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超临界流体萃取气相色谱法测定鱼肉中的毒死蜱残留

徐敦明１　陈安良１，２　余向阳１　王箐霞１，２　何　军１，２　张　兴＊１，２
１（西北农林科技大学无公害农药研究服务中心，杨凌 ７１２１００）　　２（陕西省生物农药工程技术中心，杨凌 ７１２１００）

摘　要　建立了利用离线超临界 ＣＯ２萃取气相色谱（ＳＦＥ-ＧＣ）测定鱼肌肉中毒死蜱残留量的分析方法。超

临界 ＣＯ２萃取鱼肌肉中毒死蜱的适宜条件为：温度１００℃，压力４１．３７０ＭＰａ，ＣＯ２流量为１ｍＬ／ｍｉｎ，动态萃取

３０ｍｉｎ，静态萃取时间 １５ｍｉｎ，调节剂甲醇（添加量０．５ｍＬ），收集液丙酮。最小检出量为０．０１ｎｇ；添加回收率

为７７．３％ ～１０５．１％；相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ２．４％ ～１５．４％，符合残留分析要求。全程分析时间小于 ２ｈ。

关键词　超临界流体萃取，气相色谱，残留分析，毒死蜱，鱼肌肉

　２００３-１２-２４收稿；２００４-０６-１４接受
本文系国家“十五”攻关资助项目（Ｎｏ．２００２ＢＡ５１６Ａ０４）

１　引　　言

毒死蜱（ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ）是一种有机磷杀虫、杀螨剂，具有良好的触杀、胃毒和熏蒸作用［１］，属中毒农

药，杀虫谱广，广泛用于防治多种害虫 ［２］。近年，由于毒死蜱的大面积使用，在土壤、水体、生物体及食

品等中均有发毒死蜱的残留。鱼类作为生态系统中主要的水生生物类群，也受到不同程度的污染，甚至

因慢性中毒而死亡。通过生物富集，大量毒死蜱积累在鱼体内，对人体的健康造成间接危害。目前，对

毒死蜱的残留分析多采用溶剂提取法进行前处理［３，４］，样品前处理时间长，且有机溶剂耗费多，有毒试

剂污染环境。因此，很有必要改进和发展有关样品前处理技术。近几年兴起的超临界流体萃取（ｓｕｐｅｒ-

ｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦＥ）是一种利用超临界状态下的流体作为提取剂进行萃取的方法，与传统萃取

法相比，其可通过改变温度、压力或添加少量的有机溶剂，优化萃取过程，提高提取效率。它能同时完成

萃取和分离，分离效率高，操作周期短，传质速度快，溶解力强，选择性高，而且不环境污染。本实验通过

对鱼肌肉中的毒死蜱萃取操作条件的优化，建立了一种离线超临界流体萃取气相色谱测定鱼肌肉中毒

死蜱的残留分析方法。

２　实验部分

２．１　仪器和试剂

ＩＳＣＯＳＦＸＴＭ ２-１０型超临界 ＣＯ２萃取仪及相关配备（皆能（亚洲）有限公司）；ＰＥＲＫＩＮＥＬＭＥＲＡｕｔｏ-

ｓｙｓｔｅｍＸＬ气相色谱仪及 ＰＥＮＥＬＳＯＮ９００Ｓｅｒｉｅｓ工作站（美国 ＰＥ公司）；检测器：６３ＮｉＥＣＤ检测器；色谱

柱：１ｍ×３ｍｍ不锈钢柱；担体：ＣｈｒｏｍｏｓｏｒｂＷＨＰ，０．１８～０．１５４ｍｍ粒径；固定液：１％ＯＶ-１０１；检测温

度：色谱柱１９０℃，检测器 ３５０℃，进样口 ２２０℃；载气：氮气（≥９９．９９％），流速３５ｍＬ／ｍｉｎ；保留时间：

３．７５ｍｉｎ；衰减 ８，进样量 １μＬ。毒死蜱原药（９７％，沙隆达农药股份有限公司）；二氯甲烷、石油醚、甲

醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯及乙腈均为分析纯。

２．２　供试鱼种和实验用水

大鲤鱼，由陕西省钓鱼协会渔场提供，实验前在室内驯养 ７ｄ，预养期间鱼的死亡率小于 ２％，实验

用鱼全部生长正常健康无病；实验用水：用曝气去氯处理２４ｈ后的自来水，ｐＨ控制在６．８～７．５之间。

２．３　实验方法

２．３．１　毒死蜱标准溶液的配制　准确称取 ０．１０３１ｇ毒死蜱原药于 １００ｍＬ容量瓶中，用重蒸石油醚

（３０～６０度）定容至刻度，得１０３１ｍｇ／Ｌ的毒死蜱标准贮备溶液。系列浓度的标准工作溶液由毒死蜱标

准贮备溶液用重蒸石油醚配制。
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２．３．２　样品前处理和ＳＦＥ萃取　（１）萃取条件筛选所需样品　取鱼肌肉并切成细条，加药使鱼肉含药

量为１０ｍｇ／ｋｇ，用研钵磨成匀浆，１ｈ后进行 ＳＦＥ萃取；（２）鱼体中农药残留分析所需样品　取大鲤鱼

１５尾并分别称重，用微量注射器以１０ｍｇ／ｋｇ的药量进行注射。在１、３、６、１２和２４ｈ各取鱼３尾（３个重

复），并取鱼肌肉磨成匀浆，在优化条件下萃取鱼肌肉中的毒死蜱；（３）ＳＦＥ萃取　准确称取 ２ｇ上述处

理匀浆，装入萃取仓中，仓的上下都垫有少许棉花，按不同条件进行萃取，各设有３个重复。利用２因素

７水平进行预试实验，在预试实验的基础上选择３个不同压力（３４４７５、４１３７０、４８２６５ｋＰａ）和３个不同温

度（５０、７０、１００℃）进行正式实验。实验中，静态萃取时间为１５ｍｉｎ，动态ＣＯ２ 流量为１ｍＬ／ｍｉｎ，动态萃

取３０ｍｉｎ。用２０ｍＬ的重蒸二氯甲烷进行收集，室温待二氯甲烷挥发尽，用２～３ｍＬ重蒸石油醚溶洗，

并定容至１０ｍＬ，供气相色谱直接测定。当进行鱼体中农药残留分析时，萃取条件选用本实验所优化的

组合。

３　结果与讨论

３．１　毒死蜱的标准曲线

由毒死蜱标准贮备液用重蒸石油醚配成１６、８、４、２、１和０．５ｍｇ／Ｌ系列浓度标准工作溶液。将系列

浓度分别进样１μＬ，在气相色谱仪上测定峰面积，测得毒死蜱标准曲线方程为 Ｙ＝２．１８９９Ｘ＋２．７３４１，

ｒ＝０．９９８４。

３．２　ＳＦＥ萃取条件的选择

３．２．１　萃取压力和温度的选择　萃取压力和温度是影响超临界萃取效果的重要因素（见图１）。同一

压力下，萃取率随温度的升高而升高；在 １００℃，３个不同压力下的萃取率分别为 ５６．９１％、８３．０６％和

　图 １　压力和温度对萃取效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｔｅｍｐｒａｔｕｒｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｅｆｆｃｉｅｎｃｙ

６０．７５％。由图 １可知，随着压力升高，萃取率先升

高后降低，在４１．３７ＭＰａ时，萃取率最高。３个不同

温度下的萃取率分别为６．５８％、５５．０６％和８３．０６％。

因此，实验中 ＳＦＥ萃取毒死蜱的温度可选择 １００℃；

压力可选择４１．３７ＭＰａ。

３．２．２　调节剂的选择　超临界 ＣＯ２（ＳＣ-ＣＯ２）作为

非极性溶剂，难以萃取极性物质。通过加入一定量

极性溶剂，可以改善超临界流体极性。不同溶剂因

其理化性质的差异而对流体性能的影响不同，对同

一溶质萃取效果的影响也不同。实验中选取甲醇、

乙醇、丙酮、乙酸乙酯及乙腈作为调节剂，添加量为

０．５ｍＬ，进行萃取。图３显示，加甲醇、丙酮、乙酸乙酯比不加调节剂的萃取率高，甲醇的改性作用相对

最好，萃取率达１０３．５％。因此，在用 ＳＦＥ仪萃取毒死蜱时，可适当添加一些调节剂，甲醇为首选。

表１　调节剂对萃取率的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｄｉｆｉｒｓｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

调节剂
Ｍｏｄｉｆｅｒ

无 Ｎｏ
甲醇
Ｍｅｔｈａｎｏｌ

乙醇
Ｅｔｈａｎｏｌ

丙酮
Ａｃｅｔｏｎｅ

乙酸乙酯
Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ

乙腈
Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

萃取率 （％）
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

７７．１ １０３．５ ２９．１ ７８．９ ８０．９ ５３．７

３．２．３　收集液的选择　实验中其它萃取条件不变，选取甲醇、丙酮、石油醚和二氯甲烷４种极性不同的

溶剂作为收集液，比较它们的收集效果。表 ２表明，用丙酮、石油醚和二氯甲烷收集的萃取率均高于

８０％，它们均可作为 ＳＦＥ萃取毒死蜱的收集溶液。但当用二氯甲烷作为收集液，在上气相色谱测定时，

必须在自然条件或用Ｎ２吹干二氯甲烷，然后用石油醚或丙酮定容，这样耗时且造成分析物的损失。石

油醚室温极易挥发，用石油醚作为收集液进行萃取时需要不断添加石油醚，耗大量有机溶剂。可见，上

述４种收集液，丙酮为最佳收集液，回收率为９３．７％，且能选择性地收集毒死蜱。

２５４　　 分 析 化 学 第 ３３卷
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表２　收集液对萃取率的影响
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

收集液

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔｓ

二氯甲烷

Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍａｔｈａｎｅ

甲醇

Ｍｅｔｈａｎｏｌ

丙酮

Ａｃｅｔｏｎｅ

石油醚

Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ

萃取率 （％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
９９．４ ６０．１ ９３．７ ８１．６

３．３　添加回收实验和最低检测浓度

取鱼肌肉３组，每组 ３个重复。一组拌入毒死蜱，使肌肉中农药浓度为 １０ｍｇ／ｋｇ；二组浓度为 ５

ｍｇ／ｋｇ；三组浓度为１ｍｇ／ｋｇ。混匀１ｈ和４ｈ后，采取上述分析过程进行回收实验，最小检出量为０．０１

ｎｇ；最低检出浓度为０．０５ｍｇ／ｋｇ；回收率（表３）为７７．３％ ～１０５．１％；相对标准偏差为 ２．４％ ～１５．４％，

符合残留分析要求。

表３　毒死蜱在鱼肌肉中回收率实验
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓｉｎｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅ

添加浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１０．０（ｍｇ／ｋｇ）

１ｈ ４ｈ

５．０（ｍｇ／ｋｇ）

１ｈ ４ｈ

１．０（ｍｇ／ｋｇ）

１ｈ ４ｈ

平均回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ（％） １０５．０８ ９７．７２ ９２．４２ ９０．１２ ８１．６３ ７７．３４

相对标准偏差 ＲＳＤ（％） ２．４４ ３．７７ ６．９７ ７．４４ １２．４１ １５．３５

　

３．４　鱼体中毒死蜱的消解

在优化的萃取条件下，测定鱼体中毒死蜱残留，１ｈ检测到毒死蜱的浓度为８．８６ｍｇ／ｋｇ，２４ｈ未检

测到毒死蜱（表４）。用指数降解模型进行拟合，得方程为 ｌｎＣ＝２．１２６８－０．１１３３ｔ（ｒ＝０．９１３０，ｎ＝５），

其消解半衰期为６．１２ｈ。

表４　鱼肌肉中的毒死蜱的消失
Ｔａｂｌｅ４　Ｄｉｍｉｎｉｓｈｏｆｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓｉｎｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅ

取样时间 Ｓａｍｐｌｅｔｉｍｅ（ｈ） ０ １ ３ ６ １２ ２４

鱼体中农药浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍｇ／ｋｇ） １０．０５ ８．８６ ４．５７ ３．２５ ２．５９ ＮＤ

消失率 Ｄｉｍｉｎｉｓｈｒａｔｅ（％） － １１．４ ５４．３ ６７．５ ７４．１ －

　注（ｎｏｔｅｓ）：ＮＤ为未检测到 （ｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ）；（ｌｎＣ＝２．１２６８－０．１１３３ｔ（ｒ＝０．９１３０，ｎ＝５，ｔ１／２＝６．１２ｈ）

３．５　小结

本研究的方法与常规方法［５ ７］比较，ＳＣ-ＣＯ２萃取效果优于常规萃取方法，ＳＣ-ＣＯ２萃取过程仅需约

１ｈ，常规方法则需２ｄ或更长时间，有机溶剂用量仅为常规方法的１／１０。此方法同时完成萃取和分离

两步操作，分离效率高，操作周期短，传质速度快，溶解力强，选择性高，无环境污染。利用实验建立的方

法对鱼体肌肉中的毒死蜱残留进行了测定，结果表明毒死蜱在鱼肌肉中的消解半衰期为 ６．１２ｈ。这与

ＵＳＥＰＡ报道［８］的结果基本一致。

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
１　ＧａｏＸｉｗｕ（高希武）．ＰｅｓｔｉｃｉｄｅＭａｎｕａｌ（农药手册）．Ｂｅｉｊｉｎｇ（北京）：ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＨｏｕｓｅ（农业出版社），２００２：

６５～６６

２　ＷｏｒｔｈｉｎｇＣＲ，ＨａｎｃｅＲＪ．ＴｈｅＰｅｓｔｉｃｉｄｅＭａｎｕａｌ：ＡＷｏｒｌｄＣｏｍｐｅｎｄｉｕｍ．９ｔｈｅｄ．，Ｕ．Ｋ．，Ｓｕｒｒｅｙ：ＴｈｅＢｒｉｔｉｓｈＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃ-

ｔｉｏｎＣｏｕｎｃｉｌ，Ｆａｒｎｈａｍ，１９９１：１３４～１３５
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｒｅｓｉｄｕｅａｎａｌｙｓｉｓ，ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ，ｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅ
（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ２４Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２００３；ａｃｃｅｐｔｅｄ１４Ｊｕｎｅ２００４）

中国化学会第十三届有机分析与生物分析学术会议征稿启事

　　由中国化学会有机分析专业委员会、国家自然科学基金委员会和中国科学院研究生院应用化学研究所主办，鞍山
师范学院承办的“中国化学会第十三届有机分析与生物分析学术研讨会”定于２００５年１０月在辽宁鞍山召开，这次会议

旨在交流我国有机分析与生物分析研究中的领域最新成果，并从即日起开始征集与有机分析、生物分析、波谱分析、药物

分析，以及其他分析方法与技术相关的学术论文。会议论文将以“分析试验室”增刊正式出版。

征文要求

１．已在国内外学术刊物上公开发表或在国际、国内学术会议上报告过的论文概不受理。

２．论文摘要（中文或英文）１页，请用激光打印在 Ａ４（２１０×２９７ｍｍ）纸上，版芯规格为 １６０×２３０ｍｍ。摘要内容应包

括：题目（三号黑体居中）、作者（四号仿宋居中）、作者单位（小四号宋体居中，含城市名称和邮政编码并用逗号分开）、正

文（五号字体）、关键词（五号宋体，自版芯左起）和参考文献（小五号字体）：英文摘要一律用相应大小（８号）的 Ｔｉｍｅｓ

ＮｅｗＲｏｍａｎ字体打印。

３．投寄摘要时，请同时寄３．５寸软盘或用 Ｅ-ｍａｉｌ作为附件发送给联系人。请在信封上注明“有机分析与生物分析会

议征文”字样。

４．随文请寄作者单位介绍信，说明论文内容不涉及保密问题，否则不予受理。

５．投稿截止日期为２００５年７月 ３１日（以邮戳日期为准）。

联系地址

辽宁省鞍山市鞍山师范学院化学系　邮政编码：１１４００５

联系人：侯冬岩　电话：０４１２-２９６０００６，１３９９８０３０３８９

联系人：金　辉　电话：０４１２-２９６００６５

Ｅ-ｍａｉｌ：ｈｕａｘｕｅ＠ｍａｉｌ．ａｓｎｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

中国科学院研究生院应用化学研究所

北京市玉泉路１９号甲　　　　　邮政编码：１０００４９

联系人：袁倬斌　李向军　　　　电话：０１０-８８２５６３３６

Ｅ-ｍａｉｌ：ｌｉｘｉａｎｇｊ＠ｇｓｃａｓ．ａｃ．ｃｎ

中国化学会第十三届有机分析与生物分析学术会议组委会
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