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溶剂去乳化分散液-液微萃取-高效液相色谱法
测定水样中甲基对硫磷

祝本琼 陈 浩 李胜清

华中农业大学理学院,武汉430070

摘要 将萃取剂和分散剂的混合液快速注入水样,获得雾化体系,向雾化体系中直接注入乙腈作为去乳化

剂促使混合液分相,避免了离心步骤。以三氯乙烯为萃取剂,考察了分散剂体积、萃取剂体积、去乳化剂体积等

因素对萃取率的影响。在优化条件下,建立的方法在1~40μg/L质量浓度范围内呈现出良好的线性(R2=
0.9998);对甲基对硫磷的检出限(S/N=3)为0.03ng/mL。建立的方法平行测定5份质量浓度为10ng/mL
的甲基对硫磷水样,相对标准偏差为3.3% 。本方法已成功用于实际水样分析,平均回收率为73.9%~84.8%。
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  研制快速、高效、对环境友好的微型化样品前处

理技术,一直是分析化学的研究热点。分散液-液微

萃取(DLLME)作为一种新型液相微萃取模式,具
有操作简单、快速、高效等优点,受到分析工作者的

高度关注[1-3]。该萃取过程一般采用适量分散剂与

微升级萃取剂混合,一并注入水相,形成萃取剂/分

散剂/水乳浊体系,萃取后,通过离心使两相分离,取
出部分析出相进样分析。虽然该过程中萃取剂以超

微液滴形式高度分散在水相中,与分析物充分接触,
使得萃取能够快速达到平衡,但是一般需通过离心

使有机相与水相有效分离。离心步骤往往是其中耗

时最长的环节。笔者所在课题组提出基于轻质溶剂

的溶剂(去乳化)终止分散液-液微萃取技术[4],将甲

苯(萃取剂)和乙腈(分散剂)的混合液快速注入水

相,形成以甲苯微滴高度分散的雾化体系。与传统

DLLME不同的是,该技术在萃取结束后不需要离

心,而是向雾化体系中加入一定量有机溶剂(乙腈)
作为去乳化剂,促进萃取剂微滴的聚集,实现有机相

与水相的分离。该技术具有操作简单、快速、可利用

无氟轻质溶剂(密度小于水)等特点,已成功应用于

环境水样中氨基甲酸酯类农药[4]。该技术受到同行

关注,Zacharis等[5]将其用于有机氯农药的测定;
Guo等[6]对环境水样中16种多环芳烃痕量污染物

实 现 了 快 速 预 富 集、测 定 并 比 较 了 其 与 传 统

DLLME技术的分析性能,进一步显示了该方法的

实际应用潜力。
甲基对硫磷(methylparathion)是应用最为广

泛的有机磷农药之一,具有毒性强、使用广泛且残留

时间长等特征。准确测定各种水样中甲基对硫磷的

含量对评价水环境具有重要意义。因此,笔者以甲

基对硫磷为分析对象,探讨溶剂去乳化技术应用于

常规DLLME(萃取剂的密度大于水)的可能性,以
避免离心分相步骤,简化操作,加快分析速度、提高

分析效率。以三氯乙烯为萃取剂,进行三因素三水

平的正交试验,考察分散剂体积、萃取剂体积、去乳

化剂体积等因素对萃取效率的影响,建立以重质溶

剂为萃取剂的溶剂去乳化分散液-液微萃取样品前

处理技术。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

Agilent1100高效液相色谱仪,Agilent,USA;

Purelabultra超纯水仪,英国ELGA公司;Mettler-
ToledoAE100电子分析天平,梅特勒-托利多仪器

有限公司;微型进样器,上海高鸽工贸有限公司;

KY-1000Ⅲ移液枪,北京青云航空仪表有限公司。
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甲基对硫磷购于国家农药标准物质中心,用色谱纯

甲醇配制10mg/mL作为标准储备液,在-4℃条

件下贮藏。其他试剂均为分析纯。
1.2 色谱条件

色 谱 柱:AgilentXDB-C18 (150 mm×4.6
mm,3.5μm,USA);流动相为甲醇(色谱级)∶水=
85∶15;流速为0.2mL/min;柱温25℃;波长275
nm;进样体积5μL。
1.3 样品预处理

所有玻璃仪器使用酸浸泡过夜后再用去离子水

润洗后晾干。水样取自长江(武汉段)、武汉东湖、实
验室自来水。玻璃广口瓶取水后在4℃下贮存,用
1.0mol/L盐酸溶液调节水样pH 至3.0,过0.45

μm滤膜,备用。
1.4 试验方法

将5mL,pH=3、质量浓度为20ng/mL的甲

基对硫磷溶液加入10mL的锥形玻璃离心管中,采
用进样器将50μL萃取剂三氯乙烯(C2HCl3)和
1000μL分散剂(甲醇)的混合液迅速注入水样。
离心管中立刻出现雾化现象,并可保持较长时间。
萃取一定时间后,采用进样器将800μL乙腈(作为

去乳化剂)快速注入水样。混浊的分散体系很快澄

清,并以较大液滴沉积在离心管底部。以10μL微型

进样器吸取5μL沉积相注入高效液相色谱仪分析。

2 结果与分析

2.1 萃取条件优化

1)萃取剂的选择。选择适当的萃取剂是分散

液-液微萃取的关键。一般分散液-液微萃取溶剂必

须满足以下条件:密度比水大、萃取率高、难溶于水、
好的色谱行为。本试验选择氯苯(PhCl)、CCl4、三
氯乙烯(C2HCl3)3种萃取剂进行研究。由于各萃

取剂在水中的溶解度不同,加入同样量的萃取剂后

获得的析出相体积不同。为获得相同体积的析出相

30μL,分别选择44.4、51.4、51.6μL 的 PhCl、
CCl4、C2HCl3为萃取剂,考察它们对水样中甲基对

硫磷的萃取率。从图1可知,C2HCl3的萃取率最

高。因此,选择C2HCl3作为萃取剂。
2)分 散 剂 的 选 择。分 散 剂 的 选 择 是 影 响

DLLME萃取性能的一个重要因素。要求分散剂不

仅在萃取溶剂中有良好的溶解性而且能与水互溶,
这样可以使萃取溶剂以极微小的液滴存在于水相中,
使混合液成为一个高度分散的萃取剂/分散剂/水乳

浊液体系,增大萃取剂与水相的接触面积,从而加快

传质速度、提高萃取效率。对甲醇、乙腈和丙酮作为

分散剂的作用效果进行考察(图2)。结果表明,选择

甲醇作为分散剂,比乙腈、丙酮具有更高的萃取率。

图1 不同萃取剂对萃取率的影响(n=3)

Fig.1 Effectofextractionsolventonextractionefficiency

图2 分散剂类型对萃取率的影响(n=3)

Fig.2 Effectofdispersersolventonextractionefficiency

  3)去乳化剂的选择。通过引入化学去乳化剂的

方法来达到分离有机相的目的。这种化学去乳化剂

应具有较小的表面张力和较大的表面活性,且不易

形成强界面膜[7]。试验对甲醇、乙腈和丙酮作为去

乳化剂的作用进行考察。结果表明,对于5mL水

样,需分别使用2mL甲醇或1mL丙酮,才可有效

终止乳化现象;而乙腈作为去乳化剂时,仅需0.8
mL即可破坏C2HCl3/甲醇/水乳化体系,促使萃取

剂快速分相析出。与甲醇和丙酮比,乙腈析出相体积

最大,萃取率最高,使用量较小。因此,选择乙腈作为

去乳化剂。

4)萃取剂、分散剂、去乳化剂体积的优化。萃取

剂、分散剂、去乳化剂的体积均影响析出相体积的大

小。为考察三者体积对萃取率的协同影响作用,本
试验设计了三因素三水平正交试验(表1),进行极

差(R)分析(表2),选出适宜的条件,并对正交试验

的结果进行数据分析(表3)。
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表1 正交试验因素水平

Table1 Factorlevelsoforthogonaltest μL

因素

Factor
level

萃取剂体积

Extractionsolvent
volume

分散剂体积

Dispersersolvent
volume

去乳化剂体积

De-emulsifier
solventvolume

1
2
3

40
50
60

800
1000
1200

400
600
800

表2 正交试验结果1)

Table2 Resultsoforthogonaltest

编号

Test
No.

萃取剂体积/μL
Extraction

solventvolume

分散剂体积/μL
Disperser

solventvolume

去乳化剂体积/μL
De-emulsifier
solventvolume

EE±
SD/%

1
2
3
4
5
6
7
8
9

1
1
1
2
2
2
3
3
3

1
2
3
1
2
3
1
2
3

1
2
3
2
3
1
3
1
2

30.19±0.61
42.88±1.36
29.86±0.69
65.03±2.42
78.84±2.93
34.89±0.28
61.20±1.03
51.03±2.00
55.29±1.29

 1)EE:萃取率Extractionefficiency;SD:标准差Standarddevia-
tion;下同 Thesameasbelow.

通过比较极差大小发现,在试验范围内,萃取

剂、分散剂、去乳化剂三者体积对萃取率均有较大影

响,其中萃取剂体积的影响最大。萃取率均随着萃

取剂与分散剂体积的增大先增大后减小,二者的优

化值分别为50、1000μL。但在考察去乳化剂体积

对萃取率的影响时未找到最佳值。故进行追加试

验,分别将去乳化剂的体积设为400、500、600、800、

1000μL。结果表明,当去乳化剂加入量为800μL
时,萃取率最高。因此,萃取剂、分散剂、去乳化剂体

积分别选择为50、1000、800μL。

5)水相pH值的影响。甲基对硫磷在强碱性条

件下可发生水解,故本试验考察了1~8范围内的

pH值对萃取率的影响。结果表明,在所考察范围

内,水相pH值对甲基对硫磷的萃取率影响不明显。
试验还发现,当pH值增大至中性弱碱性条件时,乳
化萃取体系稳定性增加,不易被乙腈破乳化分相,不
利于后续试验操作。当pH值较小时,乙腈的破乳化

效果较好,并且此条件下甲基对硫磷一般以中性分子

存在,且较稳定,容易由水相萃取迁移至有机相,有利

于提高萃取率。因而,选择pH=3进行后续试验。
表3 萃取剂、分散剂和去乳化剂体积对萃取率的影响

Table3 Effectofextractionsolventvolume,dispersersolventvolumeandde-emulsifiersolventvolumeonextractionefficiency

萃取剂体积/μL
Extractionsolventvolume

EE/%
分散剂体积/μL

Dispersersolventvolume
EE/%

去乳化剂体积/μL
De-emulsifiersolventvolume

EE/%

40
50
60
R

34.31
59.59
55.84
21.53

800
1000
1200
-

52.14
57.58
40.01
17.57

400
600
800
-

38.70
54.40
56.63
17.93

  6)萃取时间和离子强度的影响。试验考察了萃

取时间对萃取率的影响。结果表明,在所考察的时

间范围内(1.0~30.0min),萃取时间对萃取率的影

响不明显。因此,选择萃取1.0min后,直接注入去

乳化剂。随着去乳化剂的加入,两相很快分离(约

30s),析出相体积约为30μL,与离心所得析出相体

积接近。NaCl的加入可以调节水相中的离子强度,
进而可能改善分析物在水相和有机相中的分配比。
考察NaCl质量浓度在0~5%时对萃取率的影响。
结果表明,在所考察的NaCl质量浓度范围内,甲基

对硫磷萃取率没有明显提高。溶剂去乳化-分散液-
液微萃取(SD-DLLME)的最终优化条件为:萃取

剂,50μL三氯乙烯;分散剂,1000μL甲醇;去乳化

剂,800μL乙腈;萃取时间,1min;水相pH=3。
2.2 方法性能评价

1)方法的线性范围、检出限与相对标准偏差。用

峰面积定量法制定工作曲线,以1~40ng/mL甲基

对硫磷标准溶液经SD-DLLME处理后,取5μL析出

相进行 HPLC测定,获得工作曲线A=7.7457C+
5.1709(C,ng/mL;A,mAu),线性相关系数 R2=
0.9998。本方法对甲基对硫磷的检出限为0.03
ng/mL(S/N=3),相对标准偏差(RSD)为3.3%
(C=10ng/mL,n=5)。

2)方法比较。将所建立的SD-DLLME与单滴

微萃 取 (SDME)、固 相 微 萃 取 (SPME)及 传 统

DLLME应用于甲基对硫磷分析的性能进行比较

(表4)。从表4可以看出,DLLME具有萃取时间短

的显著优势,而SD-DLLME无需离心步骤,进一步

缩短了分析时间,简化了操作步骤,提高了样品处理

速度。本方法的富集倍数低于文献[11]。本文与文

献[11]中的水样体积均为5mL,但是本方法采用了

较大体积的萃取剂(析出相体积约30μL)以适应

HPLC分析,而后者的析出相体积约为5μL(GC-
FPD测定)。
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表4 本方法与其他测定甲基对硫磷的微萃取技术的比较1)

Table4 Comparisonofmicroextractiontechniquesfordeterminationofmethylparathion

方法

Methods
萃取时间/min
Extractiontime

离心时间/min
Centrifugationtime

富集倍数

Enrichmentfactor
检出限/(ng/mL)

LOD
线性范围/(ng/mL)

LR
精密度/%
RSD

文献

References
SDME 15.0 - - 0.057 0.5~100 10.0 [8]
SPME 45.0 - - 0.02 0.1~10 7.0 [9]
SPME 60.0 - - 1.5 10~1000 3.3 [10]
DLLME 3.0 2.0 789 0.005 0.010~100 2.4 [11]

SD-DLLME 1.0 - 114 0.03 1~40 1.9
本研究

Thisstudy
 1)LOD:检出限Limitofdetection;LR:线性范围 Linearrange;RSD:精密度 Relativestandarddeviation;SDME:单滴微萃取Sin-

gle-dropmicroextraction;SPME:固相微萃取Solid-phasemicroextraction;DLLME:分散液-液微萃取 Dispersiveliquid-liquidmi-
croextraction;SD-DLLME:溶剂去乳化分散液-液微萃取Solventdemulsificationdispersiveliquid-liquidmicroextraction.

2.3 实际水样分析

对长江水(武汉段)、武汉市东湖水和自来水水

样进行测定,均未检出甲基对硫磷。进行加标回收

实验,结果见表5。该方法测定实际水样中甲基对

硫磷的回收率在73.9%~84.8%,实际样品分析的

精密度(RSD)在5%以内(n=5),说明本法可用于

实际样品分析。图3-A、B分别为长江水中甲基对

硫磷加标(10μg/L)后和加标前的典型色谱图。
表5 实际水样测定及加标回收实验

Table5 Analyticalresultsofmethylparathioninnaturalwatersamples

加标值/
(ng/mL)
Added

长江水 YangtzeRiverwater
测定值/
(ng/mL)
Found

回收率/%
Recovery

精密度/%
RSD

东湖水EastLakewater
测定值/
(ng/mL)
Found

回收率/%
Recovery

精密度/%
RSD

自来水 Tapwater
测定值/
(ng/mL)
Found

回收率/%
Recovery

精密度/%
RSD

0 - - - - - - - - -
10 7.98 79.8 4.3 7.96 79.6 2.9 8.47 84.7 3.3
20 15.47 77.3 1.8 15.67 78.3 1.9 16.95 84.8 2.0
40 29.54 73.9 2.7 31.61 84.3 2.3 33.71 84.3 2.4

图3 长江水样品加标10μg/L后的

色谱图(A)及加标前的色谱图(B)

Fig.3 TypicalchromatogramsofYangtzeRiverwater
sampleandspikedwith10μg/Lmethylparathion

3 讨 论

本研究建立了基于重质萃取剂的溶剂去乳化分

散液-液微萃取(SD-DLLME)-高效液相色谱测定水

样中甲基对硫磷的新方法。不同于传统分散液-液
微萃取技术,本方法在将萃取剂和分散剂的混合液

快速注入水样,获得雾化体系并萃取后,向该雾化体

系中直接注入乙腈作为去乳化剂实现分相,使萃取

剂析出,避免了离心步骤,使操作更为简便、快速,促
进分相。在优化条件下,本文方法的检出限为0.03
ng/mL,相对标准偏差为3.3% (C=10ng/mL,

n=5)。对实际水样测定的加标回收率在73.9%~
84.8%范围。本方法具有操作简单、检测快速等优

点。值得 提 出 的 是,由 于 不 需 要 离 心 步 骤,SD-
DLLME有潜力应用于野外环境水样原地样品前处

理,提高分析效率。
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Solventdemulsificationdispersiveliquid-liquid
microextractioncombinedwithhighperformanceliquid

chromatographyfordeterminationofmethylparathioninwatersamples

ZHUBen-qiong CHENHao LISheng-qing

CollegeofSciences,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Anew methodofsolventdemulsificationdispersiveliquid-liquidmicroextraction(SD-
DLLME)wasdevelopedforthedeterminationofmethylparathioninthewatersamplesbyhighper-
formanceliquidchromatography(HPLC).Intheextractionprocedure,amixtureofextractionsolvent
(trichloroethylene)anddispersivesolvent(methanol)wasinjectedintotheaqueoussamplesolutionto
formanemulsion.IncontrastwiththeconventionalDLLMEmethods,whichusuallyobtainedthephase
separationthroughcentrifugation,ademulsificationsolvent(acetonitrile)wasinjectedintothesample
tubetobreakuptheemulsion.Thedispersedsystemturnedclearquickly.Thesubnatant(trichloroethyl-
ene)wascollectedandanalyzedbyHPLC.Nocentrifugationwasrequiredinthisprocedure.Factorsaf-
fectingtheextractionefficiencysuchasthetypeandvolumeofdispersivesolvent,extractionsolventand
de-emulsifierwereinvestigatedindetail.Undertheoptimizedconditions,theproposedmethodprovideda
goodlinearityintherangeof1-40ng/mL(R2=0.9998).Thedetectionlimit(S/N =3)was0.03
ng/mL.Therelativestandarddeviations(RSDs)forthedeterminationof10ng/mLmethylparathion
was3.3% (n=5).Theproposedmethodisfast,efficient,convenientandcanbesuccessfullyappliedto
theextractionofmethylparathioninnaturalwatersamples.

Keywords solventdemulsification;dispersiveliquid-liquidmicroextraction;methylparathion;wa-
tersample;highperformanceliquidchromatography
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