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摘 　要 　建立了浊点萃取 2异辛烷反萃取 2气相色谱 ( ECD )检测茶叶中联苯菊酯 (B ifenthrin)、甲氰菊酯

( Fenp ropathrin)、功夫菊酯 ( Cyhalothrin)、氯菊酯 ( Permethrin)、氰戊菊酯 ( Fenvalerate)、溴氰菊酯 (Delta2
methrin) 6种拟除虫菊酯农药残留的方法。对含 112% (m /V )聚乙二醇 6000 ( PEG6000)表面活性剂和 40%

(m /V ) (NH4 ) 2 SO4 的 6种拟除虫菊酯溶液进行加热萃取 ,所获得的富集相用异辛烷超声反萃取 ,并经离心对

上层异辛烷溶液进行进一步净化处理 ,即可获得富集倍数达 75倍的 6种农药。本方法的检出限 (LOD)为 :联

苯菊酯、甲氰菊酯和功夫菊酯 014μg/kg;氰戊菊酯 211μg/kg;氯菊酯和溴氰菊酯 310μg/kg;用本方法测定了

新鲜茶叶中 6种拟除虫菊酯农药 ,含量分别为 4117, 4115, 4109, 4101, 3193和 3151μg/kg。在上述茶叶样

品中添加 20μg/kg的 6种农药后测定 ,添加回收率为 7213% ～8516% ; 相对标准偏差为 212% ～516%。
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1　引　言

茶叶中拟除虫菊酯类农药残留检测方法主要有气相色谱法 ( GC) [ 1～4 ]和液相色谱法 (HPLC) [ 5, 6 ]。

茶叶成分复杂 ,在检测前需要进行有效的前处理。其前处理方法主要有固相萃取法 ( SPE) [ 7 ]、固相微萃

取法 ( SPME) [ 8 ]、超声波提取法 [ 6 ]、微波辅助萃取法 (MAE) [ 9 ]和基质固相分散法 (MSPD) [ 10 ]等。这些方

法耗时繁琐。浊点萃取 ( cloud point extraction, CPE)在某些方面可以代替上述萃取方法。浊点萃取常

用于液相色谱分析前有机样品的前处理 [ 11～14 ]
,其优点是基本不使用非水溶剂 ,操作方便 ,但是在分析过

程中常需要解决胶束富集相的粘性、表面活性剂在固定相上吸附、表面活性剂本身在紫外区的背景干扰

及表面活性剂易堵塞气相色谱柱等问题 ,所以浊点萃取方法不能与气相色谱直接联用。为了解决此问

题 , Sikalos等 [ 15 ]用反萃取方法从浊点萃取的富集相中反萃取 6种多联芳烃 ( PAH s) ; J ia等 [ 16 ]也用同样

方法从人尿中反萃取有机磷农药 ; Zygoura等 [ 17 ]用浊点萃取 2反萃取方法富集了增塑剂。由此可见 ,由

于采用了反萃取方法 , 进一步浓缩了样品 ,被分析物质的检出限大为降低。

本实验采用浊点萃取方法萃取了茶叶样品中 6种拟除虫菊酯农药 ,然后用异辛烷反萃取 ,使原富集

相体积从 015 mL减少到 012 mL。再用高灵敏的电子捕获器检测 ,与浊点萃取后用液相色谱直接检测

相比 ,甲氰菊酯、溴氰菊酯、功夫菊酯、氰戊菊酯、氯菊酯和联苯菊酯的检出限分别从 217, 1012, 213,

717, 918, 215μg/kg下降到 014, 310, 014, 211, 310, 014μg /kg。

2　实验部分

211　仪器与试剂

6820气相色谱仪 (美国 Agilent公司 ) ,配有 ECD检测器 ;色谱工作站 2SrAdV色谱数据处理系统 (上

海军锐信息技术开发有限公司 ) ; KQ 3200E超声仪 (昆山市超声仪器有限公司 ) ; Anke TDL260B离心机

(上海安亭科学仪器厂制造 ) ; HH2S26S数显恒温水浴锅 (江苏通州试验仪器厂 )。

甲氰菊酯 (9214% )、溴氰菊酯 (9818% )、功夫菊酯 (9510% )、氰戊菊酯 (9615% )、氯菊酯 (9410% )

和联苯菊酯 (9010% )均由江苏省农药研究所提供。分别称取 6种农药各 011 g,用乙腈溶解 ,配制成

1000 mg/L的标准储备液 Ⅰ,用于浊点萃取过程条件研究 ;同样称取 6种农药各 011g,用异辛烷溶解 ,配
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制成 1000 mg/L标准储备液 Ⅱ,用于气相色谱定量分析。上述储备液在冰箱中保存 (4 ℃) ,根据实验需

要稀释至不同浓度。聚乙二醇 6000 ( PEG6000) ,配制成 20% (m /V )的水溶液 ; (NH4 ) 2 SO4 为分析纯 ;乙

腈和异辛烷均为色谱纯 , 8% (V /V )乙腈水溶液 ,实验用水均为二次重蒸水。

212　浊点萃取 2反萃取实验步骤

用 8% (V /V )乙腈水溶液将标准储备液 Ⅰ稀释到 0101 mg/L后 ,取 10 mL于 20 mL刻度试管中 ,加

入 019 mL 20% (m /V ) PEG26000和 610 g (NH4 ) 2 SO4 ,待 (NH4 ) 2 SO4 完全溶解后再用 8% (V /V )乙腈水

溶液定容至 15 mL,置于 30 ℃水浴中保持 30 m in,最后以 3500 r/m in转速离心 10 m in。用长细针头的注

射器吸出水相后 ,剩余的富集相体积 < 015 mL,用蒸馏水稀释至 015 mL后 ,加入 012 mL异辛烷 ,超声

25 m in,取上层异辛烷相 1μL进气相色谱检测。在浊点萃取 2反萃取过程中 ,溶液相当于富集了 75倍。

213　样品处理

称取 110 g已粉碎的市售茶叶样品于 20 mL刻度试管中 ,加入 115 g (NH4 ) 2 SO4 和 510 mL 8%

(V /V )乙腈水溶液 ,充分振荡摇匀后置于超声波清洗仪中 ,超声 60 m in,过滤后 ,用 610 mL 8% (V /V )乙

腈水溶液分 3次冲洗残渣并过滤 ,滤液置于离心管中 ,依次往离心管中加入 019 mL 20% PEG26000和

415 g (NH4 ) 2 SO4 ,用 8% (V /V )乙腈水溶液定容至 15 mL,使 PEG6000、乙腈和 (NH4 ) 2 SO4 的最终浓度

分别为 112% (m /V )、8% (V /V )和 40% (m /V )。然后按 212项步骤处理。

214　色谱条件

HP25石英毛细管柱 ( 30 m ×0132 mm , 0125μm ) ; 高纯氮气 ( > 991999% )为载气 ;进样口温度

280 ℃;检测器温度 300 ℃;柱升温程序 :起始温度 90 ℃,恒温 1 m in后以 20 ℃ /m in升温至 210 ℃; 恒

温 1 m in后再以 3 ℃ /m in的速率升温至 280 ℃,恒温 3 m in后再以 10 ℃ /m in的速率升温至 310 ℃; 恒

温 10 m in待测样品组分全部流出 ;进样方式 :分流进样 ,分流比 2∶8;进样量为 1μL。

3　结果与讨论

311　色谱分离条件的选择

考察了不同的程序升温条件下 6种农药标准溶液的分离情况。结果表明 ,采用 214项的程序升温

　图 1　6种农药色谱图 ( a) ,茶叶空白 ( b)和加标茶叶样

品色谱图 ( c)

Fig. 1　Chromatogram s of six pesticides ( a) , blank tea

samp le ( b) and tea samp le sp iked with standard pesticides

( c)

11联苯菊酯 ( bifenthrin) ; 21甲氰菊酯 ( fenpropathrin) ; 31功夫

菊酯 ( cyhalothrin ) ; 41 氯菊酯 ( permethrin ) ; 51 氰戊菊酯

( fenvalerate) ; 61溴氰菊酯 ( deltamethrin)。

条件时 , 6种农药都能较好的分离。按 213项样品处

理方法分别对不含以上农药的茶叶和添加标准农药

(添加浓度 0101 mg/L )的茶叶 ,其色谱图如图 1。从

图 1可见 ,茶叶基体对这 6种农药色谱分析无影响。

312　浊点萃取条件的选择

31211　表面活性剂种类和浓度的选择 　研究了表

面活性剂 Tween220、TX2100和 PEG6000为萃取剂时

6种农药的回收率。结果发现 , Tween220和 TX2100

为萃取剂时 ,平衡温度均需达 50 ℃以上 ,回收率较

低 ; PEG6000为萃取剂时 ,平衡温度较低 ,萃取效果

好 ,故选用 PEG6000为萃取剂。以 PEG6000为浊点

萃取的表面活性剂 , 当其浓度为 012% ～ 112%

(m /V )时 ,各农药的回收率增大 ;当其浓度再增大 ,

对回收率基本没有影响 (图 2) ,但增大了表面活性

剂富集相的体积会降低富集倍数。本实验 PEG6000

的浓度选择为 112% (m /V )。

31212　盐浓度的选择 　电解质的加入可加快相分离行为 ,并且降低浊点 , (NH4 ) 2 SO4 易溶解 ,而且它

的加入使聚乙二醇 6000体系在室温下即能够完成相分离。 (NH4 ) 2 SO4 浓度增加 ,萃取回收率增大 ,当
(NH4 ) 2 SO4 浓度达到 40% (m /V )时回收率最好 ,此时溶液接近饱和 ,再增加 (NH4 ) 2 SO4 的浓度对回收

率无影响 (图 3)。故实验中所用 (NH4 ) 2 SO4 的浓度为 40% (m /V )。
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　图 2　表面活性剂浓度对 6种农药萃取回收率的影响

Fig. 2 　 Effect of surfactant concentration on extraction

recovery of six pesticides

1. B ifenthrin; 2. Fenp ropathrin; 3. Cyhalothrin; 4. Permethrin;

5. Fenvalerate; 6. Deltamethrin.

　图 3　盐浓度对 6种农药萃取回收率影响

Fig. 3　Effect of salt addition concentration on extraction

recovery of six pesticides

1. B ifenthrin; 2. Fenp ropathrin; 3. Cyhalothrin; 4. Permethrin;

5. Fenvalerate; 6. Deltamethrin.

31213　平衡时间的选择 　实验探讨了不同平衡时间对浊点萃取的影响 ,浊点萃取体系在 30 ℃水浴中

分别保持 10～70 m in。实验表明 ,当平衡时间为 30 m in时 ,各个农药的回收率达到最大 ; 但当平衡时间

过长 ,会导致浊点萃取向相反方向变化 ,表面活性剂相逐渐消失。在两相完全分离的情况下 ,平衡

　图 4　温度对 6种农药萃取回收率影响

Fig. 4　Effect of temperature on extraction recovery of six

pesticides

1. B ifenthrin; 2. Fenp ropathrin; 3. Cyhalothrin; 4. Permethrin;

5. Fenvalerate; 6. Deltamethrin.

30 m in即可。为使富集相和稀释相分层清晰 ,两相

分离后以 3500 r/m in离心 10 m in。

31214　平衡温度的选择 　温度对于表面活性剂胶

束的性质 ,尤其是分相后形成的凝聚相体积和含水

量均有较大的影响。样品按照前面优化条件处理

后 ,在 20, 30, 40, 50 和 60 ℃水浴中分别平衡

30 m in。实验表明 (图 4) ; 从 20～30 ℃所有农药回

收率上升 ; 30～40 ℃联苯菊酯、氯菊酯和甲氰菊酯

回收率基本不变 ; 但温度高于 40 ℃后回收率下降。

而功夫菊酯、溴氰菊酯和氰戊菊酯在 30 ℃后回收率

下降。故本实验采用的浊点萃取温度为 30 ℃。

313　异辛烷反萃取条件的选择

按 312条件分成清晰两相的体系 ,用长注射针从

下层移去稀释相后加入水不互溶溶剂进行反萃取。正己烷和氯仿也可以用于反萃取 ,但是正己烷和氯仿

具有强的挥发性 ,超声反萃取过程易挥发导致结果重现性差。故选择异辛烷作为反萃取剂 [ 15～17 ]。

　图 5　超声反萃取时间对 6种农药萃取回收率影响

Fig. 5 　 Effect of time of ultrasonic back extraction on

extraction recovery of six pesticides

1. B ifenthrin; 2. Fenp ropathrin; 3. Cyhalothrin; 4. Permethrin;

5. Fenvalerate; 6. Deltamethrin.

31311　异辛烷反萃取体积选择 　考察了异辛烷的

体积对回收率的影响 ,异辛烷体积为 011～0115 mL

时 ,虽然被测组分富集倍数高 ,但体积小表面活性剂

浓度大 ,并给转移异辛烷离心净化带来不便 ,检测重

现性差 ;异辛烷体积过大 ,被测组分富集倍数越小 ;

当异辛烷体积为 012～013 mL时 ,即可获得满意结

果。故选择 012 mL异辛烷进行反萃取。

31312　超声时间对反萃取效率的影响 　超声能加

快被测组分从表面活性剂相中转移到异辛烷中 ,为

防止异辛烷挥发 ,在封闭状态下进行超声。图 5显

示反萃取效率随超声时间增加而增加。当超声

25 m in时 ,异辛烷的萃取效率最高。

31313　离心净化 　经超声分离后的异辛烷 2表面活
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性剂富集相界面不清晰 ,为净化异辛烷相 ,将上层异辛烷小心移到 115 mL离心管中 ,以 6000 r/m in离心

3 m in后 ,取上层清液进样。

314　线性关系、检出限、线性范围

取不同浓度的 6种拟除虫菊酯类农药标准溶液按照 214项的色谱条件分别进样 ,确定它们的定量

范围和检出限。为了与高效液相色谱法比较 ,将按步骤 212取得的表面活性剂富集相直接注入 HPLC

系统 ,得到的检出限列入表 1。从表 1可见 ,反萃取法检出限比 HPLC方法下降了 213～518倍。

表 1　浊点萃取 2反萃取法的各种分析数据
Table 1　Analytical parameters of cloud point extraction (CPE) 2back extraction method

农药
Pesticide

回归方程
L inear equation R2 L inear range

(μg/kg)
RSDa

( % , n = 5)
LODb

(μg/kg)
CPE2HPLC

LODc (μg/kg)

联苯菊酯 B ifenthrin Y = 21705 ×107 X + 91521 ×105 0. 9987 019～500 2. 3 0. 4 2. 5

甲氰菊酯 Fenp ropathrin Y = 11375 ×106 X + 51765 ×104 0. 9975 112～500 3. 8 0. 4 2. 7

功夫菊酯 Cyhalothrin Y = 31222 ×106 X + 41 872 ×104 0. 9989 111～500 2. 0 0. 4 2. 3

氯菊酯 Permethrin Y = 51115 ×104 X + 21317 ×103 0. 9896 819～500 4. 4 3. 0 9. 8

氰戊菊酯 Fenvalerate Y = 11074 ×105 X + 01899 ×104 0. 9885 613～500 5. 2 2. 1 7. 7

溴氰菊酯 Deltamethrin Y = 31083 ×104 X - 11025 ×103 0. 9704 915～500 5. 1 3. 0 10. 2

　a. concentration: 0101 mg/kg; b. S /N = 3.

315　回收率与精密度

在 1100 g空白茶样里分别添加 3种不同浓度 ( 0. 01, 0105和 011 mg/kg)的混合标准溶液各

110 mL,充分混匀后测定 5次 ,结果见表 2。

表 2　浊点萃取 2反萃取法添加回收率 ( n = 5)
Table 2　Standard addition recovery of cloud point extraction (CPE) 2back extraction method ( n = 5)

农药
Pesticide

添加浓度 Added (0101 mg/kg)

平均回收率
Recovery ( % ) RSD ( % )

添加浓度 Added (0105 mg/kg)

平均回收率
Recovery ( % ) RSD ( % )

添加浓度 Added (011 mg/kg)

平均回收率
Recovery ( % ) RSD ( % )

联苯菊酯 B ifenthrin 8516 518 8819 410 9418 316

甲氰菊酯 Fenp ropathrin 8311 215 8517 511 9214 312

功夫菊酯 Cyhalothrin 8618 211 9013 218 9516 2. 5

氯菊酯 Permethrin 8218 313 8411 619 9319 8. 2

氰戊菊酯 Fenvalerate 8013 614 8616 711 9011 4. 5

溴氰菊酯 Deltamethrin 7115 712 7712 513 8013 5. 9

表 3　新鲜茶叶样品中农药检测结果 ( n = 3)
Table 3　Six pesticides detection results in fresh tea samp les( n = 3)

农药
Pesticide

检出浓度
Found

(μg/ kg)

添加检出浓度
Total found

(μg/kg)

回收率
Recovery

( % , n = 3)

RSD
( % , n = 3)

联苯菊酯 B ifenthrin 4117 21129 8516 313

甲氰菊酯 Fenp ropathrin 4115 20159 8212 413

功夫菊酯 Cyhalothrin 4109 20189 8410 510

氯菊酯 Permethrin 4101 20171 8315 212

氰戊菊酯 Fenvalerate 3193 20149 8218 414

溴氰菊酯 Deltamethrin 3151 17197 7213 516

　Standard added: 20μg/L.

316　样品检测

将浓度约 50μg/kg的 6种

农药的混合溶液喷洒在未喷洒

过农药的新鲜茶叶上 , 2 h后采

集 ;取风干后 (剪碎 )的新鲜茶

叶 1100 g于 20 mL刻度试管中 ,

添加浓度为 20μg/kg的 6种农

药混合标准溶液 110 mL,以本方

法进行检测 ,结果见表 3。

4　结　论

采用浊点萃取 2异辛烷反萃取 2气相色谱法测定茶叶中多种除虫菊酯农药残留 ,能显著提高检测灵敏

度 ,并能满足欧盟对茶叶制定农药最高残留限量 (MRL s)的要求 (如欧盟规定茶叶中一些农药的 MRL s

为 :甲氰菊酯 0102 mg/kg、溴氰菊酯为 5 mg/kg、功夫菊酯为 011 mg/kg、氰戊菊酯为 0105 mg/kg、氯菊酯

为 011 mg/kg、联苯菊酯为 5 mg/kg等 ) ;本方法可用于进出口茶叶中上述 6种农药残留的检测。
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C loud Po in t Extraction Coupled w ith Ultra son ic2a ssisted Back2
extraction for D eterm ina tion of Pyrethro id Pestic ides in Tea

by Ga s Chroma tography w ith Electron Capture D etection

MO Xiao2Rong, ZHENG Chun2Hui, CHEN J ian2W ei, ZHAO Dao2Yuan, YANG M ing2M in3

(College of Science, N anjing A gricultural U niversity, N anjing 210095)

Abstract　A method was developed for the determ ination of pyrethroid pesticides: bifenthrin ( BF ) ,

fenp ropathrin ( FP) , cyhalothrin ( CH ) , permethrin ( PM ) , fenvalerate ( FV ) and deltamethrin (D I) in tea

p roposed using the cloud point extraction (CPE) coup led with ultrasonic2assisted back2extraction p rior to gas

chromatography with electron cap ture detection. A pyrethroid solution containing 1. 2% (m /V ) polyethylene

glycol 6000 ( PEG 6000) and 40% (m /V ) (NH4 ) 2 SO4 was heated for the extraction of the pyrethroid pesti2
cides. The coacervation phase obtained was back extracted with isooctane. The upper isooctane solution was

centrifugated simp ly for further cleanup. A p reconcentration factor of 75 was obtained for these six pesticides.

The lim its of detection (LOD s) were 0. 4μg/kg for BF, FP and CH, 2. 1μg/kg for FV and 3. 0μg/kg for

PM and D I respectively. Six pyrethroid pesticides, BF, FP, CH, FV, DM and D I, were determ ined, the

amounts were 4117, 4115, 4109, 4101, 3193 and 3. 51 μg /kg. Six pyrethroid pesticides standards of

20μg/kg were added in the tea samp les mentioned above, the sp iked recoveries were 72. 3% - 85. 6% and

the relative standard deviations were 2. 2% - 5. 6%.

Keywords　Cloud point extraction, back2extraction, gas chromatography, pyrethroid pesticide, tea
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