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微波辅助固相萃取高效液相色谱法测定稻谷中苯噻草胺残留量
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［摘要］　目的：建立测定稻谷中苯噻草胺残留量的微波辅助固相萃取高效液相色谱法（ＭＡＥＳＰＥＨＰＬＣ）。方法：以丙酮
乙腈（体积比３７）为提取剂，采用微波辅助萃取稻谷中残留的苯噻草胺，经弗罗里硅土固相萃取小柱净化后，用高效液相色

谱二极管阵列检测器检测。以乙腈水为流动相，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，２１７ｎｍ检测。结果：苯噻草胺在０．１９８～９．９００μｇ／ｍｌ范

围内呈良好的线性关系，最低检测限为０．０３９６μｇ／ｍｌ。稻壳添加平均回收率为９０．８％，ＲＳＤ为１．８％；糙米添加平均回收率

为８５．６％，ＲＳＤ为２．５％。结论：ＭＡＥＳＰＥＨＰＬＣ法简便、快速，可用于稻谷中苯噻草胺残留量的测定。
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　　苯噻草胺是由德国拜耳公司于２０世纪７０年代末创制

并于２０世纪８０年代中期开发的酰胺类选择性内吸传导型

除草剂，其作用机制是抑制细胞的生长与分裂，主要用于防

除水稻田以稗草为主的禾本科杂草［１］。随着这类除草剂的

大量使用，农作物遭受药害的问题已日益显露。酰胺类除草

剂通过一系列酶反应会生成具有致癌作用的二烷基醌亚

胺［２］，所以它们在作物中的残留受到人们的广泛关注。

　　目前对苯噻草胺的测定主要采用液相色谱法，但是传统

的样品处理过程却存在着很多的缺陷，如提取时间长、消耗大

量有机溶剂、分析前处理过程冗长。本研究采用微波辅助萃

取（ＭＡＥ）来提取样品中的农药，然后用固相萃取（ＳＰＥ）净化

该样品，建立 ＭＡＥＳＰＥＨＰＬＣ测定稻谷中苯噻草胺残留量的

分析方法，并对其进行方法学评价，以寻求操作简便、快速、灵

敏、准确，适合于稻谷中苯噻草胺残留量测定的新方法。

１　仪器和试剂

　　ＣＷ２０００型超声微波协同萃取仪（新拓微波溶样测试

技术有限公司）；ＷａｔｅｒｓＨＰＬＣ系统（上海申生科技有限公

司）组成：Ｗａｔｅｒｓ５１５ＨＰＬＣＰｕｍｐ，Ｗａｔｅｒｓ９９６Ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ

ＡｒｒａｙＤｅｔｅｃｔｏｒ，Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ３２色谱管理系统；ＳｅｎｃｏＲ系列旋

转蒸发器；ＤＫＳ２２型电热恒温水浴锅（上海精宏实验设备有

限公司）；ＫＵＤＯＳＳＫ５２００Ｈ超声清洗器（上海科导超声仪器
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有限公司）；ＪＬＭＪ砻米机（上海嘉定粮油仪器有限公司）。固

相萃取真空多歧管装置（美国Ｓｕｐｅｌｃｏ公司）。丙酮为分析纯

（国药集团化学试剂有限公司），甲醇、乙腈均为色谱纯（Ｆｉｓｈ

ｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），Ｆｌｏｒｉｓｉｌ固相萃取小柱（１ｇ，６ｍｌ，Ｗａｔｅｒｓ公

司）。稻谷来自上海崇明，采样时间为２００６年１１月，水稻收

获期；稻粒样品采集成熟稻穗，为多点采集，混合而成。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱为依利特公司 ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８
（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，５μｍ）ＨＰＬＣ柱，流动相为乙腈水溶液

（５０５０），流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长为２１７ｎｍ，进样量

为１０μｌ，柱温为室温。

２．２　供试液的制备

２．２．１　样品的提取　稻谷阴干后脱壳，分别收集糙米与稻

壳，再分别粉碎，过４０目，得糙米样与稻壳样，备用。分别称

取１０ｇ稻壳、糙米样品于２５０ｍｌ的萃取罐中，加入１５０ｍｌ
的丙酮乙腈溶液（体积比为３７），微波温度为７２℃，辐射时

间为１０ｍｉｎ，超声为开启。微波加热结束后，取出萃取罐，冷

却至常温，萃取液过滤后在旋转蒸发仪上４０℃水浴浓缩至约

１ｍｌ。

２．２．２　样品的净化　用１５ｍｌ正己烷预淋洗Ｆｌｏｒｉｓｉｌ固相萃

取小柱，将上述样品浓缩液转移到小柱中，上样结束后用５

ｍｌ洗脱液（正己烷丙酮体积比４１）进行洗脱，调节洗脱速

度为每５～６ｓ滴１滴，收集洗脱液于刻度试管中，在４０℃空

气流下吹至近干，用乙腈溶解残渣并定容至１．０ｍｌ，过０．４５

μｍ微孔滤膜后，待测。

２．３　方法学考察

２．３．１　方法专属性　色谱图（图１）结果表明：本实验条件下

样品中的杂质不干扰苯噻草胺的测定。

图１　稻壳样品（Ａ、Ｂ）和糙米样品（Ｃ、Ｄ）色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｉｃｅｈｕｌｌ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｂｒｏｗｎｒｉｃｅ（Ｃ，Ｄ）

Ａ：Ｂｌａｎｋｒｉｃｅｈｕｌｌ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｒｉｃｅｈｕｌｌａｄｄｅｄｍｅｆｅｎａｃｅｔ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｂｒｏｗｎｒｉｃｅ；Ｄ：Ｂｌａｎｋｂｒｏｗｎｒｉｃｅａｄｄｅｄｍｅｆｅｎａｃｅｔ

２．３．２　标准曲线的绘制　苯噻草胺标准溶液：精密称取苯

噻草胺标准品０．０１００ｇ（纯度９９％，购于美国Ｃｈｅｍｓｅｒｖｉｃｅ
公司），用乙腈溶解定容至 １００ ｍｌ，配制成质量浓度为

９９μｇ／ｍｌ的标准储备溶液。分别精密吸取标准品溶液０．０２、

０．０５、０．１０、０．２０、０．５０、１．００ｍｌ，各置１０ｍｌ容量瓶中，加乙

腈至刻度，摇匀，制成浓度为０．１９８、０．４９５、０．９９０、１．９８０、

４．９５０、９．９００μｇ／ｍｌ的溶液。在上述色谱条件下，各重复进样

３次，记录峰面积。以标准品峰面积Ｙ 对质量浓度Ｘ 作图，

绘制标准曲线并计算回归方程。线性方程为Ｙ＝４６５９８Ｘ＋

８２４２．７，ｒ＝０．９９９５，表明苯噻草胺在０．１９８～９．９００μｇ／ｍｌ
浓度范围内具有良好的线性关系。

２．３．３　精密度试验　取浓度为９．９００μｇ／ｍｌ的标准品溶液

１０μｌ，于１ｄ内重复测定６次，连续测定６ｄ，计算日内、日间

精密度。日内精密度和日间精密度的ＲＳＤ分别为２．１４％和

３．６２％，表明方法的精密度良好。

２．３．４　准确度试验　以未受农药污染的稻谷样品为本底，
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分别添加相当于样品中含苯噻草胺０．０５、０．１０和１．００μｇ／ｇ
的标准溶液，与２．２项下处理方法相同，在上述色谱条件下

重复测定３次，记录峰面积。依法同时做平行实验３份，将峰

面积代入回归方程，计算平均回收率。稻壳添加平均回收率

为９０．８％，ＲＳＤ为１．８％；糙米添加平均回收率为８５．３％，

ＲＳＤ为２．５％。

２．３．５　最低检测限和最低定量限　最低检测限为０．０３９６

μｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ＝２），最低定量限为０．１９８μｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ＝１０）。

２．４　样品的测定　测定了来源于农贸市场的大米样品中苯

噻草胺农药残留量，结果样品中并未检出该农药。

３　讨　论

３．１　样品前处理方法的考察

３．１．１　样品提取方法的选择　农药残留样品的前处理主要

包括萃取和净化等步骤，需要尽可能完全提取其中的待测组

分，同时要尽可能除去与目标物同时存在的杂质，以减少对

检测结果的干扰，避免对色谱柱和检测器等的污染。传统提

取净化方法有索氏提取、机械振荡等技术，这些技术费时费

力、容易引起较大误差；且大量使用有机溶剂，易污染环

境［３］。ＭＡＥ是一种新的少溶剂样品前处理方法［４］，其基本

原理是利用微波强化溶剂效率，使固体或半固体试样中的某

些有机物成分（或有机污染物）与基体物质分离。与传统方

法相比，ＭＡＥ具有溶剂用量少、操作容易、目标物损失少等

优点，易得到推广［５］。本研究采用 ＭＡＥ来提取样品中的残

留农药，结果表明该法灵敏度高、准确度好、净化效果好。

３．１．２　样品净化方法的选择　ＳＰＥ技术是成熟的样品制备

技术，是基于液相色谱原理的分离、纯化方法。其萃取剂一

般为液相色谱固定相，当待测物通过萃取剂时，其中某些痕

量目标物质就被吸附在萃取剂上，然后采用适宜的选择性溶

剂将其洗脱下来，即可得到富集、纯化的目标物。该方法操

作简便，能在短时间内处理大量样品，且能有效去除样品中

杂质的干扰，是公认的用于液体样品浓缩、富集最为有效的

前处理技术之一［６］。目前，这种净化方法越来越多地应用于

食品及环境中有机污染物的残留分析［７］，其在国外已逐渐取

代了传统的液液萃取而成为样品前处理可靠而有效的方法。

本研究结合 ＭＡＥ和ＳＰＥ这两种前处理新技术，对稻谷中的

苯噻草胺农药进行了有效的提取、净化和浓缩，建立了一种

结果准确、回收稳定、样品处理简便、净化效果好的液相色谱

检测方法。

３．２　样品前处理条件的考察

３．２．１　提取溶剂的选择　农药残留分析方法中最广泛的提

取剂有乙腈、丙酮、苯、氯仿、二氯甲烷等。一般是用乙腈提

取脂溶性或油溶性样品，因此在本研究中采用乙腈作为提取

溶剂。然而选择提取溶剂还需考虑溶剂是否易被蒸发，乙腈

挥发性较差，若单用乙腈提取样品，会浪费时间并导致回收

率降低。丙酮因无毒、价廉、易蒸发等优势已成为良好的提

取溶剂。故本实验选用丙酮乙腈混合溶液（体积比为３７）

作为提取剂。

３．２．２　净化条件的选择　实验选用弗罗里硅土柱作为净化

柱，对苯噻草胺标准溶液进行洗脱剂的选择实验，依次用不

同丙酮含量（１０％、２０％、３０％、４０％和５０％）的正己烷溶液各

１０ｍｌ作为洗脱液进行淋洗并分别收集流出液，然后用空气

流吹干，再用流动相溶解并定容，上机进行测定，计算相对峰

面积。从结果可以看出：随着洗脱液中丙酮含量的增加，洗

脱强度增大（１０％丙酮正己烷溶液，相对峰面积７９．５０％；

２０％丙酮正己烷溶液，相对峰面积２０．５０％），用２０％丙酮
正己烷溶液洗脱时，苯噻草胺基本可以完全洗脱，因此最后

选用２０％丙酮正己烷作为洗脱剂。

　　取空白样品，加入９．９００μｇ／ｍｌ苯噻草胺的标准溶液，分

别用不同体积（１、２、３、４、５ｍｌ）的洗脱液进行洗脱，结果经５

ｍｌ洗脱剂洗脱后，再用甲醇洗脱萃取小柱，收集洗脱液进行

测定，未检测出苯噻草胺残留。所以选用５ｍｌ洗脱剂洗脱

Ｆｌｏｒｉｓｉｌ固相萃取小柱。

３．３　色谱分离条件的优化　通过二极管阵列检测器的波长

扫描，该农药在２１７ｎｍ处有最大吸收，因此选择２１７ｎｍ作

为检测波长。考察不同配比的甲醇水、乙腈水的流动相体

系，结果发现：采用乙腈水作为流动相，体系基线平稳，色谱

峰尖锐，峰形对称，分离效果较好。乙腈是较好的有机修饰

剂，它于低波长处的 ＵＶ透光率高且黏度较小，可使工作压

力较低、塔板数较高。选择不同的流速（０．６、０．８、１．０、１．２

ｍｌ／ｍｉｎ）进行分析，结果发现：流速低时，保留时间长，峰形变

宽，有拖尾现象；流速较高时，较快出峰，但有杂质干扰峰，泵

压高；当流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ时，分离效果较好。

　　综上所述，本研究所建立的、用于测定稻谷中残留苯噻

草胺含量的微波辅助固相萃取高效液相色谱法，分析速度

快、操作简单、检测限低、精密度和准确度均符合要求，适用

于稻谷中苯噻草胺残留量的检测。
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