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小分子双水相浮选高效液相色谱法
测定污水中痕量氯霉素

姚以亮,关卫省

(长安大学 环境科学与工程学院,陕西 西安 � 710054)

摘 � 要: 用乙醇 /磷酸氢二钾双水相体系浮选污水中的氯霉素,通过对盐的质量分数、有机溶剂的体积、气体流速和

浮选时间的选择和优化 ,在理想条件下, 氯霉素的平均浮选效率可以达到 94%。该方法用于河水和鱼塘水样品中

氯霉素的检测, 检出限为 0. 5 ng /mL,加标回收率为 89. 44% ~ 100. 16% ,相对标准偏差 RSD为 1. 1% ~ 2. 1% ,适用

于污水中痕量氯霉素的分离 /富集及分析测定。
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Separation and determ ination of chloramphenicol in sewage

using a smallmolecules�salt aqueous two�phase
flotation system coupled w ith HPLC

YAO Yi�liang, GUAN W ei�sheng
( Co lleg e o f Env ironm enta l Sc ience and Eng ineering, Chang� an Un iversity, X i� an 710054, China)

Abstract: C2H5OH /K2H PO4 tw o�phase aqueous system w as used to floate CAP in sew age. By selecting

and optim izingm ass percentage o f sal,t vo lum e of organ ic so lven,t gas flow rate and f lo tation t im e, under

the opt im um cond itions, the average floatation effic iency w as up to 94%. Them ethod used to detect CAP

in the sam ples o f river and pond w ater, the detection lim it w as 0. 5 ng /mL, the re lative recovery w as

89. 44% ~ 100. 16% w ith relat ive standard dev iation RSD = 1. 1% ~ 2. 1% . Them e thod is applicab le to

analyze the trace CAP in sw age.

Key words: sm allm o lecu les�salt aqueous two�phase flo tation; HPLC; CAP

� � 双水相萃取 ( ATPS)作为一种强大的提取技术,

是 1896年由 Be ijer inck首次提出的
[ 1]
。由于全过程

不使用传统的挥发性有毒溶剂,组成体系的聚合物

和盐被认为是 2种环保的表面活性剂
[ 2 ]
。因此,它

吸引了许多领域的重视
[ 3�5]
。其中,低分子有机物与

无机盐所形成的小分子双水相体系是近几年出现的

一种新型、高效、廉价的双水相体系。

溶剂气浮 ( SS )是南非学者 Sebba
[ 6]
于 1962年

作为离子浮选改进方法最早提出。它是一种将目标

物分离与富集同时完成的新型浮选分离技术。该方

法由于其分离效率高, 富集倍数大, 有机溶剂用量

低,分离条件温和, 操作简单,目前已广泛应用于表

面活性化合物和疏水化合物的处理, 比如天然产物

中的活性成分
[ 7]

, 金属离子
[ 8]

, 有机污染物
[ 9]
等。

为了使小分子双水相系统和溶剂萃取的优点融为一

体,让这 2种方法的优点互相补充,本文介绍了小分

子双水相浮选的方法。与小分子双水相萃取和溶剂

浮选相比,小分子双水相浮选方法富集系数高,减少

了有机溶剂的消耗量,不存在有毒有机溶剂 (苯、甲

苯等 )带来二次污染问题。

随着氯霉素的广泛应用和研究,其毒性、副作用

也不断地被发现: 氯霉素能引起人的再生障碍性贫

血、粒状白细胞缺乏症, 新生儿、早产儿灰色综合症

等, 而且即使低浓度药物残留,也会诱发致病菌的耐
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药性。因此,氯霉素残留问题引起了国际组织和世

界上许多国家和地区的高度重视
[ 10]
。

关于氯霉素残留量的检测方法, 国内外文献报

道的主要有酶免疫法
[ 11�13]
、放射免疫法

[ 14�15]
、气相

色谱法
[ 16]
和气质联用法

[ 17�18]
。虽然这些检测方法

的检测限基本都达到了 1 �g /kg左右, 然而这些方

法在对样品的预处理方面均有较高的要求, 预处理

时间长,设备花费高而且操作相对较复杂。痕量氯

霉素的定量分析仍是一个重大的挑战, 这要求在药

品分析前有一个快速高效的样品预处理过程。本文

将小分子双水相浮选和高效液相色谱法联用, 可以

有效分离和检测环境中的痕量氯霉素。

1� 实验部分

1. 1� 试剂与仪器

� � 氯霉素标准品、无水乙醇、三水磷酸氢二钾、硫

酸铵、氢氧化钾、甲醇、NaOH、HC l均为分析纯; 去离

子水。

AB204�N型电子天平; TG328A 型分析天平;

Ag ilent 1200系列高效液相色谱仪; PH S�3B型 pH

计。

1. 2� 样品前处理

1. 2. 1� 河水 � 用 2 500 mL的棕色玻璃瓶在渭河中

取水样。水样在转速 2 000 r /m in的条件下离心分

离 15 m in, 取上层清液。加入氯霉素溶液, 用滤径

0. 45 �m滤膜过滤, 并在 4 � 条件下保存。

1. 2. 2� 鱼塘水 � 取自不同商业饲养标准的鱼塘。

水样在转速 2 000 r/m in的条件下离心分离 15 m in,

取上层清液。加入氯霉素溶液,通过孔径 0. 45 �m

的生物膜过滤去除变性的蛋白质,在 4 � 条件下保

存。

1. 3� 工作原理

� � 用无机盐调节待测体系的离子强度, 无机盐电

离出的阴阳离子在水化过程中结合大量水分子,使

亲水有机溶剂由于体系中没有自由水分子可以结

合,脱水成为疏水溶剂,体系定量分成上下两相。然

后,在浮选池中通入氮气, 氯霉素能够吸附在上升气

泡的表面上,随着气泡通过水和有机溶剂的界面,之

后气泡的破碎, 氯霉素释放并溶解在有机溶剂中。

用高效液相色谱测定两相中氯霉素的含量。

1. 4� 实验方法

� � 双水相气浮浮选实验装置见图 1。

图 1� 溶剂浮选装置
F ig. 1� So lvent flo tation appara tus

1. 氮气钢瓶; 2.转子流量计; 3. 溶剂浮选柱;

4.玻砂滤板; 5. 皂膜流量计

� � 在 50 mL的比色管中加入一定量的氯霉素工作

液和一定量的 K2H PO4 ( K 2H PO4 质量百分数为

45% )。将溶液振荡 20 m in后转移到浮选池中。在

浮选池上端加入 5 mL无水乙醇。从底部通入 N 2,

气体流速为 25 mL /m in, 分离时间为 50 m in。氯霉

素随气泡进入溶液上层的乙醇相中。所有的分离过

程都是在室温下操作的。

将有机相和水相 (不经过任何处理 )用高效液

相色谱测定两相中氯霉素的含量。在高效液相色谱

分析中, 选择 XDB�C18色谱柱 ( 250 mm � 4. 6 mm,

5 �m. SerialG1314B) ,流动相水与甲醇的比 55�45

( v /v ) ,流动速度 1. 0 mL /m in。进样量为 20 �L, 在

波长 278 nm的条件下检测。选用分配系数 K、富集

系数 �和分离效率 E作为评价参数。

氯霉素在各相间的分配系数 K =
CO

CW

富集系数 �=
CO

CW i

分离效率 E =
VOCO

M S
� 100%

式中 � CO, CW � � � 分别是有机相和水相中氯霉素的

� � � � � �平衡浓度, ng /m L;

� Cw i� � � 最初水相中氯霉素的浓度, ng /mL;

� VO � � � 达到平衡时有机溶剂的体积, mL;

� M s � � � 总的氯霉素加入量, m g。

2� 结果与讨论

2. 1� 小分子双水相浮选中有机溶剂、盐的分相行为

2. 1. 1� 有机溶剂类型对分相行为的影响 � 在小分
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子双水相浮选体系中, 我们研究了乙醇、异丙醇、正

丙醇几种有机溶剂。结果表明,乙醇具有较好的分

相能力,容易形成两相;异丙醇和正丙醇遇到合适的

盐也具有较好的分相能力, 但是其分相后的两相体

积比接近于 1�1, 这个比例适合于萃取, 却并不适合

浮选, 因为浮选需要较高的富集比, 而上相体积过

大,显然目标产物在有机相的富集浓度会偏低。

选择乙醇作为有机溶剂的另一个原因是, 乙醇

可以降低水的表面张力, 产生更多的小气泡
[ 19�20 ]

。

小气泡增加了单位体积气体的表面积, 从而使气液

之间的传质能力增强。乙醇作为浮选溶剂的缺点是

具有挥发性,然而, 在一定时间内, 有机溶剂随气泡

的少量挥发,使得有机相体积变小。在双水相体系

中,上相体积的减小, 正好增加了目标产物的富集倍

数,因此更有利于痕量物质的检出。

2. 1. 2� 盐的组成对分相行为的影响 � 为了和无水

乙醇组成小分子双水相系统, 我们用一系列的无

机盐做实验。实验结果显示, K2H PO4 � 3H 2O,

(NH4 ) 2SO4, KOH 均能与乙醇分成两相, 而其它

CaC l2, KC,l NaC ,l NH 4C ,l N a2 SO4, N a2 SO3, KH2 PO4,

N a3 PO4 � 12H2O, N a2H PO4, K 2SO4 10种类型的盐均

不能使乙醇和水形成双水相体系。

为了进一步研究 K2H PO4� 3H 2O, (NH4 ) 2 SO4,

KOH的分相能力大小,固定乙醇和水的体积分别为

4 mL和 5 m L,逐渐增加盐的含量, 体系分相情况见

图 2。

图 2� 乙醇体系 KOH, ( NH4 ) 2 SO4和 K 2HPO4� 3H2O

分相能力的差异

F ig. 2� D ifferences be tw een KOH, ( NH
4
)

2
SO

4
and

K2HPO4� 3H2 O in tw o phases

� � 由图 2 可知, 在相同的加盐量条件下,

(NH4 ) 2SO 4得到的上相体积均比 K 2H PO 4 � 3H2O

和 KOH得到的上相体积小;也就是说若上相体积相

同, (NH4 ) 2 SO4的加入量要比 K 2HPO 4� 3H 2O, KOH

加入量少, 据此可知, ( NH 4 ) 2 SO4 的分相能力比

K2H PO4 � 3H 2O和 KOH好。然而,在乙醇双水相体

系中,加入少量 ( NH 4 ) 2SO 4, 体系就会出现盐析现

象, 沉淀的无机盐会堵塞浮选池下端的玻砂滤板,从

而影响气流通过。因此,在乙醇双水相浮选体系中,

分相用盐选择 K 2H PO4� 3H2O。

2. 2� 氯霉素在乙醇 /磷酸氢二钾双水相浮选中的分

�离和富集

2. 2. 1� K2H PO4质量分数的影响 � K 2H PO4的质量

分数对氯霉素的分离效率和富集系数的影响比较大

(见图 3)。

图 3� K
2
H PO

4
对双水相浮选氯霉素分离效率

和富集效率的影响

F ig. 3� Effect o f the concentration o f K2HPO 4 on flotation

effic iency and concentration coeffic ient o f CAP

� � 由图 3可知, 随着 K2H PO4质量分数的增加, 氯

霉素分离效率增加, 并且保持在 94%左右。然而,

随着 K2H PO4溶液浓度的持续增加,分离效率急剧

降低。这是由于随着浓度的增加, 溶液的高粘度减

少了转移到上升气泡表面的氯霉素的量,导致氯霉

素分离效率降低。实验结果还显示, 随着体系

K2H PO4质量分数的增加, 富集系数也是先增后减。

在本实验中, 我们选择 K2H PO4的质量分数是 45%。

2. 2. 2� pH值的影响 � 通过向溶液中加入盐酸溶液

或氢氧化钠溶液, 使 pH 值在 7. 01~ 11. 85之间变

化。结果表明, 当溶液 pH 值 < 7. 0时,溶液是均质

的不能用于浮选; 当溶液 pH 值在 7. 01 ~ 10. 30之

间变化时, 分离系数逐渐增大, 在 10. 30时达到极

值, 分离系数为 95. 5% ;当溶液的 pH值大于 10. 30

时, 氯霉素的分离效率降低, 这是由于在强碱条件下

氯霉素会分解,不能以分子状态存在。因此,在离子

液体双水相浮选系统中我们选定 pH值为 10. 30作

为理想条件。而 45% 的 K2H PO4溶液其本身初始

pH值为 10. 23。故该乙醇 /K2H PO4双水相体系可
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以不调整 pH值直接用于浮选。

2. 2. 3� 气体流速和浮选时间的影响 � 在气泡半径

不变的情况下,气体流速越大气液交界面的面积越

大。氯霉素随着高速气流粘附在气液交界面或者进

入有机相,有利于提高浮选效率。但是当气体流速

过高时,水和有机溶剂的交界面会剧烈扰动,导致上

相的部分小液滴又返回到水相,从而降低了浮选效

率。实验结果显示,当气体流速为 25 mL /m in, 浮选

时间为 50 m in时,氯霉素分离效果最好,分离效率

可以到达 94. 5%。

2. 2. 4� 有机溶剂体积的影响 � 有机溶剂的体积直

接影响双水相浮选体系的分相比和目标产物在有机

相的富集倍数。随着无水乙醇体积的增大, 氯霉素

的浮选效率提高, 但是富集系数降低。实验结果显

示,当无水乙醇的体积超过 5 mL时, 分离效率保持

在 90%以上,通常, 对痕量物质的检测分离效率和

合适的富集系数都很重要。考虑到这两方面的因

素,实验中使用 5 mL无水乙醇,此时氯霉素的富集

系数为 15. 06,分离效率 94. 2%。

2. 2. 5� 共存物质的影响 � 按实验方法进行操作,当

相对误差 � 5%时,以下共存物不干扰测定: 1 000倍

的乳糖、蔗糖和淀粉, 500倍的葡萄糖、果糖, 200倍

的硬酯酸镁, 15倍的 C l
�
、Na

+
、NO

�
3、K

+
、SO

2�
4。这一

结果表明了该方法在监测环境和食品中的氯霉素时

具有较好的选择性。

2. 3� 方法可靠性评价

� � 通过向乙醇 /K 2HPO 4双水相浮选溶液中加入

6组不同浓度 ( 1 ~ 1 000 ng /mL)的氯霉素溶液, 重

复实验 3次,获得标准曲线。浮选后,检测上相中氯

霉素的浓度。获得标准曲线和相关系数: A = 0. 638

�C - 1. 532( r= 0. 999 2) ,这里 C是氯霉素的浓度

(单位为 ng /mL )。连续 6次浮选和检测浓度为

10 ng /mL 的 CAP 标准溶液, 相对标准偏差是

3. 9%, 分析准确度为 8. 6%。根据欧盟的规定分析

准确度低于 23%,通过 H PLC方法获得的数据是准

确的。

根据 IUPAC定义,检出限 LOD = 3SB /b,其中 SB

为 10次空白实验的标准偏差, b为标准曲线的斜

率,可得本方法对氯霉素的检出限为 0. 5 ng /m L。

2. 4� 样品分析

� � 在前面讨论的最优条件下,利用乙醇 /磷酸氢二

钾双水相浮选体系分离并检测了河水和鱼塘水样品

中的氯霉素。结果均没有氯霉素检出。向样品中分

别加入 20, 50, 100 ng /mL的氯霉素, 小分子双水相

浮选分离之后,用 HPLC的方法测定含量, 结果见图

4和表 1。

图 4� HPLC紫外检测图谱

F ig. 4� H PLC chrom atogram s w ith UV detection

a. 加标后 CAP含量 100 ng /mL的渭河水样品 ;

b.加标后 CAP含量 100 ng /mL的鱼塘水样品

表 1� 样品中氯霉素含量的检测及加标实验结果

Tab le 1� D etec tion ofCAP con ten t in the samp les

and the resu lts of standard add ition

样品
加标量

/ ( ng� mL- 1 )

检测值

/ ( ng� mL- 1 )

回收率

/%

RSD

/%

渭河水 0 ND

20 18. 43 92. 15 1. 6

50 50. 08 100. 16 1. 4

100 96. 34 96. 34 1. 1

鱼塘水 0 ND

20 18. 56 92. 80 1. 7

50 44. 72 89. 44 2. 1

100 91. 28 91. 28 1. 3

� � 由表 1可知, 体系加标回收率为 89. 44% ~

720
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100. 16% ,相对标准偏差 RSD为 1. 1% ~ 2. 1% ,这

显示了目前的分离方法有较好的可重复性和较广泛

的测定范围,该方法可以应用于水环境中氯霉素的

测定。

3� 结论

� � ( 1)通过对小分子双水相体系无机盐和有机溶

剂分相行为的研究,筛选出乙醇 /磷酸氢二钾双水体

系,该体系分相范围广泛, 分相时间短,无盐析现象,

是适合浮选的有效双水相体系。

( 2)首次利用小分子双水相对污水中痕量氯霉

素进行浮选,分离富集效果良好。选用乙醇 /磷酸氢

二钾体系, 在自制的 50 mL浮选池中,当磷酸氢二钾

的质量分数为 50%, 乙醇的加入量为 5 mL, 保持 N2

流速为 25 m L /m in,浮选 50 m in后,氯霉素的富集系

数为 15. 06,分离效率高达 94. 2%。

( 3)乙醇 /磷酸氢二钾双水相浮选与高效液相

色谱联用,测定渭河水和鱼塘水中氯霉素的含量,结

果均没有氯霉素检出。实验加标回收率为 89. 44%

~ 100. 16%, 相对标准偏差为 1. 1% ~ 2. 1%, 结果

重复性较好。
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