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离子液体在无抗奶检测中的应用
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摘要!采用复分解方法合成疏水性离子液体
&0

辛基
0#0

甲基咪

唑六氟磷酸盐+!

L

!

YXY

#!

H,

"

#,$用活性炭和大孔树脂固相

萃取小柱净化该离子液体$得到无色透明的+!

L

!

YXY

#
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H,

"

#,$产率
!(?"M

%利用该离子液体萃取乳及乳制品中的

青霉素及其酶解产物青霉素噻唑酸$并优化萃取条件%通过

自建的高效液相色谱方法检测青霉素及青霉素噻唑酸的含

量$间接判断乳及乳制品中是否为真正的-无抗奶.%离子液

体萃取方法青霉素回收率为
!(?)M

"

.$?"M

$

ZF-

为
&?!M

$

检出限
*8

9

)

1K

&青霉素噻唑酸回收率为
!#?*M

"

.%?!M

$

ZF-

为
$?)M

$检出限
*8

9

)

1K

$通过与杯碟法和液相质谱法

作比较$更说明了该方法的优越性%

关键词!离子液体&

"

0

内酰胺酶&青霉素&青霉素噻唑酸&高效

液相色谱&乳及乳制品
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青霉素作为一种高效+廉价的抗生素%是禽畜饲养治疗+

抵抗炎症首选的药物&抗生素滥用的危害在于加剧细菌耐

药性%正成为目前全球最迫切的公共卫生问题之一&如何严

格控制+合理使用抗生素必须引起全社会的重视&在乳及乳

制品的生产过程中%不法企业为了避免检查出过量使用青霉

素%人为地使用
"

0

内酰胺酶去降解牛乳中残留的青霉素%使

青霉素酶解生成青霉素噻唑酸%生产人造0无抗奶1&所以判

断产品是否为真正的0无抗奶1%需要同时检测青霉素和
"

0

内

酰胺酶是否残留&目前检测
"

0

内酰胺酶的方法有微生物法%

该方法灵敏度高%检出限低%但是重复性不好%检测周期过

长)

&

*

$碘量法操作简便+快捷%为实验室普遍使用%但是对反

应时间要求严格%灵敏度和重现性不好)

$C)

*

$酶联免疫

法)

*C"

*快速+高效%但是成本太高&高效液相色谱法具有高

性能的检测设备和先进的操作控制系统%自动化程度高+结

果重复性好%但在检测基质复杂的乳及乳制品时%需要对样

品进行比较繁琐的前处理工作%而且处理过程一般为稀释样

品%所以灵敏度不高)

(C!

*)

.

*

#&C#!

)

&%C&&

*

$液相色谱'串联质谱

法所需仪器价格昂贵)

&$

*

&因此建立一种简单%快捷%灵敏度

高的乳及乳制品的前处理方法是很有必要的&

离子液体在室温或近于室温情况下是由有机阳离子和

无机阴离子组成的熔融盐体系构成&由于离子液体独特的

性质%被广泛应用在富集+分离+合成+催化+电化学等方

#"



面)

&#C&"

*

&其中烷基咪唑类离子液体常被用于萃取和富集水

溶液中的苯及苯的衍生物等)

&(

*

&并且烷基咪唑类离子液体

与液相色谱柱及其流动相有很好的兼容性%可以作为样品溶

剂进入液相色谱仪)

&!

*

&$C&(

&

但如何将离子液体应用到0无抗奶1的检测中%同时检测

青霉素及其酶解产物青霉素噻唑酸却很少有研究&赵洪

秋)

&!

*

$$C$#利用
&0

丁基
0#0

甲基咪唑六氟磷酸盐%液'液微萃

取的形式%萃取并检测牛乳中青霉素的含量%得到较好的效

果&但对于添加
"

0

内酰胺酶%将青霉素分解为青霉素噻唑酸

的人造0无抗奶1并没有加以研究&而且
&0

丁基
0#0

甲基咪唑

六氟磷酸盐的色谱行为与目标物近似%所以在赵洪秋色谱图

中%目标物周围杂质较多&根据对0无抗奶1的检测需求%合

成并净化得到无色透明的离子液体
&0

辛基
0#0

甲基咪唑六氟

磷酸盐&该离子液体疏水性更强%极性更弱&本身的色谱行

为不影响目标物出峰&将)!

L

!

YXY

#!

H,

"

#*液'液分散萃

取技术应用在乳及乳制品中青霉素及青霉素噻唑酸的检测

试验中%可以提高离子液体对目标物的富集程度%增加回收

率&同时快速地对目标物进行净化+萃取+浓缩&从而使样

品前处理更快捷%检测结果更稳定%方法检出限更低%灵敏度

更高&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与试剂

#0

甲基咪唑"分析纯%阿拉丁试剂上海有限公司$

&0

氯正辛烷"优级纯%上海麦克林生化科技有限公司$

六氟磷酸钾"分析纯%阿拉丁试剂上海有限公司$

青霉素标准品"标准品!

.(?*M

#%德国
-G?/6G78<>BGS7G

公司$

"

0

内酰胺酶"分析纯!

*%%V

(

1K

#%阿拉丁试剂上海有限

公司$

甲醇"色谱纯%北京百灵威科技有限公司&

大孔树脂固相萃取柱"

)

9

%

&$1K

%迪马科技有限公司$

牛奶阴性样品"兰州庄园乳业有限责任公司&

&?$

!

仪器与设备

液相色谱仪"安捷伦
&$"%

型%配二级管阵列检测器%安

捷伦科技有限公司$

旋转蒸发仪"

Z/0*$''

型%上海亚荣生化仪器厂$

离心机"

Zm0XX

型%天美中国科学仪器有限公司&

&?#

!

方法

&?#?&

!

离子液体合成
!

根据文献)

&#

*修改如下"

&0

辛基
0#0

甲

基咪唑氯化盐的合成!)

L

!

YXY

*

L4

#"称取
%?$*1B4

!

$%?*#

9

#

#0

甲基咪唑和
%?$*!1B4

!

$#?!!

9

#

&0

氯正丁烷于
&%%1K

烧

瓶中%加热回流
$)6

%用热乙酸乙酯多次洗涤反应后的液体%

弃去乙酸乙酯%

(%b

旋转蒸发%得到淡黄色粘稠液体%备用$

&0

辛基
0#0

甲基咪唑六氟磷酸盐的合成!)

L

!

YXY

*)

H,

"

*#"称

取
&0

辛基
0#0

甲基咪唑氯化盐
#*

9

溶于
$%%1K

蒸馏水中%加

入六氟磷酸钾
)(

9

%搅拌
&6

%分为两层%弃去上层后%用蒸馏

水反复洗涤除去氯离子%在洗涤过离子液体的水中滴加

%?&1B4

(

K

的硝酸银溶液%直到不产生白色沉淀%证明氯离子

洗涤干净&

(%b

旋转蒸发去除水分%得到淡黄色粘稠液体&

将该液体溶于
$%%1K

色谱纯甲醇中%加入
&%

9

活性炭脱

色&取上清液过大孔树脂固相萃取柱%接收全部流出液%

(%b

旋转蒸发去除多余溶剂&得到无色透明粘稠液体%

备用&

&?#?$

!

试剂配制
!

称取青霉素标准品
&%1

9

%用
%?%*1B4

(

K

I

J#?*

乙酸铵溶解定容至
&%1K

%得到
&1

9

(

1K

青霉素溶

液&使用时用
%?%*1B4

(

K

I

J#?*

的乙酸铵逐级稀释至适当

浓度&秤取青霉素标准品
&%1

9

%用
%?%*1B4

(

K

I

J"?%

的乙

酸铵溶解%加入
&1K*%%V

(

1K

的
"

0

内酰胺酶%

#(b

恒温

酶解
#% 138

&得到青霉素噻唑酸标准溶液%使用时%用

%?%*1B4

(

K

I

J#?*

的乙酸铵逐级稀释至适当浓度&

&?#?#

!

样品前处理
!

称取
&%?%%

9

牛奶样品于离心管中%加

入
%?%*1B4

(

K

I

J#?*

乙酸铵溶液
#%1K

%涡旋+超声后%分

别加入
&%"

9

(

K

亚铁氰化钾溶液和
$$%

9

(

K

乙酸锌溶液各

*1K

%涡旋震荡%使其混合均匀后%于
)b

%

&%%%%G

(

138

离

心
*138

%取全部上清液置于另一支离心管中%分别加入

&1K

离子液体和
*

9

氯化钠%剧烈摇动
$138

%使离子液体与

上清液形成乳浊液%

)b

%

&%%%%G

(

138

离心
*138

%目标物被

离子液体萃取留在下层%取下层清液过
%?)*

#

1

滤膜%进行

高效液相色谱测定&

&?#?)

!

色谱条件
!

为使青霉素与青霉素噻唑酸能良好分离%

并且离子液体出峰不影响目标物色谱峰&目标物在流动相

I

J

范围内只有单一化合物形态&固自行建立色谱方法%色

谱柱"

L

&!

)?"

#

1`&*%11

分析柱$流动相"

I

J#?*

乙酸铵

缓冲液'甲醇!体积比
)%

&

"%

#$流速"

& 1K

(

138

$柱温"

#*b

$进样量"

$%

#

K

$检测波长"

$$*81

&

&?#?*

!

回收率及隔日试验
!

在牛奶阴性样品中加入不同体

积的青霉素及青霉素噻唑酸!由步骤
&?#?$

配制所得#标准溶

液%使样品中青霉素及青霉素噻唑酸含量分别为
&%

%

$%

%

)%8

9

(

1K

%按照
&?#?#

的方法测定其含量%并计算回收率&

将待测样液常温放置过夜%第
$

天再次测定其含量%计算回

收率&

&?#?"

!

样液
I

J

值对离子液体萃取效果的影响
!

分别用

%?%*1B4

(

K

I

J

值为
$?%

%

#?%

%

)?%

%

*?%

%

"?%

%

(?%

%

!?%

%

.?%

%

&%?%

的乙酸铵缓冲液%配制
&

#

9

(

1K

的青霉素和青霉素噻唑酸

溶液%取
&1K

经离子液体萃取后%进入液相色谱仪测定&

&?#?(

!

标准工作曲线的线性回归方程+相关性系数+线性范

围+最低检出限及精密度试验
!

取
*%

"

*%%%%8

9

(

1K

不同

浓度的青霉素和青霉素噻唑酸溶液进行分析%以液相色谱的

峰面积对目标物浓度求得回归方程$以
#

倍信噪比为最低检

出限$取
&%

份阴性样品做青霉素和青霉素噻唑酸的药物添

加%按
&?#?#

的方法处理+测定%测得两种物质的标准偏差&

&?#?!

!

方法应用
!

在
&%

组阴性样品中%人为随机添加青霉

素和
"

0

内酰胺酶%放置
&@

后%分别用杯碟法)

$

*

+液相质谱

法)

&$

*

+离子液体萃取法检测&

$

!

结果与讨论
$?&

!

离子液体对青霉素和青霉素噻唑酸的萃取效果

阴性样品+阴性样品中添加青霉素及青霉素噻唑酸的加

)"

安全与检测
!

$%&"

年第
!

期



标样品按照
&?#?)

的方法处理%经液相色谱仪检测%得到相应

的色谱图及标准品色谱图见图
&

&由图
&

!

2

#可知%离子液体

从样品中萃取的非目标物%并没有在青霉素和青霉素噻唑酸

的保留时间范围内出峰%说明在该试验条件下离子液体萃取

的非目标物及离子液体本身对青霉素和青霉素噻唑酸的色

谱峰没有产生影响&对比图
&

!

Q

#和!

A

#可知%青霉素出峰时

间约为
$?.138

%青霉素噻唑酸出峰时间约为
$?$138

%青霉素

和青霉素噻唑酸峰型对称%有良好的分离度%说明该色谱条

件能完全满足青霉素和青霉素噻唑酸的检测&

图
&

!

青霉素和青霉素噻唑酸液相色谱图
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回收率及隔日试验

以药物添加回收率评价离子液体萃取效果%以日内结果

与日间结果的对比%评价青霉素及青霉素噻唑酸在离子液体

中的稳定性%见表
&

&由表
&

可知%青霉素回收率为
!(?)M

"

.$?"M

%和文献)

&!

*

$%C$#中所报道的
!*?*M

"

."?%M

相似$青

霉素噻唑酸回收率为
!#?*M

"

.%?!M

%而文献)

.

*

#)C#*中所用

的常规液相方法%青霉素噻唑酸回收率仅为
("?)M

"

!&?#M

&说明离子液体对青霉素和青霉素噻唑酸有良好的

富集作用和萃取效果&而且日内结果和日间结果差异不大%

ZF-

值小于
*M

&说明青霉素和青霉素噻唑酸在离子液体

中较稳定&

$?#

!

样品溶液
I

J

值对离子液体萃取的影响

每种
I

J

值做
*

份平行试验%结果见图
$

&由图
$

可知%

青霉 素和青霉素噻唑酸溶液的
I

J

值在
#

"

)

时%离子液体

表
&

!

青霉素及青霉素噻唑酸药物添加回收率

R2Q47&

!

H783A3443828@

I

783A34438@G;

9

<

I

783A344B3A

2A3@G7ABT7G

P

G2>7

组分

名称

日内结果

添加值(

!

8

9

.

1K

C&

#

回收率(

M

日间结果

添加值(

!

8

9

.

1K

C&

#

回收率(

M

ZF-

(

M

青霉素

&% !!?" &% !(?.

$% !!?* $% !(?)

)% .$?" )% .&?%

$?)

青霉素

噻唑酸

&% !)?* &% !#?*

$% !!?$ $% !.?!

)% .%?! )% .%?#

#?.

图
$

!I

J

值对萃取效果的影响
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/SS7A>BS

I

JT24;7B87_>G2A>3B87SS7A>

对目标物的萃取效率最高$

I

J

值在
*

"

(

时%离子液体对目

标物的萃取效率有所降低$

I

J

值在
(

"

&%

时%离子液体对目

标物的萃取效率大幅降低&因为样品溶液中的青霉素和青

霉素噻唑酸在碱性条件下会转化为青霉素盐和青霉素噻唑

酸盐%而离子液体对盐的吸附能力非常微弱&所以样品应该

用
I

J

为
#

"

)

的缓冲液进行稀释&

$?)

!

标准工作曲线的线性回归方程%相关性系数%线性范

围%最低检出限及精密度

!!

以线性范围评价该方法的检测浓度范围%以相对标准偏

差评价精密度和稳定性%结果见表
$

&由表
$

可知%该方法线

性范围宽%适合不同浓度样品的分析&样品前处理方法采用

浓缩
&%

倍的形式%当青霉素和青霉素噻唑酸最低响应浓度

分别为
)"

%

).8

9

(

1K

时%方法检出限分别为
)?"

!

,

*

#%

)?.

!

,

*

#

8

9

(

1K

&较林楠)

.

*

#(C#!所使用的常规液相方法检

出限
$%8

9

(

1K

更低&而青霉素和青霉素噻唑酸的
ZF-

值

均于
#M

%说明该方法符合检验的要求&

$?*

!

方法应用

经微生物法)

$

*检测
"

0

内酰胺酶完成的样品
&%

组%其中
$

组为含有
"

0

内酰胺酶的阳性样品%再经液相质谱)

&$

*确认%除

含有
"

0

内酰胺酶的阳性样品外%其余
.

组仍有
&

组含有青霉

噻唑酸%

&

组含有青霉素&

对上述
&%

组用
&?#?#

的方法处理+测定&其中
"

组未检

出青霉素和青霉素噻唑酸%

)

组含有青霉素或青霉素噻唑

酸%检测数据见表
#

&由于
"

0

内酰胺酶在产品加工过程中可

能分解+变质%所以用杯碟法判断是否含有
"

0

内酰胺酶%很容

易产生假阴性的结果&所以本方法能更准确地判断样品是
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第
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表
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线性回归方程%相关性系数%线性范围%检出限及精密度数据
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该方法在实际样品中的应用k
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样品

编号

杯碟法

"
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内酰胺酶

液相质谱法

青霉素
青霉素

噻唑酸

离子液体萃取法

青霉素
青霉素

噻唑酸
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!
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#
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!

)?$$

#

C

$ f C f
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表示含有该成分$

C

表示不含有该成分$小括号中的数据为

该物质的含量&

否为真正的0无抗奶1&而按照文献)

&$

*液相质谱法%仪器设

备需要高额成本%样品前处理过程需要经固相萃取小柱净

化%操作复杂%造成试验方法的相对标准偏差较大!

#?%$M

"

.?!&M

#&所以离子液体萃取%液相色谱检测的方法结果准

确+稳定%同时操作更方便快捷&

#

!

结论
离子液体)

L

!

YXY

*)

H,

"

*在
I

J

为
#

"

)

时%对乳品中青

霉素及青霉素噻唑酸的富集能力强&且富集效果稳定&富

集后的青霉素及青霉素噻唑酸在本条件下能够得到很好的

分离度%净化效果良好&整个试验操作简便快捷&克服了常

规液相色谱法中操作繁琐%灵敏度低的缺点&同时该方法回

收率+精密度良好%准确度高%重显性好&克服的微生物法假

阴性率高%重现性不好的缺点&在实际样品中应用良好%为

真正的0无抗奶1检测探索了一个很好的方法&在该方法的

基础上可以选择更优的萃取条件和色谱条件%同时测定更多

的抗生素&
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