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溶剂棒微萃取 - HPLC法快速测定
常用蔬菜中的痕量尼古丁

杨新磊 , 罗明标 , 丁健桦
(东华理工学院 　应用化学系 , 江西 　抚州 　344000)

摘 　要 : 建立了一种以溶剂棒微萃取为样品前处理技术 , HPLC /UV法测定常用蔬菜中痕量尼古丁的方法。系

统优化了溶剂棒微萃取条件以及 HPLC法测定尼古丁的相关参数 , 方法的线性范围 01005～1 mg/L, 相关系数

为 01999 9; 检出限 01002 mg/L (S /N = 3) ; 在优化的实验条件下对尼古丁的富集倍数可达 190倍。样品加标回

收率 72%～111% (除黄瓜加标样品为 47% ) , 相对标准偏差小于 1010% ( n = 3)。实验证明 , 本方法可用于常

用蔬菜中痕量尼古丁的有效富集、测定。
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Rap id Determ ination of Trace N icotine in Common Vegetables by Solvent Bar

M icroextraction - HPLC

YANG Xin2lei, LUO M ing2biao, D ING J ian2hua
(Department of App lied Chem istry, East China Institute of Technology, Fuzhou　344000, China)

Ab s tra c t: A method for the determ ination of trace nicotine in common vegetables by HPLC /UV with

solvent bar m icroextraction ( SBME) as samp le p reparation technique was developed. The operating pa2
rameters for SBME and HPLC determ ination of nicotine were op tim ized. The nicotine enrichment factor

was 190 under op timum conditions. The linear range was 01005 - 1 mg/L with a correlation coefficient

of 01999 9 and the detection lim it was 01002 mg/L (S /N = 3). The recoveries of sp iked samp les( ex2
cep t for cucumber) ranged from 72% to 111% with a relative standard deviation lower than 1010%.

The p roposed method can be app lied to the enrichment and determ ination of trace nicotine in common

vegetables satisfactorily.
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尼古丁 , 又名烟碱 , 是广泛存在于烟草和烟草制品中的一种生物碱 , 研究表明 : 番茄、茄子、花

菜等茄科蔬菜中也含有少量的尼古丁。尼古丁对人体的危害众所周知 , 但微量尼古丁的摄入却对人体

有一定的益处 [ 1 ] , 因此建立一种快速、准确测定蔬菜中痕量尼古丁的方法不仅有助于开发不同蔬菜对

人体的药物和保健价值 , 还利于寻找微量尼古丁的来源。

现有文献中关于水果蔬菜中痕量组分测定的报道 , 多以液液萃取为样品前处理方法 , 过程大都较

为复杂、繁琐。本实验以一种新型的样品前处理方法 ———溶剂棒微萃取 ( solvent bar m icroextraction,

SBME) [ 2 - 3 ]法代替传统的液液萃取方法处理样品 , 该方法通过 1根多孔聚丙烯中空纤维壁孔来固定萃

取剂 , 给出相 (样品溶液 )中的尼古丁先被萃取到壁孔内的有机相中 , 再被反萃取到中空纤维空腔内的

接收相 (酸性水溶液 )中 , 一步完成萃取、富集和净化 , 降低了有机溶剂的使用 , 进一步提高了富集倍

数。这种萃取 -反萃取的过程还有效消除了基体组分对尼古丁测定的干扰。研究证明 , SBME样品前

处理技术结合 HPLC /UV检测 [ 4 - 6 ]的方法可以快速、准确测定常用蔬菜中痕量尼古丁。

1　实验部分

111　主要仪器与试剂

W aters 600液相色谱仪 (美国 W aters公司 ) ; A tlantis dC18色谱柱 (416 mm ×250 mm, 5μm , W aters
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公司 ) ; TU21810紫外可见分光光度计 (北京普析通用仪器有限公司 ) ; KQ250DB型数控超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司 )。

尼古丁标准品 (MERK - Schuchardt, 含量大于 98% ) , Accurel Q3 /2聚丙烯中空纤维 (Membrana,

W uppertal, Germany, 壁厚 200μm、孔径 012μm、内径 600μm) , 甲醇、乙腈 (国药集团化学试剂有限

公司 , HPLC级 ) , 其它试剂均为分析纯 , 实验用水均为二次水。

112　样品的预处理

高水分含量样品 : 如西红柿、黄瓜等 , 样品匀浆后直接离心 10 m in (10 000 r/m in) , 抽滤 , 取滤液

进行溶剂棒微萃取。

低水分含量样品 : 如茄子、花菜、豆角、辣椒等 , 取切碎样品 10 g加入 20 mL二次水提取 , 于

50 ℃水浴中超声 30 m in浸出样品成分 , 再离心 10 m in (10 000 r/m in) , 抽滤 , 取滤液进行溶剂棒微

萃取。

113　溶剂棒微萃取步骤

将中空纤维切成 215 cm的小段 , 放入乙腈中超声清洗 15 s除去杂质 ; 晾干后放入有机萃取剂中超

声浸泡 10 s以使中空纤维壁孔中注满有机溶剂 ; 用接收相注满中空纤维空腔后封住两端 (约盛 5μL接

收相 ) , 按图 1放入样品瓶中 , 打开磁力搅拌器 , 以 1 000 r/m in速率开始搅拌 , 萃取 50 m in后取出 ,

剪开封住端 , 用 25μL HPLC微量进样器 (700μm, o1d1)抽回接收相 , 取 4μL直接进样测定。

114　尼古丁标准贮备液和标准溶液的配制
准确称取 01100 0 g尼古丁 , 以甲醇定容至 100 mL容量瓶 , 即得 1 000 g/L尼古丁标准贮备液。实

验时分别移取不同体积的标准贮备液用二次水稀释成所需浓度的标准工作液 , 于 4 ℃保存待用 , 使用

期 30 d。

2　结果与讨论

211　色谱条件的优化
21111　检测波长的选择 　取尼古丁溶液在

190～400 nm 范围内扫描 , 发现尼古丁在

1 261 nm处有最大吸收 , 故选用 261 nm 为测

定尼古丁的最佳检测波长。

21112　有机改性剂 - 三乙胺的加入 　以

KH2 PO4 (10 mmol/L ) - CH3OH - 三乙胺 (体积

比 90 ∶10 ∶011, pH 215)的磷酸盐缓冲溶液为

流动相 , 流速为 016 mL /m in时尼古丁的色谱

峰如图 2所示 , 三乙胺的加入有效改善了尼古

丁色谱峰的拖尾现象 , 并且提高了尼古丁测定

的灵敏度。

212　SBME条件的优化

SBME是一种微型化的液液萃取模式 , 其

原理与传统液液萃取一样 , 最大的不同之处在

于 SBME是一种非消耗型萃取方法 , 有机溶剂

用量通常只有几至几十微升 , 较之传统液液萃

取大大降低了有机溶剂的使用。本实验采用的

是一种三相 SBME萃取方式 , 通过调节给出相

和接收相的 pH, 样品中的尼古丁先以分子形

式被萃取到中空纤维壁孔内的有机相中 , 再被

反萃取到酸性接收相中。

根据液液萃取平衡理论和动力学理论 , 影
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响萃取效率的主要因素有萃取剂、搅拌速率、萃取时间等。本实验以正辛醇为萃取剂 [ 7 - 8 ]
, 2 mL 1

mol/L KOH调节 2 mL尼古丁标准溶液作为给出相 , 10 mmol/L KH2 PO4 (pH 2)为接收相来反萃取有机

溶剂中萃取的尼古丁。搅拌速率和萃取时间对萃取效率的影响分别见图 3 (萃取时间为 10 m in)和图 4

(搅拌速率为 1 000 r/m in)。

　　

　　从图 3可以看出增加搅拌速率增强了物质的扩散传递 , 样品中的尼古丁更易进入有机相中 , 萃取

效率持续增加 , 但当搅拌速率超过 1 000 r/m in, 萃取过程中会产生气泡附着在中空纤维的外壁上 , 阻

碍了物质的传递 , 因而萃取效率有所降低。延长萃取时间 , 萃取更接近平衡 , 萃取效率越高 , 但有机

溶剂也会随之有所溶解 , 故萃取效率随时间先升后降。因此 , 确定搅拌速率为 1 000 r/m in, 搅拌时间

为 50 m in。

213　方法的评价与有效性

以 2 mL 01100 0 mg/L尼古丁标准溶液加入 2 mL 1 mol/L KOH溶液作为给出相 , 考察方法的富集倍

数 , 按上述实验方法在优化条件下萃取后 , 取 4μL 接收相进样测定其浓度 , 将此浓度对比于 011

mg/L , 即得方法的富集倍数 , 通过计算得该方法对尼古丁的富集倍数可达 190倍。

分别取 01001 000～10100 mg/L范围内的标准溶液 2 mL按上述方法测定。结果表明 , 01005 000～

11000 mg/L范围内接收相中的尼古丁峰高值与浓度线性关系良好 , 相关系数为 01999 9。

按信噪比 S /N = 3得出该方法对尼古丁的检出限为 01002 mg/L。

图 5　西红柿滤液不同处理方式的色谱图
Fig15　Chromatogram s of tomato filtrate by

different treatments
1. sp iked tomato filtrate (加标滤液 SBME) ;

2. filtrate after SBME (滤液经 SBME) ; 3. directly
injected filtrate (4μL) (滤液直接进样 (4μL) )

　　样品加标相对回收率按下式计算 : R = [ ( h - h0 ) / hs ] ×100% , 式中 , h为加标样品尼古丁峰高值 ,

h0 为未加标尼古丁峰高值 , hs 加标二次水样尼古丁峰高值。

以西红柿样品为例 , 从图 5可以看出 : ①西红柿样品滤液直接进样 (色谱峰 3) , 由于样品中的尼

古丁含量很少 , 尼古丁峰被基体其他组分峰 (612

m in)掩盖 , 无法检测 ; ②将样品滤液稀释加标后

过滤进样 (色谱峰 1) , 尼古丁峰出现在 615 m in;

③样品滤液经 SBME后取接收相进样 (色谱峰

2) , 消除了 612 m in时的干扰峰 , 可以检测出尼

古丁峰 (615 m in)。

214　样品的测定
分别取市售西红柿、茄子、花菜、黄瓜、红

辣椒和刚摘的青西红柿按“112”处理后 , 取 2 mL

滤液按前述方法测定。加标实验取 2 mL样品滤

液分别加入 01010 00 mg/L和 01100 0 mg/L尼古

丁 , 测定结果见表 1。其中 , 黄瓜 ( cucumber)样

品的加标回收率较低 , 可能是黄瓜基质对尼古丁

有较强的吸附作用 , 阻碍了萃取的进行。
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表 1　样品的测定结果
Table 1　Determ ination results of samp les

Samp le

N icotine concentration

±SD ( n = 3)

w / ( ng·g - 1 )

Relative sp iked recovery R /% ±SD ( n = 3)

Sp iked concentration

(0. 01 mg/L)

Sp iked concentration

(0. 1 mg/L)

Amount of vegetable

required for 1μg of

nicotine3 3 m / g

Green tomato 14. 5 ±0. 52 87. 5 ±2. 98 110. 8 ±4. 32 69. 0

R ipe tomato 9. 6 ±0. 67 88. 1 ±3. 70 93. 0 ±2. 51 104. 2

Cucumber - 3 88. 3 ±4. 86 47. 4 ±1. 47

Cauliflower 14. 2 ±0. 080 83. 9 ±7. 97 72. 2 ±2. 09 70. 4

Eggp lant 11. 3 ±0. 56 77. 8 ±3. 59 89. 2 ±2. 59 88. 5

Chili 11. 0 ±0. 55 87. 9 ±8. 53 109. 5 ±2. 08 90. 9

Bean - 98. 2 ±6. 00 90. 1 ±3. 60

　3“ - ”未检测到 (“ - ”: not detected) ; 3 3 人体受尼古丁影响的最小摄入量为 500μg( the m inimum quantity of nicotine influencing human

body is 500μg) [ 9 ]
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