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离子液体双水相萃取-HPLC分析红酒中的 
痕量氯酚类物质

刘 曼，施 敏，曹学丽*
（北京工商大学食品学院，北京食品营养与人类健康高精尖创新中心，北京 100048）

摘  要：建立亲水性离子液体[C4MIM]BF4与无机盐(NH4)2SO4形成的离子液体双水相萃取富集红酒样品中6 种痕量

氯酚类物质的方法。通过考察离子液体和盐的种类、pH值、离子液体和盐质量分数对氯酚萃取率和富集倍数的影

响，确定萃取氯酚的最优条件。在最佳萃取条件下，6 种氯酚的线性范围为20～200 μg/L，相关系数（R2）达到

0.999，6 种氯酚的检出限在3.68～12.16 μg/L之间。对实际红酒样品进行测定，加标回收率为87.73%～103.44%，相

对标准偏差在0.33%～6.35%之间。该法操作简单、迅速、绿色且具有较高的萃取效率。
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Determination of Trace Chlorophenols in Red Wine by Ionic Liquid Aqueous Two-Phase Extraction Coupled to HPLC 
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Abstract: An extraction method based on an aqueous two-phase system consisting of the hydrophilic ionic liquid [C4MIM]

BF4 and the inorganic salt (NH4)2SO4 for the simultaneous determination of six chlorophenols in red wine by high 

performance liquid chromatography (HPLC) was established. The extraction efficiency and enrichment factor were found 

to be influenced by the types and concentrations of salts and ionic liquids, as well as pH value, and these parameters were 

investigated to determine the optimal conditions for extracting chlorophenols. Under the optimal conditions, the linear ranges 

of six chlorophenols were 20–200 μg/L with correlation coefficients (R2) of 0.999, and the limits of detection (LODs) were 

in the range of 3.68–12.16 μg/L. This method was successfully applied to analyze six chlorophenols in real red wine samples 

with spiked recoveries ranging from 87.73% to 103.44% and relative standard deviation (RSD) ranging from 0.33% to 6.35%. 

This method is simple, rapid, environmentally friendly and efficient.
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氯酚类化合物是指在苯酚的苯环上连有不同数目氯

原子的一类具有毒性、难降解的环境激素。由于其抑菌

特性而作为木材防腐剂、杀菌剂、除草剂和防锈剂等在

化工和农业生产中得到了广泛应用[1]。但氯酚是高毒性化

合物，具有雌激素、致突变以及致癌的作用，可经眼睛

和皮肤接触、膳食摄入等进入人体，对人类健康和环境

造成了严重威胁，已被美国国家环境保护局列为优先控

制污染物[2]。有文献报道，在环境水样[3]甚至一些食品如
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红酒[4]、蜂蜜[2]中检测到了痕量氯酚。目前，氯酚类物质

的检测方法主要有高效液相色谱法、紫外分光光度法、

液相色谱-质谱联用、气相色谱、气相色谱-质谱联用等。

而由于样品基质复杂，在测定氯酚类物质含量之前需进

行样品前处理，前处理的方法主要有溶剂萃取、固相萃

取、固相微萃取、液相微萃取、液液微萃取[2]等，但这些

方法大多会使用到有机溶剂，存在污染。因此，寻求一

种绿色且简单、迅速的检测方法成为亟待解决的问题。

离子液体是指在室温或接近室温条件下呈液态，由

有机阳离子和有机或无机阴离子组成的盐，又称室温离

子液体、低温熔融盐或室温熔融盐[5-6]。由于其具有不挥

发、不易燃、毒性小、良好的热稳定性和化学稳定性，

对许多无机物和有机物有独特的溶解性，且阴阳离子种

类多使其具有广泛的可调性[7-10]等独特的优点，在有机合

成、电化学、化学分离等方面引起了人们广泛的兴趣。

尤其是近年来与普通双水相体系结合形成离子液体双水

相体系后，既利用了离子液体和双水相体系较之于两相

有机溶剂体系毒性小等的优点，又克服了离子液体黏度

大、普通双水相体系成相慢和易乳化的缺点，使得离子

液体双水相体系成为研究的热点。

离子液体双水相是继普通双水相体系后，于2002年
由Dupont等[3]发现，Gutowski等[12]提出的可用于萃取分

离、分析前处理的体系，通常是由离子液体、盐和水组

成的两相系统。离子液体双水相萃取与传统的两相溶剂

系统和双水相系统萃取类似，是根据物质在离子液体相和

无机盐相中分配系数的差异从而达到与其他物质分离的

效果。此体系除具有传统双水相具有的优点外，能够更

好地控制乳化现象，且离子液体可以回收。目前，离子

液体双水相体系在食品和环境中痕量有害物质的富集和

分析前处理方面得到广泛应用。如通过离子液体双水相

萃取富集蜂蜜、牛奶等食品和环境水样中的抗生素[13-16]、 

饮料和糖果等中的染料和色素[17-19]、牛奶和茶饮料等中

的农兽药残留[20-21]、香精香料中的抗氧化剂[22]、人体体液

中的有毒有害物质[23]等，这些研究都表明，离子液体双

水相萃取较传统的利用液液萃取、液液微萃取、固相萃

取、固相微萃取等分析前处理方法操作简单、高效，且

可避免有机溶剂等的使用，萃取后可直接取样检测，因

此在对食品样品和环境等的分析前处理方面有广泛的应

用前景。

本实验主要研究离子液体[C4MIM]Cl、[C4MIM]BF4

与不同种类的无机盐形成的离子液体双水相体系对红酒

中的氯酚类物质富集的效果，通过研究离子液体和盐的

种类、pH值、离子液体和盐质量分数对氯酚萃取率和富

集倍数的影响，最终确定最优的离子液体双水相体系，

并对实际的红酒样品进行分析检测。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

红 酒  市 购 ； 6  种 氯 酚 标 准 品 ： 2 - 氯 酚

（2-chlorophenol，2-CP）、4-氯酚（4-chlorophenol，
4-CP）、2,4-二氯酚（2,4-dichlorophenol，2,4-DCP）、

2,6-二氯酚（2,6-dichlorophenol，2,6-DCP）、2,4,5-三
氯酚（2,4,5-trichlorophenol，2,4,5-TCP）、2,4,6-三氯酚

（2,4,6-trichlorophenol，2,4,6-TCP） 美国Sigma公司；

氯化-1-丁基-3-甲基咪唑（[C4MIM]Cl）、1-丁基-3-甲基

咪唑四氟硼酸盐（[C4MIM]BF4） 上海成捷化学有限 

公司；乙腈、磷酸（均为色谱纯） 美国Fisher公司； 

无水乙醇（分析纯） 北京化工厂；所有用盐均为国产

分析纯。 
1.2 仪器与设备

1100高效液相色谱仪（配有四元梯度泵、自动进

样器、二极管阵列检测器、Chem Station色谱工作站） 
美国安捷伦科技有限公司；TP-214电子分析天平 美国

Denver公司；QL-901涡旋振荡器 江苏海门其林贝尔仪

器制造有限公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件

色谱柱：Agilent  ZORBAX Ecl ipse  XDB-C 8柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：A为0.5%磷

酸溶液，B为乙腈；梯度洗脱：0～4 min，25%  A；

4～6 min，25%～30% A；6～20 min，30% A，回至初

始25% A平衡8 min；流速1 mL/min；进样量10 μL；柱温

40 ℃；检测波长215 nm。

1.3.2 样品溶液的配制

准确称量2-CP、4-CP、2 ,4 -DCP、2 ,6 -DCP、 

2,4,5-TCP、2,4,6-TCP，用乙醇溶解并用容量瓶定容至

10 mL，配制成0.25 mg/mL的标准溶液，存放于4 ℃冰

箱。实验时用体积分数12.5%乙醇溶液稀释至0.5 mg/L作
为氯酚标准工作液。

红酒样品的配制：红酒经0.22 μm微孔滤膜过滤，于

4 ℃冰箱存放。 

1.3.3 离子液体双水相萃取

在10 mL的离心管中放入一定量的盐、离子液体和氯

酚标准工作液或红酒样品，涡旋振荡使其充分溶解，放

入高速离心机中使其快速分相，取出含氯酚的少量离子

液体相进行高效液相色谱分析检测。

1.3.4 定量分析

氯酚在双水相中的萃取效果通过萃取率（E）和富集

倍数（F）描述[24]。按公式（1）、（2）计算：

V C 100
Vt CtE 	 （1）
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C
CtF 	 （2）

式中：V t、C t为萃取后上相体积/mL和氯酚质量浓 

度/（mg/mL）；V、C分别为加入的标准工作液体积/mL
和氯酚质量浓度/（mg/mL）。

2 结果与分析

2.1 离子液体的选择

考察了[C4MIM]Cl、[C4MIM]BF4两种离子液体与

K2HPO4、KH2PO4、Na2HPO4、NaH2PO4、(NH4)2SO4、

Na2SO4、Na2CO3 7 种无机盐的成相能力。其中，[C4MIM]Cl 
可以与K 2H P O 4形成双水相， [ C 4M I M ] B F 4可以与

Na2HPO4、NaH2PO4、(NH4)2SO4、Na2SO4、Na2CO3形成

双水相。

[C4MIM]Cl可以与K2HPO4形成双水相，但由于红酒

样品呈酸性，[C4MIM]Cl与K2HPO4形成的双水相体系由

于盐的存在呈碱性，会与红酒样品发生颜色反应。并且

研究[C4MIM]BF4与盐形成的双水相对氯酚的萃取效果得

出，[C4MIM]BF4与一些盐形成的双水相与红酒样品不会

发生颜色反应，并能够有效地对氯酚进行富集，因此，

选择[C4MIM]BF4作为萃取氯酚的离子液体。

2.2 无机盐的选择  

Na2HPO4、Na2CO3溶液呈碱性，与[C4MIM]BF4形

成的双水相体系仍会与红酒样品发生颜色反应。因此，

选用[C4MIM]BF4与NaH2PO4、(NH4)2SO4、Na2SO4 3 种无

机盐形成的双水相体系，比较其对氯酚的萃取性能。结

果表明，在[C4MIM]BF4量少的情况下，即使NaH2PO4和

Na2SO4达到溶解度，也不能形成双水相，提高[C4MIM]BF4 

的量，虽然能够形成双水相，但是氯酚在[C4MIM]BF4与

NaH2PO4形成的双水相体系中富集倍数低，在[C4MIM]BF4 

与Na2SO4形成的双水相体系中氯酚分配在两相，达不到

富集痕量氯酚的效果。[C4MIM]BF4与(NH4)2SO4形成的

双水相体系通过调节[C4MIM]BF4和(NH4)2SO4的量能够使

氯酚完全富集在一相，且能够达到较高的富集倍数。因

此，选用(NH4)2SO4作为与[C4MIM]BF4形成离子液体双水

相富集氯酚的无机盐。

2.3 双水相相图的绘制 

通过浊点滴定法[11]测定[C4MIM]BF4-(NH4)2SO4体系

的双水相相图。由于大多的红酒样品中有12.5%乙醇，乙

醇对双水相的成相有影响，因此，双水相相图的测定选

用体积分数12.5%乙醇溶液。将一定量的[C4MIM]BF4-乙
醇溶液加入试管中，逐步滴加已知质量分数的(NH4)2SO4-
乙醇溶液，直至溶液恰好变浑浊；再逐步滴加12.5%乙醇

溶液至恰好变澄清。再滴加(NH4)2SO4溶液使其刚好变浑

浊，如此反复操作。通过称重法测量滴加的(NH4)2SO4溶

液和乙醇溶液的质量，计算在浊点时的[C4MIM]BF4质量

分数和(NH4)2SO4质量分数，如图1所示。通过所绘制的双

水相相图，在优化条件下，可以直接以相图为参考，选

取能够形成双水相的合适体系，考察其对氯酚的萃取效

率和富集倍数。
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图 1 [C4MIM]BF4-(NH4)2SO4体系的双结线

Fig. 1 Bimodal curves for [C4MIM]BF4-(NH4)2SO4 ILATPS system

2.4 pH值的选择

溶液的pH值是影响萃取效率的一个重要因素，特别

是当所萃取的物质为弱酸或弱碱性的物质时，溶液的酸

碱性会影响萃取物在溶液中的存在形式，因此，调节溶

液的pH值可以使萃取物呈现不同的状态从而改变萃取物

在溶液中的溶解度，使萃取物更易在萃取溶剂中存在，

以达到萃取的目的。氯酚是一种弱酸，在溶液呈碱性条

件下，羟基上氧的电子云向苯环移动，容易电离出H＋而

呈现酸性，改变了氯酚的状态，但在溶液呈酸性时，可

抑制氯酚的电离，使氯酚仍旧以中性分子的形式存在[1]，

不改变其性质和状态，利于氯酚的萃取。通过测定从市

场上购买的3 种红酒样品的pH值，范围在2.89～3.54之
间，呈酸性，且文献[7,26]报道的对氯酚类物质富集的最

优pH值大都在3.0～4.5之间。因此，在优化离子液体双水

相条件时，为减少对红酒样品的前处理，所选取的氯酚

标准工作液的pH值定为3.00。   

2.5 双水相体系的优化

2.5.1 (NH4)2SO4质量分数的影响
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图 2 (NH4)2SO4质量分数对萃取率的影响

Fig. 2 Effects of (NH4)2SO4 concentration on extraction efficiency

为考察(NH4)2SO4质量分数对氯酚萃取效果的影响，

根据所绘制的双水相相图，选择[C4MIM]BF4质量分数

为10%、能够形成双水相的不同(NH4)2SO4质量分数体
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系对氯酚标准工作液中的氯酚进行富集、高效液相色谱

检测，如图2所示。在[C4MIM]BF4一定的情况下，随着

(NH4)2SO4质量分数的增加，氯酚会逐渐富集到[C4MIM]
BF4相，达到一定质量分数的(NH4)2SO4时，氯酚完全富

集到一相，因此可得出，较高质量分数的(NH4)2SO4利于

氯酚的富集。

2.5.2 离子液体用量的影响

表 1 离子液体用量对萃取率和富集倍数的影响

Table 1 Effects of ionic liquid concentration on extraction efficiency 

and enrichment factor

体系质量分数
（离子液体-盐）

评价指标 2-CP 4-CP 2,6-DCP 2,4-DCP 2,4,6-TCP 2,4,5-TCP

2%-32%
萃取率/% 93.73 87.84 89.38 88.62 98.66 99.63

富集倍数 33.91 32.55 32.93 32.14 33.85 34.84

2%-33%
萃取率/% 98.15 83.47 88.55 91.26 97.59 95.54

富集倍数 28.12 26.35 25.01 25.39 29.6 29.89

3%-30%
萃取率/% 90.96 90.79 100.05 102.18 100.22 102.08

富集倍数 25.87 26.63 27.28 27.55 27.27 28.23

3%-31%
萃取率/% 96.94 92.41 91.25 96.02 99.39 97.06

富集倍数 19.19 19.05 18.61 19.45 20.29 19.7

4%-28%
萃取率/% 92.05 90.54 86.64 85.87 99.17 95.29

富集倍数 20.08 19.49 18.68 18.54 20.34 19.75

4%-29%
萃取率/% 90.38 88.58 91.63 89.23 99.22 100.7

富集倍数 16.54 15.61 16.79 15.79 17.01 17.27

5%-26%
萃取率/% 95.81 89.75 100.28 93.97 96.82 98.05

富集倍数 7.78 7.29 8.15 7.64 7.87 7.97

5%-27%
萃取率/% 99.66 93.75 102.76 96.52 99 97.49

富集倍数 6.98 6.56 7.19 6.76 6.93 6.82

为能对红酒样品中痕量氯酚进行分析检测，需要选

择能够将氯酚完全富集到小体积上相的体系，即萃取率

高、且上下相体积比（Vt/Vb）小的体系。2.5.1节结果表

明，较高的(NH4)2SO4质量分数利于氯酚的萃取，且根据

双水相体系的性质，上相富含离子液体，下相富含盐，

离子液体量减少、盐量增多会使双水相体系的上下相体

积比减少。因此根据绘制的[C4MIM]BF4与(NH4)2SO4双

水相体系的相图，选择[C4MIM]BF4少且(NH4)2SO4多的

体系，比较其对氯酚的萃取性能，如表1所示。8 个体

系对氯酚的萃取率都能达到较高、即能够将氯酚富集到

一相，但从富集倍数来看，质量分数2% [C4MIM]BF4、

32% (NH4)2SO4、66%氯酚标准工作液的体系对6 种氯酚

富集倍数达到32.14～34.84，是所选取体系中富集倍数最

高的。因此，选取该体系作为最优体系，研究其对实际

红酒样品中氯酚的检测。

2.6 方法学验证结果

将0.5 mg/L氯酚标准工作液作为母液，用12.5%乙

醇溶液配制一系列不同质量浓度的氯酚工作液，在所

优化的实验条件下富集、高效液相色谱检测，以所测得

峰面积为纵坐标、各组分的质量浓度为横坐标作标准

曲线，如表2所示，2-CP、4-CP、2,4-DCP、2,6-DCP、 

2,4,5-TCP、2,4,6-TCP的线性范围为20～200 μg/L，相关

系数（R2）为0.999；以3 倍信噪比计算出6 种氯酚的方法

检出限（limit of detection，LOD）为3.68～12.16 μg/L， 

以1 0  倍信噪比计算出6  种氯酚的定量限（ l i m i t  o f 
quantity，LOQ）为12.27～40.53 μg/L。

表 2 6 种氯酚的标准曲线、LOD、LOQ和富集倍数

Table 2 Regression equations, LODs, LOQs and enrichment factors 

for six chlorophenols

分析物 线性方程
线性范围/
（μg/L）

相关系数
（R2）

LOD/
（μg/L）

LOQ/
（μg/L）

富集
倍数

2-CP Y=0.844 3X－4.431 8 20～200 0.999 9.50 31.67 33.75
4-CP Y=0.745 3X－6.272 20～200 0.999 12.16 40.53 33.47

2,6-DCP Y=1.346 6X－6.979 7 20～200 0.999 6.16 20.53 32.78
2,4-DCP Y=1.007 7X－2.605 5 20～200 0.999 7.82 26.07 31.37

2,4,6-TCP Y=2.578 5X－1.806 6 20～200 0.999 3.68 12.27 34.43
2,4,5-TCP Y=2.369 9X－0.601 6 20～200 0.999 3.86 12.87 35.18

表 3 加标回收率、精密度和实际样品分析

Table 3 Recovery and precision of six chlorophenols in spiked samples 

and analytical results for chlorophenol contents of real samples 

分析物

加标红酒洋品 RSD/%（n=5） 氯酚含量/（μg/L）
质量浓度/
（μg/L） 回收率/% RSD/%

（n=5）
日内
精密度

日间
精密度

样品1 样品 2 样品3

2,6-DCP
20 87.79 3.81 3.13 3.16

ND ND ND50 87.73 1.29 1.81 1.73

100 88.62 0.73 0.80 0.75

2,4-DCP

20 89.06 6.35 6.77 7.89

ND ND 10.950 100.87 0.74 0.96 1.50

100 100.21 0.65 1.01 1.12

2,4,6-TCP

20 103.44 1.16 1.88 2.51

ND ND ND50 100.23 0.44 0.22 1.17

100 100.5 0.33 0.38 0.37

2,4,5-TCP
20 92.22 3.21 1.30 2.34

ND ND ND50 98.47 0.49 0.45 1.63
100 99.21 0.54 0.53 0.63

注：ND.未检出。

取红酒样品，按照优化的实验方法测定6 种氯酚含

量。根据所测定的值，在红酒样品中加入不同质量浓度

的6 种氯酚混合标准溶液，在优化实验条件下，测定其

加标后的质量浓度，计算加标回收率和相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD）（n=5），如表3所
示。精密度通过日内精密度和日间精密度评价[14]。日内

精密度是指相同的实验条件下一天内连续5 次分析加标样

品，计算RSD；日间精密度是连续5 d分析加标样品，计

算RSD，测得4 种氯酚的日内精密度和日间精密度分别在

0.22%～6.77%、0.37～7.89%之间，结果证明该方法的灵

敏度较高、精密度较好，可满足分析的要求。

如图3所示，从空白红酒经富集后的色谱图B和6 种
氯酚混合标准品的色谱图D比较来看，空白红酒经过富集

后，在2-CP、4-CP出峰时间有物质被检出，通过对这2 个
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峰进行全波长扫描，发现这2 种物质为红酒本身的基质，

但由于其与2-CP、4-CP出峰时间吻合，对2-CP、4-CP的定

量有干扰，因此计算加标回收率、精密度和对实际样品定

量时，只考虑其他4 种氯酚。经过计算，得到4 种氯酚的

回收率为87.73%～103.44%，RSD为0.33%～6.35%。

0.00 3.47 6.95 10.42 13.89 17.36 20.84

D
C
B
A2-CP

4-CP
2,6-DCP 2,4-DCP

2,4,6-TCP2,4,5-TCP

/min

A.处理后的加标样品；B.处理后红酒样

品；C.未处理红酒样品；D. 6 种氯酚标样。

图 3 红酒样品中氯酚的高效液相色谱图

Fig. 3 HPLC chromatograms of chlorophenols in red wine

2.7 实际样品的分析

将购买的3 种红酒经0.22 μm的微孔滤膜过滤后，按

照所优化的实验条件对红酒样品进行氯酚富集，测定结

果见表3，色谱图见图3。由于红酒样品中的氯酚为痕量

物质，因此无法通过直接检测被检出。经过离子液体双

水相富集后，有一种红酒样品中检测出含有10.9 μg/L的
2,4-DCP。红酒中氯酚主要来源与软木塞的杀菌处理以及

木桶的漂白和杀菌处理[26]。

3 结 论

建立了[C4MIM]BF4-(NH4)2SO4离子液体双水相体系

快速萃取红酒中氯酚类物质的方法，该法对氯酚的富集

倍数高、重复性好、样品用量低，且在红酒不经过其他

任何前处理的情况下，能够直接用优化的双水相体系萃

取富集红酒中的氯酚类物质、高效液相色谱分析检测，

与其他大多采用固相萃取[27]、固相微萃取[28-29]、液液微萃

取[26]等检测红酒中氯酚类物质的方法相比，该法前处理

步骤少、操作简单易行、且避免了有机溶剂等物质的使

用。该法也可广泛用于其他食品样品中痕量有毒有害物

质的检测。
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