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动物性食品中克伦特罗残留量的测定高效液相色谱法方法改进
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[摘要 ] 目的: 改进现有利用高效液相色谱仪检测动物性食品中克伦特罗残留量的国标方法。方法: 采用液 -液萃取和

固相萃取提取纯化样品, 利用高效液相色谱法, H ype rsil- C18柱,流动相为 0. 1%甲酸的乙腈 0. 1%甲酸的乙酸铵水溶液

( 25- 75)。结果: 此方法检测限为 0. 05 mg / kg, 方法精密度 RSD = 4. 46% , 回收率为 88. 0% ~ 93. 4%。结论: 本方法对

国标方法的样品处理过程和标准溶液配置过程以及色谱条件均进行了改进, 优化了色谱条件, 简化样品处理过程, 降低

方法检出限, 具有更好的灵敏度、精密度和准确度。
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[ Abstract] Objective: To im prove the m ethod in National S tandards for dete rm ina tion of C lenbute ro lResidues inM eat Food by

HPLC. M ethods: The c lenbutero l in samp le was extracted and separated by L iqu id - liquid ex traction and so lid phase extrac

tion. The separation w as pe rfo rm ed on H ypersil- C18 Co lumn w ith elu tion using 1% form ic acid in acetonitrile and 1% form ic

acid aqueous so lution of amm on ium ace tate( 25- 75). Resu lts: The detec tion lim its of this m ethod is 0. 05 mg /kg, the re lative

standard is 4. 46% , and the recover ies rang ing from 88. 0% to 93. 4% . Conc lusion: The im proved me thod ism ore sens itive and

accurate, m ay apply ex tensive ly to dete rm ine clenbutero l res idues in m ea t food.
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克伦特罗俗名 瘦肉精 , 是一种 2肾上腺受体激动药,

具有促进动物生长, 提高畜禽瘦肉比的作用, 但由于它在动物

体内有残留, 可通过食物链危害人类健康。国家已明令禁止

添加克伦特罗, 但据报道非法添加事件仍时有发生,因此进行

克伦特罗残留量检测仍十分必要。国标 GB /T 5009. 192 -

2003第二法高效液相色谱法 [ 1]所提供色谱条件不能适用, 样

品处理存在一定问题。本文对该检测方法进行了改进, 优化

了色谱条件, 简化样品处理过程, 降低方法检出限。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器

Ag ilent 1100系列高效液相色谱仪 [含四元梯度泵、真空在

线脱气机、自动进样器、恒温柱温箱、紫外检测器 ( VWD)、安捷

伦 B. 03. 01版化学工作站 ] , SB3200超声波清洗器、LD5 - 2A

型离心机、DK- 600电热恒温水槽。

1. 2 主要试剂

含 0. 1% 甲酸 的乙 腈; 含 0. 1% 甲 酸的 乙 酸铵

( 0. 02 mo l/m l)水溶液: 称取 1. 54 g乙酸铵, 加水溶解, 加入

1 m l甲酸定容止至 1000 m ;l以上试剂除乙腈为色谱纯外均为

分析纯试剂, 均需经 0. 45 m 滤膜过滤后方 可使用。

125 g /m l克伦 特罗 标准 储备 液: 称 取盐 酸克 伦 特罗

( BW3815) 0. 0250 g溶于 1% 盐酸水溶液 [2]中, 转移到 250 m l

容量瓶内,用 1%盐酸稀释至刻度。克伦特罗标准系列: 吸取

克伦特罗标准溶液 0. 0 m l、0. 1 m l、0. 3 m l、0. 6 m l、1. 0 m ,l用流

动相定容至 25 m ,l配成 0. 0 g /m l、0. 5 g /m l、1. 5 g /m l、

3. 0 g /m l、5. 0 g /m l标准工作液。

1. 3 色谱条件

色谱柱: H ype rsil- C18, 250 4. 6 mm ( 5 m ) ;流动相: 含

0. 1%甲酸的乙酸铵 ( 0. 02 m o l/m l)水溶液 /含 0. 1%甲酸的乙

腈 = 75: 25;柱温: 30 ; 流速: 1. 0 m l/m in; 进样量: 20 ;l检测

波长: 244 nm。

1. 4 样品处理

提取: 称取 10 g(精确至 0. 01)样品于 50 m l具塞离心管

中, 加入 20 m l高氯酸溶液 ( 0. 1 m o l/m l)匀浆, 超声提取

20 m in, 水浴 ( 80 )加热提取 30 m in, 冷却后 4500 r /m in离心

15 m in。倾出上清液, 用 NaOH 溶液 1 mo l/m l调 pH 值至 9. 5

左右, 再次离心 ( 4000 r /m in) 5 m in, 上清液用 25 m l异丙醇 /乙
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酸乙酯 ( 40 /60)萃取, 2000 r /m in离心 2 m in, 取出乙酸乙酯层,

水层再萃取一次合并两次乙酸乙酯层挥干。净化:用 5 m l磷

酸二氢钠缓冲液 ( pH = 6)溶解, 加至经 6 m l甲醇, 3 m l水, 3 m l

磷酸二氢钠缓冲液活化后的弱阳离子交换固相萃取柱

( 3 m l), 依次用 4 m l甲醇, 4 m l水, 冲洗柱子, 弃去流出液,用

6 m l氨化甲醇 ( 5% )冲洗柱子并收集流出液。所得溶液氮气

吹干, 用 1 m l流动相溶解,经 0. 2 m有机相滤膜过滤后备用。

1. 5 测定

吸取 20 l标准溶液和试样液注入液相色谱仪, 以保留时

间定性, 用外标法多点校准法定量。

2 结果与讨论

2. 1 样品处理探讨

肉类样品基质比较复杂,含有大量的蛋白质、脂肪和水溶

性物质。针对这一特点, 本法采用高氯酸水溶液提取样品,水

浴加热, 可有效地除去蛋白质和大部分脂肪, 后利用克伦特罗

在碱性条件下可溶于有机溶剂的性质 [ 3] , 用乙酸乙酯萃取提

取液, 除去水溶性物质。但因提取液中含有一定量的油脂在

萃取过程中极易乳化 ,国标方法加入 8 g氯化钠破乳, 但实验

证明这一方法并不可取, 因在碱性环境下加入氯化钠促进了

油脂的皂化, 产生乳胶层, 降低了提取率与方法精密度, 实验

表明只需在乙酸乙酯中加入一定比例的异丙醇 [4]并在萃取后

稍离心, 即可得到很好的破乳效果, 萃取时亦无需振荡器萃

取, 手动即可,萃取更完全。所得提取液经固相萃取净化, 再

进行液相分析, 便不会产生大量杂质干扰。

2. 2 色谱条件选择

受色谱柱所限, 因甲醇溶剂化作用, 经实验表明凡含甲醇

的流动相系统 30 m in内均不出峰, 故选择乙腈代替甲醇作为

流动相。鉴于被测物质为一弱碱性化合物, 在弱酸性条件下

较易洗脱, 因此先后用弱酸性缓冲盐 0. 01 m o l/m l磷酸二氢钠

和 0. 02 mo l/m l乙酸铵 (含甲酸 )作为流动相进行比较 ,结果发

现用磷酸二氢钠 30 m in内不能出峰, 而用乙酸铵短时间内出

峰, 峰型较好。故决定用乙酸铵作为缓冲盐, 甲酸微调酸性,

并调整两种流动相的比例, 最终确认当乙酸铵水溶液所占比

例为 75% , 流动相 PH 值在 5左右时, 被测物与杂质得到较好

的分离, 保留时间也较理想。见图 1、图 2。

图 1 克伦特罗标准品液相色谱图

图 2 样品液相色谱图

2. 3 线性范围与最小检出量

用浓度 0 g /m l、0. 5 g /m l、1. 5 g /m l、3. 0 g /m l、

5. 0 g /m l的标准液进样分析,测得标准曲线进行线性回归: 克

伦特罗标液浓度在 0 g /m l~ 5 g /m l范围内,相关系数为 r=

0. 99997。取 10. 00 g 样品进行 分析最小检测 浓度为

0. 05 m g /kg。

2. 4 精密度及准确度

精密度: 向 6份相同质量 ( 10. 00 g )的同一肉类样品中加

入克伦特罗标液 1. 50 g, 按方法进行测定, 计算后得相对标

准偏差 4. 66% ,见表 1。准确度: 向 4份肉类样品 ( 10. 00 g )中

分别加入一定量克伦特罗标准, 按方法进行测定, 计算后得出

回收率, 回收率在 88. 0% ~ 93. 4%之间, 见表 2。由结果可见,

方法的精密度和回收率均达到分析要求。

表 1 精密度测定结果 ( n= 6)

试验次数 1 2 3 4 5 6

测得含量 ( g) 1. 47 1. 39 1. 29 1. 38 1. 36 1. 45

平均值 X= 1. 39 g 标准差 S= 0. 0648 相对标准偏差 RSD = 4. 66%

表 2 回收率测定结果

加标量 ( g) 实测含量 ( g) 回收率 (% )

0. 75 0. 66 88. 0

0. 75 0. 68 90. 6

5. 00 4. 46 89. 2

5. 00 4. 67 93. 4
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