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测定牛奶中 5 种青霉素残留量的

高效液相色谱柱前衍生法

王 超
,
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(中国进出口商品检验技术研究所
,

北京 l以刃25 )

摘 要 : 样品采用乙睛直接提取
,

离心分离及固相 (Cl
:

柱 )净化方式
,

经衍生后
,

用液相色谱紫外检测器测定牛

奶中 5 种青霉素残留量
。

方法最小检测质量浓度 。
.

005
m g几

,

回收率范围在 68
.

9 % 一 101
.

3 % 之间
,

相对标准偏

差为 3
.

21 % 一 6
.

18 %
。

关健词 : 青霉素 ; 残留 ; 液相色谱 ; 牛奶
;
柱前衍生化

中图分类号 : 巧252
.

1 文献标识码
: A 文章编号

: l侧科 一 4 95 7( 2以刃)肠
一
加7 2 一 。

青霉素已广泛应用于治疗奶牛疾病
,

但青霉素残留在牛奶中可能会使过敏体质的人产生过敏反应
,

危害

人体健康
。

为此
,

许多国家和国际组织对牛奶中的青霉素残留作了限量规定川
,

其中欧盟对牛奶中青霉素

的最高残留限量规定为青霉素 c 4 陀几
,

苯哇青霉素
、

邻氯青霉素
、

双氯青霉素分别为 30 陀 /L
。

测定牛奶

中青霉素的方法已有许多报道
,

通常采用酸性缓冲液或有机溶剂脱蛋白
,

离心分离沉淀物
,

固相柱净化
,

衍

生后用液相或气相色谱测定 ‘2
·

3 ]。 但所有这些方法多数均针对青霉素 C ‘呼 ’或苯哇青霉素等 1 2
,

5 1进行测定
,

目前还没有同时测定牛奶中 5 种青霉素残留量的方法报道
。

为此
,

本文详细研究了青霉素的衍生化条件和

样品提取及净化方法
。

样品采用直接提取
、

离心分离及固相净化的方式
,

经衍生后
,

用液相色谱紫外检测器

进行测定
。

本法可以测定牛奶中低至 5 x
lo

一 9

(、 )的青霉素残留
,

获得了满意的分离效果和很高的灵敏度
。

该法用于牛奶中青霉素残留的测定
,

结果令人满意
。

1 实验部分

1
.

, 仪器与试剂

日本岛津 LC
一 10A D 高效液相色谱仪

,

R F 一 10A 紫外检测器
,

C R 一
7A D 数据处理机

,

离心机
,

恒温水浴
,

旋转蒸发器
,

振荡器
,

vi si Pre p 多歧管真空固相萃取装置 ; 净化柱为 Su pe k le an 仪 LC
一

18 SPE Tu be
s

(3 mL )
。

磷

酸二氢钠
、

磷酸氢二钠
、

硫代硫酸钠
、

氯化汞
、

氯化钠
、

氢氧化钠为分析纯 ; 乙睛为色谱纯 ; 水为蒸馏水或相

应的去离子水 ; 青霉素标准品及 1
,

2
,

4
一

三陛(1
,

2
,

4
一

tri o le

)衍生化试剂为 Si gn
la

试剂
。

0
.

1 o L/ L 磷酸盐缓冲溶液 (pH 6
.

5
,

含 o
.

ol s mo l几 的硫代硫酸钠 )
:

分别称取 4
.

% g 磷酸氢二钠
、

10
.

14

g 磷酸二氢钠(N‘H刃
‘

·

Z H 刃)和 3
.

90 9 硫代硫酸钠置于小烧杯中
,

用水溶解后
,

转人 I L 容量瓶并用水稀释

至刻度
,

过 0
.

45 卜m 滤膜后备用
。

固相净化柱淋洗液
:

印 m L 水加 40 mL 乙睛均匀混合
,

现用现配
。

衍生化试剂 (2
.

0 耐几 的
1

,

2
,

今三哇和 0
.

ol m ol几 氯化汞 )配制
:

称取 13
.

78 9 1
,

2
,

4
一

三哇于 loo m L烧杯

中
,

加 60 rnL 水使之溶解
,

再加人 10 mL 0
.

1 m ol几 的氯化汞溶液
,

混匀
,

并用 5 m o l几 氢氧化钠调节该溶液

州 值至 9
.

0 * 0
.

5
,

然后转人 loo mL 容量瓶中
,

用水稀释至刻度
。

在 4 ℃下避光保存
。

该衍生化试剂至少可

使用 2 个月
。

标准储备液
:

分别称取 0
.

0 10 0 9 青霉素 G
、

青霉素 V
、

苯哇青霉素
、

邻抓青霉素
、

双氯青霉素置于 loo mL
容量瓶中

,

用水稀释至刻度
。

各种青霉素的质量浓度分别为 loo mg 几
,

然后再根据需要制成标准工作溶液
。

1
.

2 样品的提取和净化步骤
1

.

2
.

1 样品的提取 精密吸取 10 m L牛奶样品于 50 mL 离心管中
,

加人so mIJ 乙睛
,

混匀 1而
n ,

然后以 8 侧洲)

r/ 而
n

的速度离心 10 而n( 0 ℃ < t < 5 ℃ )
。

把上清液转人 150 mL 圆底烧瓶中 (小心避免块状物进人 )
,

沉淀

收稿 日期
: 2(X X) 一

03
一 15 ; 修订日期

: 2 (X X) 一
08

一
29

作者介绍
: 王 超(1 9日)一 )

,

男
,

北京人
,

高级工程师
.
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物按上述方法再用 20 mL 乙睛提取一次
。

合并提取液后
,

加人 30 mL 40 g/ L 的氯化钠溶液
,

混合后在旋转蒸

发器上 50 ℃减压浓缩至约 30 mL
。

,
.

2
.

2 净 化 依次用 10 mL 甲醇
、

10 mL 水
、

5 znL 20 9几 的氯化钠水溶液
,

预淋洗 sPE CI
。

净化柱 (在淋洗

过程中不能使柱子变干 )
。

把处理好的试样浓缩液转人净化柱中
,

使该试液以 3 司口而
n

的速度通过 SPE CI。

净化柱
。

然后加人 1
.

5 !nL 淋洗液
,

浸泡 1 而
n ,

再以 3 n 1 L / 而
n

的速度洗脱被测物
,

收集洗脱液
。

1
.

2
.

3 柱前衍生化 取 0
.

s rnL 衍生化试剂(用前摇匀)加人到洗脱液中
,

盖上试管塞子
,

摇匀
,

于 60 ℃水浴

中反应 ro 而
n 。

然后从水浴中取出试管
,

快速浸人冷水中放置 10 而
n 。

衍生化的青霉素在 30 ℃避光放置至

少可稳定 s ho

1
.

3 色谱条件

色谱柱
:

分离柱 W
a te rs N OV 一 PAK C ,

s(巧 0 ~ xi d 3
.

9 ~ ) ; 柱温
:

室温 ; 检测波长
: 325 lun

; 流动相
:
乙

睛 一磷酸盐缓冲溶液 (pH 6
.

5
,

含 0
.

01 5 二1几 的硫代硫酸钠)
,

梯度洗脱 ; 流速
: 1

.

o m 工/ 而
n ,

进样体积
:

20

拜L
。

梯度条件
: v (乙睛)

: v (磷酸盐缓冲溶液 ) 为 4 3 : 5 7 (o
,

0 1 面
n
) ~ 朽

: 55 (12 而
n
) ~ 55 :

45 (2 8 而
11

) ~

43
: 57 (32 而n )~ 4 3 : 5 7 (3 8 而

n
)
。

2 结果与讨论

2
.

1 流动相的选择

文献【2 1中使用 C 。

分离柱
,

在乙睛 一 磷酸盐缓冲液流动相中

加人离子对试剂
,

对苯哇青霉素
、

邻氯青霉素
、

双氯青霉素进行

了分离
。

在本实验中发现使用该流动相
,

对所要分析的 5 种青

霉素并不能获得满意的分离效果
。

为此
,

对流动相和色谱分离

柱进行 了筛选
,

发现使用 双恤te 比 NoV
一 PAK CI

:

分离柱和 0
.

1

咖L/ L 磷酸盐缓冲溶液 (州 6
.

5
,

含 0
.

01 5 mo l/ L 的硫代硫酸钠 )

与乙腊作流动相
,

采用梯度洗脱
,

青霉素 C
、

青霉素 V
、

苯哇青

霉素
、

邻氯青霉素
、

双氯青霉素可以获得满意的分离
。

图 l为

样品添加青霉素标准后得到的色谱图
。

2
.

2 衍生化条件试验

取 1
.

o mL 混合标准工作液
,

通过改变衍生化试剂用量
、

反

应时间
、

反应温度等条件
,

按本文实验条件进行试验
,

结果表

明
,

当衍生化试剂用量在 0
.

3 一 1
.

O mL 之间
,

反应时间在 5 一 巧

而
n

之间
,

反应温度控制在 55 一 65 ℃之间
,

5 种青霉素的响应值

变化不大
。

综合考虑不同试验条件下各种青霉素的响应值
,

本

试验选择衍生化试剂用量为 0
.

8 11止
、

反应时间为 10 而
n 、

反应温

度为 60 ℃
。

2
.

3 提取液的选择

选择磷酸盐缓冲液(叫 4
.

0) 作为牛奶中青霉素的提取液
,

发

现邻氛青霉素
、

双氯青霉素的回收率较低
,

这可能是由于提取过

程中
,

两种青霉素与蛋白质吸附作用较强所致
,

这与文献报道的

结果基本一致 ‘2 ] 。

改用乙睛作提取液
,

结果所有青霉素的回收

率都有不同程度的提高
。

为此本实验选择乙睛作提取液
。

2
.

4 洗脱液用量的选择

甲

-
. . . . . r -

. 目一 目~ - , - ~ 一
,

-
, 尸~ . 目 ~ ~ ~ ~ , 一一一

~了 ~ ~ ~ - .

0 5 1 0 1 5 2 0 全S
t记而

n

图 1 样品添加青霉素后的色谱图
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1
.

青霉素 c (卿ieiuin e )
,

0
.

005
拜g几 ; 2

.

青

霉素 V (详
n ieiu in v )

,

0
.

0 15 拜g几 ; 3
.

苯哇青霉

素 (oxac
沮in )

,

0
.

0 15 拌g / L ; 4
.

邻氯青霉素

(
el
oxac

illin )
,

0
.

0 15 拜g / L ; 5
.
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(di
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,

0
.
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图 2 洗脱曲线
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文献〔4] 报道净化时使用的洗脱液体积为 l rnL
,

但在实验中发现
,

使用 l mL 淋洗液只能使 70 % 一

80 % 的

青霉素洗脱下来 ; 使用 1
.

5 n止洗脱液可将青霉素定量洗脱下来(见图 2)
。
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2
.

5 方法的线性关 系与最小检测质量浓度

取 100 产L 混合标样溶液于 5 m L玻璃管中
,

加

人 以幻 拜L 水
,

按此法制备 50
、

100
、

200
、

400
、

6(X)
、

800
、

l侧1〕拌g几 等 5 个水平青霉素的标准溶液
。

衍

生化后
,

按本文设定的色谱条件测定
。

试验结果表

明
,

青霉素质量浓度在 0
.

05 一 1
.

o mg / L 范围内与

检测器响应值呈线性关系
,

其线性 回归方程与相关

系数列于表 1
,

其中 x 表示青霉素的含量(mg 几)
,

Y

表示青霉素的响应值
。

按检测下限 0
.

05 mg / L
,

样

品量 10
.

O mL
,

最后体积为 1
.

o znL 计算
,

可以得出

本法的最小检测质量浓度为 0
.

加s mg 几
。

2
.

6 方法回收率及精密度

按样品提取方法
,

选择 3 个添加水平加人已知

量的青霉素到牛奶空白样品中进行添加回收试验
,

回收率及精密度试验结果见表 2o

2
.

7 实际样品测定

作者使用上述方法曾对数十种不同品牌的牛奶

样品进行了测定
,

尚未发现有阳性结果的样品
。

根

据实际样品的添加回收试验结果表明
,

该法的最小

检测质量浓度可以满足相关法规的要求
。

参考文献 :

表 1 青霉素的线性回归方程与相关系数
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表 2 空白样品添加青霉素后的回收率及精密度(n 二 5)
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