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固相萃取 – 高效液相色谱法快速测定烟草用爆珠中 4 种苏丹红
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摘要　建立一种烟草用爆珠中 4 种苏丹红（苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ）含量的固相萃取 – 高效

液相色谱测定方法。爆珠样品用热水加热溶解，用 SPE 苏丹红专用柱富集，氮吹至近干，用 1 mL 乙腈复溶，过 0.45 

μm 滤膜后上样分析。采用 C18 色谱柱，以乙腈和水为流动相等度洗脱分离，二极管阵列检测器检测，外标法定量，15 

min 内实现 4 种苏丹红的完全分离。4 种苏丹红的质量浓度在一定范围内与其峰面积呈良好的线性关系，线性相关

系数均大于 0.999。加标回收率为 87.18%～95.28%，6 次重复测定结果的相对标准偏差为 1.15%～7.38%。该方法可

实现烟草用爆珠中苏丹红的快速检测。

关键词　固相萃取；高效液相色谱法；烟草用爆珠；苏丹红

中图分类号：O657.7   文献标识码：A   文章编号：1008–6145(2021)11–0005–04

Rapid determination of sudan dyes in cigarette capsules by solid phase extraction–
high performance liquid chromatography
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Abstract　A method for determination of sudan Ⅰ，sudan Ⅱ，sudan Ⅲ and sudan Ⅳ in cigarette capsules by solid 

phase extraction–high performance liquid chromatography was established. The samples were extracted by heating water，
then enriched by SPE column and injected after filter with 0.45 μm. The chromatographic separation was performed on 
a chromatography column–C18 by isocratic elution with acetonitrile and water in 15 min. The diode array detector was 
used for the quantitative analysis by the external standard. The mass concentration of four sudan dyes had good linear 
relationship with the chromatographic peak areas in their respective ranges，the correlation coefficients were all more than 
0.999. Recoveries of 4 kinds of sudan dyes were 87.18%–95.28%，and the relative standard deviation of six determination 
results were 1.15%–7.38%. The method is suitable for the rapid determination of sudan dyes in cigarette capsules.

Keywords　solid phase extraction; high performance liquid chromatography; cigarette capsules; sudan dyes

爆珠添加是一种卷烟赋香的创新技术，卷烟滤

嘴中植入一粒或者多粒易捏破的香味胶囊，实现在

卷烟吸食过程中人为可控的特色香味释放，以达到

增加烟气湿度、提高滤棒截留香气的效果。由于其

加入所带来的特殊感官体验，近年来爆珠添加成为

衡量卷烟品质的一种标志，获得了越来越多卷烟品

牌的青睐［1–2］，其安全性也受到社会的关注。爆珠主

要由外壁（天然胶）和内芯组成。内芯中除了添加

增加香型的香精外，还会添加色素来增加彩色样式。

天然着色剂大多无毒副作用，但其稳定性较差，易褪

色，价格高等不足限制了应用范围［3–4］。工业染料具

有价格便宜，着色强等优点，但是工业染料因具有致

癌性而被明令禁止添加进食品及食品相关产品。

苏丹红是一种红色染料，主要包含苏丹红Ⅰ、
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苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ四种物质，属于偶氮

类化合物［5］，具有致突变性和致癌性［6］，我国禁止其

在食品及入口接触材料中添加［7–8］。苏丹红成本低，

颜色鲜艳且不易褪色，有不法生产者将苏丹红添加

到食品及入口接触材料中，维持产品鲜艳颜色。检

测出苏丹红的报道时有发生［9］，选用高效、快速检

测苏丹红含量的方法是非常必要的。苏丹红含量

的常用检测方法有分光光度法（UV）［10］，薄层法

（TLC–UV）［11–12］等，高效液相色谱（HPLC）作为一

种重要的检测手段被广泛用于苏丹红含量的检测。

我国已经出台了食品中苏丹红含量的检测标准［13］，

但该标准前处理复杂，检测大量样品时需要耗费较

多时间［14］。笔者采用 HPLC 法同时检测爆珠样品

中 4 种苏丹红化合物，采用 SPE 苏丹红专用柱，可

批量处理样品，选用简单流动相等度洗脱，在 15 min
内实现 4 种苏丹红的完全分离。该方法克服了常用

方法前处理复杂、分析时间长的缺点，实现了烟草用

爆珠中苏丹红的快速检测。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：LC–SH1000 型，配有 MWD 
2.1L 型紫外检测器、P 6.1L 型高压输液泵、AS 6.1L
型自动进样器，青岛盛瀚色谱技术有限公司。

分析天平：Mettler Toledo AL–104型，感量为0.1 
mg，梅特勒 – 托利多仪器（上海）有限公司。

水浴锅：SC–30 型，宁波新芝生物科技股份有

限公司。

氮吹仪：ND400 型，12 孔位，杭州瑞诚仪器有

限公司。

涡旋混匀器：XW–80A 型，上海驰唐电子有限

公司。

超纯水机：UPT– Ⅱ –20L 型，四川优普超纯科

技有限公司。

乙腈：色谱纯，德国默克公司。

SPE 前处理柱：SBEQ–CA4954 型，6 mL，上海

安谱科学仪器有限公司。

有机滤膜：0.45 μm，天津市科亿隆实验设备有

限公司。

实 验 用 水 为 超 纯 水，电 阻 率 大 于 18.2 
MΩ · cm。

烟用爆珠均为市场随机采购。

苏丹红Ⅰ、苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ标

准物质：纯度（质量分数）分别为 99.6%、99.6%、

94.8%、99.6%，德国 Dr Ehrenstorfer 有限公司。

1.2　仪器工作条件

色谱柱：Athena C18–WP 柱（150 mm×4.6 mm，

5 μm，德国 CNW 公司）；柱温：35 ℃；进样体积：

10 μL ；流动相：乙腈 – 纯水（体积比为 95∶5）；洗

脱方式：等度洗脱；流量：1.0 mL／min ；检测波长：

500 nm。

1.3　样品前处理

称取约 0.15 g 左右爆珠样品置于 50 mL 圆底

烧瓶中，加入 10 mL 70～80℃水，在恒温水浴锅中

加热 30 min，使爆珠壁材完全溶解。冷却后上样至

活化过的 SPE 苏丹红专用柱中，以 5 mL 正己烷淋

洗，最后用 5 mL 二氯甲烷洗脱，收集洗脱液于管中，

40℃氮吹至近干。加入 1 mL 乙腈复溶，涡旋 30 s，
过 0.45 μm 有机滤膜后上机测定。

1.4　标准溶液配制

4 种苏丹红标准储备液：分别准确称取苏丹红

Ⅰ，苏丹红Ⅱ，苏丹红Ⅲ，苏丹红Ⅳ标准品 4、7、5、7 
mg，置于 4 只 10 mL 容量瓶中，加入适量乙腈溶解，

完全溶解后继续加入乙腈定容至标线，摇匀，置于

4℃冰箱中保存。

4 种苏丹红混合标准工作溶液：分别准确吸取

上述 4 种苏丹红标准储备液 2 mL，置于同一只 10 
mL 容量瓶中，加入乙腈定容至标线，摇匀，置于 4℃
冰箱中保存。其中，苏丹红Ⅰ质量浓度为 8 mg／L，
苏丹红Ⅱ质量浓度为 15 mg／L，苏丹红Ⅲ质量浓度

为 9 mg／L，苏丹红Ⅳ质量浓度为 15 mg／L。
系列混合标准工作溶液：分别移取 4 种苏丹红

混合标准工作溶液 0.05、0.1、0.2、0.5、1、1.5、2 mL 至

7 只 10 mL 容量瓶中，加入乙腈定容至标线。4 种

苏丹红系列混合标准工作溶液的质量浓度见表 1。
表 1　4 种苏丹红系列标准工作溶液的质量浓度

编号
质量浓度／（mg · L–1）

苏丹红Ⅰ 苏丹红Ⅱ 苏丹红Ⅲ 苏丹红Ⅳ

0 0.000 0.000 0.000 0.000
1 0.041 0.074 0.046 0.074
2 0.082 0.147 0.091 0.147
3 0.163 0.295 0.182 0.295
4 0.408 0.737 0.455 0.737
5 0.817 1.471 0.910 1.471
6 1.225 2.211 1.365 2.211
7 1.633 2.948 1.820 2.948

1.5　定性依据及定量方法

样品测定时，通过样品色谱峰的保留时间和标

品色谱峰的保留时间比对，保留时间一致（变化范围
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在 ±1% 之内）的情况下可判断样品中确实存在苏

丹红化合物。采用外标法峰面积定量。

2　结果与讨论

2.1　固相萃取柱选择

对比中性氧化铝和 SPE 苏丹红专用柱净化效

果，两者都有较好的回收率，回收率为 89%～92%。

国标 GB／T 19681–2005 《食品中苏丹红染料的检测

方法　高效液相色谱法》中采用中性氧化铝固相萃

取柱对样品净化，但是中性氧化铝固相萃取柱需要

手工填装，填装效果会因操作人员不同产生差异，且

购买的不同批次氧化铝的活度也会有差距，对重复

性结果产生影响。故选用 SPE 苏丹红专用柱进行

净化。

2.2　色谱条件优化

2.2.1　波长选择

通过液相色谱仪附 DAD 检测器进行 170～600 
nm 全波长扫描，在 500 nm 处 4 种苏丹红物质均有

较强吸收且无明显杂质干扰，所以选择 500 nm 为检

测波长进行定量检测。在此波长下，各组分的吸光

度已达到其最大吸收波长吸光度的 90% 以上，可以

满足灵敏度的要求。

2.2.2　流动相选择

分别以乙腈 – 水（体积比为 95∶5）和甲醇 – 水

（体积比为 95∶5）作为流动相进行试验，发现乙腈 –
水的洗脱能力更强，且峰形尖锐对称，因此选用乙

腈 – 水溶液做为流动相。

综合以上因素，在 1.2 仪器工作条件下，测得 4
种苏丹红标准溶液的色谱图如图 1 所示。

4
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1

t min

2.5 7.55 10 12.5 15

1—苏丹红Ⅰ； 2—苏丹红Ⅱ； 3—苏丹红Ⅲ； 4—苏丹红Ⅳ

图 1　4 种苏丹红标准溶液的色谱图

2.3　线性方程和检出限

取 1.4 中配制的系列标准工作溶液各 10 μL，
在 1.2 仪器工作条件下进行测定（n=3），以待测物质

的质量浓度（x）为横坐标，以相应的色谱峰面积（Y）
为纵坐标，绘制标准工作曲线，计算苏丹红Ⅰ、苏丹

红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、苏丹红Ⅳ的线性回归方程和相关系

数。以 3 倍信噪比所对应的被测物的质量浓度作为

方法检出限（LOD）。4 种苏丹红的线性范围、线性

方程和相关系数见表 2。
表 2　4 种苏丹红的线性范围、线性方程和相关系数

苏丹红 质量浓度／（mg · L–1） 线性方程 相关系数

苏丹红Ⅰ 0.04～1.63 Y=16.38 x+1.29 0.999 8
苏丹红Ⅱ 0.07～2.95 Y=17.70 x+0.78 0.999 6
苏丹红Ⅲ 0.05～1.82 Y=23.63 x+0.91 0.999 6
苏丹红Ⅳ 0.07～2.95 Y=19.66 x+2.57 0.999 7

由表 2 可得，4 种苏丹红物质在各自的线性范

围内与色谱峰峰面积均成良好的线性关系，线性相

关系数均大于 0.999。
将本方法的检出限与其它方法检出限以及国

标法检出限进行比较，结果见表 3。从表 3 中可以

看出，本方法检出限为 0.03～0.04 mg／L，可实现苏

丹红的痕量检测。
表 3　本法检出限与其它方法检出限的比较

方法
检出限／（mg · L–1）

参考文献
苏丹红Ⅰ 苏丹红Ⅱ 苏丹红Ⅲ 苏丹红Ⅳ

SPE–HPLC 0.03 0.04 0.03 0.04 本方法

UV 0.05 0.05 0.05 0.05 ［10］
TLC–UV 0.05 0.05 0.05 0.05 ［15］

国标 0.05 0.05 0.05 0.05 ［13］

2.5　加标回收和精密度试验

准确称量 0.15 g 爆珠样品（4 种苏丹红均未检

出）18 份，分别加入低、中、高浓度的苏丹红混合标

准溶液，按照 1.3 方法进行样品前处理，在 1.2 仪器

工作条件下进行加标回收试验，每个浓度水平平行

测定 6 次，结果见表 4。由表 4 可知，4 种苏丹红加

标回收率为 87.18%～95.28%，6 次测定结果的相对

标准偏差为 1.15%～7.38%，说明该方法准确度和精

密度较好，可用于苏丹红的定量检测。

2.6　样品测定

选择不同厂家生产的 8 份红色烟用爆珠产品，

按照 1.3 对样品进行处理，在 1.2 仪器工作条件下对

样品进行测定，样品及样品加标色谱图分别见图 2、
图 3。

t min
2.5 7.55 10 12.5 15

图 2　爆珠样品液相色谱图
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t min
2.5 7.55

1
2

3
4

10 12.5 15

1—苏丹红Ⅰ； 2—苏丹红Ⅱ； 3—苏丹红Ⅲ； 4—苏丹红Ⅳ

图 3　爆珠样品加标谱图

从图 2、图 3 中可以看出，爆珠基质中提取的物

质对目标分析物干扰较小，这也体现了本方法的适

用性。本次购买的爆珠样品中均不含有苏丹红成分，

符合标准。

3　结语

建立了一种高效液相色谱同时分离 4 种苏丹红

的检验方法。该方法简单，精密度高，分析时间短。

在同一波长下，采用等度洗脱的方式，可在 15 min
内实现快速、准确分离。该方法测定苏丹红的线性

相关系数均大于 0.999，检出限为 0.03～0.04 mg／L，
准确度高，可用于烟草用爆珠中苏丹红含量的监测。
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表 4　样品中加标回收试验和精密度试验结果

苏丹
红

加标质
量／μg 检出质量／μg 平均值／

μg
回收率／

%
RSD／

%

苏丹红
Ⅰ

0.082 0.078，0.072，0.065，
0.069，0.072，0.074 0.072 87.40 6.16

0.653 0.610，0.602，0.592，
0.619，0.624，0.574 0.604 92.42 3.06

1.307 1.185，1.191，1.201，
1.224，1.245，1.222 1.211 92.68 1.89

苏丹红
Ⅱ

0.147 0.122，0.125，0.13
0.135，0.135，0.132 0.130 88.32 4.12

1.179 1.011，1.114，0.998，
1.024，1.019，1.011 1.030 87.32 4.11

2.359 2.221，2.156，2.264，
2.198，2.178，2.224 2.207 93.55 1.73

苏丹红
Ⅲ

0.091 0.079，0.081，0.085，
0.080，0.069，0.082 0.079 87.18 6.89

0.728 0.694，0.687，0.647，
0.702，0.698，0.711 0.690 94.76 3.26

1.456 1.302，1.321，1.324，
1.298，1.314，1.285 1.307 89.79 1.15

苏丹红
Ⅳ

0.147 0.128，0.112，0.129，
0.138，0.134，0.137 0.130 88.21 7.38

1.179 1.104，1.111，1.074，
1.058，1.189，1.204 1.123 95.28 5.35

2.359 2.201，2.175，2.164，
2.197，2.224，2.017 2.163 91.69 3.45


