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摘　要　研究了一种直接快速测定水果和蔬菜等固体样品中 5 种三唑类杀菌剂残留量的新方法,以

气相色谱-质谱联用技术为基础, 利用中空纤维膜液相微萃取提取固体样品中目标物。通过实验确定最佳

萃取条件为: 萃取剂为环己烷,固体样品与水的比例为 1∶3(总质量为 10g) ,超声震荡 5min 后以 500 r / min

的搅拌速率在 40℃下萃取 20min。萃取后取 1�L 有机溶剂直接进样进行气相色谱质谱分离检测。在此条件

下, 水果和蔬菜中的三唑酮和多效唑的线性范围为 0. 5—25mg / kg, 腈菌唑、烯唑醇和丙环唑的线性范围为

1—25m g/ kg ; 5 种目标物的检出限均低于 0. 210mg / kg ;相对标准偏差在 4. 7%—8. 1%之间。该方法可以用

于水果和蔬菜等固体样品中三唑类杀菌剂的快速测定。
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1　引言
中空纤维膜液相微萃取( HF-LPME)是在悬挂液滴液相微萃取的基础上发展起来的, 由于是

在多孔的中空纤维腔中进行, 并不与样品溶液直接接触,从而避免了悬滴萃取中溶剂易损失的缺

点;由于大分子、颗粒杂质等不能通过纤维壁孔,因此 HF-LPME还具有固相萃取、悬挂液滴液相微

萃取不具备的突出的样品净化功能, 扩大了分析底物范围,可用于复杂基质样品的直接分析
[ 1]
。发

展至今 HF-LPME已经逐渐被用于各种物质分析的前处理,它不仅被运用于生物[ 2]、环境[ 3]等样品

的检测,还在食品卫生等行业得到了成功的推广, 近年来倍受分析测试人员的关注。本实验利用

HF-LPME特有的优点,把 HF-LPME用于固体样品的直接测定。

三唑类杀菌剂是 20世纪 70年代才问世的新内吸性杀菌剂类型, 具有高效、广谱、低毒、双效

性,所以三唑类杀菌剂的发展特别引人注目。但是国外发达国家已经明确限定这类农药在食品中的

最高残留限量,例如日本肯定列表中规定大豆和玉米中丙环唑最高残留限量( MRL)分别为 0. 05、

1. 0mg / kg ,己唑醇分别为 0. 05、0. 02mg / kg ,腈菌唑分别为 0. 05、0. 02mg/ kg, 三唑酮分别为 0. 2、

0. 1mg/ kg 等
[ 4] ,因此研究一种准确、简单、快速、价廉、无二次污染且能同时测定水果和蔬菜中多种

三唑类杀菌剂残留的检测方法很有现实意义。三唑类杀菌剂常用的测定方法有气相色谱法

( GC)
[ 4, 5]
、气相色谱质谱法( GC-MS)

[ 6]
及高效液相色谱法( HPLC)

[ 7, 8]
。水果、蔬菜等固体样品的预

处理多用有机溶剂提取目标物, 氮吹定容后直接分析,或萃取后经弗洛里柱净化, 定容后进样分析,

传统的索氏提取法也被广泛应用 [ 9]。但这些方法需要大量的有机溶剂, 对实验人员伤害较大,且处

理时间比较长,步骤十分繁琐。HF-LPME 可以弥补上述缺点, 直接萃取水果和蔬菜等固体样品中



的三唑类杀菌剂。Hian Kee Lee
[ 10, 11]等人曾用 HF-LPME 直接测定土壤固体样品中的三嗪类除草

剂等,取得了较好的萃取效果。而把HF-LPME 用于直接测定水果和蔬菜中的三唑类杀菌剂的研究

还未见报道。本实验用 HF-LPME-GC-M S直接快速测定水果(苹果、橘子、香蕉)和蔬菜(大白菜、

鸡毛菜)中的 5种三唑类杀菌剂,得到了很好的效果,为该方法的研究提供了原始的参考依据。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

HP6890-5973MSD 气相色谱-质谱仪 (美国 Ag ilent 公司) ; HP-5MS 石英毛细管色谱柱

( 30m×0. 125mm, 0. 125�m 涂层, 美国 Agilent 公司) ; 10�L 微量进样器 (美国 Agilent 公司) ;

SH23-2恒温磁力搅拌器(上海梅颖浦仪器仪表公司) ; OBY-2可调高速匀浆机(苏州欧倍科学仪器

有限公司) ; KQ -500KDB 超声波清洗仪(江苏昆山超声波有限公司) ; Milli-Q Academic纯水器(美

国 M illipore 公司) ; 聚丙烯中空纤维膜(杭州浚华净水设备公司) ,内径为 550�m,壁厚为 50�m, 纤

维孔隙尺寸为 0. 02—0. 2�m。
色谱纯丙酮,环己烷, 正己烷,正辛烷, 苯, 甲苯; 其余所需试剂均为分析纯。实验用水为使用

Milli-Q Academic 纯水器制得的去离子和去有机物纯水。

5种三唑类杀菌剂标样(上海市农药研究所) : 三唑酮( T riadimefon) , 多效唑( Paclobutrazol) , 腈

菌唑( Myclobutanil) , 烯唑醇( Diniconazole) ,丙环唑( Propiconazole, 由一对立体异构体丙环唑 A 和

丙环唑 B组成)。使用丙酮配制含5种物质 1000mg/ L 的标准储备液,冷藏于 4℃冰箱中储存,临用

时用丙酮稀释至需要的浓度。

2. 2　水果和蔬菜样品的预处理

苹果去核,切碎备用;橘子去皮和子;香蕉去皮, 切碎;大白菜和鸡毛菜去根,切碎; 取 200g 以上

样品,在高速匀浆机中匀浆 2min,直至样品形成颗粒细小的浆状。处理好的样品放入 4℃的冰箱中

保存备用。

加标实验中, 取处理好的上述浆状固体样品 30g ,向其中加入丙酮直到把样品全部浸没为止。

取 5种三唑类杀菌剂混合标准溶液 150�L 注入到固体浆中,超声震荡 30s, 以便目标物被固体样品

充分吸附, 搅拌均匀直到丙酮挥发至干, 把样品放入通风橱里风干平衡一昼夜,即得到加标浓度为

5mg / kg 的标准样品。处理好的样品放入 4℃的冰箱中保存以备分析测定。

萃取时在 12mL 的样品瓶中按 3∶1的水/固体样比称取 2. 5g 备用浆状样品即可。

2. 3　中空纤维膜液相微萃取

将中空纤维膜在丙酮中超声清洗 10min 以便去除污染物, 风干后切成长度为 2cm 的小段备

用;微量进样器先抽入 3�L 萃取剂,再抽入等体积的水;将微量进样器针尖插入中空纤维膜的一端

然后浸入萃取剂中约 10s, 以便有机溶剂充满膜壁上的微孔; 此时, 疏水性的中空纤维膜膜管内也

会充满有机溶剂,然后用微量进样器内的水冲洗膜管,移除其中的有机溶剂;取出中空纤维膜浸入

样品中,小心地将进样器中的有机溶剂注入到中空纤维膜中; 打开磁力搅拌器开关开始萃取。待萃

取完成后,从中空纤维膜中抽取 1�L 萃取剂注入气相色谱中进行分析。

2. 4　色谱及质谱条件

色谱条件:载气( He)流速 0. 15mL/ min;分流进样,分流比为 10∶1; 进样口温度 230℃; 柱温为

程序升温:

初始温度 80℃( 2min)
　20℃/ min　

170℃
　15℃/ min　

260℃( 6min)
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质谱条件:质谱采用 EI 离子源(电子能量 69. 9eV) ,离子源温度 230℃,四极杆 150℃。采用全

扫描方式进行定性测定,选择离子方式进行定量测定。

3　结果与讨论

图 1　萃取溶剂对萃取效率的影响

3. 1　有机萃取剂的选择

在 HF-LPME 中选择一个合适的有机萃取溶

剂可以大大提高对目标物的萃取效率。萃取溶剂的

选取需要重点考察以下几个方面:有机溶剂必须能

浸没在纤维膜孔壁上且稳定, 不容易挥发,不溶于

水,与目标物有相似的极性,亲和力好。本实验选用

了正己烷、环己烷、正辛烷、苯和甲苯 5种有机溶剂

萃取目标物, 实验结果如图 1所示, 环己烷的萃取

效果明显好于正己烷和正辛烷, 萃取过程苯,甲苯

更容易发生溶剂损失, 不能满足所需进样体积。所

以本实验选取环己烷做萃取溶剂。

3. 2　超声震荡时间对萃取效果的影响

低频率超声震荡可以使固体样品颗粒变小,有

图 2　萃取时间对萃取效率的影响

利于目标物从固体样品解析到水中, 缩短萃取时间。超声

时间越长,固体颗粒越小,目标物越容易从固体样品中解

析出来; 但随着超声时间的增加, 固体粒径越来越小, 比

表面积增大, 对目标物的吸附能力加强,解析到水中的目

标物减少,萃取量降低。同时,固体颗粒越细小,萃取过程

中,需要更高的搅拌速度来使样品混合均匀,容易引起萃

取溶剂的损失。为了取得更好的萃取效果,本实验把超声

震荡与 HF-LPME 结合, 研究了超声时间分别为 1、3、5、

10、15min 时对萃取效率的影响。从实验结果可看出

5min 前随震荡时间的增加 5种目标物的峰面积均逐渐

增大, 5min 之后峰面积略有减少但变化不大。为减少分

析时间, 并达到较好的分析效果, 选择 5min作为超声震

荡时间。

3. 3　水与固体样品的比例

水/固体样品比小,样品不容易搅拌均匀,影响传质过程, 若提高搅拌速度又容易引起萃取溶剂

的损失;水/样品比过大,混合物中固体样品的含量降低, 传质到水中的目标物质减少,萃取出的目

标物也较少, 所以选取最佳水/样品比尤为重要。本实验在水与固体样品总质量为10g 的情况下,考

察了水/固体样品比分别为 2∶1, 3∶1, 4∶1, 5∶1, 7∶1 时对萃取效果的影响。实验结果表明:

水/固体样品比为 3∶1 时各个目标物的萃取效果都达到最大,选择 3∶1为最佳的水与固体样品

比。

3. 4　最佳萃取时间

萃取是目标物从样品迁移到吸收液的动态过程, 目标物迁移到吸收液中达到分配平衡需要一

定的时间,萃取时间越长, 越有利于目标物进入吸收液,但过长的萃取时间, 容易引起萃取溶剂损
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失,分析结果稳定性变差。在萃取时间分别为 5、10、15、20、25、30 min 时,研究了萃取时间对萃取

效率的影响。实验结果如图 2所示:前 20m in 随萃取时间的增大 5种目标物的峰面积逐渐增加,萃

取时间为 20min 时 4种目标物的峰面积达到最大值, 20min 之后,目标物峰面积逐渐减少,腈菌唑

峰面积在 25min时达到最大值。为了取得好的萃取效果,所以确定 20m in为萃取平衡时间。

图 3　搅拌速度对萃取效果的影响

3. 5　搅拌速率对萃取效果的影响

搅动水与固体样品的浆状物可以改善传质过程,加快

目标物进入萃取溶剂的速度,提高萃取效率,但搅动过快会

加速有机溶剂的溶解, 增大实验误差。本实验在400—700r/

min范围内改变搅拌速度, 考察了搅拌速率对萃取效果的

影响。结果如图 3所示。本实验选取 500r/ min作为最佳搅

拌速度。

3. 6　最佳萃取温度的选择

温度对液相微萃取有两方面的影响:升温,分析物向有

机相的扩散系数增大, 扩散速度随之增大,同时加强了对流

过程,有利于缩短达到平衡的时间;但是,升温会使分析物的分配系数减小,减少其在溶剂中的萃取

量,且高温有机溶剂易挥发。所以要同时考虑萃取时间和萃取效果,寻求最佳萃取温度。本实验对

比了萃取温度为 20, 25, 30, 35, 40, 45℃时的萃取效果,由实验数据分析可知在 20—40℃, 5种物质

的峰面积都逐渐增加, 40℃ 5种物质的峰面积均达到最大值,所以本实验选取 40℃作为最佳萃取

温度。

3. 7　方法的线性范围、检出限和精密度

取适量 1000mg/ L 标准储备液按照 2. 2 所示步骤准确配制浓度分别为 0. 5, 1, 5, 10, 25,

50mg/ kg的标准苹果样品,按照 2. 3所示步骤萃取,利用本实验选定的最佳萃取条件,测定苹果中 5

种物 质的 校准 曲线 线性 范围 分别 在 0. 5—25mg / kg 和 1—25mg/ kg 之 间, 检 出限 在

0. 055—0. 210mg/ kg之间。同时为考察方法的重现性,连续测定浓度为 10mg / kg 的各标准样品 6

次,测定的相对标准偏差( RSD)为 5. 1%—7. 4% ,具体数据如表 1所示。

图 4　香蕉样品中 5 种三唑类杀菌剂加标色谱图(全扫描方式;加标浓度: 10mg/ kg)

1——三唑酮; 2——多效唑; 3——腈菌唑; 4——烯唑醇; 5, 6——丙环唑。
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表 1　苹果样品中 5种目标物的萃取结果

分析物
线性范围

( mg/ kg)
相关系数

检出限

( mg/ kg)

相对标准偏差

( % )

三唑酮 0. 5—25 0. 9994 0. 055 6. 8

多效唑 0. 5—25 0. 9987 0. 087 5. 1

腈菌唑 1—25 0. 9991 0. 062 5. 9

烯唑醇 1—25 0. 9976 0. 170 7. 1

丙环唑 1—25 0. 9993 0. 210 7. 4

3. 8　实际样品的测定

应用本文建立的方法测定了香蕉、橘子、大白菜、鸡毛菜样品, 4种样品加标实验的检出限在

0. 05—0. 1mg/ kg 之间, 相对标准偏差为 4. 7%—8. 1%。实际样品中均未检出此 5种三唑类杀菌

剂。图 4为香蕉样品中 5种三唑类杀菌剂的加标色谱图。实验结果表明该方法简单、快速、成本低

廉,可以用于水果和蔬菜等固体样品中三唑类杀菌剂的快速检测。
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Analysis of Triazole Fungicides Residues in Fruits and Vegetables

by Hollow Fiber-Protected Liquid Phase Microextraction-Gas

Chromatography-Mass Spectrometry

CHEN Li-Hua　ZHANG Li-Jun　ZHANG Lei　ZHANG Zhan-En
( Suz hou University of Science and Technology , J iang su Province K ey L aboratory of E nv ironmental Science and Engineering ,

Suzhou, J iangsu 215011,P . R. China)

Abstract　A new method for the rapid and direct measurement of t riazole fungicides residue in

fruit s and vegetables w as developed based on gas chromatography-mass spect rometry ( GC-M S) with

hollow-f iber protected liquid phase m icroext raction ( HF-LPME ) for the ext raction of t riazole
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fung icides in fruit s and vegetables. The optimum extraction condit ions w ere invest igated: cyclohexane

w as selected as ext ract ag ent, solid samples/ water rat io was 1∶3 ( w ith a total quality 10g ) , solid

samples w ere ext racted at 40°C for 20min w ith 500 r/ min st irring rates after ult rasonic 5min. After

ex tract ion, 1�L organic solvent w as injected into GC-MS for separat ion and detect ion. Under the

opt imum condit ions, linear range w as 0. 5—25mg/ kg for t riadimenfon and paclobutrazol, and
1—25mg / kg for myclobutanil, diniconazole and propiconazole; the limits of detect ion ( LOD) were

low er than 0. 210mg / kg ; the relat ive standard dev iation( RSD) was in the range of 4. 7%—8. 1%.

The method is fast and accurate for the determ inat ion of t race amounts of triazole fungicides in f ruits

and vegetables.

Key words　Liquid Phase M icroext raction; Gas Chromatography-Mass Spect rometry; Fruits;

Vegetables; T riazole Fungicides
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