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摘　要　应用分散液相微萃取 ( DLLME)技术, 建立了蜂蜜中磺胺类抗生素的高效液相色谱分析方

法。考察了萃取剂、分散剂、萃取剂体积、分散剂体积、时间、盐度和 pH 等因素对分散液相微萃取的影响,并

确定了最佳萃取条件为 : 40LL 1, 1, 2, 2-四氯乙烷(萃取剂)和 1mL 乙腈(分散剂 ) , 混匀后, 加入水样, 离心

2min,吸取 5LL沉积相,进行 HPLC 分析。应用本方法对 3批蜂蜜样品进行了测定, 取得了良好的效果。
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1　引言
磺胺类抗生素被广泛的在兽医中用于预防和治疗细菌感染性疾病的化学治疗药物。而磺胺类

药物在食品生产中的广泛应用,其残留引起了各方面的注意,欧盟, 日本等国家都制定了严格的标

准,其在食品中的最大残留量不得高于0. 1ppm [ 1]。在蜂蜜的生产过程中,蜜蜂幼虫极易被幼虫芽孢

杆菌感染从而影响蜂蜜的产量[ 2]。磺胺类药物因其低廉的价格、有效的抑菌效果被广泛的应用, 因

而对蜂蜜中磺胺类药物的残留显得尤为重要。本文采用分散液相微萃取技术结合高效液相色谱法,

对蜂蜜中的 3种磺胺类药物进行了分析测定,该方法简便易行、富集倍数、回收率令人满意。能够满

足测定蜂蜜中的磺胺类抗生素的残留。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Waters 515型高效液相色谱仪(美国Waters公司) , 配有二元梯度泵, Waters 2996型紫外检测

器, EM POWER型色谱工作站。

磺胺 (批号: 10024-8702)、磺胺二甲基嘧啶 (批号: 100411-200501)、磺胺甲恶唑 (批号:

100025-199503)纯度均大于 98%,购自中国药品质量检验所; 1, 2-二氯乙烷、1, 1, 2, 2-四氯乙烷、四

氯化碳、三氯甲烷、二氯甲烷、丙酮均为分析纯; 乙腈、甲醇均为色谱纯。实验室用水为去离子水。

2. 2　色谱条件

LiChrospher C18柱( 4. 6mm×250mm , 5Lm, 美国 Merck 公司) ; 流动相: A 乙腈与 B 0. 05%

H3PO4 水溶液进行梯度洗脱, 0—5m in, 15% A; 5—10min 15%—25% A; 10—14min 25%—35%



A。紫外检测波长: 260nm;流速: 1mL/ min; 进样量 10LL, 柱温: 30℃。标准品色谱图见图 1。

图 1　标准品色谱图

1——磺胺; 2——磺胺二甲基嘧啶; 3——磺胺甲恶唑。

2. 3　样品前处理过程

将 5mL 蜂蜜的水溶液放入 10mL 的离心管中加入 1mL 的乙腈作为分散剂,然后加入 40LL 的
C2H2Cl4于漩涡振荡器上涡旋1m in,使其充分混匀,形成均一乳浊液。然后以4000r/ m in离心2min,

萃取剂沉积在离心管底部, 用微量进样器吸取 5LL 下相,进行 HPLC分析。

3　结果与讨论

3. 1　萃取剂与分散剂的选择

萃取剂的选择对萃取效率以及富集倍数起着重要的作用,萃取剂一般要具备以下特征: ( 1) 密

度比水大; ( 2) 对待测物有较好的萃取效果; ( 3) 水中溶解度小; ( 4) 能形成稳定的两相系统
[ 3]
。根

据这些特性本实验中按 2. 3项下步骤选择考察了 CH2Cl2( 1. 32g·mL
- 1
)、CHCl3 ( 1. 47g·mL

- 1
)、

CCl4 ( 1. 59g·mL
- 1
)、C2H4Cl2 ( 1. 25g·mL

- 1
)和 C2H2Cl4 ( 1. 54g·mL

- 1
) 5种萃取剂的效果。实验

结果表明, 当用 CH2Cl2和 C2H4Cl2作为萃取剂时, 不能形成两相系统,这可能与这两者密度较小以

及其较大的溶解性有关;采用 CCl4萃取时色谱上并未检测到磺胺类,这可能与其较小的极性有关。

采用CHCl3作为萃取剂是所形成的两相系统稳定性较差;采用 C2H2Cl4获得了较好的萃取效果, 综

上本实验中采用 C2H2Cl4作为萃取剂。

图 2　不同萃取剂对富集倍数的影响

1——磺胺; 2——磺胺二甲基嘧啶; 3——磺胺甲恶唑。

分散剂作用是使萃取剂和水样溶液的接触面

积最大化, 从而使萃取效率最大化。本实验选用丙

酮、乙腈、甲醇作为分散剂对其分散效果进行了考

察。实验结果见图 2。从图2中可看出,采用乙腈作

为分散剂时 3种磺胺类药物的富集倍数都较高,因

此本文选用乙腈作为分散剂。

3. 2　萃取剂体积的影响

萃取剂体积对萃取过程中的富集倍数影响较

大。本实验考察了 C2H2Cl4体积( 10、20、30、40、50、

60、70LL)对萃取效率及富集倍数的影响。随着 C2H2Cl4体积的增长,萃取效率变化不明显, 而当体

积增大到 40LL 以后富集倍数急剧下降,原因是随着萃取剂的加入量的增大使有机相的体积变大,

从而使有机相中的目标物的浓度变小,从而影响目标物的富集倍数使得方法灵敏度也降低。当萃取
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剂体积为 40LL 时, 有机相的体积 60LL 左右, 在这一条件下既可以有较好的萃取效率又有较高的
富集倍数,因此确定萃取剂的体积为 40LL。

3. 3　分散剂体积的影响

分散剂体积是分散液相微萃取中又一个重要影响因素。分散剂体积小的时候会使萃取剂很难

在水相中形成均一的乳浊液从而影响萃取效率,而当分散剂体积较大时则会影响有机相在水中的

溶解性,因此, 选择合适的分散剂体积显得尤为重要。本实验考察了乙腈不同体积( 0. 5、1. 0、1. 5、

2. 0mL)对微萃取的影响。实验结果显示,萃取效率先随乙腈体积的增加而增加,在 1. 0mL 时达到

最大值,而后又随乙腈体积的增加而减小。因此选择分散剂乙腈体积为 1. 0mL。

3. 4　提取时间的影响

提取时间是指分散剂与萃取剂加入到水样中到离心前的一段时间。本实验中选择 2、4、6、8、

10m in 进行考察。实验结果显示提取时间对萃取效率没有明显的影响。说明当萃取剂加入到水相体

系中能迅速形成均一的乳浊液, 待测物可以从水相中迅速转移至有机相中,从而达到两相平衡。本

实验选取提取时间为 2min。

3. 5　离子强度与 pH的影响

本实验中考察了加入不同浓度 NaCl对萃取效率的影响。实验结果显示当 NaCl浓度从 2%增

加至 6%时富集倍数成增加趋势且萃取效率基本不受影响;但当浓度继续增加时富集倍数则急剧

减小。导致这一结果的原因可能是当NaCl浓度过高时会使有机相在水相中溶解性降低,使得有机

相体积增大从而影响富集倍数。鉴于此本实验中确定 NaCl浓度为 6%较为适宜。

溶液的 pH 值可能影响磺胺类抗生素的萃取效率, 由于磺胺类药物在酸性或碱性的溶液中有

较大的溶解度,从而导致萃取效率不高,因此本实验在中性条件下对其进行微萃取。

3. 6　样品测定

对市场中购买的 3批蜂蜜在优化的条件下进行了测定。结果显示 3批蜂蜜中 3种磺胺类抗生

素均低于检出限。对测定的样品进行了回收率实验, 计算加标回收率和相对标准偏差, 结果见表 2。

从表 2中我们可以看出,在测定的 3批蜂蜜中均未检出磺胺, 磺胺二甲基嘧啶和磺胺甲恶唑。方法

的回收率在 85. 4%—97. 1之间,相对标准偏差小于 6. 7%, 方法稳定性较好。
表 2　样品测定结果

检测物质 样品
样品中含量

( Lg·L - 1)

加标量

( Lg·L- 1)

测定值

( Lg·L- 1)

回收率

( % )

相对标准偏差

RSD( % )

磺胺 枣花蜜 NDa 5. 000 4. 270 85. 4 3. 5

槐花蜜 ND 5. 000 4. 535 90. 7 4. 2

野花密 ND 5. 000 4. 360 87. 2 6. 3

磺胺二甲基嘧啶 枣花蜜 ND 5. 000 4. 495 89. 9 5. 4

槐花蜜 ND 5. 000 4. 530 90. 6 5. 9

野花密 ND 5. 000 4. 670 93. 4 6. 7

磺胺甲恶唑 枣花蜜 ND 5. 000 4. 765 95. 3 3. 8

槐花蜜 ND 5. 000 4. 855 97. 1 5. 1

野花密 ND 5. 000 4. 835 96. 7 4. 3

　　注: a——未检出。

4　结论
本文应用分散液相微萃取技术对 3批蜂蜜样品进行了测定,取得了良好的效果。

1936 光谱实验室 第 29 卷



参考文献
[ 1] Thomson C, S porns P. Direct ELlSAs for Sulfath iazole in Milk and Honey w ith Special Emphasis on E nzyme Conjugate Preparation

[ J] . J .F ood S ci. , 1995, 60( 2) : 409—415.

[ 2] M ilne P. S ulphonamides and American Foul Brood Disease of Bees[ J ] .N ature. , 1945, 155: 335—335.

[ 3] Rezaee M , Yamini Y, Faraji M . Evolution of Dispersive Liquid-Liquid Microext raction Method [ J] . J . Chromatogr . A , 2010, 1217

( 16) : 2342—2357.

Determination of Sulfonamides in honey by DLLME-HPLC

BAO Jin-Yuan　CHI Xiao-Feng
a　DONG Qi

a　HU Feng-Zu
a

( Department of Chemistry and L if e S cie nce, Qinghai Univ ersity f or N ational it ies, X ining 810000, P . R. China)

a( N orthw est Institute of Plateau B iolog y of Chinese A cad emy of S ciences, X ining 810008, P. R . China)

Abstract　The method for analysis of sulfonam ides ant ibiot ic in honey by dispersiv e liquid-liquid

microex tract ion ( DLLME) combined w ith high performance liquid chromatography w as developed.

The ef fects of parameters such as the ex tract ion solvent , dispersing agent , volume of ext ract ion solvent

and dispersing solvent , ex tract ion t ime, ionic streng th and solution pH on dispersion of liquid phase

microex tract ion w ere invest ig ated, and the opt imal ext raction condit ions w ere as follow s: 1mL of

acetonitrile ( as dispersive solvent) and 40LL 1, 1, 2, 2-tetrachloroethane ( as ext raction solut ion) were

rapidly mixed, then centrifuged for 2min af ter adding w ater solut ion of honey samples, and 5LL
sedimentary facies w as injected to analyze by HPLC. The method is applied to determination of 3

batches honey samples with good effects.

Key words　Dispersiv e Liquid-Liquid Microex tract ion; HPLC; Sulfonamides; Honey
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