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摘　要　提出快速定性、定量测定辣椒制品中苏丹红色素的薄层色谱2扫描法。试验确定展开剂成分比例 ,在

V (石油醚)∶V (丙酮)∶V (乙酸乙酯) = 100∶3∶4的条件下 ,利用薄层色谱法可使辣椒制品中的天然色素与苏丹红

色素在高效硅胶板上完全分离 ,比较检测样品与苏丹红色素标准品的 Rf 值和斑点颜色即可定性判断食品中是否

含有苏丹红色素。用扫描仪扫描展开后的样品获得色素斑点图像 ,应用 BandScan软件测定苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标

准样品的总灰度 ,以苏丹红点样量 (μg)为横坐标 x ,总灰度值为纵坐标 y ,进行线性回归 ,定量测定辣椒制品中的苏

丹红含量。试验结果表明 ,苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ扫描值的相对标准差分别为 1101 %、1191 %、0168 %和 2159 % ,说明

本方法精密度很好。本方法分离效果好、灵敏度高 ,且经济、操作简便 ,适用于辣椒及其制品中苏丹红色素的定性

定量测定。
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Rapid detection method of sudan pigments in chili products

Wu Chao , Chen Min
(College of Food Science and Nutritional Engineering , China Agricultural University , Beijing 100083 , China)

Abstract 　TLC was us ed for rapid detection of s udan pigments . The s udan pigments and chili pigments were s ep arated

by TLC on HPTLC. This detection method can meas ure that the s udan pigments were added in chili products or not .

With an eluant of p etroleum ether∶acetone∶acetic acid = 100∶3∶4 , the pigments were deployed. Qualitative judgement

was meas ured by the contraction of the different Rf values in the chili & s udan pigments , and the different colors . The

total grays were obtained by the BandScan s oftware . The content of s udan (μg) in chili products as x2axis and the total

gray as y2axis were used in the analysis method of linearity regre ssion. It can be confirmed for compendia quantity.

This method prove s to be rapid , sensitive , simple and accurate . It was used for the detecting of qualitative & quantita2
tive analysis of sudan pigments in chili products.
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　　苏丹红为亲脂性偶氮色素 ,主要包括苏丹红Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ4种化合物。近年来 ,国内外多次报道从

红辣椒粉和其他辣椒制品中检出苏丹红。英国食品

标准局 ( The Food Standard Agency , FSA)在其网站

上公布了可能含有苏丹红的产品清单 ,包括香肠、泡

面、熟肉、馅饼、辣椒粉、调味酱等 474种产品[1 ]。我

国《食品添加剂使用卫生标准》[2 ]中规定禁止使用

苏丹红作为食品添加剂 ,但食品质量检测中屡有苏

丹红检出 ,导致食品安全问题。

目前国内外有关苏丹红的检验检测技术主要

有 : HPLC 法[3 - 4 ]、极谱法 [5 ]、固相萃取2气质联用
法[6 ]、GC2MS/ SIM分析方法[7 ]、薄层色谱法[8 ]和分

子印记固相萃取技术[9 ]等。其中 , HPLC法检出限

为 10μg/ kg ;固相萃取2气质联用法检测限分别为
015和 017μg/ L ;气相色谱2质谱2选择离子法的检测
限为 1μg/ kg。这些检测方法需专业仪器且检测费

用较高。现有的薄层分析方法较为简单 ,但一般仅

用于苏丹红色素的定性测定 ,且不同类型苏丹红色
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素的分离度较低 ,定量测定则需要专业薄层扫描仪

完成。因此上述方法均不适宜广泛用于日常食品安

全监管检测。

本研究拟结合薄层色谱分析法和扫描法 ,通过

改进展开剂条件提高薄层色谱法辣椒色素与苏丹红

色素的分离度 ,以及苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ各色素斑点

的分离度 ,使用普通扫描仪实现薄层扫描定量测定 ,

为食品安全监管检测提供一种快速、便捷、经济 ,且

灵敏度较好的苏丹红色素定量检测方法。

1　材料与方法

111　试验材料、仪器和试剂

1)材料。辣椒酱、辣椒粉、辣制泡菜为市售 ,辣

椒油为自制。

2)仪器。主要仪器包括 :高效硅胶板 (青岛海洋

化工厂) 、微量进样器 (平头 5μL ,上海高鸽工贸有

限公司) 、CanoScan 3000 扫描仪 (佳能公司)和旋转

蒸发仪 (上海亚荣) 。

3)试剂。苏丹红标准样品包括 :苏丹红Ⅰ(北京

化工厂 ,AR) 、苏丹红Ⅱ(北京通县育才精细化工厂 ,

AR) 、苏丹红Ⅲ(温州东升化工试剂厂 ,AR) 、苏丹红

Ⅳ(北京化学试剂公司 ,AR) 。石油醚、丙酮、乙酸乙

酯、乙醇等均为国产分析纯。

112　试验方法

11211　辣椒制品中苏丹红色素的提取方法

1)干粉状制品。称取 1 g 辣椒粉样品置于研

钵 ,用 30 mL 石油醚与丙酮混合提取液 (1∶2 (石油

醚与丙酮体积比 ,下同) )研磨提取 2～3 次至无色

(10 min) 。离心 ,将上清液移入旋转蒸发仪 40 ℃蒸

干 ,用少量石油醚与丙酮混合溶剂 (3∶1)溶解 ,定容

至 10 mL 备用。

2)高油制品。用微量进样器或内径 015 mm的

定量毛细管吸取辣椒油样品 ,直接点样。

3)高含水制品。a.辣制泡菜。将泡菜剪切成碎

块 ,用石油醚与丙酮混合提取液 (1∶2)研磨提取至无

色。用无水硫酸钠除水 ,过滤 ,将滤液移入旋转蒸发

仪 40 ℃蒸干 ,用少量石油醚与丙酮混合溶剂 (3∶1)

溶解 ,定容至 10 mL 备用。b.辣椒酱。称取 5 g样品

置于研钵 ,用石油醚与丙酮混合提取液 (1∶2) 50 mL

研磨提取 2～3次至无色 (10 min) 。离心 ,将上清液

移入旋转蒸发仪 40 ℃蒸干 ,用少量石油醚与丙酮混

合溶剂 (3∶1)溶解 ,定容至 10 mL 备用。

11212　苏丹红色素的定性、定量检测方法

1)定性检测方法。待测样品和随行的苏丹红色

素标样在同一高效薄层板上分别点样 ,展开后 ,对比

二者的比移值 Rf 和色素斑点颜色。

2)定量检测方法。准确称取苏丹红标样Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ各 2 mg ,分别用丙酮定容至 10 mL ,得到质量

浓度为 012 mg/ mL 的 4 种标准样品溶液。4 个组

分系列浓度的样品经薄层展开 ,扫描仪扫描获取色

素斑点图像 ,应用 BandScan软件测定图像的总灰度

(total gray) ,以点样量和灰度值的关系制作标准曲

线 ,并用外标法对样品进行定量测定。

2　结果与讨论

211　苏丹红色素Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的分离与定性

21111　点样量对分离效果的影响　为满足扫描定

量分析的要求 ,选用系列不同量程进样器进行点样

量试验。试验中发现 ,在本试验样品浓度范围内 ,标

准样品点样量大于 510μL 时易在硅胶板上拖尾和

扩散 ,而小于 011μL 时展开后色素点不明显 ,且扫

描值偏离线性范围 ;因此确定采用 5μL 微量进样

器。用 5μL 微量进样器分别将提取样品溶液和苏

丹红标准样品溶液在硅胶板上点成直径 2～3 mm

的圆点 ,点样量约 015～210μL。

21112　展开剂的选择　定性分析时 ,比较待测样品

与苏丹红标准样品的 Rf 值和色素斑点颜色即可确

定待测样品是否含苏丹红色素。一般定性分析只要

有微小差别即可确定 ,但通过扫描进行定量分析要

求各种色素展开后的斑点完全分离。为获得辣椒色

素与苏丹红色素斑点的良好分离效果 ,试验尝试使

用不同展开剂。展开剂成分体积比 V (石油醚)∶

V (丙酮) = 9∶1时 ,辣椒中各色素斑点分离较好 ,但

苏丹红色素斑点重叠 ; V (石油醚)∶V (丙酮)∶V (乙

酸乙酯) = 100∶x 1∶x 2 ( x 1∶x 2分别为 5∶6、5∶7、5∶8、

6∶5、7∶4、7∶5、7∶6、8∶4等)时苏丹红色素各点、辣椒

中色素各点均分离较好 ,但苏丹红与辣椒色素斑点

重叠 ;只有 V (石油醚)∶V (丙酮)∶V (乙酸乙酯) =

100∶3∶4 时 ,辣椒色素与苏丹红色素斑点完全分离

(图 1) 。虽然辣椒中的色素种类较多 ,但在这一展

开剂条件下没有与苏丹红 ( Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ)标准样品色素

斑点重叠 ,不会对下一步扫描苏丹红色素斑点造成

干扰 ,满足扫描后定量分析的要求。另外 ,此分离条

件下苏丹红Ⅲ、Ⅳ斑点重叠 ,主要是因为它们的分子
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质量较大 ,而结构上差别较小 ,在此展开剂条件下难

以分开 ,但二者斑点集中 ,有利于扫描与定量分析。

图 1　薄层色谱法辣椒红与苏丹红色素分离结果

Fig. 1　TLC of pigments from chili and sudan

以辣制泡菜为例 ,依据本文 11211 方法提取泡

菜色素样品 ,与随行的苏丹红混合标准样品同时展

开 ,结果见图 2。可以明显看出 ,辣制泡菜中的色素

图 2　薄层色谱法辣制泡菜中色素与苏丹红色素分离结果

Fig. 2　TLC of pigments from pickle and sudan

与苏丹红色素的 Rf 值不同 ,因此可用肉眼直接定

性判断辣制泡菜中是否含有苏丹红色素。

212　苏丹红色素的定量分析

21211　线性关系及检出限　取苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

标准样品 ,在高效硅胶板上以不同点样量点样 :苏丹

红Ⅰ分别为 012、014、110、210、215μL ;苏丹红Ⅱ分

别为 012、013、014、015、017、018、110、112μL ;苏丹

红Ⅲ分别为 012、013、014、015、018、110、112μL ;苏

丹红Ⅳ分别为 012、014、110、115、210μL。由于苏

丹红Ⅲ和Ⅳ采用本文 11212方法得到的 Rf 相同 ,所

以 ,如果检测出辣椒样品中含有苏丹红Ⅲ或Ⅳ,可采

用 V (正己烷)∶V (乙醚) = 6∶1展开剂[8 ]展开 ,根据

苏丹红Ⅲ或ⅣRf 的微小差别判定苏丹红类型。展

开后将薄板在扫描仪上扫描 ,应用 BandScan软件测

定苏丹红Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标准样品色素斑点图像的总

灰度。制作标准曲线 ,以点样量为横坐标 ,总灰度值

为纵坐标。根据线性方程和系列标准样品点样量 ,

得到薄层色谱测定苏丹红的线性范围。每个苏丹红

标准样品的点样量从 0 开始逐渐增加 ,在同一薄层

板上点样 ,依本文方法展开 ,以能够确切判断色素斑点

为标准 ,确定方法的检出限。试验结果见表 1。

21212　回收率及样品含量测定　取 4 份辣椒粉制

品 ,分别加入不同质量苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ标准样

品 ,得到其质量浓度梯度 ,用本文方法提取并检测其

中苏丹红含量。依法提取待测样品并展开 ,扫描获

得苏丹红色素斑点图像 ,用 BandScan软件得到其灰

度值 ,计算苏丹红色素回收率和相对标准偏差 RSD ,

结果见表 2。

表 1　苏丹红色素的线性关系及检出限

Table 1　Standard curve of sudan

苏丹红色素 回归方程 线性范围/μg 相关系数 R2 检出限/μg

Ⅰ y = 21888 0 x + 01853 5 0104～0150 01994 1 0101

Ⅱ y = 01016 8 x + 01114 7 0104～0124 01994 9 0102

Ⅲ y = 01007 9 x + 01064 8 0104～0130 01995 7 0102

Ⅳ y = 431645 0 x + 31357 4 0104～0140 01990 7 0102

　 　注 : x 为苏丹红色素标准样品点样量 ; y为苏丹红色素斑点扫描图像总灰度值 (×10 - 5)。

21213　稳定性和精密度试验　将展开剂在层析缸

中静置 5 min 以上 ,待充分饱和后放入点好样的硅

胶板。展开后的苏丹红斑点常温见光放置较长时间

后其扫描灰度值基本不变 ,稳定性良好 ;而辣椒色素

斑点极易分解 (天然色素特点) ,几乎完全褪色 ,故应

及时进行扫描。

分别在同一高效硅胶板上点苏丹红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ标准样品各 6 点 ,依法展开。扫描测定得到苏丹

红 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ扫描值的 RSD ,分别为 1101 %、

1191 %、0168 %和 2159 % ,说明本方法精密度很好。
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表 2　苏丹红色素回收率试验结果

Table 2　Test results of recovery experiment

苏丹红色素
样品苏丹红色素质量

浓度/ (μg/ mL)

加入量/

μg
检测量/μg 回收率/ % 平均回收率/ % 相对标准偏差/ %

0. 05 0. 05 0. 09 91. 59

Ⅰ 0. 05 0. 05 0. 09 94. 06 93. 25 1. 542

0. 05 0. 05 0. 09 94. 10

0. 10 0. 35 0. 41 90. 38

Ⅱ 0. 10 0. 35 0. 41 90. 84 90. 58 0. 919

0. 10 0. 35 0. 41 90. 52

0. 10 0. 15 0. 24 96. 22

Ⅲ 0. 10 0. 15 0. 24 95. 78 95. 51 0. 846

0. 10 0. 15 0. 24 94. 53

0. 10 0. 05 0. 14 96. 40

Ⅳ 0. 10 0. 05 0. 15 100 96. 99 3. 927

0. 10 0. 05 0. 14 94. 57

3　结　论

本文中提出的薄层色谱 - 扫描法可用于定性、

定量测定辣椒制品中是否含有违禁的苏丹红色素 :

1)采用薄层色谱法 ,以 V (石油醚)∶V (丙酮)∶

V (乙酸乙酯) = 100∶3∶4 为展开剂 ,可使辣椒中的

色素与苏丹红色素斑点完全分离。通过 Rf 值、随

行标样及色素斑点颜色比较 ,可以准确定性区分辣

椒色素与苏丹红色素 ,以及苏丹红色素类型。

2)利用扫描仪扫描获取展开后的苏丹红标准样

品 ( Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ) 及待测样品色素斑点图像 ,用

BandScan软件对图像进行处理 ,可定量测定辣椒制

品中的苏丹红含量。

3)薄层色谱2扫描法检测方法简单 ,费用低 ,可

广泛应用于食品安全监管执行中苏丹红的检测。
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