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牛奶中大环内酯类抗生素的自动化分析
  大环内酯类药物的活性来源于大环内酯环的存在, 而大环内酯环上可能有一个或多个脱氧糖, 经常为二脱氧甲基

己糖和脱氧糖胺. 内酯经常是 14-, 15-或 16-环的. 大环内酯类抗生素被广泛应用于兽医药物, 如果牛奶提取期太短,

抗生素仍然可能存在残留, 对消费者带来直接的毒副作用 (过敏反应 ) .

1 离线的 SPE萃取方案
  传统上, 微生物检测被用来监测食品基质中的抗生素. 这些方案都有很好的定量结果, 但越来越缺乏高度的专属

性. 随着现代实验室 LC /MS或 LC /M S /M S系统的普遍使用, 多残留方法更被常规工作所认可. 牛奶分析最常用的萃

取方案是用乙腈沉淀蛋白, 然后离心数分钟, 上清液可以用其它的萃取技术进一步提纯.

  离线的 SPE牛奶方案步骤: 加入 5m l的牛奶到 50m l的离心管中, 再加入 15m l的乙腈, 涡旋并在 3200 r# m in- 1转

速下离心 15m in. 转移上清液到 50m l的离心管中, 加入 20m l的正己烷, 涡旋 15m in, 在 3200 r# m in- 1转速下离心

15m in, 移去正己烷层, 蒸发乙腈 /牛奶上清液到 3m ,l 加入 15mL 011mo l# l- 1、 pH值为 81 0的硫酸盐缓冲液, 用 10m l

的甲醇活化 OasisÒ HLB ( 6 cc), 用 10m l的水活化 Oas isÒ HLB( 6cc), 用 10mL 2%的 NaC l活化 OasisÒ HLB( 6cc), 用

2m l 01 1m o l# l- 1、 pH值为 81 0的磷酸盐活化 OasisÒ HLB( 6cc), 上载复溶的样品, 用 5m l的水清洗, 用 5mL 40%的

甲醇水溶液清洗, 使 OasisÒ HLB流干 5m in, 用 5mL 95%的甲醇水溶液洗脱; 蒸发近干 ( 45m in); 用 1m l的初始条件

流动相复溶; 用 01 45Lm的聚偏二乙烯氟化物 ( PVDF )过滤萃取物.

2 在线的 SPE萃取方案
  自动化萃取 /分析技术: W aters AquaAna ly sis系统带来了多种好处: 减少手工操作、减少溶剂消耗和减少样品体

积. 使用在线的 SPE /LC /MS /MS技术平台省去了消耗时间的蒸干 /复溶步骤. 饮用水样品可直接上样到自动进样器,

然后就是完全自动化的电脑控制的萃取 /分析步骤. 对于食品分析, 固体样品要先转变成液体形式.

  在线的 SPE牛奶方案步骤如下: 加入 1m l牛奶到 50m l的离心管中; 加入一定浓度的氨水 20L ;l 加入 2m l的乙腈

( 2B1); 涡旋并在 3500r# m in- 1的转速下离心 15m in; 转移 2m l的上清液到 20m l的进样瓶; 加入 18m l的水; 进样 5m .l

3 实验条件
  大环内酯所用的 MRM条件见表 1. 使用的 SPE萃取柱是 W atersm Oas is H LB 211 @ 20 mm, 25Lm, 中性 pH 值上

样, 流动相 (无添加物 ). 使用的分析柱是 XBr idgeTM C18 21 1 @ 50 mm 315Lm, 低 pH 值流动相洗脱.

  SPE和 LC工作条件: 载样泵: 管路 A: 100%水; 管路 B: 100%甲醇; 载样流速: 410 m l# m in- 1; 清洗液: 20%的

甲醇 /乙腈 ( 30 /70) + 015%甲酸; 再平衡泵: A: 50 /50的甲醇 /丙酮; B: 80 /20的乙酸乙酯 /丙酮; C: 80 /20的正己烷 /

丙酮; 再平衡流速: 410 m l# m in- 1; 萃取柱: O asis HLB 21 1mm @ 20 mm, 251 0Lm; 分析柱: XBr idge C18 211mm @ 50 mm,

315Lm.

表 1 大环内酯的 MRM条件

大环内酯 母离子 ( m /z) 子离子 (m / z) 大环内酯 母离子 (m / z) 子离子 ( m /z)

红霉素 73414 15812 阿齐红霉素 74916 59113

克拉霉素 74815 15812 螺旋霉素 84316 17412

罗红霉素 83715 67914 替米考星 86916 17412

4 结果和讨论
  图 1为添加了 01 5ppb每种抗生素的牛奶样品的提取离子色谱图 1抗生素在微量水平都具有良好的信号和峰形.

图 2为添加了 100ppb红霉素, 分别用 5% , 10% , 20% , 30%和 40%甲醇清洗的色谱图. 在图 2中, 20%甲醇清洗与

5%甲醇清洗相比, 会产生更高的信号. 5%甲醇的弱信号可归因于离子抑制效应. 可是, 当清洗步骤中的有机相比例

增加过多时, 信号的灵敏度由于部分洗脱而有下降趋势.

  红霉素浓度从 110ppb到 5001 0ppb时, 线性关系良好, 线性系数为 01 9902.
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图 1 添加了 01 5ppb的牛奶的提取离子色谱图 图 2 牛奶提取的优化清洗

  表 2是在线和离线 SPE萃取方案的对比. 当评价在线 SPE /LC /MS /M S和离线方案时, 通常的萃取程序和溶剂、

实验室人员和时间的整体应用都是很重要的. 牛奶样品在用 SPE装置进一步净化前需要简单的蛋白沉淀和离心. 对于

像水果和蔬菜这样的固体样品, 使用萃取缓冲液的低温碾磨或均质化步骤是优先考虑的方法. 通常, 使用 SPE方案,

上样、清洗和洗脱体积都根据 SPE装置的床台尺寸估量. 这可以首先保证在每个步骤中 SPE吸附剂的整体润湿. 一旦

这个数值定下来, 这可以增加数倍 (依赖于化合物 )确保多个体积置换以使清洗步骤最小化清除干扰和洗脱步骤最大化

回收率. 在实际的操作中, 柱床上样量诱捕能力的增加需要 SPE程序中体积的增加, 这最终会增加样品制备的时间和

溶剂消耗量.

表 2 牛奶样品的离线和在线萃取方案的溶剂消耗量和处理时间

在线 离线 A 6 离线 B5 离线 C4

样品 1 m l 1 m l 5 m l 5 m l

蛋白沉淀
2 m l乙腈,

18m l水

1 m l乙腈

9 mL 011% 甲酸

20 mL 011m ol# l- 1

三羟甲基氨基甲烷

15 mL 3m ol# l- 1醋酸钠

5 mL 0115m ol# l- 1钨酸钠

15 m l乙腈

20 m l正己烷

15 mL 011m ol# l- 1磷酸钠

处理时间 20m in 30m in 117 h 215h

SPE装置 O as is柱 ( 60m g) O as isHLB 3cc ( 60 mg) O as isH LB 6 cc ( 200m g) Oas isH LB p lus ( 225 m g)

SPE活化

12m L 40 /40 /20乙酸

乙酯 /正己烷 /丙酮

12m l甲醇, 12 m l水

5 m l乙腈

5 mL 5 /95%乙腈 /水

10 m l甲醇

10 m l水

10 m l甲醇  10m l水

10 mL 2% 氯化钠

2 mL 011m l# l- 1磷酸钠

SPE清洗 12m L 20% 甲醇 5 mL 011% 甲酸
20 mL 5% 甲醇,

5 m l正己烷
5 m l水, 10m L 40% 甲醇

SPE洗脱 3 m l乙腈 + 015% 甲酸
2 m l乙腈

1mL 011% 甲酸
5 mL 95% 甲醇 5 mL 95% 甲醇

SPE时间 5 m in 42m in 1106h 1126h

  随着最小化溶剂使用量和最大化实验室人员使用的需求增加, 自动化平台的使用会满足这些要求. 与牛奶样品中

抗生素的自动化萃取和分析相比较, 传统的萃取前处理步骤消耗时间更多, 需要更大数量的化学品和各种各样的试

剂. 使用 W aters AquaAnalysis系统处理牛奶样品的时间大约为 20m in, 这与离线方案相比可以减少 70% ) 90%的时间.


