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摘要:本文以苏丹红�为模板分子, 以甲基丙烯酸 (M AA )、4�乙烯基吡啶 ( 4�V Py)为功能单体, 制备了两种模

板聚合物 (M AA�M IP和 4�V Py�M IP)。对 4�VP y�M IP进行了 Scatchard方程分析。分别以这两种模板聚合物为

固相萃取材料来填充固相萃取柱, 从掺有苏丹红� 的红椒粉中萃取苏丹红�。本文优化了固相萃取条件。
高效液相色谱检测表明,在合适的萃取条件下, 采用填充 4�V Py�M IP的固相萃取柱可以有效地从红椒粉中分

离富集苏丹红�。
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苏丹红 �属于偶氮类化工染色剂, 化学分子

式为 C16H12ON 2,苏丹红�及其化学衍生物  、!、

∀均具有致癌性, 因此在食品中禁止使用
[ 1]
。

2004年,欧盟开始要求禁止进口掺有苏丹红的辣

椒产品。目前国内已熟知苏丹红的检测方法为大

连质检所推荐的国标方法 ( GB /T 19681�2005)
[ 2]
。

国标法采用正已烷作为萃取溶剂, 用氧化铝小柱

净化样品,采用高效液相色谱 �紫外法检测食品中
的苏丹红 �, 该法能较好地去除样品中的杂质。

本文尝试采用分子印迹聚合物代替氧化铝作为固

相萃取材料来净化样品。

分子 印 迹 聚 合 物 ( M o lecularly im printed

po lym er, M IP)作为一种新兴的人工合成亲和材

料,对印迹分子具有 #预定 ∃的识别能力和选择
性,在色谱分离、化学传感器、模拟酶催化、固相萃

取等许多领域表现出良好的应用前景
[ 3�7]
。本文

采用本体聚合方法,分别以甲基丙烯酸 (MAA )、4�
乙烯基吡啶 ( 4�VPy)为功能单体,制备了两种模板

聚合物 (MAA�M IP和 4�VPy�M IP)。对 4�VPy�M IP

进行了 Scatchard方程分析。分别以这两种模板聚

合物为固相萃取材料填充固相萃取柱, 从掺有苏

丹红�的红椒粉中萃取苏丹红 �。高效液相色谱
检测表明,选取合适的萃取溶剂,采用填充 4�VPy�
M IP的固相萃取柱能有效地从红椒粉中分离富集

苏丹红�。对本文所用的分子印迹的固相萃取 %
H PLC检测方法与国标方法进行了对比。

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
4�乙烯基吡啶 ( 4�Vpy, S igm a公司产品 ); 甲基

丙烯酸 (MAA,上海化学试剂公司 ); 乙二醇二甲基

丙烯酸酯 ( EDMA, 江苏安利化工厂 )。以上试剂

需减压蒸馏除去阻聚剂。苏丹红 I( S igm a公司产

品 ); C�86型恒温水浴锅 (广州越秀医疗器械厂 ) ;

其它试剂为分析纯。

环境扫描电子显微镜 XL230ESEM (荷兰菲利

谱电子光学有限公司 ) ; AVATAR 360 FT�IR型红
外光谱仪 ( KBr压片 ) (美国 N ico le t公司 ); Ag ilent

1100 Series型高效液相色谱仪。

1�2� 实验过程
1�2�1� 印迹苏丹红 I的聚合物制备 � 称取 2mm ol

苏丹红 I为模板分子, 分别以 8mm ol甲基丙烯酸

或 8mm o l 4�乙烯基吡啶为功能单体,置于 25mL锥

形瓶中, 加入 6m l氯仿, 超声混匀, 加入适量交联

剂 EDMA, 偶氮二异丁腈, 超声混合后转入 50mL

安培瓶中, 真空脱气 5m in后封管, 置于 60& 恒温
水浴锅中反应 24h, 得块状混合物。研碎, 过 250
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目筛, 用 9∋1(V /V)甲醇 /乙酸抽提 72h。然后用丙

酮反复沉降,除去细小粉末。最后于 60& 真空干
燥 24h, 分别得 模板聚 合物 MAA�M IP 和 4�
VPy�M IP。

非模板聚合物 (MAA�N IP和 4�VPy�N IP)的制

备除不加模板分子,其余步骤同上。

1�2�2� 结合量 Q的测定 � 分别称取 20�0m g模板

聚合物,置于 10mL磨口锥形瓶中,用移液管分别

移取 2�0mL不同浓度的底物氯仿溶液, 放入恒温

水浴振荡器中室温下振荡 12h后,经 0�45�m聚四

氟乙烯有机滤膜过滤后, 用 2�0mL 移液管移取

0�5mL滤液稀释至 5mL~ 10mL,摇匀, 用紫外分光

光度计在一定波长下测定平衡吸附液中底物的游

离浓度,根据结合前后溶液中底物变化可计算苏

丹红 I模板聚合物对苏丹红 I的结合量 Q。

1�2�3� 色谱条件 � 色谱柱: 4�5 ( 150mm� C18

(A g ilent) ;流动相参照文献
[ 2 ]

,流动相 A /流动相

B = 25∋75, 其中: ( A ) 0�1%甲酸的水溶液 ∋乙腈 =

85∋15; ( B) 0�1%甲酸的乙腈溶液 ∋丙酮 = 80∋20;

检测 波 长: 478nm; 流 速: 1mL /m in; 进 样 体

积: 20�L。

1�2�4� 样品处理 � 取自制层析柱管 1cm (内径 )

( 6cm (高 ) ,底部有砂芯隔板, 干法装入 MAA�M IP

和 4�VPy�M IP。轻敲实后加一薄层脱脂棉, 用

10m L氯仿预淋洗, 洗净柱中的杂质后, 备用。称

取 2�6g市售红椒粉粉末, 表面喷洒一定浓度的苏

丹红 I, 待样品上色后, 放置过夜, 烘干。加入

15m L氯仿,超声混合均匀,过滤,用少许氯仿洗涤

残渣, 合并氯仿溶液, 用旋转蒸发液浓缩至 5mL以

下,慢慢加入层析柱中。 10m in后用用 1mL二氯

甲烷淋洗 2次, 20m in后用 10mL甲醇洗脱, 即得

洗脱液。浓缩后用丙酮转移并定容至 5mL, 经

0�45�m聚四氟乙烯有机滤膜过滤后待测。

2� 结果与讨论

2�1� 聚合物的制备与表征
所得聚合物均经电镜扫描 (图 1)和红外光谱

表征。通过扫描电镜可观察到模板聚合物表面和

非模板聚合物表面存在明显差异, 非模板聚合物

比模板聚合物表面要平滑, 模板聚合物表面有许

多微孔,而这些微孔对识别模板化合物有重要作

用。红外光谱表明,所有聚合物有明显的羟基、羰

基、酯基的特征吸收峰。不同的是, 以 4�VPy为功

能单体制得的 M IP2在 1634 cm
�1
和 1602 cm

�1
有明

显的吡啶环伸缩振动吸收峰。

图 1� 4�V py�N IP(左 )和 4�V py�M IP (右 ) 的扫描电镜图

F ig�1� T he surface m orpho logy o f 4�V py�N IP( le ft)

A nd 4�V py�M IP ( r ight)

图 2� 评价 4�V py�M IP结合性质的 Scatchard图

F ig�2� Scactched plots to estim ate the

b inding nature o f 4�V py�M IP

本文对聚合物的制备进行了优化。固定交联

剂的用量, 模板分子与两种功能单体的比例为 1∋4

时, M IP对模板分子的吸附效果较好。另外, 聚合

物 4�VPy�M IP对模板分子的吸附作用明显强于

MAA�M IP,因对苏丹红 I有最大的表观吸附量值。

本文对 4�VPy�M IP进行了 Scatchard分析。分子印

记中常用 Scatchard方程评价分子模板聚合物的结

合特性
[ 8]
。 Scatchard方程为: Q / [ Sudan I] =

(Qmax– Q ) / KD。K D 代表结合位点的离解常数,

Qm ax代表最大表观结合量, [ Sudan I]表示 Sudan I

在吸附液中的平衡浓度。以 Q / [ Sudan I]为纵坐

标, Q为横坐标作图。图 2中有两条直线呈线性。

根据斜率 和截距 计算, K D 1 和 K D 2 分别 为

20�48�m o l) L
�1
和 128�52�m o l) L

�1
。Qmax 1 和

Qm ax 2分别为 99�5�m o l) g
�1
和 215�00�m ol) g

�1
。

最大表观吸附量分别是理论值的 36�85% 和

80�01%。可能由于模板分子与功能单体在聚合

前后根据不同的配比进行排列, 而形成两处不同

性质的特异性空穴, 由此可知聚合物应存在两类

不同的特异性结合部位。
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2�2� 标准曲线和检出限
配制苏丹红 �标准液浓度为 0、0�16、0�32、

0�64、1�28、2�56 �g /mL,进样 2�L, HPLC分析测

定,以峰面积 A对浓度 C ( �g /mL)进行回归分析。

结果表明,线性关系良好。

回归方程: A = 2�60833 + 80�9543C; 相关系

数: 0�9981;检出限 ( S /N = 2): 0�1�g /mL。

2�3� 固相萃取条件的选择
采用不同单体制备的两种印迹聚合物来装填

固相萃取柱,分别用 MAA�M IP与 4VPy– M IP表

示;同时填充相应空白柱以作比较, 即 MAA�N IP

和 4VPy�N IP。

由于苏丹红 �具有非离子性脂溶物的特点,

导致样品提取、纯化、富集非常困难。而 M IP一般

对模板分子具有特异性的吸附作用, 分子烙印的

固相萃取材料可以使萃取条件的选择得以大大

简化。

图 3� 固相萃取样品的 H PLC色谱分析

F ig�3� H PLC chorom atogram s of the sam ples

( a) 4VP y�M IP, ( b) 4VPy�N IP,

( c) M AA�M IP,箭头表示苏丹红 I

由于制备 M IP过程中采用甲醇洗脱模板分子

苏丹红� ,因此直接采用甲醇作为固相萃取柱的

洗脱剂, 重点考察各种不同淋洗剂 (二氯乙烷、乙

腈、氯仿、丙酮 )的效果。对不同的淋洗部分和洗

脱部分经 H PLC分析, 二氯甲烷的淋洗效果相对

较佳。在最大可能去除辣椒里面的部分杂质和干

扰物等同时, 苏丹红 �能相对较好的保留在 M IP

柱中。

图 3分别是以 4VPy�M IP、4VPy�N IP、MAA �
M IP为固相萃取材料处理样品后洗脱液的色谱分

离图。经计算, 4VPy�M IP 与 MAA�M IP对红椒粉

中苏丹红 �的回收率分别为 86�3%和 62�1%。空

白柱 4VPy�N IP与 MAA�N IP对苏丹红�的回收率
为 45�3%和 25�7%。4�VPy�M IP对苏丹红 �回收
率还有待提高的原因是一部分苏丹红 �在淋洗过
程中损失外,还有少部分吸附在固相萃取柱中。

Scatchard分析结合 H PLC谱图更进一步说

明,采用 4�VPy为功能单体所制得的 M IP对模板

分子的烙印效果较好。N ittsson等用色谱法证明

脂肪胺与羧酸之间可产生较强的离子作用,有机

化合物的羧基之间可形成氢键。由于模板苏丹红

�的萘环上连有一个羟基, 既可以与弱碱性功能

单体 4�VPy发生较强的酸碱离子作用, 也可以与

酸性功能单体 MAA分子中的羧基发生一定程度

的氢键作用。前者模板分子与功能单体之间的酸

碱离子作用显然强于氢键作用。

将使用过的固相萃取填料 4�VPy�M IP用 9∋1

( V /V )甲醇 /乙酸洗涤后再用甲醇洗涤后真空干

燥,效果没有明显改变。

2�4� 与国标方法的比较
本方法与国标相比, 使用不同批次的 M IP处

理样品后的回收率与重现性相对较差。但本方法

有其独特的优点:首先, 标准方法的前期工作很复

杂,因为每制备一个批次的氧化铝, 都要对其活度

进行测试和调整;本法前期准备工作相对较少, 装

柱简单。其次, M IP的机械性能稳定, 装填好后经

过处理还可以重复使用。另外, 国标方法每个样

品过氧化铝小柱需用各类溶剂接近 100 mL, 所需

溶剂较多, 而分子印迹的 M IP柱所需溶剂量少

得多。
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Abstrac t: In th is paper, tw o kinds of m o lecular ly impr inted po lym ers( M IPs) w ere prepared w ith d ifferen t func tiona l monom ers as

m ethac ry lic ac id(M AA ) and 4�v iny lpyridine( 4�VPy )�T he po lyme ric m ate rial was character ized by scanning e lec tron ic m icroscope

and Scatchard analysis�The po lym er ic partic les w ere packed into 6cm glass co lumns to be invested to absorb se lective ly Sudan I

from red peppers�U nder the ex traction cond itions, the high perfo rm ance liqu id chrom atography( HPLC) indicated theM ISPE packed

w ith 4�V py�M IP possessed ex cellent selectiv ity tow ard the tem plate com pa ring the M AA�M IP�

K ey words: mo lecu larly impr inted po lym e r; so lid phase ex traction; sudan I; h igh perform ance liqu id chroma tog raphy
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