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基于低共熔溶剂的液液微萃取—石墨炉原子
吸收光谱法测定牛奶中的镉
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摘要:目的:加强牛奶中镉含量的监测.方法:建立一种

以疏水性低共熔溶剂为萃取剂的液液微萃取方法,结合

石墨炉原子吸收分光光度计进行定量测定.通过对不同

种类低共熔溶剂(EDS)进行筛选,发现百里香酚和乳酸在

摩尔比为１∶１时形成的疏水性低共熔溶剂萃取回收率

最高,同时对低共熔溶剂(DES)的用量、待测液pH 值、样

品前处理方式等条件进行优化.结果:在最佳试验条件

下,镉在０~３．０ng/mL的质量浓度范围内线性良好,相

关系数为０．９９８,方法检出限为０．０２μg/kg;加标回收率为

９４．７％ ~１１３．０％,相 对 标 准 偏 差 (RSD)为 ０．３８％ ~
７．００％.结论:以疏水性低共熔溶剂为萃取剂的液液微萃

取方法简单快速、检出限低、结果准确,适用于牛奶中镉

的测定.
关键词:镉;疏水性低共熔溶剂;液液微萃取;牛奶;石墨

炉原子吸收光谱法

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoimprovethesafety
supervisionofcadmiuminmilksamples．Methods:AliquidＧliquid

microextraction method based on hydrophobic deep eutectic

solvent(DES)wasdevelopedforthedeterminationofcadmium

in milk samples by graphite furnace atomic absorption

spectrometry．Thetypesofdeepeutecticsolventswereselected

for high extraction efficiencies andit wasfound that DES

composedofthymolandlacticacidatthemolarratioof１∶１

provided higher extraction efficiency．In addition, several

importantexperimentalconditionsincludingthevolumeofDES,

samplepH value,thepretreatment methodsofsampleswere

optimized．Results:Undertheoptimizedconditions,Cdhadgood

linearityintherangeof０~３．０ng/mL,andthecorrelation

coefficientwas０．９９８．Thedetectionlimitwas０．０２μg/kg．The

recoveriesrangedfrom９４．７％to１１３．０％ withrelativestandard

deviations (RSD)of０．３８％ ~７．００％．Conclusion:Withthe

advantagesofsimplicity,rapidness,exactnessandlowdetection

limit,thismethodcouldbeusedforthedetectionofcadmiumin

milksamples．

Keywords:cadmium;hydrophobicdeepeutecticsolvent;liquidＧ

liquid microextraction; milk; graphite furnace atomic

absorptionspectrometry

镉是一种严重危害人体健康的剧毒重金属[１],摄入

过量镉会导致肾脏、肝脏、骨骼、肺部、生殖器官等的损

伤,引起泌尿系统、心血管系统、免疫系统的功能病变[２].

随着环境污染的加剧,奶牛在饲养过程中摄入含有重金

属的饲料及饮用水的风险也逐渐提高,通过生物迁移和

富集,容易导致牛奶中重金属含量超标[３].

目前比较常用的镉含量测定方法主要有石墨炉原子

吸收法[４－５]、原子荧光光谱法[６]、电感耦合等离子体质谱

法[４,７－８]、电感 耦 合 等 离 子 体 发 射 光 谱 法[９]、比 色 分 析

法[１０]等.这些检测方法一般采用湿法消解、微波消解、干
法灰化、压力消解罐消解等对样品进行前处理,步骤繁

琐,耗时较长,试剂消耗量大,容易造成环境污染,而且前

处理过程中样品溶液易受到污染造成假阳性的结果.

分散液液微萃取技术(DLLME)是一种简单、快速、

高效的样品前处理方法,具有简单、廉价、快速、富集倍数
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高、提取溶剂用量少等特点[１１].传统 DLLME的提取溶

剂通常为有机溶剂和离子液体,毒性较大且对环境不友

好[１２].低共熔溶剂(DESs)是由氢键受体(HBA)和氢键

供体(HBD)在一定温度下通过氢键作用形成的液体混合

物[１３].与传统溶剂相比,低共熔溶剂具有毒性低、合成简

单、原料来源丰富、价格低廉、可生物降解等优势[１４],作为

一种新型绿色的 DLLME提取溶剂,已广泛应用于样品

中农兽药残留[１５－１７]、食品添加剂[１４,１８－１９]、重金属[２０－２２]等

的萃取.

研究拟以百里香酚和乳酸为原料,通过加热搅拌合

成一种新型二元疏水性低共熔溶剂.以此低共熔溶剂作

为提取溶剂,吡咯烷二硫代氨基甲酸铵作为螯合剂,采用

分散液液微萃取技术对牛奶样品中的镉进行萃取,同时

结合石墨炉原子吸收分光光度计对目标物进行分析,以
期实现对牛奶中镉的快速准确测定,为牛奶质量安全提

供相关技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

一级水:符合 GB/T６６８２—２００８一级水要求,自制;
硝酸、盐酸:优级纯,重庆川东化工(集团)有限公司;

乙酸、氢氧化钠:分析纯,重庆川东化工(集团)有限

公司;
无水乙酸钠、三氯乙酸:分析纯,成都市科隆化学品

有限公司;
磷酸二氢铵:分析纯,上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;
百里香酚:分析纯,上海麦克林生化科技有限公司;
乳酸:分析纯,天津市大茂化学试剂厂;

吡咯烷二硫代氨基甲酸铵:分析纯,天津市光复精细

化工研究所;
铬标准溶液:１０００mg/L,中国计量科学研究院;

镍标准溶液:１０００mg/L,北京曼哈格生物科技有限

公司;
镉、钠、钾、铜、铝、锌、铅、铁、钙、镁、锰 标 准 溶 液:

１０００mg/L,美国InorganicVentures公司;
牛奶样品:市售.

１．１．２　主要仪器设备

石墨炉原子吸收分光光度计:ICE３５００型,美国赛默

飞世尔科技公司;

超纯水器:GWBＧ１型,北京普析通用仪器有限责任

公司;
高速冷冻离心机:TGLＧ１６５０型,四川蜀科仪器有限

公司;
电子分析天平(０．００１g):JA３００３A型,上海精天电子

仪器有限公司;

微波消解仪:TOPEX 型,上海屹尧仪器科技发展有

限公司;

漩涡混合器:VMＧB基本型,上海安谱实验科技股份

有限公司;

恒温磁力搅拌器:JBＧ２A 型,上海雷磁创益仪器仪表

有限公司.

１．２　方法

１．２．１　标准溶液的配制　称取５g空白牛奶样品,加入不

同梯度的镉标准品使用液,按１．２．４进行处理,分别配制

成质量浓度为０．５０,１．００,１．５０,２．００,３．００ng/mL的基质

标准工作溶液,现配现用.

１．２．２　石墨炉原子吸收分光光度计工作条件　检测波长

为２２８．８nm,狭缝宽为０．５nm,灯电流为８mA,载气为氩

气,背景校正为塞曼效应,进样体积 １０μL.干燥温度

１００℃,干燥时间３０s;灰化温度５５０ ℃,灰化时间２０s;

原子化温度１５００℃,原子化时间３s;净化温度２４００℃,

净化时间３s.基体改进剂为１０g/L磷酸二氢铵溶液,由
仪器自动进样器在线加入,加入量为５μL.

１．２．３　低共熔溶剂的制备　将百里香酚和乳酸分别按照

摩尔比为３∶１,２∶１,１∶１,１∶２,１∶３加入到１００mL带

盖的玻璃瓶中,将玻璃瓶置于６０ ℃水浴中进行磁力搅

拌,直至形成均匀透明的液体.冷却后,提取溶剂(DES)

在室温下密封保存.

１．２．４　样品前处理及试验条件优化

(１)样品前处理:称取５g牛奶样品于１５mL离心管

中,加入２５μL硝酸,振摇３０s后,在８０００r/min下离心

５min,取出全部上清液于另一１５mL离心管中.在上清

液中补加水至１０mL,加１mL 乙酸—乙酸钠缓冲溶液

(pH 约为４),再加入１mL１０g/L吡咯烷二硫代氨基甲

酸铵水溶液(现配现用).混匀后,加入０．５mLDES,涡旋

２min,使 DES与样液充分接触,得到乳白色浑浊溶液.

将此浑浊溶液于８０００r/min离心５min,DES与水相分

层,吸取上层 DES于进样杯中,待测.
(２) 试 验 条 件 优 化:在 空 白 牛 奶 样 品 中 添 加

０．２μg/kg的Cd２＋ 制成加标样品,按照上述方法进行检

测,分别单独考察提取溶剂(DES)用量(１００,２００,３００,

４００,５００,６００,７００μL)及待测液pH 值(即在牛奶样品沉

淀蛋白 质 得 到 的 上 清 液 中 补 加 水 至 １０ mL 后,加 入

０．１mol/L的盐酸或氢氧化钠溶液,将pH 值调节为２．０,

４．０,５．０,６．０,７．０,１０．０,１２．０)对镉萃取回收率的影响.另

外,由于牛奶样品中蛋白质含量丰富,在进行液液微萃取

前需去除样品中的蛋白质,因此考察蛋白质沉淀剂种类

(三氯乙酸、硝酸)和硝酸用量(１０,２５,５０,１００μL)对试验

效果的影响.

１．２．５　其他共存离子的干扰影响　在５g空白牛奶样品

中加入０．２μg/kg的Cd２＋ ,再分别加入２００μg/kg的其他
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金属离子(Na＋ 、K＋ 、Cr３＋ 、Cu２＋ 、Al３＋ 、Ni２＋ 、Zn２＋ 、Pb２＋ 、

Fe３＋ 、Ca２＋ 、Mg２＋ 、Mn２＋ ),其余操作步骤同１．２．４(１),考
察牛奶样品中常见共存离子对Cd２＋ 吸光度值的影响.

１．２．６　方法学评价

(１)线性关系与检出限:以标准曲线工作液的浓度为

横坐标,相应的吸光度值为纵坐标,绘制标准曲线.平行

测定空白溶液 ２０次,计算吸光度值的标准偏差 S,按

式(１)计算检出限.

CL＝３S/b, (１)
式中:

CL———检出限,ng/mL;

S———测定２０次空白溶液的标准偏差;

b———标准工作曲线的斜率.
(２)回收率和精密度:选取不同种类的牛奶样品进行

加 标 回 收 试 验,添 加 水 平 分 别 为 ０．０５０,０．１００,

０．２００μg/kg,每个添加水平进行３次平行试验,计算回收

率和精密度.

１．２．７　实际样品测定　按照建立的方法对市售２０批次

牛奶样品中的镉含量进行测定.

２　结果与分析

２．１　DES种类的影响

当百里香酚和乳酸摩尔比为３∶１,２∶１,１∶１时,镉
的回收率分别为７３．９％,８１．６％,９４．０％;即随百里香酚和

乳酸摩尔比的减小,回收率逐渐增大,摩尔比为１∶１时,
回收率最大.但当百里香酚和乳酸的摩尔比为１∶２和

１∶３时,萃取后上层萃取溶剂体积明显减少,且摩尔比为

１∶３时的比１∶２时的减少更为明显,可能是因为乳酸过

量没有足够的百里香酚与其结合未能形成 DES,以乳酸

单体的形式存在,而混合在萃取溶剂中的乳酸在萃取过

程中溶解于水中使得萃取后上层萃取溶剂体积比加入时

减少.同时,由于上层萃取溶剂无法完全取出,所以无法

定量计算镉的回收率.因此,百里香酚和乳酸的最佳摩

尔比例选择为１∶１.

２．２　DES用量的影响

当DES用量为１００,２００μL 时,由于表面张力的作

用,在现有试验条件下,上层 DSE 溶液不易吸取.DES
用量≥３００μL时,镉的萃取回收率基本一致,无显著性差

异(如图１).考虑到 DES用量为３００,４００μL时,吸取萃

取后的 DES体积较少,且需小心吸取避免吸入水相,较为

耗时,因此,选择 DES用量为５００μL.

２．３　pH值的影响

如图２所示,在试验范围内,pH 值对萃取效果的影

响不大.测定萃取后的下层水相的pH 值时发现,所有下

层水相的pH 值均在３．０与４．０之间,可能是在萃取过程

中有少量组成 DES的乳酸在不同pH 值的环境中发生了

不同程度的解离,使得下层水相的pH 值维持在相对稳定

图１　DES用量对镉萃取回收率的影响

Figure１　EffectsofDESamountontheextraction
efficiencyofcadmium (n＝６)

图２　pH 值对镉萃取回收率的影响

Figure２　EffectsofpHvalueontheextraction
efficiencyofcadmium (n＝６)

的水平.同时牛奶样品沉淀蛋白质得到的上清液补加水

至１０mL后,测得的pH 值一般在３．５左右,因此,试验无

需调节pH 值.

２．４　牛奶样品沉淀蛋白质方式的选择

一般使用三氯乙酸[２２]或硝酸[２３]进行牛奶样品中蛋

白质的沉淀.参照文献[２２]的方法在５g牛奶样品中加

入５０mg三氯乙酸代替１．２．４(１)中２５μL硝酸,其余步骤

同１．２．４(１).结果发现,三氯乙酸可以实现牛奶中蛋白质

的变性,但是萃取后上层 DES溶液消失,可能是三氯乙酸

与 DES溶液发生了反应,使其全部溶于水相中.在５g
牛奶样品中分别加入１０,２５,５０,１００μL硝酸,考察硝酸用

量沉淀蛋白质的效果.加入１０μL硝酸时,蛋白质沉淀

不完全;加入量为２５μL及以上时,蛋白质沉淀完全,综
合考虑,选择加入２５μL硝酸沉淀蛋白质.

２．５　其他共存离子的干扰影响

试验中吡咯烷二硫代氨基甲酸铵与镉螯合形成有机

化合物吡咯烷二硫代氨基甲酸镉,再利用 DES将该有机

化合物萃取到有机相中.吡咯烷二硫代氨基甲酸铵与其

他金属离子也会形成配合物可能会对试验结果造成干

扰,因此需考察牛奶样品中常见共存离子对镉吸光度值

的影响.如图３所示,在１０００倍浓度其他离子存在的情

况下,吸光度值相对于单独的Cd２＋ 并未发生显著性变化,
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说明高浓度的其他金属离子不会对Cd２＋ 吸光度值产生干

扰,因此,该方法具有较好的选择性和抗干扰能力.

２．６　方法学验证

２．６．１　线性关系与检出限　按照仪器工作条件对系列基

质匹配工作溶液进行测定,镉质量浓度为０~３．０ng/mL
时,标准工作曲线线性良好,相关系数为 ０．９９８.按照

式(１)计算得到的检出限为０．２０ng/mL,当称样量为５g,

DES用量为５００μL 时,方法的检出限为０．０２μg/kg,为

GB５００９．１５—２０１４«食品安全国家标准　食品中镉的测

定»中方法检出限(０．００１mg/kg)的１/５０.

２．６．２　回收率和精密度　由表１可知,３个添加水平的加

标回收率为９４．７％~１１３．０％,相对标准偏差(RSD)为

０．３８％~７．００％,符合 GB/T２７４０４—２００８«实验室质量

图３　共存离子的干扰性试验结果

Figure３　Theresultsofinterferenceof
coexistingions(n＝６)

表１　精密度及回收率试验结果

Table１　Theresultsofrecoveriesandrelativestandarddeviations(n＝３)

样品
本底值/

(μgkg－１)

加标值０．０５００μg/kg

测定值/

(μgkg－１)

回收率/

％

RSD/

％

加标值０．１００μg/kg

测定值/

(μgkg－１)

回收率/

％

RSD/

％

加标值０．２００μg/kg

测定值/

(μgkg－１)

回收率/

％

RSD/

％

纯牛奶１ 未检出 ０．０４８９ ９７．９ ４．２７ ０．０９４７ ９４．７ ６．７０ ０．１９８ ９９．０ ５．１１
纯牛奶２ 未检出 ０．０５４４ １０９．０ ３．５８ ０．０９９０ ９９．０ ５．２３ ０．２１１ １０５．０ ０．６０
纯牛奶３ 未检出 ０．０５３４ １０７．０ ４．４５ ０．１０８０ １０８．０ ７．００ ０．２１０ １０５．０ １．９３
低脂纯牛奶 未检出 ０．０５６６ １１３．０ ２．４７ ０．１０４０ １０４．０ ４．３８ ０．２０７ １０３．０ ４．９２
高钙低脂奶 未检出 ０．０５６４ １１３．０ ０．３８ ０．１０９０ １０９．０ ２．６９ ０．２０６ １０３．０ ５．１９
早餐奶 ０．０４００ ０．０９０７ １０１．０ ４．４６ ０．１４５０ １０５．０ １．００ ０．２３０ ９５．２ ２．８０

控制规范　食品理化检测»附录F的要求,说明该方法具

有较好的准确性和重复性.

２．７　与国标方法比较

为了进一步验证该方法测定牛奶中镉的可行性,将该

方法与 GB５００９．１５—２０１４«食品安全国家标准　食品中镉

的测定»进行比较.如表２所示,两种方法的测定结果之

间无显著差异,说明试验方法适用于牛奶中镉的测定.

表２　试验方法与国标方法测定结果比较†

Table２　Comparisonbetweentheresultsofthismethod

andnationalstandardmethod(n＝３) μg/kg

样品 试验方法 国标方法

１＃ ０．２０６±０．００８ ０．１９５±０．００７

２＃ ０．２５８±０．０１３ ０．２６３±０．０１４

３＃ ０．２６４±０．０１１ ０．２４７±０．０１７

４＃ ０．１９７±０．００８ ０．２０４±０．０１４

５＃ ０．２１０±０．０１３ ０．１９４±０．００７

　†　① 因国标方法检出限高于试验方法检出限,为了使两种方

法在同一浓度水平进行比较,在国标方法的前处理过程中

增大了样品称样量并且减少了最后的定容体积;② 所使用

样品是人为添加目标物的阳性样品.

２．８　样品测定

采用该方法对随机抽取的２０批次牛奶样品中的镉

进行测定,每个样品平行测定３次.如表３所示,在３批

次牛奶样品中检出镉,其余未检出.检出含量分别为

０．１５２,０．２０６,０．０４０μg/kg,均低于 GB５００９．１５—２０１４«食

品安全国家标准　食品中镉的测定»中的方法的检出限

(１μg/kg),表明牛奶中镉的污染度较低.

３　结论

建立了基于低共熔溶剂的液液微萃取结合原子吸收

分光光度计检测牛奶中镉的分析方法,并对建立的方法

进行方法学验证.该方法无需消耗大量酸性试剂,对人

和环境友好,且操作简单、准确可靠、检出限低,适用于牛

表３　实际样品测定结果

Table３　Theresultsofrealsampledetermination

样品 样品批次 检出批次 含量/(μgkg－１)

纯牛奶　　 １０ １ ０．１５２

低脂纯牛奶 ４ ０ /

高钙低脂奶 ３ １ ０．２０６

早餐奶　　 ３ １ ０．０４０
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奶中镉的测定.下一步将继续探索将该方法应用于其他

基质样品中镉的测定的可行性,同时可研究该前处理提

取富集方法对于其他种类重金属如铅、铬等的适用性,以
期进一步扩大该方法的适用范围.
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