
牛 乳 中 有 机 抓 农 药 残 留 物 的 测 定

牛乳样品很少只被一种农药污染
,

同一

样品中通常存在三到五种残留物
。

从已知的

残留物中最引起注意的是烃的氯代化合物
,

如 � � �
、

� � �
、

� � � � � � � �
、

� � �
、

狄氏剂
、

七氯环氧化合物
、

甲氧滴滴梯
、

异

一狄氏剂等类似的化合物
。

定性和定量测定

法是根据色谱原理
,

它可同时测定同一样品

中存在多种残留物
。

萃取和清理是利用溶剂

分配和柱层折
,

把农药残留物与样品分离
。

这些操作步骤是很重要的
,

必须在色谱法测

定前进行
。

一
、

农药残留物和脂肪萃取
� � 牛奶

�

取鲜奶 � �� 毫升 � 浓缩奶用一

倍水稀释后
,

再取用�� �毫升 �
,

入于 � � �毫

升离心瓶中
,

加� �� 毫升乙醇 或甲醇和 � 克

草酸钠或草酸钾
,

摇匀
,

混合
。

加 �� 毫升乙

醚
,

盖上瓶塞
,

剧烈摇动 � 分钟
,

再加� �毫

升石油醚
,

盖上瓶塞
,

继续剧烈摇动�分钟
,

再加 �� 毫升石油醚
,

盖上瓶塞
,

继续剧烈摇

动 � 分钟
。

然后置离心瓶于转速为� � � 。转的

离心机上
,

离心约 � 分钟
。

吸出上层醚萃取

液
,

入于已盛有 �� �一 �� �毫升水
,

�� 毫升氢

化钠饱和溶液的一升分离漏斗中
。

离心瓶中

水层
,

再加 � � � 乙醚
、

石 油 醚每次用�� 毫

升
,

萃取二次 � 每次都得经过剧烈摇动
、

离

心 �
,

吸出上层醚萃取液
,

一起合并于一升

分移漏斗中
。

摇匀
,

混合分移漏斗中内容物
。

静置
,

待分层清晰后
,

弃去水层上层醚萃取

液
,

再用蒸 溜水 每次 �� �毫升洗涤二次 �如

果加入蒸溜水形成乳浊液则可 � 毫升饱和氯

化加钠液 �
。

静置
,

分层后
,

弃去水层
,

将

上层醚萃取液
,

通过装有无水硫酸钠的色谱

柱
,

收集于� �� 毫 升 烧杯中
。

加少量石油醚

氏涤无水硫酸钠柱
,

氏出液一起合并于烧杯

中
。

然后置烧杯于蒸汽浴上
,

以除去溶剂
,

杯内剩余物即为牛乳中农药残留物和脂肪
。

� �奶油
�
取奶油样品 加热至 约�� ℃

,

完全溶化
。

倒入干燥过滤器中过滤
。

� � 乳酪
�
取乳酪样 品�� � � �� 克 � 取

样品量经萃取所得脂肪量应不少于 � 克 � ,

入于高速混合器 中
,

加入约 � 克草酸钠或草

酸钾
, � �� 毫升乙醇或甲醇

,

进行 高速 搅拌

混合约 � � � 分钟 � 如果估计到离心时
,

会

形成乳浊液
,

则应先加入一定量的水
, � 克

样品加 � 毫升蒸溜水 �
。

然后
,

移混合液于

� � � 毫 升离心瓶中
,

加 �� 毫升乙醚
,

盖 上瓶

塞
,

剧烈摇动 � 分钟
,

再加劝毫升石油醚继

续剧烈摇动一分钟 � 也可改用� �� 毫 升离心

瓶
,

则样品量和所用试剂各减半 �
。

其余处

理步骤可参照牛乳项
。

二
、

乙晴分离

称重由萃取所得的 脂肪 约 � 克
,

入于

� �  毫升分移漏斗 中
,

加石 油 醚 约 �� 毫升

� 使脂肪和石油醚总体积为 �� 毫升 �
,

加入

� �毫升石油醚乙晴饱和溶液
,

剧烈摇动一分

钟
,

静置
,

候其分层
,

放出石油醚
、

乙晴萃

取液层
,

入于已盛有 � �� 毫升 蒸溜水
,

�� 毫

升氢化钠饱和溶液及 � �� 毫 升石油醚的 � 升

分移漏斗中
。

原分移漏斗
,

再用石油醚乙晴

饱和溶液
,

每次力昭。毫升
,

重复萃取三次
,

萃取液一起合并于 � 升分移漏斗中
, 握住 �

升分移漏斗
,

上下摇动�� � � 秒钟
,

充分混

合内容物
,

静置
,

候其分层
。

放出水层
,

入

于另一个 � 升分移漏斗中
,

并加 � �� 毫 升石

油醚
,

盖上瓶塞
,
剧烈摇动 �� 秒钟

,

候其分

层
。

弃去水层
,

醚萃取液合并于第二个 � 升

分移漏斗中
,

并加蒸溜水 �� 。毫 升
,

洗 涤一

次
,

弃去水洗涤液
。

放出醚萃取旅入于内径

尽分



为� � 义 �� � � 填装有无水硫酸钠层析 柱中
,

进行干燥过滤
、

滤液 收集 于 � �� 毫升�
、

�

浓缩器中
。

分移漏斗和无水硫酸钠层析柱每

次用石油醚约 �� 毫升
,

洗涤三次
,

� 先

移漏斗
,

再将洗 出液 入 于层 析柱 �
,

涤液一起合并子�
、

� 浓缩器中
。

蒸发
,

洗分

醚洗

浓

缩醚萃取液至约 �� 毫升
,

然后移浓缩液于弗

罗里土柱
,

进行清理纯化
。

三
、

弗罗里硅土柱漪理

在内径为�� � � 层析柱中
,

填 装入 � 英

寸高活化过的弗罗里硅土 �或者根据吸附月

桂酸值
,

调整其装入量 �
,

上面再复盖一层

� � �时无水硫酸钠
,

加 �� � �� 毫 升石油醚湿

润
。

层析柱下接具有校正
一

收集管的�
、

� 浓

缩器
,

用来收集淋洗液
,

装毕
,

将已浓缩的

约 �� 毫升石油醚萃取液倒入层析柱中
,

盛器

用石油醚每次约 � 毫升洗涤二次
,

洗液一起

合并于层析柱中
。

取 � �淋洗剂� �� 毫 升
,

以每分钟 � 毫升速度淋 洗
,

加入 于层 析柱

中
,

洗毕
,

移去层析柱下�
、

� 浓缩器
,

换

上一个新的 �
、

� 浓缩 器
。

另取 �� �淋洗剂

�� �毫升
,

以同样速度进行淋洗
,

洗 毕
,

将

两个�
、

� 浓缩器中淋洗液各自浓 缩至一定

体积
。

注 � �
、

如要求浓缩 液 体积 小 于 � 毫

升
,

则可用双球微量�
、

� 浓缩器或 微量维

格罗分馏柱
。

�
、

� �淋洗液中可含有
�
� � �

,
� �

�
,
� � � �  � ! �

、

� �
,

一� � �
, �

、

�
�

一� � �
,

七氯环氧化合物
,

林丹
,

甲氧滴

滴涕
,

可直接用来色谱侧定
。

如还需要进一

步清理纯化
,

可换用新弗罗里硅土
,

再重复

一次
。

�
、

�� �淋洗液中可含有
�

狄 氏剂
,

异

一狄氏剂
。

如还需要进一步清理纯化
,

则应

用氧化镁一硅藻土柱或皂化法
,

进行再次处

理
,

这对用薄层色谱和纸上色谱定性和定量

时
,

都是必要的
,

方法如下
�

氧化镁一硅藻土柱清理
�
置 ��克氧化镁

一硅藻土混合物于无塞的层析柱中
,

抽气压

紧
。

加 � �毫升柱石油醚湿润
,

弃去下端流出

多余石油醚
、

层析柱下接上�
、

� 浓缩器
,

然后从柱上端加入已浓缩成 � 毫升的��  淋

洗液
,

用少量石油醚洗涤容器
,

洗液也合并

于柱中
,

同时一面抽气吸滤一 面用 � �� 毫升

石油醚进行分次淋洗
。

洗毕
,

置�
、

� 浓缩

器于蒸汽洛上
,

浓缩淋洗液至一定体积
,
作

色谱测定用
。

皂化法清理
�

移已浓缩的 ��  淋洗液于

�� �毫升有塞烧瓶 中
,

用少量 石 油 醚 洗涤

器
,

洗 液 也 合 并于烧瓶中
,

置烧瓶于蒸汽

浴上
,

蒸发淋洗液至刚刚干
。

加 �� 毫升氢氧

化钠或氢氧化钾乙醇液 于烧瓶 中
,

盖上瓶

塞
,

装上空气冷凝管
,

置烧瓶于水浴上
、

加

热回流�� 分钟
。

然后将烧瓶内容 物移 入 �� �

毫升分移漏斗中
,

烧瓶用每次 �� 毫升石油醚

洗涤三次
、

洗液也一起合并于分移漏斗中
,

并加蒸溜水�� 毫升
,

摇匀
、

混合
。

分层后
,

放出水层于另一个已盛 有�� 毫 升石 油醚的
� � �毫升分移漏 斗中

,

并剧烈摇 动
。

静 置分

层后
、

弃去水层
,

合并二分移漏斗中石油醚

萃取液
。

另用 � � � 乙醇 水溶 液每 次�� 毫

升
,

洗涤分移漏斗中石油醚萃取液三次 � 如

果开始洗涤时
,

形成很混乳浊液
,

则其余二

次洗涤时
,

不要 加 乙醇
,

只 用 蒸溜 水 即

可 �
。

分层后
,

弃去水层
,

放出石油醚萃取

液
,

通过 内径为 � � 大 � � � � 填装 无 水硫酸

钠层析柱进行干燥
、

过滤
、

并用少量石油醚

洗涤原容器
、

洗液也入于无水硫酸钠层析柱

中
,

浓缩石油醚萃取液至一定体积
,

作色谱

测定用
。

四
、

侧定

� 、

电子捕获气相色谱法
�
�

、

微库仑

气相色谱法 � 。、

薄层色 谱 法 � �
、

纸上色

谱法
。

利用电子捕获气相色谱法作为测定的主

要方法
。

它反应灵敏
,

对七氯环氧化合物的

检出灵敏度达 �。
一 ’
克

。



典

在林丹
,

七氯
,

艾氏剂
,

七氯环化氧合

物
,

狄氏剂
、

异一 狄 氏剂和 � �
尸
一� � � 的

混合物产生分离的情况下
,

利用柱呈液相的

如� �一� � �或��一 � 作固定液
。

�
�

� � � � � � 内径柱的操作条件
,

以 ��

� � � �目 � � � � � � � �  � � � �计 的� � � � �

一� � �或 �� � ��一 � 和 �� � � �一� � � 用 � �

� 混合 , 柱温 �� � ℃ � 流速每分钟 � �� 毫升 ,

往入温度 �� � ℃
。

从清理萃取的 � 克脂肪样品而已被浓缩

成 � 毫升的样液中
,

吸取 � 微升
,

注入电子

捕获气相色谱仪
。

根据出峰时间确定残留物
。

计算农药残

留物峰的面积
,

并把它与已知相当的一定量

农药标准比较
。

用最精确的计算
、

样品与标

准样峰面积大小应该相似
,

为了正确起见
,

除了用 电子 捕获 气相 气谱法外
,

还可用薄

层色谱法
,

元素分析专用气相 色谱检出器
,

以及其它适当的方法来进行对照试验
。

五
、

器具
� 、

色谱管
�

具有活磨砂多孔板 或玻璃

棉栓 � 内径 � � � � 火 � � � � � , �
、

色谱 管
�

无塞
、

内径 � � � � � � � � � � 或 � � � � �
,

� 、

滤 管
�

内径 � � � �
� � � � � � � 具有移液

管和磨砂多孔 板
,

或玻璃棉栓 � �
、

�
、

�

浓 缩 器
�

容量 � �� 毫 升
,

具 有 � � �毫升接

受瓶或刻度管
, � 、

分 移漏斗
� � � � �毫升

,

�� �毫升 � �
、

微 量斯 奈德柱 , 双球型 , ��

微量维格罗分馏柱
。

六
、

试荆

乙晴
�
使用前应用气相色谱仪检查试剂

纯度
,

否则得用下法进行纯化处理
�

取乙晴

� 升加 � 毫升磷酸
,

�� 克五氧化二磷
,

防瀑

沸 玻 片 数 粒
,

用全玻璃装置
,

保持 �� � � 

℃
,

加热蒸溜
,

不要超过�� ℃
。

检查乙晴纯

度
,

可用石蕊试纸试验
,

置试纸于盛装乙晴

容器 口
,

如潮湿试纸由红色变成兰色
,

表明

胺存在
。

乙晴石油醚饱和液
�
溶乙晴于重蒸溜石

油醚中至饱和
。

� �碱乙醇液
�
溶价 � 克氢氧化钠或氢

氧化钾于乙醇中
,

然后稀释至 �� �毫升
。

乙醇或甲醇
�

试剂级

硅藻土 � � �
�
不得存在电子捕获物

。

� �涤洗剂
�

取乙醚�� 毫升
,

用重蒸溜

石油醚稀释至 � 升
。

� �涤洗剂
�
取乙醚 �� �毫升

,

用重 蒸溜

石油醚稀释至 � 升
。

乙醚
�

保持 ��  �� ℃重蒸溜
,

并在氮气

中贮藏
、

加入 � � � 体积比 � 乙醇
,

无过氧

化物存在
。

弗罗里硅土
�
试剂级

,

需在 � � � ℃ 下加

热活化
,

贮藏在密闭的容器中
,

暗处保存
。

使用前再在 ��� ℃下加热 � 小时
,

贮 藏于有

塞玻璃瓶或干燥器中
,

放置 � 天后
,

需重新

在 �� � ℃下加热
。

乙烷
�

用气相色谱仪检查试剂纯度
,

否

则得用全玻璃装置重新蒸溜
。

氧化镁
�
取氧化镁 � �� 克

,

加蒸溜 水调

制成浆状
’

在蒸气浴上加热约半小时
,

减压

过滤
。

然后 在� �� 一 � �� ℃烘箱中干燥过应
,

碾成粉状
、

过筛
、

贮藏密闭容器中
。

氧化镁一硅藻土混合物
�

按重量计算混

合等量的氧化镁和硅藻土
。

石油醚
,

用气相色谱仪检查试剂纯度
,

否

则得用全玻璃装置
,

在��  !� ℃下重新蒸溜
。

硫酸钠
�
无水

,

粒状
。

试剂纯度试验
�

使用 电子捕获气相色谱

仪
,

所用试剂不应含有引起检出器偏转物质

存在
,

这可 用下 列试验查明
�
取�� �毫升试

剂于�
、

� 浓缩器中
,
加热蒸发浓缩 至 � 毫

升
,

用�� 微升注射器吸取浓缩液�微升
,

注入

分析样品所用同一气相色谱仪中
,

进样 � �

� �分钟后
,

记录器指针偏斜不大于 � � �
。

七
、

弗罗里硅土评价和标准化
�
弗罗里

硅土随批次不同
,

性能也会发主许多变化
,

因而用它来清理纯化
,

溶介于 � � 和�� 淋洗

剂中的各种农药数最也会产主差异
。

如狄 氏

�几



剂与异一狄氏剂在��  淋洗液中应该完全复

原 , 然而有时会存在于 � � 淋 洗液 中
。

另

外
,

七氯环氧化合物可能会被��  淋洗剂淋

洗下
。

也有可能狄氏剂和异狄氏剂不全部被

��  淋洗刘淋洗下
。

为了保证有效地分离农

药
、

以及复原完全
,

应该经常检查弗罗里硅

土
。

检查弗罗里硅土分离和复原农药性能
,

方法如下
�

� �一配 制每 毫升己 烷分 别含 有 � ,

� , � 和 恶微克艾氏剂
,

七氯环氧化合物
,

狄氏剂和异一狄氏剂
。

� � 一取 � 毫升混合农药己烷 标准 液于

已制备活化过的弗罗里硅藻土柱中
,

然后按

照处理样品项中操作方法
,

用 � �及 �� �淋

洗剂分别进行淋洗
。

� � 一浓缩淋洗液至 �� 毫升
。

� �一用微量注射器吸取一定量 己
·

浓缩

的淋洗液
,

注入气相色谱仪中
,

测定每种农

药复原量
,

艾氏剂和七氯环氧化合物应该全

部被 � � 淋洗剂淋洗下
,

而狄 氏剂扣异狄氏

剂在��  淋洗液中也应得到满意结果
。

一

为了获得有效分离
,

可以用下列指出标

准方法来调整弗罗里硅土用量
。

器具和试剂
�

� �毫升滴定 份
。

� �毫升
、

�� 毫升 移液

甘
。

�� 毫升
、

� �� 毫升三翔烧翅
。

� �� 毫升容

盆瓶
。

复级化钠玻
,

溶解匆克氢氧化钠于蒸

溜水中
、

稀释至� �� 毫升 � � � �
。

取 � �氢

氧化钠 �� 毫升
,

用蒸溜水 稀
厂

释 至 ��� 毫 升

��
�

肠� �
。

月桂吸液
: 称取月桂酸10

.
00 0克

( 化学纯 ) 于500 毫升容量瓶 中
,

加己烷溶

解
,

然后稀释至5佣毫升 ( l m l
“
20 m g )

。

盼峨指示液
,

溶解1 克酚酞于乙醇中
,

稀释

至 l。且毫升
。
乙醉 (分析纯 ): 对酚酞 呈 中

性
。

己烷
: (

·

分析纯 )
,

用全玻璃装置
,

重

蒸溜过
。

0

.

肠 N象叙化钠渝标定
a ) 称取100 ~ 200 毫克月桂酸于126毫升

三角烧瓶中
。

b ) 加50 毫升中性乙簿和 3滴酚 酞指 示

液
,

用0
.o5 N 氢氧化钠滴定终点

。

c

) 计算每毫升0
.
06 N 氢氧 化钠演相当

于月桂酸毫克数 ( 每毫升约10 m g月桂酸 )
。

弗多里硅土标定

称取2
。

0 0 0 克弗罗里硅土于25 毫 升三 角

烧瓶中
,

盖上铝箔
,
在130 ℃下 加热过 应

。

取下冷至室温
,

加20 毫升月桂酸滚 ( 相当于

40 0毫克 )
,

盖上瓶塞
,

不时摇动15 分 钟
。

静置
,

候弗罗里硅土沉淀
,

吸取上层清液10

毫升于 125 毫升三角烧瓶中
,

防 止 把弗罗里

硅土吸上来
。

加50 毫升中性乙醇
,

3 滴酚酞

指示液多 用o
.
05 N 氢氢氧化钠滴定至终点

。

计算
:
吸附值 ( m g/ g 二 2 0 0 一 ) 滴定10

毫升上层清液所消耗0
.
肠封氢氧化钠毫升数

x 每毫升0
.
05 N 氢氧化钠相当于月桂酸毫克

数 )
。

弗罗里硅土调整
:
规定20 克弗罗里硅土

吸附月桂酸值为110
,

如果它 的密度 ( 60 、

100 目 )是每立方叽约30 磅
,

填装 入内
.
径为

22 m m 层析柱至 4时高
,

那末使甩这种
‘

弗罗

里硅土柱进行清理已能达到纯化分离目的
。

为了求得任意批次弗罗里硅土当量值
,

可用110 除以该批弗罗里硅土标定 值 ( 即每

一克弗罗里硅土吸附月酸桂毫克数 )
,

再乘

上 20
。

根据操作经验表明
,

调整弗罗里硅土用

量达吸附月桂值酸80 ~ 12 0
,

一般 已能淋洗

好七氯环氧化合物
、 、

狄氏剂和异狄 氏剂
。

J 、
、

蒸溜浓缩事项
a ) 浓缩萃取液 至 5 毫升 或大于 5 毫

升 , 用具有 3球斯奈德柱和容量瓶或刻度承

受管的 K
、

D 浓缩器 , 蒸发浓缩时必 须加入

20目的防爆佛玻片数粒
。

b ) 浓缩萃取液至不到 5 毫升
:
蒸发浓

缩萃取液至约 息毫升
,

然后改有一个双球微

量斯奈德柱或维格罗分馏柱
。

再加热蒸发至

比所要求体积略为少一些
,

后可用溶剂补足

( 下特第6吕页 )



或维生素D
3
含量 ( 国际单位/克 )

H :x D
,

污f 一万万 舀长 玉i下 X 4 0
】 1 2 入 1 一

0 入 VV

注:

1
、

本方法对含维生素量低的其他食品

不适用
。

例如人造黄油或奶粉 ( 0
.
01 一0

.
10

微克/公斤 ), 因为含有较高量 干扰 物质
。

为除去这些干扰物
,

需要在 (
e ) 11 步 骤时

用制备薄层色层法提纯
,

并且气相色谱仪要

和质谱仪结合以便在测定阶段有足够的灵敏

度和专一性
。

2

、

发现氧化铝的活性有变化
,

因此每

批在制备中或制备后都需要校正
,

校正方法

如下

2.1使 10 0微克维生素D异构化 ( 见 3 )

2 .2转移到氧化铝 柱上
,

用50 % 二乙醚

一石油醚洗脱 ( 见 4 )
,

收集以下组分
:
80

毫升
,

5 毫并
,

5 毫升
,

1
20 毫升

,

10 毫

升
,

1 0 毫升
,

1 0 毫升
,

1 0 毫升
。

2
.
3 用不同组分中异 速留醇在27 8

,
2

88

和 30 1毫微米处的特性吸收以得到 异构 化维

生素D 的正确洗脱型式
。

另外
,

也可用少量的维生素D 的起始重

量 ( 10 毫微克 ), 在微生作用后用气液色谱

法测定洗脱型式
。

( 收稿 日期 79
.
10 )
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l
不到体积部分

,

移去分馏柱
。

这样最小可达 导
到0
.2一。4毫升

。

全
一

, · -

一
{。 _ _

一

分c )蒸发由分离样品时获 得 脂肪和农药 争
残留物溶剂

: 在清洁干燥气流下
,

盛至有萃
)

取液的烧杯于35 ~ 40 ℃水浴上
,

进行加热蒸 3
发

,

等溶剂蒸发完毕
,

就立即除去热和停止 }
竺

’

卫川
,j “

~ 从
夕。丫”

“

一
”r

r/I’ 夺 万六
‘

川 ’丫一 争
通入气流

、

让残余水份自然地蒸发掉
。
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乳制品标准检验 卜

方法
》
资料 陈祖荫校

失色水化松软肉 ( P S E )

和深色坚实干燥肉 ( D F D )

的快速检定法

对猪肉和牛肉的大量研究表明在死后几

分钟内可以将失色水化松软肉 ( P S E ) 和深

色坚实干 燥肉 ( D F D ) 同正常 的肉 区 分

开
,

这是因为它们缺乏象糖原和三磷酸腺普

那样能量丰富的物质
。

P S E 和 D F D 肉 只 含

有少量的三磷酸腺普
,

有高浓度的肌替酸和

肌普
,

这是由于腺普嚓吟核普酸的脱氨作用

形成的
。

相反
,

正常的肉含有高水平的三磷

酸腺普和低浓度的肌背酸和肌昔
。

三磷酸腺普和其 他的 腺嚷 吟核普 酸在

26 0毫微米处 呈现 最大 的吸 光 率
,

而肌普

酸
、

肌普和次黄嚷岭则在248
.5 毫微 米处呈

现最大的吸光率
。

通常把 在25 0和2 60 毫微米

处的吸光率之比 ( R ) 作为商品腺嚷吟和肌

普核昔酸制剂纯度的指标
。

对肌普核普酸来

说
,

这一比值为0
.
78 一0

.
80

,

而肌普酸和肌

普则其比值分别为1
.
68 和1

.
70

。

所以
,

正常

的肉在刚屠宰后的 R 值应 该低
,

而P S E 和

D F D 肉则有高的 R 值
。

对不 同的猪 肉和牛

肉进行了大量研究后证实了这些设想
。

所以

从 R 值基础可以将P S E 肉」〕生
了
D 肉 和正 常的

肉区分开
。

P S E 的 PH 值低于 6
.1 ,

而 D F D 肉的P H

值则高于6
.1 。

用这些标准测定 R值和 P H 值

可以区分 P S E 肉
、

D F D 肉和正 常肉
。

用这

样一种快速方法可以 在 8一 4 分钟内区分正

常肉
,

P S E 肉和 D F D 肉
。

( 收稿 日期80
.
3)
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