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鸡肉中多种磺胺兽药残留量测定的
高效液相色谱- 电化学检测法

王建华, 林黎明, 陈长法

(青岛出入境检验检疫局 食品实验室, 山东 青岛 266002)

摘 要: 采用液相色谱电化学法测定了鸡肉中磺胺类药物残留量; 磺胺用氯仿提取后, 取部分提取液用氮气

吹干, 残渣溶于 KH2PO4中 , 用正己烷脱脂, 水相进样, 液相色谱分析用 C18柱, 流动相为甲醇- 0. 01 mol/ L

KH 2PO 4 ( pH 6, 体积比 25B 75) , 检测电位 1. 0 V; 与紫外检测器相比, 电化学检测器 ( ECD) 有更高的灵敏

度和选择性, ECD 的检出限为磺胺嘧啶 0. 02 ng , 磺胺甲氧哒嗪 0. 06 ng, 磺胺甲基异 唑 0. 07 ng。
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磺胺类药物( SAs)广泛用于预防和治疗食源性动物的疾病, 然而过量使用这些抗生素会导致在食

用动物产品中残留。 这些残留物对人体有不良影响。 因此, 欧盟将磺胺类药物列为必须严格监控

的药物, 并制定了动物源食品中磺胺的最大残留限量为 100 Lg/ kg
[ 1]
。

GC和 GC- MS对肉、奶中磺胺类药物残留的测定灵敏度高而且专属性强, 但需要繁冗的净化和

衍生步骤 [ 2], 不适合大量样品的分析。 液相色谱紫外检测法也有许多应用 [ 3], 但灵敏度低。 有些分

析方法基体干扰严重。

美国农业部食品安全检查局( FSIS)采用荧光胺衍生的薄层色谱( TLC)筛选方法
[ 4]
。 这种方法灵

敏度、选择性较好, 但重复性不够好。

近年来, 用荧光胺柱前衍生或柱后衍生, 进行磺胺测定的液相色谱荧光检测法已成为测定动物

组织多种磺胺快速分析方法
[ 5 ]

, 这种方法灵敏度、选择性都较好。 液相色谱与大气压化学离子或热

喷雾质谱联用技术已成为确证生物组织中磺胺兽药残留的方法
[ 6 ]
, 但一般实验室很难配置这样的仪

器。

本文提出了采用液相色谱电化学检测器 ( ECD) 测定禽肉中多种磺胺残留方法。 通过与二极管阵

列检测器 ( DAD) 进行比较, 发现 SA在 ECD上响应比 DAD至少高一个数量级。 本法具有灵敏度高、

专属性好的优点。
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1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

HP1050型四元梯度泵; 在线真空脱气机; HP1049A电化学检测器( ECD) , 工作电极为玻碳电极,

参比电极为 Ag/ AgCl固体电极; HP1100二极管阵列检测器( DAD) ; 使 DAD流出液进入 ECD, 用

HPCHEM化学工作站同时采集双通道信号; 多功能微量化学处理仪; SK_1涡流混匀器; 水为双蒸水

并过 Millipore纯水器; 甲醇为国产色谱纯试剂; 磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、三氯甲烷为 Merck公司产

品; 0. 1 mol/ L KH2PO 4 ( pH 为 5. 5) ; 0. 01 mol/ L K2HPO4: 称 1. 14 g K2HPO4# 3H 2O于 1 000 mL烧杯, 加

水至 900 mL, 此时pH= 9, 用 100 g/ L H3PO 4(磷酸水溶液)调节 pH至 6, 转入 1 000 mL容量瓶, 并用水

定容至刻度。

所用磺胺标准品均为 Sigma公司产品。标准贮备溶液的配制: 各称 25 mg标准物于 25mL棕色容

量瓶, 用甲醇定容至刻度。标准工作液的配制: 标准贮备溶液用甲醇逐级混合稀释成梯度溶液。 工

作曲线的绘制: 取不同质量浓度混合标准在< 40 e 氮气流吹干, 加入 0. 1 mol/ L KH 2PO4 1 mL涡流混

匀溶解, 经 0. 45 Lm微孔滤膜过滤至自动进样小瓶中, 进样分析。

1. 2 色谱条件

流动相为甲醇- 0. 01 mol/ L K2HPO4磷酸盐缓冲液(体积比 25B 75) , 流速 1 mL/ min, 进样量 10

LL; 色谱柱: 分析柱为卡套柱( Agilent, 4. 0 mm@ 250 mm) , Hypersil ODS 5 Lm, 保护柱为 5 Lm ODS子

弹头柱, 4 mm@ 4 mm; DAD紫外检测波长 266 nm; ECD的检测电位+ 1. 0 V。

1. 3 样品制备

收集刚宰杀喂养的小鸡, 将鸡肉切成小片并均质, 搅碎, 样品放在塑料袋中密封冷冻保存。 称

取 4 g肉样到50 mL具旋塞塑料离心管, 加入氯仿(三氯甲烷) 40 mL, 于涡流混匀器上快速混匀 1 min,

放在卧式振荡器中振荡 15 min, 充分混合; 3 000 r/ min离心 5 min, 肉样在上层, 用一次性吸管吸取下

层溶液, 用滤纸过滤, 取 10 mL滤液 (相当于 1 g肉样)于< 40 e 氮气流下吹干; 残渣用 5 mL正己烷

溶解, 加入 1. 0mL 0. 1mol/ L磷酸二氢钾溶解, 快速混匀多次, 每次静置分层; 最后 3 000 r/ min离心 2

min, 界面为黄色, 仔细抽取水相过滤于自动进样瓶插件中。

2 结果与讨论

2. 1 方法原理

HP1049A电化学检测器是薄层式检测池, 工作电极为 8 mm直径的圆盘式玻璃碳电极。 本法采

用恒电位安培模式, 电活性物质在电极上发生氧化还原反应, 产生电流。

2. 2 标准溶液的配制

实验发现, 若用甲醇配制标准直接进样, 在较低浓度时, 色谱峰形较差; 用强酸或强碱性溶液溶

解的标准无峰或峰形很差; 而用流动相或 0. 1 mol / L KH 2PO4配成标准溶液峰形较好。

2. 3 流动相 pH值的影响

改变流动相 pH值在 4~ 8, 流动相 pH 在 4~ 7之间无论对峰高、待测物保留时间和峰形均无影

响, pH大于 7峰形变差, DAD和 ECD均如此。 本法选择 pH= 6。

2. 4 流动相组成的影响

国内外文献报道多采用乙腈- 缓冲溶液作流动相 [ 5], 本法改用甲醇- 缓冲液作流动相, 不但降

低了成本, 还降低了毒性, 色谱峰尖锐对称, 且分离度令人满意。 许多文献方法是通过加入离子对

试剂(如辛烷磺酸钠)来改善磺胺的峰形和分离。离子对试剂对 ODS色谱柱有损害, 本法不必用此类

试剂, 仍可得到尖锐对称的峰形。 通过试验发现, 甲醇在流动相中的含量对保留时间影响很大。随

着甲醇含量的增加, 各物质保留时间明显缩短。 综合考虑, 本法选择甲醇含量为 25% ( U)。

2. 5 电化学检测器工作电位选择

电化学检测电位依次按 0. 5、0. 6、0. 7、0. 8、0. 9、1. 0、1. 1 V设定, 注射相同体积的同一浓度的

标准混合液, 建立动态伏安曲线, 结果表明电位在 1. 0 V最佳。
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图 1 ECD( A)和 DAA( B)检测的色谱图
Fig. 1 Chromatograms detected by ECD( A) and DAD( B)

1. 磺胺嘧啶 ( sulfadiazine) ; 2. 磺胺甲氧哒嗪 ( sulfamethoxypyridazine) ;

3. 磺胺甲基异噁唑( sul famethoxazole)

2. 6 提取与净化方法的选择

探索了文献报道的提取和净化方

法。 参考文献[ 6]的方法, 采用有机溶剂

提取后, 用强阳离子交换柱 ( PRS或 SCX)

净化后, 柱后衍生HPLC- FLD或 HPLC-

DAD测定磺胺嘧啶。 该法只适用于磺胺

嘧啶, 其它物质回收率很低。

最后, 样品制备参考测定牛奶中新诺

明( SMZ)残留的 AOAC公定分析方法
[ 4 ]
,

经适当改进后, 用离心管代替分液漏斗

振荡提取, 肉样在溶液上层, 离心后肉样

成坚实的饼状, 溶液变澄清, 取出有机相, 并取部分提取液浓缩至干, 再净化。 此法适合大量样品分

析。

2. 7 检出限

将 DAD与ECD串联, 进样, 同时采集双通道信号, 得到的色谱图见图 1 A和 B, 以 3倍噪音计算,

磺胺嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺甲基异噁唑检出限( ng)分别为 0. 24、0. 96、2. 2( DAD)和 0. 02、0. 06、

0. 07( ECD)。 结果表明 ECD比 DAD检出限低一个数量级。

取空白鸡肉样添加 0. 05 mg/ kg含量的 3种混标, 按HPLC- ECD法重复 5次测定, 测得回收率和

RSD分别为: 磺胺嘧啶 75% , 11% ; 磺胺甲氧哒嗪 80% , 8. 0% ; 磺胺甲基异噁唑 82% , 9. 0%。

本法可作为常规检测方法。初步实验表明, 本法也适用于其它磺胺药物。
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Abstract: A HPLC method with electrochemical detection( ECD) was proposed for the quantitative determination of

residues of sulfonamide drugs in chicken. Sulfonamides in chicken sample were extracted with chloroform. The

extract was filtered, and then evaporated to dryness under a stream of nitrogen. The residue was dissolved into

KH 2PO4 solution and defatted with hexane. The aqueous sample was taken for analysis by HPLC with ECD at po-

tential of 1. 0 V after filtration. LC analysis was performed on a C18 column using a mobile phase of methanol- 10

mmol / L phosphate buffer( 25B 75 by volume) at pH 6. Compared with ultraviolet detector ECD has a higher sen-

sitivity and selective for sulfonamides. The detection limits of 0. 02 ng, 0. 06 ng and 0. 07 ng were obtained for

sulfadiazine, sulfamethoxypyridazine and sulfamethoxazole, respectively.
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