是常用的选择，但由于设备昂贵、成
本高，不利于大批量样品的快速测定。通过使用选

择性比 UVD 好的荧光检测器( FLD ) ，可改善方法

的可靠性。同时由于 FLD 具有选择性好、灵敏度

高、装置价格低廉等优点，为大批量样品中苏丹红的

快速测定提供了新的技术手段。
为了实现采用 HPLC-FLD 测定苏丹红，需要对

其进行衍生，使其转变为能产生荧光的化学结构。
本文采用实验室自制的程序控制时间 /光强光化学

反应器( photochemical reactor，PCR) 对苏丹红组

分进行在线光化学衍生，建立了 LC 分离-在线光化

学衍生-荧光检测法用于测定辣椒油中的苏丹红Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ和 B。

1 实验部分

1． 1 试剂与材料

乙腈( 色谱纯，Tedia 公司) ，甲酸( 分析纯，汕头

市达濠精细化学品有限公司) ，水为超纯水。
苏丹红标准品为 SudanⅠ ( 纯度 97%) 、Sudan

Ⅱ( 纯度 90%) 、Sudan Ⅲ( 纯度 96%) 、Sudan B ( 纯

度 97%) ，均购自美国 Sigma-Aldrich 公司。上述标

准品分别用乙腈配制成质量浓度为 100 mg /L 的标

准储备液并保存于 4 ℃冰箱中，使用时将储备液用

乙腈稀释至合适浓度。
辣椒油样品购于本地市场。

1． 2 仪器与设备

岛津液相色谱仪，系统配置为 LC-20AB 二元

泵、SPD-M20A 二极管阵列检测器( PDA) 、RF-20A
荧光检测器、手动进样器 ( Models 7725i，Rheod-
yne，USA) 及 20 μL 定量环。超声波清洗器( 昆山

市超声仪器有限公司) ，隔膜真空泵( 天津市津腾实

验设备有限公司) ，红外快速干燥器( 上海市川沙县

明星电子设备厂) 。
自制的程序控制时间 /光强光化学反应器［27］由

光源( 低压汞灯，15 W) 、聚四氟乙烯( PTFE) 反应管

( 6 m × 0. 3 mm，Zeus Corp，USA) 、光反射壁、保

温外壳及可编程控制器( PLC) 组成。
1． 3 样品前处理

称取 10. 0 g 的辣椒油样品于锥形瓶中，加入 60
mL 乙腈后超声辅助萃取 30 min。冷却后，准确移

取萃取液于容量瓶中，用乙腈定容至 100 mL，经

0. 45 μm 滤膜过滤后进样测定，以外标法定量。
1． 4 分析测定条件

色 谱 柱 为 Agilent ZORBAX SB C18 柱 ( 150
mm ×3. 0 mm，3. 5 μm ) ，柱温为室温。流动相为

乙腈( A) -水( B ) 溶液，流速为 0. 4 mL /min。梯度

洗脱程序: 0 ～ 4 min，90% A; 4 ～ 8 min，90% A ～
100% A; 8 ～ 20 min，100% A; 20. 01 ～ 23 min，

90%A。进样量 20 μL。实验时，待测组分从色谱柱

流出后进入 PDA，然后进入 PCR 进行光化学衍生，

最后进入 FLD 进行测定。FLD 检测的激发波长与

发射波长及 PCR 紫外灯电压等参数见表 1。
表 1 光化学反应器和荧光检测器工作参数

Table 1 Operating parameters for PCR and FLD

Analyte
FLD

Time /
min

λEx /
nm

λEm /
nm

PCR
UV lamp-on
time /min

Lamp
voltage /V

Sudan Ⅰ 0． 0 － 7． 0 289 340 0． 0 － 20． 0 220
Sudan Ⅱ 7． 0 － 11． 0 337 375
Sudan III 11． 0 － 15． 0 314 369
Sudan B 15． 0 － 20． 0 320 373

λEx : excitation w avelength ; λEm : emission w avelength．

2 结果与讨论

2． 1 流动相的选择

由于苏丹红染料的分子结构中含有羟基，具有

弱酸性，因此调节流动相 pH 值至弱酸性，可抑制弱

酸的解离，改善色谱峰的分离度及峰形。实验中比

较了水-乙腈，以及含 0. 001% ( 体积分数，下同) 、
0. 005%、0. 01%、0. 05%、0. 1%甲酸的水-乙腈作为流

动相时 4 种苏丹红染料的分离效果。实验结果表

明，使用添加甲酸的水-乙腈作流动相时，待测组分

的色谱峰形及分离度与水-乙腈作为流动相时基本

一致，因此本实验采用水-乙腈作为流动相。图 1 为

优化条件下的色谱图。
2． 2 检测条件的确定

在优化的色谱分离条件下，对紫外光照前、光照

后的 4 种苏丹红染料的标准溶液进行激发光谱和发

射光谱比较。结果表明，苏丹红Ⅰ和苏丹红Ⅱ在紫
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图 1 苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 B 混合标准溶液的( a) PDA 谱图和( b) FLD 谱图
Fig． 1 ( a) PDA chromatogram and ( b) FLD chromatograms of the standard solution of Sudan Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ and B

Sudan Ⅰ and Sudan Ⅱ: 4 mg /L; Sudan Ⅲ: 0. 5 mg /L; Sudan B : 1 mg /L． PDA detection : 477 nm for Sudan Ⅰ，492 nm for Sudan
Ⅱ，502 nm for Sudan Ⅲ，509 nm for Sudan B． For the conditions o f FLD detection，see Table 1．

外光照前无荧光发射，紫外光照后生成有较强荧光

发射的产物; 苏丹红Ⅲ和苏丹红 B 光照前有弱的荧

光 ，光照之后荧光大为增强。图2为苏丹红Ⅰ和Ⅱ

光化学衍生产物的激发光谱、荧光光谱以及苏丹红

Ⅲ和 B 在光衍生前母体和光衍生产物的激发光谱、
荧光光谱。

图 2 苏丹红染料光照前、光照后的( a) 激发光谱和( b) 发射光谱
Fig． 2 ( a) Excitation and ( b) emission spectra of Sudan dyes before and after irradiation

Conditions : PTFE tube length，6 m ; irradiation time，65 s ; lamp voltage，220 V．
Curves : 1． UV lamp ON; 2． UV lamp OFF．
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根据上述实验结果，对 4 种待测组分进行光化

学衍生、荧光检测条件的优化，设置了 FLD 和 PCR
的工作参数，其中 FLD 和 PCR 均编成固定的时间

程序进行激发波长和发射波长及灯电压的控制( 见

表 1) 。
2． 3 光化学衍生条件的优化

光照时间和强度、反应介质酸度和反应温度是

光化学衍生反应中需要优化的条件，实验中考察了

上述因素对待测组分荧光信号强度的影响。
当流动相流速固定时，光化学反应时间决定于

光化学反应管的长度。实验考察了 PTFE 光化学反

应管长为 2. 0、4. 0、6. 0、8. 0 m ( 对应的光照时间为

21、42、65、84 s ) 时各组分荧光信号强度的变化，结

果见图 3。图 3 中结果表明，在 2 ～ 6 m 的管长范围

内，随着反应管长度的增长即光照时间增加，苏丹红

Ⅰ的荧光信号增强; 而在 6 ～ 8 m 的管长范围时，随

着管长的增长苏丹红Ⅰ的荧光信号减弱; 而苏丹红

Ⅱ、苏丹红Ⅲ和苏丹红 B 的荧光信号则随着反应管

长度的增加而一直增强。考虑到管长为 6. 0 m 时

各组分均有较强的荧光信号，且管长增长对色谱峰

变宽有一定的影响，最终选择反应管长为 6. 0 m。
光源的辐射强度对光化学反应的速率与效率影

响最大。实验中使用实验室自制的程序控制时间 /
光强光化学反应器，通过 PLC 来控制不同时段光源

的电压，从而控制光照强度。在固定流速时，考察了

不同管长( 2. 0、4. 0、6. 0、8. 0 m ) 条件下，灯电压分

别为 130、150、170、180、200、220 V 时各组分的荧光

信号强度变化，实验结果见图 3。结果表明，4 种组

分的荧光信号强度在不同管长条件下，基本随着灯

电压的增加而增强( 苏丹红Ⅰ在管长 8 m 的情况下

除外) 。因此在选择 6. 0 m 管长的条件下，设置紫

外灯的电压为 220 V。

图 3 光照时间及光强对苏丹红荧光信号强度的影响
Fig． 3 Effects of irradiation time and light intensity on the fluorescence signals of Sudan dyes

为了考察反应介质酸度对苏丹红荧光信号强度

的影响，在流动相中添 加 0. 001% ( 体 积 分 数，下

同) 、0. 005%、0. 01%、0. 05%、0. 1% 的甲酸，结果见

图 4。苏丹红Ⅰ和Ⅱ的荧光强度随酸度变化不大，

苏丹红Ⅲ的荧光强度随酸度的增强而减弱，苏丹红

B 的荧光信号随酸度的增强而增强。4 种目标物的

荧光强度受酸度影响的差异较大，这可能是由其分

子结构差异所致。故实验选择流动相中不加甲酸。
图 5 为光化学反应器温度从 16 ～ 45 ℃时荧光

信号强度的变化。由图 5 可知，苏丹红Ⅰ和Ⅱ的荧

光信号强度受温度变化影响不大; 而苏丹红Ⅲ和 B
的荧光信号强度随温度的升高均有减弱，这表明反

应温度升高对这两种组分的光衍生不利。因此，实

验在 16 ℃条件下进行。
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图 4 流动相中甲酸含量对苏丹红染料荧光信号强度的影响
Fig． 4 Effect of formic acid content in mobile phase

on the fluorescence signals of Sudan dyes
The conditions w ere the same as in Fig． 2．

图 5 反应温度对苏丹红染料荧光信号强度的影响
Fig． 5 Effect of reaction temperature on the

fluorescence signals of Sudan dyes
The conditions w ere the same as in Fig． 2．

2． 4 方法的精密度与准确度

实验以相对标准偏差( RSD ) 来表示方法的精

密度。配制 6 份在辣椒油中添加待测组分的人工合

成样品，各目标物的含量均为 0. 8 mg /kg。按照 1. 3
节和 1. 4 节所述方法进行样品前处理和测定，计算

荧 光信号强度的RSD。结果表明，苏丹红Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ和 B 的 RSD 分别为 2. 6%、3． 5%、3． 2%和 3. 8%，

可满足实际样品测定要求。
在辣椒油样品中添加待测各组分，计算各组分

的加标回收率，以此评价方法的准确度。在辣椒油

样品中分别添加上述 4 种苏丹红标准品得到含量分

别为 0. 8、2、4 mg /kg 的样品，每个含量水平的样品

平行测定 3 次，结果如表 2 所示。实验结果表明，添

加 3 个不同浓度水平的标准溶液，各组分的加标回

收率范围为 81. 3% ～ 100. 4%，可满足微量组分的定

量测定要求。

表 2 辣椒油样品中 4 种苏丹红标准品的加标回收率
Table 2 Recoveries of Sudan dyes spiked

in a chili oil sample %
Analyte 0． 8 mg /kg 2 mg /kg 4 mg /kg
Sudan I 93． 1 89． 8 86． 6
Sudan II 100． 4 99． 4 85． 2
Sudan III 81． 3 93． 4 81． 4
Sudan B 92． 7 86． 9 82． 6

2． 5 方法的线性范围及检出限

分别移取适量体积的苏丹红单标准溶液，用乙

腈稀释成一定浓度的混合标准溶液，按上述优化的

实验条件进样测定。以峰面积( y ) 对质量浓度( x，

mg /L) 作图，所得线性回归方程、线性范围及相关系

数( r 2 ) 如表 3 所示。结果表明，各组分在相应的浓

度范围内有良好的线性响应( r 2≥0. 996 3) 。
在辣椒油样品中添加低浓度水平的目标物，依

照 1. 3 节、1. 4 节方法进行样品前处理和测定，以所

得标准偏差( SD，n = 10) 的 3 倍对应的浓度为方法

的检出限( LOD ) ; 以 10 倍标准偏差对应的浓度为

方法的定量限( LOQ ) 。表 3 所示的实验结果表明，

本工作建立的方法对各组分的 LOD 和 LOQ 与不经

PCR 光化学衍生而直接进行 PDA 测定的方法相比

接近或更低，其中苏丹红Ⅲ和 B 的检出限要比 PDA
测定方法低一个数量级，更适合测定较低含量的苏

丹红Ⅲ和 B。

表 3 HPLC-FLD 方法的线性范围、线性方程、线性相关系数( r2 ) 及 HPLC-PDA/FLD 方法的检出限和定量限

Table 3 Linear ranges，linear equations，correlation coefficients ( r2 ) for HPLC-FLD method，and limits
of detection ( LODs) ，limits of quantification ( LOQs) for HPLC-PDA/FLD method

Analyte
Linear range /

( mg /L)
( Retention time
± SD) ( n = 5) /min

Linear equation r 2
LOD / ( mg /kg )

FLD PDA
LOQ / ( mg /kg )

FLD PDA
Sudan Ⅰ 0． 1 － 10． 0 6． 08 ± 0． 01 y = 227． 98x + 16． 459 0． 9963 0． 052 0． 054 0． 172 0． 180
Sudan Ⅱ 0． 1 － 10． 0 8． 75 ± 0． 02 y = 183． 58x + 28． 086 0． 9994 0． 054 0． 081 0． 181 0． 270
Sudan Ⅲ 0． 01 － 2． 0 12． 1 ± 0． 03 y = 10233x － 25． 594 0． 9981 0． 009 0． 092 0． 030 0． 307
Sudan B 0． 02 － 2． 0 18． 0 ± 0． 02 y = 2342x － 38． 15 0． 9998 0． 022 0． 199 0． 074 0． 664

y : peak area ; x : mass concentration，mg /L．

3 结语

利用苏丹红染料在光化学衍生之后产生强荧光

物质的现象建立了高效液相色谱-在线光化学衍生

荧光检测联用测定苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 B 的新方法。
光衍生具有装置简单、操作简便、重现性好的特点。
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新建立的测定方法灵敏度高，特别是对苏丹红Ⅲ和

苏 丹 红 B 的 检 出 限 达 0. 009 mg /kg 和 0. 022
mg /kg，与传统的使用 PDA 检测器的方法相比要低

一个数量级，适合于低含量苏丹红染料的测定。
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