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浊点萃取—异辛烷反萃取—气相色谱质谱法
测定茶饮料中８种农药残留

CloudpointextractioncoupledwithIsooctanebackextractionfor
determinationofeightpesticideresiduesinteabeveragesby
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摘要:目的:快速测定茶饮料中有机氯和拟除虫菊酯类农

药残留量.方法:选用非离子表面活性剂聚乙二醇４０００
(PEGＧ４０００)作为浊点萃取剂,用异辛烷超声反萃取后,取

上层异辛烷溶液上机.采用 HPＧ５msUI毛细管色谱柱

对异辛烷溶液进行分离,再经 GC/MS进行定性和定量分

析.结果:有机氯和拟除虫菊酯类农药分别在０．０１~２．０,

０．０２~４．０mg/L的质量浓度范围内呈良好线性关系,相关

系数均大于０．９９５;方法的检出限为０．００３~０．００８mg/kg,

定量 限 为 ０．０１~０．０２ mg/kg,平 均 回 收 率 ７８．３％ ~
９８．４％,相对标准偏差２．７％~８．５％(n＝６).结论:该方

法操作过程简单,富集率高、实用、安全、经济,适用于茶

饮料类液体饮料中的农药多残留的快速测定.

关键词:茶饮料;拟除虫菊酯类农药;有机氯类农药;浊点

萃取;气相色谱质谱法

Abstract:Objective:Rapiddeterminationoforganochlorineand

pyrethroidpesticideresiduesinteabeverages．Methods:Selecting

thenonＧionicsurfactantPEGＧ４０００ascloudpointextraction,

pesticides were extracted withisooctane by ultrasonic back

extraction．Theupperlayerofisoctanesolutionwasanalyzedby

Gas Chromatography/Mass． The isooctane solution was

separated by HPＧ５ ms UI capillary column and analyzed

qualitativelyandquantitativelybyGC/MS．Results:Theeight

pesticidesshowedagoodlinearrelationshipbetween０．０１~２．０

and０．０２ ~ ４．０ mg/L,respectively, with the correlation

coefficients (R )of over ０．９９５．The detection limit and

quantificationlimitofthismethodwere０．００３~０．００８mg/Land

０．０１~０．０２ mg/L,respectively．Theaveragerecovery was

７８．３％~９８．４％,RSD was２．７％~８．５％ (n＝６)．Conclusion:

Themethodissimpleinoperation,highinenrichmentrate,

practical,safe and economical, whichis suitablefor rapid

determinationofpesticideresiduesinteadrinks．

Keywords:teabeverage;pyrethroidspesticides;organochlorine

pesticides; cloud point extraction; gas chromatography
massspectrometry

随着生活节奏的不断加快,人们对茶产品的要求逐

渐向方便化趋势发展,茶,正以时尚化、便捷化的方式进

入人们的生活.随着茶饮料的大量普及,相应的安全问

题也受到社会的大量关注,如农残检测[１].在茶饮料中,

农残含量相对较低,按照目前传统的检测方法,在检测中

需要用到大量的有机溶剂,更需要花费大量时间在浓缩

提取过程上,操作繁琐,费时费力.

国内外对于农药残留的分析报道中,仪器方法主要

有:免疫分析技术[２]、气相色谱[３]、毛细管电泳技术[４]、气
相色谱—质谱联用[５－６]、液相色谱—质谱联用[７]、超高效

液相色谱—质谱联用[８－９]等.其中,样品前处理技术多

为分散固相萃取[１０－１１]、分散液液微萃取[１２]、固相萃取柱

净化[６]、QuEChERS净化[１３－１４]等,在操作过程中均需使

用大量有机溶剂,耗时长,操作步骤繁琐,且需要复杂的

净化步骤.浊点萃取法(cloudpointextraction,CPE)能

在一定程度上避免上述问题,研究拟以表面活性剂水溶

液作为萃取剂,通过表面活性剂的增溶性和浊点分相来
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对目标物进行分离和富集,表面活性剂中的目标物则通

过微量的有机溶剂萃取出来,该方法不但能提高富集倍

数,同步完成待测组分的提取和净化,也能有效避免表面

活性剂的高黏度对检测仪器产生的影响.该技术目前已

被广泛应用于重金属分析[１５]、食品工业[１６－１７]、金属离子

形态分析[１８－１９]、环境污染物检测[２０－２１]、环境有机分析[２２]

等领域,但是关于浊点萃取反萃取法同时富集分离茶饮

料中多种农药的研究尚未见报道.

研究拟以非离子表面活性剂 PEG４０００作为萃取剂

从茶叶饮料中提取和预浓缩８种农残,再从获得的富含

表面活性剂相中反萃取到异辛烷中.从而建立从茶饮料

中同时提取检测多种农药残留的浊点萃取方法,以期为

茶饮料中拟除虫菊酯和有机氯类农药残留的检测提供

参考.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要仪器

气相 色 谱/质 谱 仪:７８９０BＧ７０００C 型,美 国 Agilent
公司;

超纯水系统:MilliＧQ型,美国 Millipore公司;

高速冷冻离心机:３Ｇ３０K型,美国Sigma公司;

电子天平:XS１０５DU型,美国 MettlerToledo公司;

超声仪:SCQＧ１００１８型,上海声彦超声波仪器公司;

涡 旋 混 合 器:G５６０ 型,美 国 ScientificIndustries
公司.

１．１．２　试剂与材料

艾氏剂(CAS:３０９Ｇ００Ｇ２)、狄氏剂(CAS:６０Ｇ５７Ｇ１)、六
氯苯(CAS:１１８Ｇ７４Ｇ１)、七 氯 (CAS:７６Ｇ４４Ｇ８)、氯 氰 菊 酯

(CAS:５２３１５Ｇ０７Ｇ８)、甲氰菊酯(CAS:６４２５７Ｇ８４Ｇ７)、溴氰菊

酯(CAS:５２９１８Ｇ６３Ｇ５)、氰戊菊酯(CAS:５１６３０Ｇ５８Ｇ１):纯度

≥９９．５％,德国 Dr．Ehrenstorfer公司;

正己烷:色谱纯,德国默克公司;

异辛 烷:色 谱 纯,上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限

公司;

石油醚:色谱纯,美国 TEDIA公司;

茶饮料６种:市售;

PEG４０００:分析纯,韩国乐天公司;

TweenＧ２０:分析纯,德国默克公司;

TritonXＧ１００:分析纯,美国Sigma公司;

氯化钠、无水硫酸钠:分析纯,国药集团化学试剂有

限公司;

试验用水:符合 GB/T６６８２—２００８«分析实验室用水

规格和试验方法»规定的一级水.

１．２　方法

１．２．１　农药标准溶液的配制　分别取适量８种农药标准

品,用正己烷配制成质量浓度为５mg/L的４种有机氯类

农药和质量浓度为１０mg/L的４种拟除虫菊酯类农药的

混合标准中间液,－２０℃保存备用,有效期为６个月.再

用异辛烷逐级稀释,有机氯类农药逐级稀释为２．０,１．０,

０．５,０．１,０．０５,０．０１mg/L的混合标准储备液,拟除虫菊酯

类农药逐级稀释为４．０,２．０,１．０,０．２,０．１０,０．０２mg/L的

混合标准储备液,均保存于４℃,有效期为２~３周.

１．２．２　样品前处理

(１)浊点萃取方法:采集市场上不同品牌的６个茶饮

料样品,准确移取１０．０mL于２５mL刻度试管中,依次准

确加入３００g/L的 PEG４０００溶液２．０mL、无水硫酸钠

１．０g,混合均匀后经超声辅助至全部溶解.将上述混合

溶液于４０℃水浴２０min.待其静置分层后用长细针头

的注射器吸出水相弃去.

(２)反萃取方法:向剩下的表面活性剂相中准确加入

异辛烷２００μL,漩涡混合１min,待两项分层后,移液枪吸

取上层异辛烷相至自动进样小瓶的内衬管中,待测.

(３)加标回收方法:取空白茶饮料１８份,分别添加

低、中、高３种不同浓度(六氯苯、七氯、艾氏剂、狄氏剂

４种农药的低、中、高质量浓度为０．０１,０．１０,１．０μg/L,联

苯菊酯、甲氰菊酯、高效氯氟氰菊酯、氯氰菊酯４种农药

的低、中、高质量浓度为０．０２,０．２０,２．０μg/L)的标准溶液

进行加标回收试验,每个加标水平重复６次.

１．２．３　色谱条件　进样口温度２８０℃;进样量１μL,不分

流进样;恒流模式,流速１mL/min;AgilentHPＧ５msUI
毛细管色谱柱(３０m×０．２５mm×０．２５μm);柱升温程序:

６０ ℃ 保持 ２ min,以 ２０ ℃/min升温至 １２０ ℃ 并保持

１min,以１０℃/min升温至２５０℃并保持３min.

１．２．４　质谱条件　在选择性离子(SIM)模式下检测,采

用电子轰击源(EI＋ );电压７０eV;传输线温度１５０℃,离

子源温 度 ２３０ ℃,四 极 杆 温 度 １５０ ℃,溶 剂 延 迟 时 间

１０min.

１．２．５　数据处理　采用安捷伦 MassHunterworkstation
软件进行提取保留时间和色谱峰面积,每组试验重复测

定的结果以回收率和相对标准偏差,用 MicrosoftOffice

Excel２０１７软 件 进 行 数 据 处 理.使 用 Origin８．０ 绘 制

谱图.

２　结果与分析

２．１　方法性能指标

配制８种农药不同浓度的系列混合标准溶液,经质

谱分析,８种农药的保留时间、定性离子、定量离子(见

表１)色谱峰均获得良好分离,峰形良好.标准色谱图(有

机氯类农药质量浓度为１．０mg/L的标准溶液,拟除虫菊

酯类农药 质 量 浓 度 为 ２．０ mg/L 的 标 准 溶 液)如 图 １
所示.
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表１　８种农药保留时间和SIM 扫描离子

Table１　RetentiontimesandSIMscanionsof８pesticide

农药
保留时间/

min

定量离子

(m/z)

定性离子

(m/z)

六氯苯　　　　 １４．７５１ ２８４ ２４９/１４２/２１４

七氯　　　　　 １６．７７２ ２７２ １００/２３７/３３７

艾氏剂　　　　 １９．３８８ ２６３ ２９３/６６/９１

狄氏剂　　　　 ２０．３８０ ７９ ２６３/１０８/２７９

联苯菊酯　　　 ２２．６８４ ９７ ５５/１８１/１２５

甲氰菊酯　　　 ２２．７８９ １６３ １８１/９１/２０９

高效氯氟氰菊酯 ２４．６８４/２４．０１４ １２５ １６７/２２５/４１９

氯氰菊酯　　　
２５．８６０/２５．９０４

２６．０１４/２６．１２４
１８１ ２５３/７７/９３

１．六氯苯　２．七氯　３．艾氏剂　４．狄氏剂　５．联苯菊酯　６．甲

氰菊酯　７．高效氯氟氰菊酯　８．氯氰菊酯　有机氯类农药质量

浓度为１．０mg/L　拟除虫菊酯类农药质量浓度为２．０mg/L

图１　８种农药标准溶液 GC/MS色谱图

Figure１　GC/MSchromatogramsof８pesticide
standardsolutions

２．２　浊点萃取优化

２．２．１　表面活性剂种类以及用量的选择　选择 TweenＧ
２０、TritonXＧ１００和PEG４０００３种表面活性剂作为萃取

剂时,８种农药的回收率.结果发现,TweenＧ２０和TritonＧ
１００为萃取剂时,未能与反萃取溶剂异辛烷分层或分层不

明显,无法取上层清液进样分析;PEG４０００为萃取剂时

可与反萃取剂经离心有较好的分层,萃取效果好,故选用

PEG４０００为萃取剂.考察不同用量的PEG４０００对回收

率的影响,添加量分别设置为０．５,１．０,２．０,３．０mL,回收

率结果见图２.当 PEG４０００(３００g/L)添加量为０．５~
２．０mL时,８种农药的回收率均呈上升状态,添加量为

２．０~３．０mL时,８种农药的回收率保持恒定,不再上升.

因此,采用添加２mL３００g/L的PEG４０００进行萃取.

２．２．２　盐种类及用量的选择　试验以无水 Na２SO４为惰

性盐,考察了无水 Na２SO４添加量(０．５~１．２g)对浊点萃

取的影响.由图３可知:随着无水 Na２SO４ 添加量的增

加,萃取回收率增大,当无水硫酸钠添加量达到１．０g时

回收率最好,此时溶液接近饱和,再增加无水硫酸钠对回

图２　表面活性用量的选择

Figure２　Selectionofsurfaceactivedosage

图３　无水硫酸钠添加量对８种农药回收率的影响

Figure３　Effectsoftheadditionamountofanhydroussodium
sulfateontherecoveryrateof８pesticides

收率无影响.故试验中所用无水硫酸钠用量为１．０g.

２．２．３　萃取温度及水浴平衡时间的选择　萃取过程中,

较高的温度和较长的平衡时间并不会提高回收率,相反,

较高的温度和较长的平衡时间会使待测物挥发、水解,从
而造成损失[２０].样品经上述优化处理后,分别在２０,３０,

４０,５０℃水浴平衡２０min.由图４可知,萃取温度为２０~
４０℃时,８种农药的回收率均呈上升状态;萃取温度高于

４０℃后,８种农药的回收率均呈下降趋势.故试验采用

的浊点萃取温度为４０℃.同时研究在４０℃水浴下不同

水浴平衡时间(１０,１５,２０,３０,４０min)对回收率的影响.

由图５可知,在４０℃水浴中平衡２０min时８种农药的回

收率最好,较高的温度和较长的平衡时间并未提高回

收率.

图４　温度对８种农药萃取回收率影响

Figure４　Effectsoftemperatureonextractionrecovery
of８pesticides
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图５　水浴平衡时间的选择

Figure５　Thechoiceofwaterbathequilibrationtime

２．３　反萃取条件优化

表面活性剂相因其性质黏稠直接进入气质仪会造成

污染,试验考虑选择正己烷、石油醚、异辛烷作为反萃取

溶剂,由于正己烷和石油醚本身的挥发性较强,易挥发于

超声反萃取过程中,因此重现性较差,而异辛烷与表面活

性剂不互溶,提取效果好,故选择异辛烷作为反萃取剂.

按上述前处理方法操作,研究异辛烷用量(１００,１５０,２００,

３００,５００μL)对回收率的影响,结果(见图６)表明,采用

２００μL异辛烷反萃取时,回收率较高.

图６　反萃取溶剂用量的选择

Figure６　ThechoiceoftheamountofbackＧextraction

solvent

２．４　方法学考察

２．４．１　线性范围、相关系数和方法检出限、定量限　用异

辛烷将混合标准储备液逐级稀释成混合标准系列按上述

优化好的 CPEＧGC/MS法,检测得到线性范围、线性方

程、相关系数,见表２.

试验采用在空白样品中添加标准溶液按前处理后进

行检测,以最低浓度的加标回收样液计算信噪比(S/N),

以S/N＝３得出检出限(LOD),S/N ＝１０得出定量限

(LOQ).经 计 算,确 定 该 方 法 的 检 出 限 为 ０．００３~
０．００８mg/L,定量限为０．０１~０．０２mg/L.

２．４．２　加样回收率和精密度试验　吸取１０．０mL空白茶

饮料１８份,按照试验优化的前处理方法和色谱条件下,

每个加标浓度检测６份,分别考察了低、中、高加标浓度

下８种农药的回收率,结果(见表３)表明,８种农药的平均

回收率为７８．３％~９８．４％,相对标准偏差(RSD)２．７％~
８．５％,该方法的精密度和准确度均能达到满意的结果,符
合农残检测方法确认的要求.

２．５　与已知方法的比较

将所建立的方法与文献[３,５,９,１１,２０]报道的传统

方法从检出限、定量限、精密度、回收率等方面进行比较,

分散固相萃取、分散液液微萃取、固相萃取、QuEChERS
净化等这些传统的前处理方法会使用到大量的有机溶

剂,会对试验人员造成损害,对环境造成污染.与其他方

法相比,研究以非离子表面活性剂作为萃取剂快速有效

地提取和预浓缩分离目标物,再用微量的异辛烷进行反

萃取,该方法具有操作简单,高效,富集率高,且有机溶剂

用量少,整体优化了常规对茶饮料类液体饮料中农残的

提取方法.传统农药残留检测及预处理方法比较见表４.

２．６　实际样品的检测

采集市场上不同品牌的６个茶饮料样品按照建立的

分析方法进行农药残留的测定,结果均为未检出,符合食

品安全要求.

表２　CPEＧGC/MS方法８种农药的工作曲线、线性相关系数、检出限和定量限

Table２　Workingcurve,linearcorrelationcoefficient,detectionlimitandquantificationlimitof

eightpesticidesbyCPEＧGC/MSmethod

农药
线性范围/

(mgL－１)
线性方程

相关系数

(R)

检出限/

(mgL－１)

定量限/

(mgL－１)

六氯苯　　　　 ０．０１~２．０ Y＝１８２３４．５X－２０１３．２ ０．９９９２ ０．００３ ０．０１

七氯　　　　　 ０．０１~２．０ Y＝２３１３４．７X＋１７８２．２ ０．９９９３ ０．００３ ０．０１

艾氏剂　　　　 ０．０１~２．０ Y＝３３２１４．４X－３２１０．７ ０．９９８２ ０．００３ ０．０１

狄氏剂　　　　 ０．０１~２．０ Y＝２４５３６．１X＋２４８．１ ０．９９９１ ０．００５ ０．０１

联苯菊酯　　　 ０．０２~４．０ Y＝３３６１８．１X－６２４１．１ ０．９９８４ ０．００６ ０．０２

甲氰菊酯　　　 ０．０２~４．０ Y＝３７８１４．５X－１０２４２．１ ０．９９８６ ０．００６ ０．０２

高效氯氟氰菊酯 ０．０２~４．０ Y＝３９１４８．６X－６７１３．２ ０．９９８４ ０．００６ ０．０２

氯氰菊酯　　　 ０．０２~４．０ Y＝６９１７８．３X＋３０１．２ ０．９９７３ ０．００８ ０．０２
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表３　３种不同加标浓度下８种农药的回收率和相对标准偏差

Table３　Recoveryandrelativestandarddeviationsof８pesticidesat３differentspikedconcentrations(n＝６)

农药

低浓度加标

质量浓度/

(μgL－１)

平均回收

率/％

RSD/

％

中浓度加标

质量浓度/

(μgL－１)

平均回收

率/％

RSD/

％

高浓度加标

质量浓度/

(μgL－１)

平均回收

率/％

RSD/

％

六氯苯　　　　 ０．０１ ８３．５ ５．２ ０．１０ ８９．７ ４．８ １．０ ９８．４ ３．４

七氯　　　　　 ０．０１ ８４．６ ６．３ ０．１０ ８８．９ ５．３ １．０ ９４．５ ３．８

艾氏剂　　　　 ０．０１ ７９．２ ５．８ ０．１０ ８６．７ ５．１ １．０ ９６．１ ２．７

狄氏剂　　　　 ０．０１ ７８．９ ６．７ ０．１０ ８８．３ ６．１ １．０ ９３．３ ３．０

联苯菊酯　　　 ０．０２ ７８．３ ６．５ ０．２０ ８７．４ ５．７ ２．０ ９１．８ ４．３

甲氰菊酯　　　 ０．０２ ７９．４ ６．７ ０．２０ ８８．４ ７．１ ２．０ ９０．４ ５．６

高效氯氟氰菊酯 ０．０２ ７８．４ ７．９ ０．２０ ８２．４ ７．４ ２．０ ８９．７ ３．７

氯氰菊酯　　　 ０．０２ ７６．４ ８．５ ０．２０ ８３．１ ８．４ ２．０ ８９．８ ４．８

表４　与已知的农药残留测定方法的比较

Table４　Comparisonwithknownmethodsfordeterminationofpesticideresidues

检测方法 预处理方法
LOD/

(mgkg－１)
LOQ/

(mgkg－１)

精密度/

％

回收率/

％
参考文献

GCＧECD 分散固相萃取 ０．００２~０．０２ ０．０１~０．０５ 　≤９．３ ８０．０~１０１．０ [３]

GCＧMS 固相萃取 / ０．０１２６~０．０３７６ / / [５]

GCＧMS/MS 分散固相萃取 ０．０００５~０．００５ ０．００１~０．０２ ０．３~１０．９ ７０．７~１１７．２ [１０]

GCＧMS/MS 分散液液微萃取 ０．０００１~０．００３ ０．００１~０．０１ 　≤８．８ ７５．４~１１３．６ [１２]

GCＧMS QuEChERS净化 　 　＜０．０１ 　 　＜０．０２ ３．４~１５．６ ７０．３~１１９．２ [２３]

GCＧMS 浊点萃取法 ０．００３~０．００８ ０．０１~０．０２ ２．７~８．５ ７８．３~９８．４

３　结论

研究通过优化表面活性剂种类及用量、盐种类及用

量、萃取温度及平衡时间、反萃取溶剂种类及用量等前处

理条件,建立了浊点萃取—异辛烷反萃取—气相色谱质

谱法测定茶饮料中８种广泛使用的拟除虫菊酯和有机氯

类农药(艾氏剂、六氯苯、氯氰菊酯、甲氰菊酯、溴氰菊酯

等)农残的技术.该方法分离效果好,具有良好的线性关

系,相关系数R 均大于０．９９５,方法的检出限为０．００３~
０．００８mg/kg,定量限为０．０１~０．０２mg/kg,平均回收率

７８．３％~９８．４％.与传统分散固相萃取、QuEChERS净化

等前处理方法相比,具有快速、简便、环保、高效、准确,有
机溶剂用量少等特点,萃取过程中以表面活性剂水溶液

代替有机试剂萃取目标分离物,微量异辛烷作为反萃取

溶剂,降低试验中大量有机溶剂的加入对环境的污染及

试验人员身体的损害,适用于茶饮料类液体饮品多种农

药残留的测定.
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