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固相微萃取-高效液相色谱法快速
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摘 � 要: 提出了固相微萃取-高效液相色谱法测定水中孔雀石绿的含量。为使固相微萃取达到

更高的效率,选择 85 �m 的聚丙烯酸酯( PA )涂层萃取纤维, 萃取时间为 15 m in。以 Shim-pack

VP-ODS C18色谱柱为固定相分离, 用 pH 4. 5 的 50 m mol � L - 1乙酸铵溶液与乙腈按体积比为

20比80混合的溶液为流动相进行洗脱, 在波长 595 nm 处进行测定。孔雀石绿的质量浓度在

0. 05~ 2 mg � L
- 1
范围内呈线性,检出限( 3S/ N )为 0. 003 mg � L

- 1
。以鱼塘水为基体进行回收试

验,方法的回收率在 98. 1% ~ 109. 6%之间。
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Abstract: HPLC w ith sample treatment by solid phase micro- ex traction ( SPM E ) w as applied to the

determ inat ion of malachite gr een in water samples. T o attain a higher efficiency in SPM E, the 85 �m PA coating

was applied to the micr o- ext ractor , and t he ex traction w as carr ied out fo r 15 min. The Shim- pack VP- ODS C18

co lumn was used as the stationar y phase, and a mixtur e of 50 mmol� L - 1 ammonium acetate solution o f pH 4. 5 and

acetonitrile ( 20+ 80) w as used as the mobile phase fo r elution. Detection at 595 nm w as adopted. L inear ity range o f

malachite g reen w as kept in the range of 0. 05- 2 mg � L - 1 , w ith detection lim it ( 3S/ N ) o f 0. 003 mg � L - 1 . A

sample of fish pond w ater w as analy zed by t his method, and test fo r r ecovery w as made on t his sample as matr ix by

standard addition met hod g iv ing r esults in the r ange of 98. 1% - 109. 6% .
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� � 孔雀石绿( MG)作为驱虫剂、杀菌剂和防腐剂,

常用于水产养殖业中。因其价格低廉、杀菌效果显

著,而被广泛用于预防和治疗水产动物的水霉病和
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原虫病。但研究表明, 孔雀石绿具有高毒、高残留以

及致癌、致畸、致突变等副作用[ 1]。世界上许多国家

已将孔雀石绿列为水产养殖禁用药物。但是, 由于

没有更好的替代品,孔雀石绿屡禁不止,一些不法商

贩甚至将其用于水产品的保鲜和运输过程中, 引起

了社会公众的关注
[ 2]
。因此, 建立快速测定水中孔

雀石绿的方法十分必要。孔雀石绿常用的测定方法

有高效液相色谱法 ( H PLC ) 和液相色谱-质谱法

( LC-M S) [ 3-6]。其中 H PLC 以其快速、简便、准确、
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成本低等优点而备受青睐, 成为测定孔雀石绿的首

选方法
[ 6]
。

为了实现对孔雀石绿的快速检测, 选择合适的

样品前处理方法极其重要。目前水产品中孔雀石绿

的提取纯化方法主要有固-液萃取、液-液萃取和固

相萃取[ 7]等。这些传统的萃取方法操作繁琐、耗时

长、耗费试剂量大。固相微萃取是在固相萃取技术

的基础上发展起来的一项新的样品预处理技术。其

核心部件是涂有固定相的石英萃取纤维, 以涂渍在

石英纤维上的固定相(高分子涂层或吸附剂)作为吸

附介质,对目标分析物进行萃取和浓缩。与传统的

萃取方法相比, 固相微萃取操作简便、快速, 在无溶

剂条件下可一步完成取样、萃取和浓缩,大大节省样

品预处理时间和避免消耗大量有机溶剂
[ 8-9]
。目前

尚未见到有关固相微萃取在孔雀石绿测定中的报

道
[ 2, 7]

,本工作采用固相微萃取进行样品预处理, 用

高效液相色谱法测定水中孔雀石绿的含量。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Supelco 固相微萃取装置, 包括萃取手柄、萃取

操作台、5 mL 萃取瓶、微型磁转子、100 �m 聚二甲

基硅氧烷 ( PDMS )萃取纤维、85 �m 聚丙烯酸脂

( PA)萃取纤维; 自制解吸装置。

LC-10AT 型高效液相色谱,配有紫外检测器。

孔雀石绿标准储备溶液: 称取孔雀石绿

10. 0 mg ,用水溶解, 定容于 10 mL 容量瓶中, 此时

孔雀石绿溶液质量浓度为 1. 00 g � L
- 1

, 于 4 � 冰

箱中避光保存。

乙腈为色谱纯, 其余试剂为分析纯;试验用水为

二次蒸馏去离子水。

1. 2 � 色谱条件

Shim-pack VP-ODS C18 色谱柱 ( 4. 6 mm �

150 mm, 5 �m ) ,柱温为 25 � ;流动相为 pH 4. 5的

50 mmo l � L
- 1
乙酸铵-乙腈( 20+ 80)混合溶液, 流

量为 1. 0 m L �min- 1 ;进样体积为 20 �L; 紫外检测

器的检测波长为 595 nm;以色谱峰峰高定量。

1. 3 � 试验方法

新的固相微萃取纤维在使用前用流动相冲洗直

至无干扰峰出现,而使用过的萃取纤维每次使用前

用流动相冲洗 20 m in,萃取前将纤维风干以避免残

留有机溶剂影响萃取效率。采样时推动固相微萃取

装置的手柄,将萃取纤维浸入待测溶液中, 在室温、

搅拌速度为 600 r � min
- 1
条件下直接萃取 15 min。

取出后, 将萃取纤维插入装有 40 �L 流动相的自制

微量解吸装置中, 静态解吸 5 min后,在色谱条件下

进行分析。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 固相微萃取操作条件的优化

2. 1. 1 � 萃取纤维

试验考察了 100 �m 聚二甲基硅氧烷( PDM S)

萃取纤维和 85 �m 聚丙烯酸脂( PA)萃取纤维对孔

雀石绿的萃取效率。在室温、搅拌转速为 600 r �

min
- 1
条件下,用两种纤维分别对 1. 0 m g � L

- 1
孔雀

石绿标准溶液萃取 15 min, 然后在流动相中静态解

吸 5 min,在色谱条件下进行分析,结果表明: PA 萃

取纤维对孔雀石绿的萃取效率较高, 而 PDM S萃取

纤维的萃取效率较低。这是由于孔雀石绿的极性较

大, 易被极性较大的 PA 涂层纤维萃取;而极性较小

的 PDMS 涂层纤维对孔雀石绿的萃取能力较弱。

试验选用极性大的 85 �m PA涂层萃取纤维。

2. 1. 2 � 萃取时间

试验了在不同萃取时间对 1. 0 m g � L - 1孔雀石

绿标准溶液进行萃取,萃取后均在流动相中静态解

吸 5 min,然后在色谱条件下进行分析。结果表明:

随着萃取时间的增加萃取效率不断提高,萃取时间

越长,萃取效率越高, 即便当萃取时间达到 45 min

时仍未达到萃取平衡。根据固相微萃取的非平衡理

论
[ 10]

,在萃取条件一定时,即便萃取未达到平衡, 目

标分析物的萃取量与其在溶液中的初始含量仍呈线

性关系。因此,在保证灵敏度的前提下可以选取较

短的萃取时间以提高样品测试效率。试验表明, 吸

附 15 m in后的解吸量即可满足检测要求。试验选

择萃取时间为 15 min。

2. 1. 3 � 解吸液组成及解吸时间

通过比较不同比例的水-甲醇、水-乙腈和乙酸

铵-乙腈 3 种混合液体系的解吸效果, 发现甲醇-水

体系难以洗脱孔雀石绿, 用乙腈-水体系洗脱时, 孔

雀石绿部分发生分解; 用 pH 4. 5的 50 m mo l � L- 1

乙酸铵溶液与乙腈以体积比为 20比 80的混合溶液

解吸时, 效果较好, 色谱峰对称,灵敏度较高。试验

选用该体系作为孔雀石绿的解吸液及色谱的流动相。

将 85 �m PA 涂层萃取纤维浸入 1. 0 mg � L- 1

孔雀石绿标准溶液萃取 15 min 后, 用 pH 4. 5 的

50 mm ol � L- 1乙酸铵-乙腈( 20+ 80)混合溶液进行
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解吸,在自制解吸装置内分别解吸 3, 5, 7, 9 m in, 然

后在色谱条件下进行分析。结果表明: 解吸 5 m in

后,色谱峰高变化不大,表明样品在 5 m in 内即可完

全解吸。试验选择解吸时间为 5 m in。

2. 1. 4 � pH 值

pH 值可改变分析组分与试样介质、固定相之

间的分配系数, 从而影响萃取效率。由于孔雀石绿

在碱性环境中容易分解, 因此在保证样品稳定的前

提下,考察了孔雀石绿溶液的酸度对萃取效率的影

响。结果表明: 当溶液的 pH 值接近中性时,萃取效

率较高且比较稳定。用水配制的孔雀石绿溶液正好

在此 pH 值范围内。因此试验中可不调萃取溶液的

pH 值。

2. 1. 5 � 离子强度

在萃取溶液中加入一定量的盐,可以提高溶液

的极性,有利于萃取纤维对待测物的吸附,从而提高

萃取效率[ 11] 。考察了溶液中盐对萃取效率的影响,

但发现在溶液中加入盐, 萃取效果并没有明显提高,

而且盐会附着在萃取纤维上, 从而影响试验结果的

重现性并导致萃取纤维损坏甚至致使纤维脱落。因

此,试验中不加入盐调节离子强度。

2. 1. 6 � 搅拌转速
搅拌转速是影响萃取效率和萃取速度的一个重

要因素。搅拌能加快溶液中物质的传质速率, 从而

可以提高萃取效率和分析灵敏度
[ 12]
。在不搅拌或

搅拌不足的情况下, 分析物在固相表面附有一层静

止水膜,减慢了分析物进入固相的速度,使得萃取时

间延长。试验结果表明: 当搅拌转速在 0~ 600 r �

min
- 1
范围时, 提高搅拌转速对于提高萃取效率作

用非常明显,再继续提高搅拌转速,萃取效率的提高

幅度明显减缓。这主要是由于此时的搅拌已达到较

佳的状态,萃取效率主要受制于分析物在固相中的

扩散速度。因此, 试验选择搅拌转速为 600 r �
min- 1。

2. 2 � 标准曲线与检出限

分别配制 0. 01, 0. 05, 0. 1, 0. 5, 1. 0, 2. 0,

5. 0 mg � L - 1孔雀石绿标准溶液, 按优化的试验条

件进行萃取、解吸,然后在色谱条件下进行分析。以

色谱峰高为纵坐标, 孔雀石绿质量浓度为横坐标绘

制标准曲线。结果表明: 孔雀石绿的质量浓度在

0. 05~ 2 mg � L- 1 范围内呈线性, 相关系数为

0. 992 2。按 3 倍信噪比计算方法的检出限为

0. 003 m g � L
- 1
。

2. 3 � 样品分析
在优化的试验条件下, 取 10. 00 m L 养鱼池塘

水样进行分析,没有检出孔雀石绿,以此养鱼塘水样

为基体, 加入 50 m g � L
- 1
孔雀石绿标准溶液 100,

200, 400 �L 进行加标试验, 平行测定 3 次, 结果表

明: 回收率在 98. 1% ~ 109. 6%之间。

孔雀石绿标准溶液的色谱图见图 1( a) ,加标水

样经固相微萃取吸附解吸后的色谱图见图 1( b)。

( a) � 孔雀石绿标准溶液

( b) � 加标水样

图 1 � 孔雀石绿的色谱图

Fig. 1 � Ch romatograms of malachite green
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从图 2可见:这些致香成分均存在于烟叶样品

中,且其各自的选择离子也都存在于它们的总离子

流色谱图中,而其所受的干扰亦较其总离子流色谱

图小。

2. 3 � 样品回流时间的选择

回流时间对提取致香成分的含量影响较大。回

流时间过短,致香成分不能全部被提取;回流时间过

长,又会使致香成分发生氧化和分解。按试验方法

对烟叶样品分别加热回流 1, 2, 3. 5, 4, 5 h后, 提取

液经酸洗及无水硫酸钠干燥, 再减压浓缩至

1. 50 mL,测定 5 种致香成分的峰面积。试验结果

表明:烟叶样品的回流时间在 3. 5~ 5. 0 h 范围内,

对 5种致香成分的峰面积影响较小。试验选择回流

时间为 4 h。

2. 4 � 标准曲线的绘制
取待测致香成分标准溶液,加入相同量的内标

溶液,配制成标准溶液系列,按仪器工作条件分别测

定标准溶液和内标物选择离子的峰面积, 并以峰面

积之比对质量浓度绘制标准曲线, 线性范围、线性回

归方程和相关系数见表 1。

表 1� 线性范围、线性回归方程和相关系数
Tab. 1 � Linearity ranges, linear regression equations

and correlation coefficients

化合物
线性范围

�/ ( mg � L- 1 )
线性回归方程 相关系数

面包酮 0. 15~ 50 y= 0. 012 5 �- 0. 001 7 0. 999 3

�-芳樟醇 0. 8~ 60 y= 0. 028 2 �- 0. 020 7 0. 999 3

�-二氢大马酮 1. 2~ 55 y= 0. 012 7 �- 0. 014 7 0. 998 3

橙花基丙酮 1. 8~ 75 y= 0. 026 7 �- 0. 047 5 0. 999 4

�-紫罗兰酮 0. 8~ 60 y= 0. 031 6 �- 0. 024 3 0. 999 4

2. 5 � 样品分析及回收试验

称取烟叶样品 20. 00 g,按试验方法进行处理,

并按仪器工作条件对样品溶液进行测定,同时进行

加标回收试验,回收率及相对标准偏差见表 2。

表 2� 样品分析及回收试验结果(n= 4)
Tab. 2 � Results of analysis of sample and tests for recovery

化合物
测定值

� � � � � w / (�g � g- 1 )

标准加入量 测定总量

w/ ( �g � g- 1)

回收率

/ %

RS D

/ %

面包酮 0. 465 1. 50 2. 06 106. 3 3. 8

�-芳樟醇 0. 395 1. 50 1. 94 103. 0 4. 3

�-二氢大马酮 0. 370 1. 50 1. 80 95. 3 5. 7

橙花基丙酮 1. 450 1. 50 2. 90 96. 6 3. 3

�-紫罗兰酮 0. 750 1. 50 2. 35 106. 6 4. 4

结果表明:本方法具有较好的选择性及较高的

灵敏度, 可用于烟叶样品中 5 种致香成分的同时

测定。
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