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浊点萃取!高效液相色谱法检测牛奶中的六种农药
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摘要：建立了应用浊点萃取法对牛奶中的残留除草剂进行萃取富集后用高效液相色谱（789:）检测的方法。以 &"
; < 9 的表面活性剂 2/$$6 !" 或 2’.="6 >+$"" 为萃取剂，在一定浓度的（!7* ）!?@* 或 !-:) 的存在下加热萃取。牛

奶中 & 种不同的除草剂 被 胶 束 相 富 集 后 被 789: 分 离 检 测。 结 果 表 明：肟 草 酮、嗪 草 酮 和 溴 苯 腈 在 !" ) $" """
!; < 9、苯噻草胺在 (" ) $" """ !; < 9、苄嘧磺隆和烟嘧磺隆在 %" ) $" """ !; < 9 时其浓度和检测信号呈线性关系，相

关系数为 ". --’ $ ) ". --- #，平均加标回收率为 ’%. "-A ) -&. #*A，相对标准偏差为 $. -"A ) (. -’A。& 种农药的定

量检测限均小于国家规定的农药残留限量（4B9）。该方法简便、快速、灵敏、污染少，实际应用性好。
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+ + 浊点 萃 取（ 1)"MN L".6= $O=’-1=."6，:8,）是 近

年出现的一 种 新 型 液+液 萃 取 技 术。许 多 表 面 活 性

剂的水溶液被加热到某一温度时，溶液产生浑浊并

进而分离成二相，一相是表面活性剂富集相，另一相

是表面活性剂浓度小于原溶液的水溶液，在此过程

中，原溶液中含有的疏水性物质往往被萃取到表面

活性剂富集相。这一温度称为浊点温度，这整个过

程称为浊点萃取。因为萃取剂是表面活性剂，不影

响环境并且容易处理，国外最初是将这一技术用于

金属离子络合物的萃取分离［$］，进而应用于膜蛋白

及某些有机物的分离和纯化［! / *，%］，目前在环境样品

的前处理中也有应用。在农药分析中，浊点萃取技

术往往作为气相色谱和高效液相色谱（789:）分析

的前处理方法［&，#］。国内将浊点萃取法用于金属离

子络合物的报道很多，但在农药分析中的应用尚未

见报道。
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# # 在检测牛奶中的残留农药时，往往需要把牛奶

中的蛋白质、脂肪以及其他干扰物质去掉，目前有多

种前处理提取方法，如：加入碱皂化去除干扰，再用

有机溶剂提取［"］；加入氯化四乙胺和乙腈后在 $ !
下放置一夜去 除 干 扰［%］；加 入 "#$% 缓 冲 液、乙 二 胺

四乙酸（&’"(）或 其 他 缓 冲 液 离 心 后，再 用 有 机 溶

剂提取［&，’(］；加入一定的酸如盐酸［’’］、磷酸、醋酸或

甲酸［’!］去 除 干 扰。 破 乳 后 再 用 传 统 的 液)液 萃 取

（**&）［’)］、水蒸气蒸馏有机溶剂萃取（ +’&）［’$］、基

质固 相 分 散 净 化 技 术（,+-’）［’"］、固 相 萃 取 技 术

（+-&）［’*］、固相微萃取技术（ +-,&）［’+］、支 载 液 体

膜（ %.//0#123 4$5.$3 6267#892，+*,）萃取技术［’%］

萃取等富集分离。以上所有前处理方法所需时间都

较长并或多或少使用了有机溶剂。本工作采用表面

活性物质在一定条件下使牛奶破乳，然后改变实验

参数应用浊点萃取技术富集牛奶中的农药，整个过

程避免了有机试剂的使用，快速方便，成本低，富集

提取效果好，绿色无污染，提取完毕后胶束富集相能

够直接用于 :-*; 分析。

!" 实验部分

! ! !" 仪器

# # <=’+(( -; 型紫外分光光度计（ 日本，+>$683)
?. 公司）；+>$683?. 双泵液相色谱仪：*;)!((" 泵，

+-’),!(( 二极 管 阵 列 检 测 器，!( !* 环 形 定 量 取

样器，;@,)!(( 系统控制器；离心机（$ ((( # A 6$9）；

BC)!((& 超声仪（ 昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司 ）；*$)
D>#0%/>2# " );’% 色谱柱（!"( 66 , $- * 66）（ 江苏

汉邦科技有限公司）。

! ! #" 试剂

# # 苄 嘧 磺 隆（ 729%.4E.#09)621>F4）、苯 噻 草 胺

（62E298D21）和溴苯腈（ 7#060GF9$4）购自农业部农

药 检 定 所，嗪 草 酮（ 621#$7.?$9 ） 和 肟 草 酮

（ 1#84H0GF3$6）购自德国拜尔公司，烟嘧磺隆（ 9$D0)
%.4E.#09）购 自 美 国 杜 邦 公 司，纯 度 都 在 &"I 与

&&I 之 间，用 色 谱 纯 甲 醇 溶 解，配 制 成 质 量 浓 度 为

’(( 6J A * 的储备液放在冰箱中于 $ !保存。K8;4、
（K:$ ）!+L$ 、;.+L$ 、;8;4! 、(4;4) 、,J;4! 为分析纯，

用二次蒸馏水配制成适当浓度的溶液。表面活性剂

溶液：取 适 量 的 "M229 !(、"M229 *(、"M229 *’、

"M229 %( 和 "#$109 N)’(( 用蒸馏水配制成 质 量 浓

度为 !(( J A * 的溶液，同 时 用 蒸 馏 水 配 制 质 量 浓 度

为 )(( J A * 的 聚 乙 二 醇 *((( 和 聚 乙 二 醇 $((( 溶

液。甲醇、乙腈、丙酮、正丁醇、乙二醇、正己烷、环己

烷都是色谱纯试剂。所用的溶液、试剂和蒸馏水都

经过 (- !! !6 的滤膜过滤，且所用流动相在进入色

谱柱前已超声脱气。

! ! $" 实验方法

! ! $ ! !" 前处理方法

# # 在刻度试管中分别加入 ’( 6* 的牛奶，再分别

加入 "M229 !( 和（K:$ ）!+L$ 使它们的质量浓度分

别为 *( J A * 和 "( J A *，用 二 次 蒸 馏 水 定 容 到 ’"
6*，混匀放置 ’( 6$9，在 &( ! 水浴中 加 热 ’" 6$9
破乳，然 后 在 离 心 机 中 以 $ ((( # A 6$9 的 速 度 离 心

)( 6$9，取上清液。加入（K:$ ）!+L$ 使其质量浓度

达到 )(( J A *（ 目 的 是 加 速 相 分 离），在 沸 水 浴 中 加

热 ’( 6$9 后，移走水相，剩余表面活性剂胶束层的

体积约为 (- " 6*，即所测样品的浓度浓缩了 !( 倍。

! ! $ ! #" 色谱方法

# # 采 用 ;’% 反 相 色 谱 柱，以 甲 醇 和 水 为 流 动 相

（ 体积比为 +). !+），以 (- * 6* A 6$9 的流速，定量进

!( !* 的 胶 束 富 集 样，在 !!( 96 的 波 长 下 进 行 分

析，色谱图见图 ’。

图 !" 牛奶加标样品中除草剂的色谱图

"#$! !" %&’()*+($’*) (, * )#-. /*)0-1 /0#.12
3#+& &1’4#5#21 /+*62*’2/ 3#+& %& $ 7 8 (, 93116 #&
;09D291#81$09 0E 28D> >2#7$D$32：’!- " !J A *O
’ O 1#84H0GF3$6；! O 621#$7.?$9；) O 729%.4E.#09)621>F4；$ O

62E298D21；" O 7#060GF9$4；* O 9$D0%.4E.#09O

#" 结果与讨论

# ! !" 牛奶样品破乳条件的选择

# ! ! ! !" 盐的种类和用量

# # 为能够充分破乳，去除牛奶中其他物质的影响，

在加 入 *( J A * 的 表 面 活 性 剂 后，我 们 尝 试 使 用

K8;4、（K:$ ）!+L$ 、;.+L$ 、;8;4! 、(4;4) 、,J;4! * 种

盐对牛奶进行破乳，实验结果发现 ;.+L$ 能够破乳

但本身颜色 干 扰 太 严 重，;8;4! 和 ,J;4! 没 有 很 明

显的破乳效果，(4;4) 能够破乳但在加热时易引起体

系的不稳定 和 颜 色 变 化，只 有（K:$ ）!+L$ 和 K8;4
的破乳效果好，在选定 "( J A * 的质量浓度下也不会

使表面活性剂分层并能充分破乳。

·$"%·
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! ! " ! !# 加热温度和时间以及离心的条件

! ! 考察了破乳加热的温度（#$ % &$$ "）、加热时

间（’ % ($ #$%）以及加热完毕后离心的转速和时间

对破乳效果的影响，结果发现 )$ " 下水浴加热 &#
#$% 破乳，然后在离心机中以 * $$$ & ’ #$% 的速度离

心 ($ #$% 的破乳效果最好。

! ! !# 浊点萃取条件的选择

! ! ! ! "# 表面活性剂的种类及含量

! ! 为寻找合适的能够有效地对溶液中的除草剂进

行提取和富集的表面活性剂，考察了 + 种不同的表

面活 性 剂 ()**% ’$、()**% "$、()**% "&、()**%
,$、(&$+,% -!&$$、聚乙二醇 "$$$ 和聚乙二醇 *$$$，

比较了它们实际使用的可行性、粘度和富集的回收

率等。结 果 发 现，()**% "$、()**% "&、()**% ,$
生成的胶束相过于粘稠，不能直接进样，需加有机试

剂稀释，这将 引 起 富 集 因 子 下 降；而 聚 乙 二 醇 "$$$
和聚乙二醇 *$$$ 提取的农药的回收率低于 #$.，只

有 ()**% ’$ 和 (&$+,% -!&$$ 能够在本实验条件下

实现相分离且粘度合适，便于进行下一步的液相色

谱分析，所以适合用于浊点萃取。通过改变这两种

表面活性剂的浓度，比较提取回收率，可得知质量浓

度大于 "$ / ’ 0 的 ()**% ’$ 和 (&$+,% -!&$$ 的提取

回收率均在 ,#. 以上（ 见图 ’）。

图 !# 表面活性剂浓度对六种除草剂

回收率的影响

"#$! !# %&&’() *& +,-&.()./) (*/(’/)-.)#*/ */ -’(*0’-1
123 4,%5$+$,%6：&$$ " ，&$ #$%7 85*%+$9$4:+$,% %;#<*& :6

$% =$/7 & 7 ()：()**% ’$；(>：(&$+,% -!&$$ 7

! ! ! ! !# 盐的种类和用量

! ! 盐可以加速表面活性剂溶液的相分离。考察了

?:1@ 和（?A* ）’BC* 对 ’ 种 表 面 活 性 剂 相 分 离 和 "
种除草剂的富集效率的影响，结果如图 (，* 所示，可

知在加热的条件下 ($$ / ’ 0 的（?A* ）’BC* 或 ?:1@
对 ()**% ’$ 和 (&$+,% -!&$$ 溶液的相分离效果和

回收率最好，所以选用 ($$ / ’ 0 的（?A* ）’BC* 进行

实验。

图 $# 在 %& $ 2 3 45’’/ !& 溶液中盐浓度对

六种除草剂回收率的影响

"#$! $# %&&’() *& +.6) .77#)#*/ */ -’(*0’-1 *& +#8
9’-:#(#7’+ 59’/ ,+#/$ %& $ 2 3 45’’/ !&

123 4,%5$+$,%6：&$$ " ，&$ #$%7 85*%+$9$4:+$,% %;#<*& :6
$% =$/7 & 7 ?B：（?A* ）’ BC* ；?:：?:1@7

图 ’# 在 %& $ 2 3 4-#)*/ ;<"&& 溶液中盐浓度对

六种除草剂回收率的影响

"#$! ’# %&&’() *& +.6) .77#)#*/ */ -’(*0’-1 *& +#8
9’-:#(#7’+ 59’/ ,+#/$ %& $ 2 3 4-#)*/ ;<"&&

123 4,%5$+$,%6：&$$ " ，&$ #$%7 85*%+$9$4:+$,% %;#<*& :6
$% =$/7 & 7 ?B：（?A* ）’ BC* ；?:：?:1@7

! ! ! ! $# 浊点萃取的温度以及时间

! ! 为使表面活性剂实现相分离，进行充分的分层

和减小表面活性剂富集相的体积，我们在表面活性

剂的浊点之上，改变萃取温度（#$ % &$$ "），同时改

变萃取时间（’ % ($ #$%），发 现 在 &$$ " 下 水 浴 加

热 &$ #$% 的条件下表面活性剂相分离的效果最好。

! ! $# 标准曲线、最低检测限、浊点萃取的回收率

! ! 按照“&- (”节 实 验 方 法，对 " 种 农 药 的 定 量 范

围和标准曲线进行了检测（! 表示峰面积，" 表示样

品的质量浓度，单位是 !/ ’ 0），并以信噪比为 ( 确定

最低检测限，结 果 见 表 &。与 国 家 规 定 的 农 药 残 留

限量（DE0）［&,］相比，" 种农药的最低检测限都低于

国家规定的农药残留限量。

! ! 在样品中分别添加 ( 种质量浓度（&$$，’$$，($$
!/ ’ 0）的 农 药，计 算 它 们 的 添 加 回 收 率，结 果 为

,#- $). % )"- +*.（ 见表 ’）。

·##,·
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表 !" 浊点萃取法的各种分析数据

!"#$% !" &’"$()*+"$ ,"-".%)%-/ 01 )2% +$034 ,0*’) %5)-"+)*0’ .%)204

!"#$%&%’"
(%)"*# #*)+" ,

（!+ , (）
(%)"*# "-.*/%0)

10##"2*/%0)
&0"33%&%")/

456 , 7
（! # $）

(%8%/ 03 ’"/"&/%0)
（" # $ # %）,（!+ , (）

9#*2:0;<’%8 !& ’ (&&&& % # %)")& ’ %!)! = ! & = $$*( ! = !" ( = &&
>"/#%$.?%) !& ’ (&&&& % # %+,&& ’ (",! = $ & = $$*! % = ,( & = "&
@")A.23.#0)B8"/C<2 "& ’ (&&&& % # %,+(& ’ ())( = + & = $$$+ ! = ,& & = *&
>"3")*&"/ %& ’ (&&&& % # ")*+& ’ !(%* = + & = $$*$ ! = !+ & = *&
$#080;<)%2 !& ’ (&&&& % # %,((& ’ ++ = *%, & = $$$, ( = $& & = ,&
D%&0A.23.#0) "& ’ (&&&& % # )"+&& ’ )$&$ & = $$** % = $* ( = (&

%：E"*: *#"*；&：8*AA &0)&")/#*/%0)，!+ , (=

表 #" $ 种农药的回收率（! # $）

!"#$% #" 6%+07%-( 01 /*5 2%-#*+*4%/（! # $） 7

!"#$%&%’"
("F"2A ,（!+ , (）

(&& !&& %&&
9#*2:0;<’%8 *" = &$ ’ $& = "! *+ = "* ’ $! = "* $( = ,! ’ $, = +)
>"/#%$.?%) *, = () ’ $% = *! *+ = (! ’ $% = (" *" = )" ’ $% = ),

@")A.23.#0)B
8"/C<2

*, = (& ’ $( = "+ $& = *+ ’ $! = $+ ** = $+ ’ $) = ,&

>"3")*&"/ *, = %( ’ *$ = !+ *" = )% ’ $& = !& $& = "% ’ $" = +*
$#080;<)%2 *" = )) ’ $& = &) *" = +, ’ $% = &" *+ = ,, ’ $% = $+
D%&0A.23.#0) *" = ", ’ $& = $% *" = ", ’ $( = %% *+ = ,( ’ $! = $)

# 8 %" 样品的检测

- - 取不同产 地 的 % 种 牛 奶 样，按“(. %”节 方 法 进

行实验，没有检测出上述 , 种农药。分别向其中添

加除草剂标准 液，使 其 质 量 浓 度 为 !" !+ , ( 和 (&&
!+ , (，然后按照“(. %”节方法处理检测，每个样品测

定 % 次，其 回 收 率 范 围 分 别 为 *". +7 / $(. "7 和

*,. *7 / $&. +7，相 应 的 相 对 标 准 偏 差 分 别 为

&. $$7 / %. %7 和 &. *+7 / %. &7。

&" 结论

- - 表面活性剂先后在牛奶的破乳和牛奶中农药的

分离富集中起作用，大大简化了牛奶样品的前处理

步骤。由于是对破乳后的上清液进行浊点萃取，所

以要得到高的回收率，破乳时盐的种类和用量、加热

温度和时间也是关键因素，在我们的实验条件下，回

收率可达 $&7 左右，而且富集因子达 !& 以上，基本

可满足牛奶中 , 种农药的检测。
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