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摘要

分子印迹技术具有专一选择性和特异识别性等优点，可以对分子结构类似的几种物

质实现有效的分离，己广泛应用到食品安全、环境保护及生物技术等领域的检测分析，

且应用前景广阔。近年来，固相微萃取和搅拌棒吸附萃取作为样品预处理技术己应用于

环境样品 、 生物样品和食品检测等领域。本文主要制备了一系列的磁性搅拌棒和一种不

锈钢丝固相微萃取头，并将它们用于食品样品分析中。

l 采用原位聚合法将修饰过的磁粉与(甲基丙烯酸一乙二醇二 甲基丙烯酸酣〉

(MAA-EDMA ) 材料结合，制备出了吸附萃取搅拌棒。系统考察了萃取溶剂、 萃取时

间、解吸时间和盐浓度等实验条件对萃取效率的影响。在优化条件下，用高效液相色谱

法测定了水样中的邻苯二甲酸二丁酶(DBP )、邻苯二甲酸二甲酶(DMP )、邻苯二甲酸二

乙酶(DEP )。结果表明，加标水样中的 DBP、 DMP、 DEP 的回收率分别为 89.2%-92.1%、

91.9%-96.6%和 94.3%~96.7%; 线性范围为 5 -800 吨/L;检出限为 93-210 ng/L 。

2. 将修饰过的做铁棚磁粉和双盼 A 的印迹溶液装入玻璃管 ( 60 x 4 mm ) 中 ， 通过

热聚合制备了一种新颖的分子印迹整体式搅拌棒。系统考察了萃取时间、解吸时间、 pH

和盐浓度对萃取效率的影响。结果表明 : 在所得的最优条件下， 将分子印迹吸附萃取搅

拌棒 (MIP部SE ) 与高效液相色谱 (HPLC) 联用测定了矿泉水中的双盼 A、 对控基联

苯、 苯盼。在三个加标水平上， BPA , PP 和 P 的回收率分别为 88.5-96 . 1%, 78.2-89.7% , 

8 1.3-89.5% 。

3. 采用高磁性超顺材料做铁栅磁粉作为磁性供体，以孔雀石绿 (MG) 为模板、 α

甲基丙烯酸 (MAA ) 为功能单体， 乙二醇二甲基丙烯酸酶 (EDMA ) 为交联剂， 利用原

位聚合法制备了新型整体式分子印迹吸附萃取搅拌棒， 并与 HPLC 联用测定了鱼饲料中

的孔雀石绿。考察了萃取溶剂、吸附和解吸时间、 pH 值和盐浓度对目标化合物的萃取

性能的影响。结果表明:在所得的最优条件下， MIP-SBSE 可对模板分子进行有效的选

择性吸附 ， 线性范围为 10-500μgfL; 检出限为 0.1 μg!L. 用该方法对鱼饲料中的孔雀石

绿进行分析测定，测得加标回收率为 87.5%-94.0% 。

4. 采用原位聚合法在经修饰的不锈钢丝表面键合(甲基丙烯酸丁酶一乙二醇二甲基

丙烯酸酶) (BMA-EDMA ) 材料 ， 制作了不锈钢丝固相微萃取 (SPME) 纤维，与 HPLC

联用测定了豆腐乳中的苏丹红 I 、 II 、 III。系统考察了萃取时间、解吸时间、盐浓度等



实验条件对萃取效率的影响 ， 建立了测定豆腐乳中苏丹红的 SPME-HPLC 方法。实验结

果表明 ， 方法的柱内 C n=3 ) 和柱问 C n=6 ) 精密度 CRSD ) 分别小于 9.19%和 16.48% ，

实际样品的加标回收率在 79.54%~86.37%之间 ; 3 种苏丹红化合物的线性范围为 50~900

μg/L， 线性相关系数 r2>0.9232 ， 检出限在 0.303μg/L~ 1 .808μg/L 之间。

关键词: 分子印迹， 高效液相色谱， 固相微萃取， 吸附萃取搅拌棒， 邻苯二甲酸丁酶，

双盼 A ， 孔雀石绿
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ABSTRACT 

Molecular imprinting technology has the advantages of specific selectivity and specific identification, 

which the compounds with similar structure can be effectively separated, so it has been widely applied to 

food safety, environmental protection and biological technology, and application prospect is broad. In 

recent years, solid phase microextraction(SPME) and stir bar sorptive extraction(SBSE) as sample 

pretreatment technology has been applied in environmental samples, biological samples and food testing 

and other fields. This paper mainly prepared a series of magnetic stir bar and a kind os steel fiber and used 

them to pretreat some food samples, coupled with high performance liquid chromatography(HPLC). 

1. A novel monolithic stir bar based on molecularly imprinted plolymer (MIP) was firstly developed by 

filling modified neodymium magnet (Nd2FeI4B) powders into a glass tube (60 x 4 mm), followed by the 

imprinted gra位ing with bisphenol A (BPA) as the template molecule by thermal polymerization. The 

experimental conditions of MIP-SBSE, such as, extractiolt1 time, desorption time, pH and salt concentration 

were optimized. Under the optimal extraction conditions, a simple method based on the coupling of 

MIP-SBSE with HPLC was used for the selective determination of the model mixtures of BPA, 

4-phenylphenol (PP) and phenol (P) in bottled water. The recoveries of BPA, PP and P wer巳 in the range of 

88.5-96.1%, 78.2-89.7%, 8 1.3-89.5% at three spiked levels, respectively. 

2. The new matrix of Nd2Fe14B powders with high magnetic and super paramagnetic property was 

used as a muddler magnetic supply in order to prepare sorptive extraction stir bars based on the molecular 

imprinting technique. It was carried out by a stepwise polymerization using malachite green (MG) as 

template, methacrylic acid (MAA) as functional monomer, ethylene glycol dimethac叩late (EGDMA) as 

cross linking agent. The experimental conditions such as extraction and desorption time, pH value and 

concentration of salt were optimized in SBSE process. It was successfully applied to the pretreatment and 

analysis of MG by HPLC in real samples. The experimental results indicated that under the optimized 

experimental conditions, the method showed good linear ity in the range of 10-500μglL with a det巳ction

limit of 0.10 μglL for MG and a spiked recove叩 in the range of87.5%-94.0%. 

3. An in-situ polymerization method was used in the preparation of a novel SPME coating, where 

butyl methacrylate-ethylene glycol dimethacrylate (BMA-EDMA) was directly bonded to the surface of a 

modified stainless steel wire . Coupled to HPLC , the prepared coating was applied to the extraction and 
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determination of sudan 1 -III dyes in fermented bean curd. The experimenωconditions ofSPME , such 

as extraction time, desorption time and salt concentration were optimized. As a result, the run-to-run ( n=3) 

and fiber-to-fiber (n=6) relative standard deviations of this method were lower than 9.19% and 16.48%, 

respectively; and the recoveries of Sudan 1 -III dyes were in the range of 79.54%- 86.37%; the linear 

relationships between the concentration 50 吨/L and 900μg/L for Sudan 1 -1Il dyes were obtained (r2> 

0.9232) ; the limits of detection ranged from 0.303μgIL to 1.808 )lglL in the optimal conditions. 

4. An in-situ polymerization method was used in the preparation of a novel SBSE , where α-methyl 

acrylic acid-ethylene glycol dimethacrylate (MAA-ED讪1A) was directly bonded to the surface of modified 

Magnetic powder. The experimental conditions of SBSE, such as extraction sorvent, extraction time, 

desorption time and salt concentration were optimized. Coupled to HPLC, the prepared stir bar sorptive 

extraction was applied to the extraction and determination of plasticizers in water sample.. As a result, the 

recoveries of DBP, DMP and DEP were 89.2%俨92.1%, 9 1.9%- 96.6% and 94.3%- 96.7%, respectively; the 

linear relationships between the concentration 5μglL and 800μgIL for DBP were obtained; the limits of 

detection ranged 仕om 0.09μglL to 0.21μglL in the optimal conditions. 

KEY WORDS: molecular imprinting, high performance liquid chromatography, solid phase 

microextraction, stir bar sorptive extraction, DBP, bisphenol A, beverage, malachite green 
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英文缩略表及中文对照

缩略词 英文全称 中文全称

MIT Molecular imprinting technique 分子印迹技术

MIP Molecular imprinted polymer 分子印迹聚合物
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DBP Dibutyl phthalate 邻苯二甲酸二丁酶

DMP Dimethyl phthalate 邻苯二甲酸二甲酶

DEP Diethyl phthalate 邻苯二甲酸二乙酶

BPA Bisphenol A xX盼 A

PHE Phenol 苯盼

P-HP 4-Phenylphenol 对了圣基联苯
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MG Malachite Green 孔雀石绿

LMG Leucomalachite Green |知形孔雀石绿
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第一章绪论

"民以食为天，食以安为先"。食品安全直接影响到人类的身体健康和生命安全，其

重要性不言而喻。 近年来， 食品安全问题日益受到人们的关注。食品中非法添加剂的使

用以及农药、 兽药残留等一系列的问题层出不穷，给我们带来危害。于是，各国政府开

始积极出台相关的法律政策，并着力研究开发新的、快速、 高效、准确的检测方法来应

对实际需要。由于食品样品种类繁多 ， 且基质复杂，于是给食品分析检测造成很大的困

难， 因此，样品前处理技术就成为关键。 本课题针对固相微萃取和吸附萃取搅拌棒技术

与分子印迹技术相结合对食品样品有害物质的分析检测进行了研究。

1.1 分子印迹技术

分子印迹技术 C Molecular imprinting technique, MIT) 又称分子印记技术， 起源于

免疫学， 是一种新兴的分子识别技术，属于超分子化学范畴，通过 MIT 合成的对模板

分子有特异选择性的分子印迹聚合物具有结构可控、较高的机械强度、 亲和性高和选择

性好等优点。其发展史可追溯到 20 世纪 40 年代 ， Pauling 提出 了 以抗原为模板来合成

抗体的想法， 1949 年 ， Dickey 提出了 "专一性吸附"这一概念， 但没有得到人们的足

够的重视。 1972 年 Wulff{3]小组首次报道制备出共价型分子印迹聚合物之后，才使分子

印迹技术的研究有了迅猛的发展， 直到 20 世纪 80 年代， Mosbach[4]在 ((Nature)) 发表了

有关合成非共价型茶叶碱分子印迹聚合物的报道之后， 使分子印迹技术有了新的发展方

向，自此成为 21 世纪超分子领域研究的热点。

1.1.1 分子印迹技术的原理

分子印迹聚合物 CMolecularly Tmprinted Polymer , MIP ) 的合成试剂主要包括模板

分子、功能单体、交联剂、致孔剂、引发剂， 其基本合成原理如图 1- 1 所示。 MIPs 的制

备过程如下: 将印迹分子与功能单体在置于适当的溶剂中，通过共价键或非共价键作用，

结合成一种可逆的化合物或配合物: 然后加入交联剂和引发剂， 在一定条件下交联剂和

功能单体共聚合成具有一定刚性的高分子共聚物; 最后利用化学或物理的方法将印迹分

子从聚合物中洗脱出来，这样就得到了一个在空间结构上与模板分子完全匹配，并含有

与模板分子专一结合的功能基团的三维空穴。该孔穴对模板分子具有特异识别功能， 它

能够对混合液中的模板分子进行有效识别，进而达到分离富集模板分子的 目 的。



?…可与世共军 ;2: 
图 1 - 1 分子印迹聚合物制备原理图

Figurel - l Schematic representation ofthe preparation ofmolecularly imprinted polymer 

1.1.2 分子印迹聚合物的制备

分子印迹技术的核心是分子印迹聚合物，近年来，分子印迹聚合物的制备方法有了

很大的进展， 目 前， MIP 的制备方法通常有本体聚合[5，6) 、 原位聚合(7冉、 沉淀聚合[10， 11) 、

溶胀悬浮聚合[ 12-14]和表面分子印迹法[15 ， 1 6]等。其各自的制备工艺及优缺点见表 1-1 。

表 1-1 分子印迹聚合物的制备方法

Table l-l Preparation of molecularly imprinted polymer 

方法名称 (IJIJ备工艺 优点 缺点

将校板分子、 功能单体、 交

瞅剂与引发剂按比例溶于 该方法成熟， 普适性强: 统:
研踏与筛分货时费力，易做

适当溶剂中，脱气密封后经 验条件要求不高; 所iM4fr的
坏印迹位点: 聚合物粉:径不

热引发或光引发得块状聚 MIP 对 t~板分子有较高的
均匀: 内部秘饭分子不易洗本体聚合

合物，再研胶、 筛分 ， 除去 识别性能
!悦

i帧板分子， 干燥J!P得

直接将棋板分子、功能单 跺作过程简单 : 具有较高的

体、 交联剂}.ft.引发剂和浴剂 渗透性.，位于寿命长， 可避
聚合反应程度不易控制: 棋

装在色i普柱或管 内合成聚 兔 MIP 从毛细管内壁上脱
板分子较难洗脱等问题原位聚合

合物 写毡

将J膜饭分子、 功能.!'J'!体 、 交

联剂及引发剂浴于适当的
对浴剂的要求较高. 其丰'，~性

溶剂中 ， 该浴剂可与以上单
不括加入任何稳定剂: 操作 - 定要小 ， 才有利于聚合物

体互浴， 但聚合反应生成的
简单; 且制得的聚合物微球 微球粒径的均- . 对于较大沉淀聚合

聚合物微球因不易浴解而
粒径范围分布较窄 粒径的聚合物微球较难制

各
沉淀出浆'

首先采用无皂乳液法或乳

浴!怅:自籽，
液聚合法等制备出粒径较

小的利'球 ， 后加入制孔剂、
可有效制备.!'J'I.分散的大粒 制备过程较复杂且制备用

聚合
功能单体、棋饭及引发剂将

径聚合物微球 期较长

种球进行j容胀 ， 浴胀过后再

2 



表面En迹

聚合

将模板、功能单体、交ij菜剂、

寻 | 发齐IJ与微隙淤于一定的 有利于楼版分子的快速纺 聚合物综合{i1-较少 : 稳定性

溶剂中，在微球表而进行涂 合与洗脱; tlj~备方法简单 较差: 百rm复使用次数较少

敷或修饰

1.] .3 分子印迹技术的应用

分子印迹聚合物是一种新型的高分子仿生材料， 因具有亲和力高， 环境耐受性好和

特异识别性等优点 ， 目前，分子印迹技术在色谱分离(17- 1 9) 、 固相萃取和固相微萃取(20叫、

仿生传感[23-25) 、 膜分离[26-28) 以及酶模拟催化[29，30)等领域都已显示出广阔的应用前景(见

表 1-2 ) 。

表 1-2 分子印迹技技术的应用

Table!-2 The application of molecular imprinting technology 

应用领域名称 具体应用方面 优点 缺点

将合成的聚合物用作不锈
柱子寿命较长: 选择性问:

色i击分离 t剖位或毛细管柱的困定相 ，
可耐高压和极性浴剂

装柱较麻烦: 柱效不够高

来分离分析样品

将合成的聚合物作为固相
制各简单: 边拣性FJi : 在极 容盘不够大 : 富集倍数不

固抗|萃取及固相微2存取
萃取柱9.lZ微2在取头的 I吸附

材料， 从而对样品进行纯化
性浴剂和水中均可用 : 简化 自 : 大多体系研究的是标准

了样品前处理
富集

溶液

将合成的聚合物制成j民或

仿生传感
者可装i性多孔珠，以此作为

传感榕的识别原件， 固定于

克服了生物传感榕的不稳

定性: 提高了其灵敏皮
大多仍处于实验室阶段

传感器和待测物之间

膜分离

利用分步法、 同步法或复合 制备简单: 分离快: 针对性
制服方法、 股材料等有待进

法;将印迹聚合物与脱结合 强=无污染
-步开发

起来

酶模拟催化
将分子印迹聚合物的制~ 提i骂了酶的选择性、 热稳定 印迹酶的选择性与催化活

方法应用到酶的制备上 和附有机溶剂性 性有待提高

1.2 固相微萃取和搅拌棒吸附萃取

近年来， 由于现代工业的迅速发展和生态环境的恶化， 使食品在生产、 储存、 加工

和流通过程中有可能受到有毒、 有害化学物品的污染。这些有毒有害的物质被人体吸收
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后 ， 会在组织或器官中进行富集，进而威胁人类的健康。所以需对食品进行安全检测。

目前， 食品中有机污染物的含量一般不高， 且样品本身成分复杂， 含有多种化合物， 如

蛋臼质、 脂肪、 氨基酸、 无机盐等， 这些组分的含量都有可能比待测物质高数百倍甚至

是上万倍， 待分析的物质一般与样品有很强的亲和力。样品基质不但对待测物质检测造

成干扰， 而且还对仪器造成污染， 减少设备的使用寿命。因此如何将待测组分从试样中

分离出来成为了重要的一环节， 目前在食品行业中常用的样品前处理方法有液-液萃取、

索氏提取、 色谱分离 、 蒸馆、 吸附、 离心、 过滤等几十种。但这些前处理存在劳动强度

大，时间周期长， 容易损失样品 ， 误差也比较大， 并且消耗大量的有机溶剂， 对人体的

健康和环境有害。近几年出现的超临界流体萃取、 吹扫补集和加速溶剂萃取的方法虽然

有着无可替代的优点 ， 却因其设备价格昂贵 ， 在我国应用受到一定的限制。而固相微萃

取和搅拌棒吸附萃取技术集萃取、 浓缩、 解析于一体，具有成本低、 操作简便快速、 灵

敏等特点 ， 特别适用于因样品量小、 不能直接进行分析的试样。是一种新型的样品前处

理技术。

1.2.1 固相微萃取

固相微萃取 (solid phase microextraction ， 简写为 SPME ) 是在固相萃取基础上发展

起来的一种样品分析前处理新技术，于 1990 年由加拿大学者 Pawl iszyn 和 Arhturhe[3 1 ]

提出， 并在 1933 由 Supelco 公司(美国〉推出商业化固相微萃取装置。 SPME 作为一种

新型的样品前处理技术， 它克服了传统的溶剂萃取耗时长、 效率低等缺点， 具有灵敏度

高、 费用少、 操作简便、 无溶剂化等一系列优点 ， 可实现现场取样分析。该技术日趋成

熟， 在食品分析等领域获得了广泛的应用。

( 1) 固相微萃取的原理

固柑微萃取是根据有机物和溶剂之间"相似相溶"的原理， 利用石英纤维表面上的

涂层对样品中待测物吸附作用 ， 富集待测物， 完成样品前处理过程[32]0 SPME 利用萃取

头表面涂有的色谱固定相作为固相吸附剂， 吸附样品中的挥发性或半挥发性有机污染

物， 分析物质在石英纤维上的涂层与试样间扩散、吸附 ， 经过一段时间后， 街测组分在

涂层与试样之间达到吸附平衡。 SPME 萃取后 ， 经毛细管电泳或色谱流动相将吸附在固

定相上的分析物解析下来， 再由检测器进行分析。 SPME 的选择性和灵敏度司通过改变

萃取头表面固定相的类型、 pH 值、 基质种类、 厚度、 样品冷却处理或加热等因素来调

整(33) 0 SPME 作为一种样品的预处理技术， 由于其独特的优点， 其应用领域也从最初
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的环境分析扩展到其他行业领域， 目前该技术在食品分析领域的应用受到越来越多的食

品工作者的重视。

( 2 ) SPME 在食品分析中的应用

SPME 自 出现以来就有人利用这一技术检测食品样品。近 10 年来， 已广泛应用于食

品中风味物质、食品中农药残留和食品中有机物的检测分析。

①食品风味的研究

Hawthorne 和 Pawliszyn 等[34]将固相微萃取与气相色谱质谱联用对可乐型饮料、咖

啡和茶中的咖啡因进行了'快速定量测定，测量结果的相对标准偏差为 5% 0 Contarin i 等

(35 )采用 SPME-GC-MS 联用法对不同厂家生产的高温巴氏杀菌乳、 超高温灭菌乳、灭菌

乳等经不同热处理的牛乳中的风味化学物进行了分析。王云川等(36)采用 SPME-GC-MS

方法从啤酒中定性出 74 种微量香味组分。 Young 等[37)采用 SPME-GC-MS 的方法，研究

了 13 种苹果的挥发性风味组分， 对其中的 40 种酶类化合物和 a -金合欢烯的含量进行

了测定，并采用主成分分析法 (PCA) 对测定结果进行了分析。

②食品中农药残留

Correia 等[38]将 PDMS 萃取头浸入 3 mL 葡萄酒样品中 30min，测定了包含 9 种有机

氯、 11 种有机磷在内的 23 种农药，检出限平均达到 5 glL Rodrigues 等[39]以聚二甲基

硅氧炕，二乙烯基苯纤维萃取头作为萃取材料， 用 1页空 SPME 与 GC-MS 联用，测定了牛

奶中 10 种有机磷农药残留 ， 检出限为 2.l 6 glL 。 我国的袁宁等[40)采用这一技术测定茶叶

中的有机氯和拟除虫菊酶农药残留，有效地减少了复杂基体的干扰，测定的灵敏度达到

了 nglL 量级。

③食品中其他有害物质

刘杨山民等[4 1]采用固相微萃取与气捆ß谐法分析了酱油中的防腐剂: 刘控基苯甲酸

醋。通过对萃取时间、萃取头种类等条件的优化， 选择了 100μm 的 PDMS 萃取头进行

测定，线性范围为 0-10μg/mL， 结果表明该方法简单快速、 重现性好、 干扰少、 灵敏度

高。 Hu 等[42]以苏丹 I 为模板分子，制备成涂敷式的厚度只有 0.55μm 的纤维萃取头，

从而使得模板分子得以快速吸附和解吸， 建立了 MI-SPME-LC-MS 检测加标茄汁辣椒酱

和红辣椒中 4 种苏丹红， 其检测限为 21-55 nglL 。

1.2.2 搅拌棒吸附萃取技术

搅拌棒吸附萃取技术(stir barsorptive extraction, SBSE)是由 Baltussen E 及合作者在
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1999 年提出来的问。是在固相微萃取 (solid phase micro-extraction , SPME) 技术基础

上发展的一种新的样品前处理技术[44月l ， 萃取时能够自身完成搅拌， 避免了搅拌子的加

入对目标物的物理性吸附。同时 ， SBSE 固定捆的体积一般为 55-250μL ， 是 SPME 所用

固定相体积的 50-500 倍 ， 萃取量也相应提高了 50 倍以上。目前该技术在环境样品[46叫、

农残检测[5 1 -54)、食品中的污染物[55-57) 以及生物样品[58-60)的分析中得到了广泛的关注。

目前对于 SBSE 技术的研究主要集中于新涂层材料的开发和新涂层的制备方法。

2004 年，关亚风课题组[61 -64)首次使用 Sol-gel 法在玻璃棒上键合交联 PDMS 涂层，该涂

层厚度可达 36μm， 并将其应用于分析检测蔬菜中的有机磷农药和海水中的有机氯农药，

检出限分别为 0.15 ng/g 和 0.05-2.53 nglL; 近年来又通过浸入沉淀法将耐热工程塑料…

聚酶枫酣 (PPESK) 涂覆在内封磁芯的玻棒表面， 制得了针对极性化合物萃取分析的搅

拌棒， 其对苦参中的有机氯农药检出限为 3-17 pg/g , RSD< 17% ， 回收率为 82%-128%。

2005 年 Lamhert .T. P.等问将娩基二醇硅(ADS)的限进材料 (RAM) 作为 SBSE 的萃取涂

层， 用于分馆生物样品中的蛋白质，避免了在直接萃取血浆等生物样品时，蛋白质对涂

层受的污染和堵塞， 增加了 SBSE 的使用寿命。 HU(66)在制备 SBSE 时采用了 PDMS 和 β

环糊精复合涂层，并将其应用于对水中雌性激素和双盼 A 的萃取分析。 Wang L.等[67J将

PDMS 直接键合在铁管上， 克服了玻璃管容易破碎的缺点。 Yang 等(68)将 PDMS 键合到

直径为 0.5 mm 的玻璃微球上， 与 PDMS 萃取搅拌棒相比， 在相同条件下萃取水样中塑

化剂，显著的缩短了萃取时间。 2007 年 ， 厦门大学 Huang[691首次将整体柱材料与吸附萃

取搅拌技术相结合，制备了基于整体柱材料的吸附萃取搅拌棒， 并与高效液相色谱相结

合分析了尿液中的 8 利I多环芳炬。 随后该课题组对此方面的研究与应用做了很多工作

[70叫，将其与商品化 SBSE 相比，整体柱材料的吸附萃取搅拌棒对非极性或弱极性有机

化合物、 甚至对无机离子[74]也具有很好的萃取效果。

1.3 课题的研究意义与研究内容

1.3.1 研究意义

食品安全问题关系到每个人的切身利益， 而近些年不断曝光的食品添加剂事件， 如

三聚氨肢， 苏丹红， 瘦肉精等， 使人们更加关注食品质量的监控与监督， 而对食品中微

量及痕量成分分析提出了更高的要求。本论文在查阅了大量中外文文献的基础上， 结合

科研前沿与我国国情， 提出了高磁性吸附搅拌棒的制备合成方法， 并成功地应用于豆腐
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乳中的苏丹红、水样中的增塑剂及~}类，以及鱼饲料中的非法添加剂孔雀石绿的分析检

测 ， 具有较大的应用价值。

1.3.2 研究内容

(1 )采用原位聚合法将修饰过的磁粉与(甲基丙烯酸一乙二醇二甲基丙烯酸酶〉

CMAA-EDMA ) 材料结合，制备出了1吸附萃取搅拌棒。用高效液相色谱法测定水样中

的邻苯二甲酸二丁酶(DBP)、邻苯二甲酸二甲酣(DMP ) 、 邻苯二甲酸二乙酶(DEP) 这三

种塑化剂。

( 2 ) 采用高磁性超顺材料敏铁栅磁粉作为磁性供体，利用原位聚合法制备以双盼

A C BPA ) 为模板的新型整体式分子印迹l吸附萃取搅拌棒 CMIP-SBSE) ， 并与 HPLC 联

用测定了矿泉水中的双因为 A。

(3)采用高磁性超顺材料铁铁栅磁粉作为磁性供体，以孔雀石绿 CMG ) 为模板，

利用原位聚合法制备了新型整体式分子印迹吸附萃取搅拌棒 CMIP-SBSE) ， 并与 HPLC

联用测定了鱼饲料中的孔雀石绿。

(4 ) 采用原位聚合法在经修饰的不锈钢丝表面键合(甲基丙烯酸丁酶一乙二醇二

甲基丙烯酸酶) (BMA-EDMA) 材料，制作了不锈钢丝固相微萃取 CSPME) 纤维头 ， 与

HPLC 联用测定了豆腐乳中的苏丹红 l 、 11 、 III 。
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第二章 磁力搅拌棒前处理水样中塑化剂的研究

2.1 引言

塑化剂又叫增塑剂，是一种增强柔韧性的高分子材料助剂，可以增强塑料的柔韧性，

在工业上广泛应用 [75，76] 0 2011 年初，台湾的 "塑化剂" 事件引起了全世界范围内的关

注，成为了重大食品安全事件， 2012 年的 "酒鬼洒" 事件引起了人们对塑化剂的进一步

关注和思考[77]。大量研究表明，塑化剂具有雌激素活性，能够影响人类的内分泌功能，

还可能会增加心血管疾病的风险，若长期使用，甚至会导致癌细胞增殖[78]。由于塑化剂

通常以痕量形式存在于较为复杂的样品中 ， 需对样品进行一定的前处理， 目前，对于邻

苯二甲酸酶的前处理方法主要包括液-液萃取 ( LLE ) (79-81]、固相萃取(SPE) [82-84]、机

械震荡萃取[85] 、 超声萃取[86，87] 、 微波溶出 [88，89]、索氏提取[90]和固相微萃取 (SPME) [例，92]

等。近些年来， 报道过的主流检测方法主要有分光光度法(93] 、 荧光光度法[94] 、 气相色谱

法(GC ) [95-98] 、 气相色谱·质谱联用 (GC-MS ) [99-10 1 ] 、 气相色谱.串联质谱法 (GC-MS-MS )

(1 02) 、 液相色谱法 (HPLC ) [ 1 03-105]和液相色谱-质谱联用(1 06- 1 08)。目前对塑化剂的检测主

要以色谱法为主。因此，探索一种识别性强、干扰小的富集方法具有十分重要的意义。

样品中待测物的净化浓缩与仪器检测方法联用技术是当前食品安全检测方法的研

究方向，这样能节省检测时间 ， 提高分析效率。搅拌棒l吸附萃耳又是近年发展起来的一种

新的品前处理技术。Cacho 等[ 109]将搅拌棒吸附萃取技术与气质联用结合测定蔬菜样品提

取液中的 PAEs 。实验证明该方法富集效果好 、 灵敏度高 ， 检出限低至 12.7 和

105.8pg il ，适用于食品和其他样品中 PAEs 的富集提取与 GC 联用方法的建立。但是

他们采用的搅拌棒在进行搅拌萃取时涂层会有部分的磨损脱落，影响其萃取效果。本实

验介绍了磁力搅拌棒的合成方法，将聚合溶液与修饰后的磁粉在玻璃笛'内混合，经水浴

原位聚合后制备成磁性搅拌棒， 萃取时能够自身完成搅拌，避免了搅拌子的加入对 目标

物的竞争吸附。实验利用所制备的搅拌棒， 成功地建立了 SBSE 与 HPLC 联用测定实际

水样中的痕量塑化剂。

2.2 实验部分

2.2.1 试剂与仪器
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邻苯二甲酸二丁酶(DBP ， 99.5%) ， 邻苯二甲酸二甲酶 CDMP ， 99.5% ) 及邻苯二甲

酸二乙醋 CDEP ， 99.5%) 均为分析纯， 国药集团化学试剂有限公司提供;正硅酸乙酶

CTEOS , 98%，北京百灵戚);任甲基丙烯酸 (MAA ， 99.5% , New Jersey. USA); 丙基

甲基丙烯酸酶(y-MPS ， 98%，北京百灵戚); 乙二醇二甲基丙烯酸酶 CEDMA ， 98% , New 

Jersey. USA ); 2 , 2'-偶氮二异丁脂(AIBN ， 天津市光复精细化工研究所，分析纯);丙酬

C99.5% ， 孟津县平乐村试剂厂); 氯仿(湖南农业大学提供);乙腊(色谱纯， 天津赛

孚瑞科技有限公司) ; 甲苯 C Toluene ， 色谱纯，洛阳市化学试剂厂) ; 甲醇(色谱纯，天

津赛孚瑞科技有限公司); 冰乙酸 CCH3COOH， 分析纯 ， 天津市德恩化学试剂有限公司) ;

氯化铀 o各阳市化学试剂厂 ); 实验用水为二次蒸馆水; 其余试剂均为分析纯。

依利特 P120 1 液相色谱仪〈大连依利特分析仪器有限公司) ; Quanta200 扫描电子显

微镜 CFEL Hillsboro , Oregon , USA); P1201 紫外检测器(大连依利特分析仪器有限

公司) ; 磁力分离架(郑州英诺生物科技有限公司); TWCL-D 磁力搅拌器(河南爱博特

科技发展有限公司); KQ-5200DE 型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司 ); HH-4 

数显恒温水浴锅(河南智诚科技发展有限公司); DZF-6020 型真空干燥箱i C上海一恒

科技有限公司) ; GM-0.5A 型隔膜真空泵(天津市津腾实验设备有限公司) ; BOS60-S 

数显恒速直流电动搅拌器(金华市华欧实验仪器厂〉。

2.2.2 搅拌棒的制备过程

取一塑料烧杯， 先将磁粉用丙酬溶液浸泡处理 30 mio ， 再用 1 mollL 的 NaOH 溶液

于 80 .C条件下浸泡 20 min，然后用二次纯水清洗三次，取出真空干燥备用。

磁粉的 Si02包覆 : 取 20 g 处理过的干燥磁粉置于 250 ml 三颈瓶中 ， 先加入 50 ml 

的丙嗣和 4mL 二次纯水，混匀，然后在室温机械搅拌 C500 叩m) 条件下先后逐滴加入

5mL氮水和 5 mL TEOS ， 搅拌反应 4h。完成后用磁性分离架分离磁粉， 并用二次纯水

清洗六次， 最后在 100 0C 条件下真空干燥得到包覆有 Si02 的磁粉。

y-MAPS 修饰 : 将 20 mmol (3 .334 mL ) y-MAPS 溶于甲苯溶液中制成 10 % Cy /y ) 

的溶液，将 20 g 包裹过的磁粉浸泡于上述甲苯溶液中 ， 室温下搅拌反应 2 h 进行 γ-MAPS

修饰。用磁力分离架分离出磁粉，用甲苯洗涤 3 次 ， 并在真空干燥箱中 1200C 条件下干

燥得到修饰过的磁粉。

磁粉的聚合: 准确移取 4 mmol CO.341 mL) MAA , 30 mmol C5.67 mL) EDMA , 

溶解在 5.0mL 氯仿中，然后加入 0.1 g 乙基纤维素， 超声直至乙基纤维素完全溶解， 最
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后加入 0.03 gAlBN ， 超声溶解密封放置在冰箱中待用。

取内径0.4 cm，长度8cm的玻璃管， 将300微升的上述溶液与修饰过的干燥磁粉2.48

g分6次以先溶液再磁粉的顺序在超声的条件下装填于玻璃管中。装填完后超声10 min , 

使其硬实。再用橡皮塞密封， 然后放入80 0C水浴锅中聚合42 h。取出敲碎外面的玻璃管，

得到磁力棒， 切割成长度 1 cm磁力搅拌转子备用。

2之3 搅拌棒洗脱

将反应制得的磁力搅拌棒用甲醇/乙酸 ( v:v=90: 1 0 ) 洗脱， 每 1 h换一次洗脱液， 洗

脱12 h ， 然后用纯甲醇溶液洗脱， 每30 min换一次 ， 直至上液相检测不到杂质分子为止。

2.2.4 磁力搅拌棒电镜表征

采用Quanta 200电子扫描显微镜对所制备的磁性搅拌棒的表观结构进行分析。

2.2.5 SBSE 过程

萃取: 准确移取待萃取溶液5mL至安培瓶肉，加入制备好的磁力搅拌转子， 用橡胶

塞将瓶子密封。 然后放在磁力搅拌器上于室温下以400 rpm的速度萃取70 mino 

解吸: 取 1.5 mL的离心管，向其中加入200μL的乙脂溶液，从萃取瓶内取出磁性搅

拌子， 用去离子水洗去吸附在其表面的杂质，然后置于离心管内，使得乙脂淹没搅拌棒，

密封，超声解吸20min ， 取出搅拌子后解吸液立即过滤上液相进行测定。

2.2.6 HPLC检测条件

依利特 ODS-C I 8 色谱柱 ( 150 mmx 4.6 mm , 5μm)， 流动相为乙腊/水 C Y/Y=80/20) ，

柱温为室温， 流速为 1 mLlmin，检测波长为 224 nm ， 进样量 20μL。

2.2.7 样品预处理

水样品采 自河南科技学院西湖，然后再用0.45μm的滤膜进行过滤， 去除沙石及杂

质后置于阴凉处。取处理好的水样分别制成浓度为0.1 ppm 、 0.2 ppm、 0.4 ppm邻苯二甲

酸二丁酶、 邻苯二甲酸二乙酶和邻苯二甲酸二甲酶三种物质的混合水样，然后按照2.2.5

过程进行萃取解吸。
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2.3 结果与讨论

2.3 .1 搅拌棒的表征

扫描电镜表征所制备的磁力搅拌棒的形貌和表面结构，如图2-1所示a、 b 、 c、 d的放

大倍数分别为23 、 26 、 400 、 5000倍。 从图可见，磁力搅拌棒的形貌光滑， 表面结构致

密， 具有网络结构的介孔。

图 2- 1 搅拌棒在不同放大倍数下的扫描电镜图

Fig 2-1 Scanning electron micrographs of sti.rring bar with different magnifications. 

2.3.2 SBSE过程的优化

为获得最佳的实验条件，对所制备的搅拌棒进行萃取条件的优化， 实验考察了萃取

溶剂、 萃取时间、解吸时间和盐浓度的影响， 考察时选取的是 0.5μg/mL 的 DBP 溶液。

( 1) 萃取溶剂的影响

根据溶剂的极性不同，考察了常见萃取溶剂: 正己炕、甲苯、 氯仿、 乙睛和水。按

照 2.2.5 的过程进行萃取解析。由图 2-2 可见，用水做萃取溶剂时，萃取效果最好，故

实验选取水作为萃取溶剂。

12 
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图 2-2 萃取溶剂对萃取效率的影晌

Figure 2-2 Influence of extraction so:rvent on extraction efficiency 

( 2 ) 萃取时间的影响

萃取时间是影响萃取效率的一大重要因素， 只有当目标物在萃取溶剂中达到吸附平

考察固定乙脂为解吸溶剂，才能够获得最大的萃取效率。按照 2.2.5 的液相条件，衡，

在前由图 2-3 可见，了萃取时间在 30 min- l1 0 min 内搅拌棒对 DBP 萃取效果的影响 。

因此，当达到 70 min 后其萃取量开始趋于平衡，DBP 的萃取量急剧增大，70 min 内，

确定最优萃取时间为 70 mino 
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图 2-3 萃取时间对萃取效率的影响

Figure 2-3 Influence of extraction time on extraction efficiency 



( 3 ) 解吸时间的影响

以水为萃取溶剂 ， 在磁力搅拌仪器上搅拌萃取 70 min ， 依次考察解l吸时间为 10、

20 、 30 、 40 和 50 min 时对解吸效果的影响。由图 2-4 可知 ， 在 20 min 时 ， fI碎吸已基本

达到平衡， 因此， 确定最优解吸时间为 20 mino 
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图 2-4 解阪时间对萃取效率的影晌

Figure 2-4 Int1uence of desorption time on the extraction efficiency 

( 4 ) 盐浓度的影响

本实验通过添加不同量的 NaCI ~来改变基底的离子强度，添加量分别为 0 %、 5 %、

10 %、 1 5 %、 20%、 25 % ， 观察离子强度对结果的影响。由图 2-5 可知 ， 随着 NaCI 浓

度的增加 ， 搅拌棒对 DBP 的吸附量呈先增大后减小的趋势， 在盐浓度为 15 % C w/v) 时，

搅拌棒的萃取能力最好。原因可能是盐可以提高溶液的离子强度， 降低了有机物在水中

的溶解度， 起到盐析的作用 ， 使得 DBP 在搅拌棒上富集， 当盐浓度过大时， 可能会沉

积在搅拌棒上使其发生堵塞。所以确定 NaCI 最佳添加量为 1 5 % 。

14 



450 

400 

350 

300 

250 

200 

150 

100 

(u
g
-

P
E
)g
』
e
u
-
a
u
嗣
同

25 20 10 15 

NaCI% (w/v) 

5 
50 

图 2-5 NaCI 加入量对萃取效率的影晌

Figure 2-5 Influence ofthe amount ofNaCI on the extraction efficiency 

搅拌棒的阪附曲线2.3.3 

实验考察了不同浓度范围内(5-2500μg/L) 搅拌棒对目标物DBP的萃取性能，图2-6

随着萃取液浓度的增在5-800μg/L的范围内 ，是搅拌棒对DBP的吸附量曲线。 很明显，

加，搅拌棒 DBP的吸附量也随之增大， 当浓度达到800μg几时，搅拌棒对DBP的吸附己

经趋于饱和。
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图 2-6 搅拌棒随 DMP 浓度变化的眼附曲线

Figure 2-6 Adsorption curve of stir bar changed with DMP concentration 



2.3 .4 重现性

实验考查了同一根搅拌棒 (萃取次数为 5 )，同批次制备的搅拌棒(萃取头数为 5 )

和不同批次(3批)制备的搅拌棒对 DBP 萃取效果的重现性， 选取的萃取液均是 500μg/L

的 DBP 水溶液。结果 ， 同一搅拌棒萃取 5 次所得的 DBP 峰面积的相对标准偏差为 3 .4 %, 

同批次的搅拌棒萃取所得 DBP 峰面积的相对标准偏差为 4.7 %，不同批次搅拌棒所得

DBP 峰面积的相对标准偏差为 5.6%。

2.3.5 线性范围与检出限

采用浓度范围为 5-800μg!L 的 DBP~ DEP、 DMP 混合标准溶液考察磁力搅拌棒吸

附/旧LC 联用方法， 并测定 D町、 DEP、 DMP 这 3 种塑化剂的线性关系 ， 得到三种物

质的标准曲线分别为 DMP: y=89. 895x+ 1 3. 门 (R=0.998) ， DEP: y=84.573x+ 11.3(R=0.996) , 

DBP: y=85.527x+8.5813(R=0.998); DMP~ DEP 和 DBP 萃取后的检出限 。S肘〉分别

是 93 ngfL. 150 ng/L. 210 ng/L 。 这表明磁力搅拌棒吸附IHPLC 联用方法对于塑化剂多

残留分析具有较高灵敏度。

2.3.6 实际样品测定

将I吸附搅拌萃取与 HPLC 联用检测加标水样品 ， 考察磁力搅拌棒在实际样品的萃取

性能， 如图 2-7。并用上述方法测定预处理过的加标湖水溶液中 3 种塑化剂的相对回收

率， 结果如表 2-1 所示。 DMP 回收率为 91.9 %- 96.6 %、 RSD 为 2.5 %- 4.1 %; DEP 为

94.3 %- 96.7 %、 RSD 为 3.2 %- 5.4 %; DBP 为 89.2 %- 92.1 %、 RSD 为 2.9 %- 4.7 %， 效

果令人满意。

表 2-1 tJ日标湖水的相对自收率 (n=5)

Table 2-1 Relative recoveries of spiked lake water (n = 5) 

湖水

化合物 100flg/L 200 陪!L 400μg/L 

回收率 % RSD% IHJ IIX率 % RSD% 回收率 % RSD% 

DMP 94.1 2.5 9 1.9 3.4 96.6 4.1 

DEP 94.3 3.2 96.7 4 .1 95.5 S.4 

DBP 89.2 2.9 9 1.3 4.0 92.1 4.7 
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图 2-7 湖水样品液相色谱图

Figure2-7 HPLC chromatograms oflake water sample 

图 2-7 l -DMP , 2-DEP, 3-DBPj (a) 经萃取后加标浓度为 O.lppm 的湖水样品， ( b ) O.l ppm 

的混标标液， (c ) 空白湖水;

2.4 本章小结

本实验建立了磁力搅拌棒吸附 I HPLC 联用检测 DMP、 DEP ， DBP 的分析方法，

考察了磁力搅拌棒的吸附性能。结果表明 ， 磁力搅拌棒对结构类似的塑化剂具有吸附容

量大，稳定性好等特点。 对于 DMP、 DEP、 DBP 这三种塑化剂， 此方法的线性范围为

5.0-800 昭IL; 检出限在 93-210 ng/L 范围内。采用上述方法测定加标湖水中 DMP、 DEP 、

DBP 的回收率为 89.2 %~96.7 %之间 ， 当加标量为 0.1 ppm 时， 富集倍数为 7 左右 ， 达

到了良好的萃取效果 ， 实现了复杂样品中痕量残留的同时分析。
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第二章 双目分 A 分子印迹磁性吸附搅拌棒的应用

3 .1 引言

双盼 A 是一种外源性内分泌干扰物[llO] ， 同时也是生产聚碳酸自旨和环氧树脂的一种

重要的化工原料(111-明， 在食品包装、 婴儿奶瓶、 矿泉水、 牙齿填充物所用的密封胶等

都含有 BPA。它在环境中广泛的存在，并且能够很容易的转移的人的体内 ， 进而对健康

产生不利的影响。因此需要建立一种从复杂样品中检测和选择萃取 BPA 的方法。

目前测定 BPA 常用的分析方法有高效液相色谱法 (HPLC ) 、 气相色谱法-质谱联用

法 (GC-MS ) 和高效液相色谱色谱，质谱联用法[ 11 3- 115]。由于 BPA 在实际样品中含量较

低，在分析之前必须从实际样品中对其进行富集分离。常用的预处理方法有固相萃取

( SPE ) [川 6] 、 固相微萃取 (SPME) [1 1 7] 、 液相微萃取 (LPME ) (1 18]和中空纤维膜微萃

取(HFME)[119]等。这些预处理方法虽然在 BPA 测定中有一定的应用 ， 但也存在不足，

如 SPE 需要大量的有机溶剂 ， SPME、 LPME 和 HFME 的萃取容量较低。另外， 上述前

处理方法对 BPA 不具有选择萃取性能， 在萃取目标化合物的同时 ， 也对非目标化合物

进行萃取， 这会对随后的分离过程产生一定的影响。

目前商品化的 SBSE 涂层只有聚二甲基硅炕(PDMS)硅橡胶管一种， 其对非极性化合

物具有较高的萃取效率， 但对极性有机物的萃取效率比较低下 ， 还必须对样品进行复杂

的衍生化[120]。因此本文用磁粉作为磁力供给， 以 BPA 为模板分子， 将聚合溶液与磁粉

混合， 经水浴原位聚合制备成磁性搅拌棒， 利用此搅拌棒， 建立了 SBSE 与 HPLC 联用

测定实际水样中的痕量 BPA 。

3.2 实验部分

3.2.1 试剂与仪器

双盼 A(BPA ， 99 %)、苯盼 (P ， 95 %)和对究基联苯 (p-HP ， 99 %)均购于 AlfaAesar

公司;任甲基丙烯酸 (MAA， 99.5 %) ， 乙二醇二甲基丙烯酸酶 (EGDMA， 98 %)、 偶

氮二异丁腊 (AJBN ， 分析纯 ， 天津光复精细化工研究所) ; 3- (三甲氧基硅炕基)丙基

甲基丙烯酸酶 (γ-MAPS ， New Jersey , USA ) 、 乙脂(CAN ， 色谱纯)、 甲醇(色谱纯)、

甲苯(天津化学试剂公司)、 正硅酸乙酶 (TEOS ， 北京百灵威) ; 伽铁栅(烧结铀l铁栅
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磁体， 主相 Nd2Fe l4B 的 Nd: Fe 正分比值为 1 :7。密度呈 7. 5 ， 过剩磁感应强度 Remanence

induction: 典型值 12. 5 KGs ， 最大磁能积 maximum Energy product : 粒径圣30μm ， 北京

中科三环高新技术股份有限公司提供); 其他所用试剂均为分析纯: 全部实验用水均为

二次蒸馆水。

Agilent 1100 型高效液相色谱仪 ( Agilent ， USA ) ; UV-2100 双光束紫外-可yt!.分光

光度计(北京瑞利分析仪器有限公司) ; Quanta 200 扫描电子显微镜 (FEl. Hillsboro , 

Oregon , USA ) ; DZF-6020 型真空干燥箱〈上海一恒科技有限公司); GM-0.5A 型隔膜

真空泵(天津市津腾实验设备有限公司); KQ-5200 DE 型数控超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司); HH-4 数显恒温水浴锅(河南智诚科技发展有限公司) ; HZS-H 水浴

恒温振荡器(哈尔滨东联电子技术公司)。

3.2.2 BPA MIP-SBSE 的制备

磁粉预处理: 将磁粉先用丙酬溶液处理30 min 再用 1 mo l/L 的NaOH溶液于 80 0C 条

件下浸泡 20 min 除去磁粉表面的有机物， 然后用二次纯水清洗三次， 取出真空干燥备

用。

磁粉的 Si02包覆 : 取 40 g 处理过的干燥磁粉放入 100 mL 丙酬和 8mL 二次纯水混

合溶液中 ， 在常瓶机械搅拌 ( 500 rpm )条件下先后逐滴加入 5 mL 氨水和 5 mL 的 TEOS ，

搅拌反应 10 h o 用磁性分离架分离磁粉， 并用二次纯水清洗六次， 在真空干燥箱中 120 0C

干燥得到包覆有 Si02 的磁粉。

磁粉的 γ-MAPS 修饰 : 取 40 mmol y-MAPS 溶于甲苯中制成 10 % ( Y/Y ) 的溶液，

在锥形瓶中将 40 g 磁粉浸泡于上述甲苯溶液， 室温下振荡反应 2h 进行 γ-MAPS 键合修

饰。用磁性分离架分离磁粉， 用甲苯洗涤 3 次 。 并在真空干燥箱中 1200C 条件下干燥得

到修饰过的磁粉。

磁粉的分子印迹聚合: 将 I mmol ( 0 .228 g) 双盼 A ， 4 mmol ( 0.341 mL) MAA 

溶于 5ml 乙腊中 ， 超声 15 min 后充氮气密封静置 30 min 进行分子自组装。然后加入 20

mmol (3 .78 ml) EDMA , 0.04 g 的 AIBN (约为总体积的 1 %) ， 超声直到至完全溶解。

取内直径 0.4 cm，长度 8cm 的玻璃管， 取上述印迹溶液 500μL 和修饰的干燥磁粉 2.48

g 交替着装填于玻璃管中。装填好后将溶液与磁粉1昆匀 ， 使磁粉全部在液面以下。然后

用橡皮塞密封，放在 60 0C 水浴锅中聚合 48 h ， 得到磁性棒。敲碎外面的玻璃管， 切割

成长度 1cm 磁性搅拌转子， 图 3-1 为其印迹原理示意过程。
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空白分子印迹搅拌棒的合成: 除了不加入模板分子以外， 其它条件及步骤同上。
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图 3-1 MIP制备示意图

Fig 3-1 Schematic representation of preparation procedures of MIP 

模板分子的洗脱: 将制备好的磁性搅拌转子放入 5ml 的甲醇溶液中，依靠其自身的

磁力，固定转速 400rpm，每隔两小时换一次甲醇溶液， 直至洗脱液上液相无杂质峰出现。

3.2.3 双目分 AMIP 的表征

利用扫描电子显微镜对 MIP幽SBSE 的表观结构和粒径大小进行分析。

3.2.4 HPLC 检测条件

色谱柱为 C18 柱 ( 200 mm*4.6 mm , 5.0μm )，柱温为室温，流动相 : (乙腊:水〉

= ( 65: 35) ， 流速为 0.8 mLlmin ， 进样量 20μL，检测波长为 218 nm. 

3.3 结果与讨论

3.3.1 MIP-SBSE 的扫描电镜表征
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图 3-2 搅拌吸附棒表面不同放大倍数的扫描电镜图

Fig 3-2 Scanning electronmicrographs of magnetic-stirring bar with different magnifications. 

我们对所制备的整体式搅拌棒表观结构形态进行了表征，如图 3-2 所示。 a 和 b 为

相机拍摄的实物图 ， c 和 d 分别为放大 40 和 5000 倍的电镜图，从图中可以看出，搅拌

棒的横切面和纵剖面均具有较好的孔径结构， 这种结构增加了样品与搅拌棒之间的接触

面积， 有利于提高传质速率和萃取效率，从而不会导致过长的萃取时间。

3.3.2 SBSE 萃取条件的优化

影响萃取的因素包括吸附时间、解吸时间、盐浓度和 pH，为了取得最佳实验条件，

对它们进行了优化，优化时选用的是 500μg/L 的混标水溶液。

( 1) 吸附时间的影响

图 3-3 给出了 3 种盼类的响应峰面积随时间变化的曲线。结果表明，当萃取时间小于

70 min 时， 随着萃取时间的延长， 峰面积一直增加， 且增幅较大。当萃取时间大于 70 min 

时 ， 萃取基本达到平衡， 且对 BPA 的吸附量高于其它盼类。因此，选择 70min 为最佳

萃取时间。
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图 3-3 萃取时间对萃取效率的影响

Fig 3-3 Effect of extraction time on desorption e旺iciency

( 2 ) 解吸时间的影响

以 ACN 为解吸溶剂考察不同解吸时间对解吸效果影响，实验结果表明解吸时间为

15 min 时， 目标化合物可以从 MIP-SBSE 上被完全解吸，因此解吸时间确定为 15 mino 
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图 3-4 解析时间对萃取效率的影响

Fig 3-4 Effect of desorption time on desorption efficiency 

( 3 ) 离子强度的影响

本实验通过添加不同量的 NaCl 来改变基底的离子强度，添加量分别为 0%、 5%、
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图 3-6 pH 对萃取效率的影晌

Fig 3-6 Effect of pH value on 出e extraction efficiency 

3.3.3 MIP-SBSE 的选择性

在最佳萃取条件下 ， MIP-SBSE 和 NIP-SBSE 对 3 种盼类、 萃取效果见图 3-7 0

MIP-SBSE 对 3 种盼类物质吸附性能均明显高于 NIP-SBSE ， 显示较强的选择吸附性能。
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图 3-7 MIP 和 NIP 对三种物质萃取效果的比较

Fig 3-7 Comparison ofthree substances extracted with MIP-SBSE and NIP-SBSE 
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联苯混合水溶液进行测定， 考察方法的线性相关系数、检出 I~良和线性范围。

表 3- 1 方法的线性范围和检出限

Tahle 1 - 1 The linear range ano detection limit ofthe method 

化合物 线性方程 相关系数 线性范围 flglL 检出|喂 nglL

米盼 y=0.3059x+4.2725 0.9976 10-500 231 

双盼 A y=0.9653x+ 1.7084 0.9989' 10-500 10S 

对控基联当作. y=0.8352x-l.2478 0.9996 10-500 159 

3.3.7 实际样品测定

本实验将 MIP-SBSE 和 HPLC 联用，对两个实际水样进行测定， 结果在两种矿泉水

中均未检出 BPA。

为了考察搅拌棒在实际水样中的性能，通过选取三个浓度水平 ( 50μglL， 100μglL， 

200 盹/L)的苯盼， 双盼 A 和对美圣基联苯混合溶液，进行了加标回收率的测定。测定实

际水样不同加标量的回收率。由表 3-2 可知 ， 所建立的方法在三种不同加标量( 50μg/L 、

100μgfL 和 200μg/L)情况下均具有理想的回收率，同时实验的 RSD 值均小于 7 %，这

表明本方法有良好的实验重现性。

表 3-2 实际水样分析结果

Table 3-2 Analytical results of the real sample 

矿泉水

化合物 SOμglL 1 00 μglL 200μglL 

回收旦在 % RSD% 回收率% RSD% 回收率 % RSD% 

*ð$) 8 1.3 6.7 86.2 5.6 89.5 4.8 

双盼 A 88.5 5.8 9 1.3 4.3 96.1 4.5 

对?经基联米 86.8 6.3 89.7 5. l 78.2 4.2 
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图 3-9 矿泉水样品液相色谱图

Figure 3-9 HPLC chromatograms ofbottled water sample 

1-苯盼， 2-双酣 A， 3-对提基联苯 ; (a)空白矿泉水， (b) 经 MIP 萃取后的空白矿泉水， (c) 500μglL 

的混标溶液， (d) 经 NTP 萃取加标溶度为 200μg/L 矿泉水样品， (e ) 经 MTP 萃取加标浓度为 200 jlg/L 

矿泉水样品

3.4 本章小结

本研究制备了以 BPA 为模板的分子印迹聚合物， 并将其与磁粉混合， 水浴聚合所得

的 MIP-SBSE 可对模板分子 BPA 进行有效的选择性萃取。同时， 所建立起来的

MIP-SBSE IHPLC 在最佳条件下可灵敏测定实际水样中的 BPA。研究结果表明， 本方法

具有操作简便、 灵敏度高、 重现性好、 精密度高、 使用有机溶剂少等优点。
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第四章 应用分子印迹磁性搅拌棒检测鱼饲料中的孔雀石绿

4.1 引言

孔雀石绿 CMalachite green , MG) 为三苯甲:院类工业染料 ， 曾被用于制陶业、 纺织

业、 皮革业、 食品颜色剂和细胞化学染色剂等[121 ， 122)0 MG 也可在水产养殖业中用来预

防和治疗鱼的水霉病， 鱼思霉病等， 而且为了使鳞受损的鱼延长生命， 也常用在运输过程

中和存放池内。孔雀石绿及其代谢产物隐色孔雀石绿 CLeucomalachite green , LMG ) 能

长期存在于生物体内，具有高毒性、 高残留和三致等毒副作用[1 23-125)。世界上许多国家

已将孔雀石绿列为水产养殖禁用药， 我国也于 2002 年 5 月宣布严禁在水产养殖中使用

孔雀石绿， 并规定其不得检出(126)。由于孔雀石绿对水生动物性食品和人类健康的不利

影响，用于检测实际样品如水样和鱼饲料中孔雀石绿的高灵敏度、 高选择性的分析方法

引起了人们的关注。目前测定 MG 常用的分析方法有高效液相色谱法 CHPLC) 、 气相色

谱法-质谱联用法 CGC-MS ) 和高效液相色谱;-质谱联用法[1 27-133)。但这些方法用于实际

水样时不能达到痕量分析要求， 因此在分析之前需对样品进行预处理，在孔雀石绿实际

水样分析中， 主要采用固相萃取 CSPE) 作为前处理方法(1 34)。但固相萃取技术比较耗时，

且不具有特异性识别。因此， 需要考虑一种新的前处理方法用来分离富集孔雀石绿。

本课题组首次采用具有高磁性超顺材料的做铁棚磁粉作为磁力供给，通过正硅酸乙

酶 CTEOS ) 有效包裹，同时在表面引入烯健，最后以孔雀石绿为模板分子，将聚合溶

液与修饰后的磁粉在玻璃管内混合， 经水浴原位聚合后制备成磁性搅拌棒， 由于聚合物

镶嵌在磁粉骨架内 ， 使得该搅拌棒既具有磁粉的硬度 ， 又能避免搅拌时涂层的磨损。实

验利用所制备的搅拌棒， 成功地建立了 SBSE 与 HPLC 联用测定实际样品中的痕量 MG。

4.2 实验部分

4.2 .1 试剂与仪器

孔雀石绿 CMG ) 、 隐形孔雀石绿 CLMG)、 和结晶紫 CCV ) 均购子 AlfaAesar 公司 ;

2 , 2 

Jersey. USA) 和乙二醇二甲基丙烯酸四酶旨 CEDMA ， New Jersey.USA，)使用前均纯化;乙

腊、甲醇(色谱纯〉均购于天津化学试剂公司 ; 3-(甲基丙烯酌氧)丙基三甲氧基硅烧、
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TEOS 均购于北京百灵威: 皱H铁栅(烧结伽铁栅磁休，主相 Nd2Fe14B 的 Nd: Fe 正分

比值为 1 :7。密度呈 7. 5 ， 过剩磁感应强度 Remanence induction: 典型值 12.5KGs ， 最大

磁能积 maximum Energy product: 粒径三30μm 由北京中科三环高新技术股份有限公司

提供: 其他所用试剂均为分析纯: 实验用水均为二次蒸铺水。

P1201 液相色谱仪(大连依利特分析仪器有限公司); Mηι2800W 氮吹浓缩装置

(天津奥特赛恩斯有限公司) ; DZF-6020 型真空干燥箱(上海一恒科技有限公司) ;

FTIR-7600 傅里叶红外(天津天光光学仪器有限公司); Quanta 200 扫描电子显微镜(FEI ，

Hillsboro , Oregon , USA ) ; KQ-5200 DE 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司)。

4.2.2 孔雀石绿 MI-SBSE 搅拌棒的制备

磁粉的预处理: 将磁粉先用丙酬溶液处理 30 min 再用 1 mo1/L 的 NaOH溶液于 80 .C

条件下浸泡 20 min 除去磁粉表面的有机物， 然后用二次纯水清洗三次， 取出真空干燥

备用。取 40 g 处理过的干燥磁粉放入 100 mL 丙酣和 8mL 二次纯水混合溶液中 ， 在常

温机械搅拌 ( 500 rpm )条件下先后逐滴加入 5 mL 氮水和 5 mL 的 TEOS ， 搅拌反应 10 ho 

用磁性分离架分离磁粉， 并用二次纯水清洗六次， 在真空干燥箱中 120 .C干燥得到包覆

有 Si02 的磁粉。取 40 mmol γ-MAPS 溶于甲苯中制成 10 % ( Y/Y ) 的溶液，在锥形瓶中

将 40 g 磁粉浸泡于上述甲苯溶液， 室温下振荡反应 2h 进行 γ-MAPS 键合修饰。用磁性

分离架分离磁粉， 用甲苯洗涤 3 次 ， 并在真空'干燥箱中 120 oC 条件下干燥得到修饰过

的磁粉。

磁粉的分子印迹聚合聚合: 将 1 mmol MG , 6 mmol MAA 溶于 10 mL乙睛中，超声

15 min 后充氮气密封静置 30 分钟进行分子自组装， 然后加入 20 mmo1 EDMA , 0.04 g 

的 AIBN (约为总体积的 1 % ) ， 超声直至完全溶解。取内径 0.4 cm ， 长为 8 cm 的玻璃

管， 将 500μL 印迹溶液和 3g 修饰干燥的磁粉装填于玻璃管中 ， 待溶液与磁粉混匀后，

用橡皮塞密封， 放入 60 0C 水浴锅中聚合 48 h。取出敲碎外面的玻璃管，然后分别切割

成长度 lcm 磁性搅拌转子， 图 4-1 为其印迹原理示意过程。
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Fig 4-1 Schematic representation of preparation procedures of MIP 

图 4-1 MIP制备示意图

NIP 搅拌棒作为空白对照，除了不加入模板分子以外，其它均与 MIP 制备步骤相同。

将制备好的磁性搅拌转子放入5 ml 的甲醇溶液中，依靠其自身的磁力，固定转速400 rpm, 

每隔两小时换一次甲醇溶液，直至在 620nm 下检测不到孔雀石绿为止。

4.2.3 萃取头的表征

采用扫描电子显微镜对磁性搅拌棒的表观结构进行分析。

4之4 HPLC 检测条件

色谱柱为 C18 柱C 150 mm丰4.6 mm, 5.0μm)，柱温为室温 ， 流动相 : C 乙腊 : 50 mmol/L 

乙酸锻缓冲溶液) CpH 4.5) =60: 40 ， 流速为 1 mLlmin ， 进样量 20μL， 孔雀石绿和结

晶紫的检测波长为 608 nm ， 隐色孔雀石绿的检测波长为 267nm。

4之5 样品预处理

实际样品为废水和鱼饲料， 废水来自本实验室， 鱼饲料来自于当地市场。废水需用
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0.45μm 的过滤膜过滤除去杂质， 取 10 ml 过滤好的废液放到玻璃管中，用氮气吹干，

然后用 10 mL 的超纯水重新溶解， 等待萃取。鱼饲料样品的预处理:将 20 g 的鱼饲料

浸没于 50mL 乙脂中，超声提取 20 min ， 再缓慢的搅拌 30min ， 然后静置儿分钟，取 10

mL 上清液转入玻璃管中，用氮气吹干， 最后用1 10mL 二次水溶解， 制成待测溶液备用 。

4.3 结果与讨论

4.3.1 配方的优化

在搅拌棒的制备过程中， 由于不同的聚合条件可能会影响搅拌棒的萃取性能，因此

需对配方进行优化。在相同的实验条件(萃取时间 40min，解析时间 20 min ， 室温〉下

考察了不同搅拌棒对模板分子的吸附性能。首先固定乙腊的量，改变 MG 和 MAA 间的

摩尔比 0:2 、 1 :4 、 1 :6 、 1 :8) ， 由配方 l 、 2 、 3 、 4 可知， 当配方为 3 时，搅拌棒对 MG

的吸附量最大，所以将 MG 与 MAA 的摩尔比固定在 1:6。然后将乙腊的量从 2.5 mL 逐

渐增加到 7.5 mL. 制得不同的搅拌棒，其对模板分子的萃取效果如表 l 所示。结果表明，

当 MG / MAA / EDMA 的摩尔比为 1:6 :20，乙腊为 5 mL. ATBN 为 0.02 g 时，吸附量最

大， 萃取效果最好，因此实验采取该配方制备搅拌棒。

表 4-1 聚合物溶液配方优化

Table 4-1 The formula optimization of polymer solution 

Formulation MG(mmol) MAA(mmol) EDMA(mmol) AIBN(g) ACN(mL) Absorption amount (Ilg) 

0.5 0.5 10 0.02 5 0.614 

2 0.5 10 0.02 5 0.671 

3 0.5 2 10 0.02 5 0.690 

4 0.5 3 10 0.02 5 0.751 

5 0.5 4 10 0.02 5 0.710 

6 0.5 3 10 0.02 2.5 0.675 

7 0.5 3 10 0.02 3.75 0.594 

8 0.5 3 10 0.02 6.25 0.561 

9 0.5 3 10 0.02 7.5 0.546 

4.3.2 MIP-SBSE 的扫描电镜表征
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国 4-2 搅拌棒在不同放大倍数下的扫描电镜图

Fig 4-2 Scanning electron micrographs of stirring bar with different magnifìcations. 

图 4-2a 是 MIP 搅拌棒在磁力搅拌器上转动时所拍摄的图片， 由 b、 c 我们可以更直

观的看出搅拌棒长约 1 cm ， 宽约 0.4 cm, d 、 e 分别是在扫描电镜下放大 26 和 31 倍时

观察到的搅拌棒侧面和横截面的形态结构。巳 g分别是放大 400 和 12000 倍下观察到的

搅拌棒的表白形态。从图中我们可以看到搅拌棒表白均匀，豆豆密。 当放大到 12000 倍时，

搅拌棒表面有很多相互交联的孔径结构 ， 由于孔穴的存在，目标物能够很快的与搅拌棒

表面和内部的识别位点相结合， 有利于提高萃取性能， 从而缩短了萃取时间 。

4.3.3 SPME 过程优化

对配方 4 所制备的整体棒进行了萃取条件的优化， 实验考察了萃取时间 、 解吸时间 、

盐浓度和 pH 值的影响， 萃取时将搅拌棒浸入到 5 mL 300μg/L 的模板分子水溶液中 。

(1 ) 萃取时间

图 4-3a 是搅拌棒对孔雀石绿的吸附量随时间变化的曲线。结果表明 ， 随着萃取时间

的延长， 萃取量快速的增加，在 40 mill 萃取基本达到平衡。 这可能于 MIP幽SBSE 的特

异亲和性及其表面疏松多孔的结构有关。

( 2 ) 解析时间对萃取能力的影响

以 ACN 为解吸溶剂，考察不同解吸时间对解吸效果影响。 如图 4-3b 所示 ， 随着时

间的延长 ， 解吸量也快速的增加， 当解吸时间超过 20 mill 时， 解吸量基本变化不大，

因此解吸时间选为 20 millo 

( 3 ) 离子强度对萃取能力的影响

本实验通过添加不同质量浓度(0""""25 g/lOO mL)的 NaCl 来考察离子强度对孔雀石

绿萃取效率的影响。结果如图 4-3c 所示， 当 NaCl 含量为 5 gllOO mL 时·萃取效率最高，
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随着 NaCl 浓度进一步增大， 萃取效率反而下降， 这可能是因为适量的 NaCl 能增加溶液

的离子强度 ， 加大目标物孔雀石绿从水相到有机相的传质效率， 而当 NaCl 浓度过大时，

过高的离子强度消弱了氢键作用力 ， 故实验选择加入 5 g/100 mL 的 NaCl 来调节离子强

度。

( 4 ) 样品基质 pH 对萃取能力的影响

考察样品基质 pH 值在 3.5 和 1 1. 5 之间对孔雀石绿萃取量的影响 ， 如图 4-4d 所示。

结果表明 ， 随着 pH 的升高萃取量逐渐增加 ， 当 pH 值高于 5 . 5 时 ， 萃取量逐渐降低。这

可能是当 pH 小于 5.5 时 ， 目标物在基质中以离子态为主， 不利于其与 MIP 搅拌棒上的

印迹位点相互作用。当在碱性溶液中 ， 印记聚合物上的毅、基会电离， 且孔雀石绿在碱性

条件下非常的不稳定。因此 pH 值为 5.5 时为最佳萃取条件。
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图 4-3 各种因素对孔雀石绿萃取量的影响

Fig 4-3 Effect of different factors on extraction yield of MG 

综上， 最优萃取条件为 : 在盐浓度为 5 gll 00 mL. pH 值为 5 . 5 的样品中 ， 萃取 40 min , 

用乙脂解l吸 20 min 。

4.3 .4 MIP-SBSE 的选择性

实验选择了与 MG 结构相似的 CV 和 LMG 以及与其结构差异大的 Sudan II 进行了

选择性实验。四种物质的结构式如图 4-4 所示 ， MIP 和 NIP 对 4 利I物质的吸附量见图 5-5 。
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结果表明 ， MJP 对结晶紫和隐形孔雀石绿也具有的选择性 ， 而对于结构差别较大的

Sudan 11 萃取量很低。 MIP 对 MG、 cv、 LMG 和 Sudan 11 的萃取量分别为 0.89 陀、 0.69

μg、 0.73 陀、 0.07 吨， NIP 对这四种物质的萃取量分别为 0. 19 阅、 0.19 陀、 0.18 陀、

0.05 吨， 可以看 出 MIP 萃取选择性明显优于 NIP。 这主要是由于 NJP-SBSE 没有亲和位

点，依赖的是非特异性吸附， 所以吸|咐效率比较低。

H咛 H39 ?H3 /CH3 时

-NXX

生cρ 'lG\。ρ Y 
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图 4-4 备物质的结构式
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图 4-5 MIP 和 NIP 对四种物质萃取效果的比较

Fig 4-5 Comparison of four substances extracted with MIP-SBSE and NIP-SBSE 

4.3.5 MIP 和 NIP 吸附饱和曲线

实验考察了不同浓度范围内 00-1000 μg/L) MIP 和 NIP 搅拌棒对目标物 MG 的吸

附性能。图 4-6 是 MIP 和 NIP 对 MG 的吸附曲线。在 10-500μg/L 的范围内 ， 随着萃取

液浓度的增加， MJP 和 NTP 对 MG 的l吸附量也随之增大， 当浓度达到 500 吨IL 时 ， MIP 

和 NIP 对 MG 的吸附已经趋于饱和，此时 MIP 对 MG 的吸附量为 1.44μg ， 而 NIP 的吸

附量仅为 0.22 陀， 印迹倍数为 6.5 倍以上。与 NIP-SBSE 相比 ， MIP-SBSE 对 BPA 显示

了很强的结合能力 。 这主要是因为在 MIPδBSE 上形成了与 MG 在大小、 形状和功能基
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团相互匹配的、 具有多重作用点的孔穴。在特定空穴和的作用下， 使得 MIP-SBSE 对

MG表现出了特异性吸附。
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图 4-6 MIP 和 NIP 对孔雀石绿的等温眼附曲线

Fig 4-6 Adsorption isotherms of MG-MIPs and NIPs 

4.3.6 线性范围、检出限及重现性

按上述液相条件及优化萃取条件， 分别在 1O~500μg/L 浓度范围内对孔雀石绿、 结

晶紫和隐色孔雀石绿混合水溶液进行测定， 得到其峰面积 Cy) 与对应浓度 Cx ) 之间的

关系， 结果如表 4-2 所示。 MG、 cv 和 LMG 在 1O~500 吨.L- 1 范围内线性关系良好(产

>0.9978 ) ; 以 S肘=3 时-对应的浓度作为检出限 ， MG、 cv 和 LMG 的检出限分别为 103 、

136 、 2 15 ng.L- 1 。考察了方法的重现性， 同一个搅拌棒萃取 6 次所得峰面积之间的相对

标准偏差为 3 .9 %， 同批次的不同搅拌棒(n=5)的相对标准偏差为 4.8 %， 不同批次搅拌

棒 C n=4 ) 的相对标准偏差为 6.1 %。

表 4-2 方法的线性范围和检出限

Table 4-2 The linear range and detection limit of the method 

化合物 线性方程 相关系数(产) 线性范|主I(μg.L. ') 检测|琅 ( ng.L. ' )

孔雀石绿 y=0.933x+ 15.23 1 0.9978 10- 500 103 

结晶紫 y= 1.217x+33. 155 0.9986 10- 500 136 

|也色孔雀石绿 y= 1.0 14x+ 14.3 17 0.9987 10- 500 21 5 

4.3.7 实际样品测定

在最佳实验条件下， 用 MIP-SBSE 对处理后的鱼饲料和废水进行测定。如图 4-7A

所示 ， 未经萃取的空白鱼饲料未检出 MG 和 Cy， 在色谱死时间后有小的杂质峰(图 7a) ，
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但经过搅拌富集解析后液相色谱检测的杂质峰明显减少， 图 7b 为 500 吨fL 的 MG和 CV

的混标溶液， C 和 d 是通过非印迹和印迹的搅拌棒萃取经处理的鱼饲料中的添加量为 100

μg/L MG 和 CV 混标溶液后所得的色谐图 ， 可以看出 印迹搅拌棒的富集效果更好， 且

MG、 CV 最大富集倍数可分别达到 15 和 10 倍。 图 7e 是处理后的废液直接上液相所得

的色谱图， f 是废液经 MIP-SBSE 萃取后所得的色谱图 。 结果表明 ， 废液中只检测到了

MG， 其浓度为 1.45μg/L。 由 e 和 f可知， 经印迹搅拌棒萃取后 ， 杂质峰明显减小， 通

过峰面积计算， MG 富集了 15 倍。

为了验证方法的准确性和精密度， 对鱼饲料样品进行加标实验。 在每个浓度点重复

测定 5 次 ， 结果如表 4-3 所示。在加标浓度为 50、 100、 200μg/L 时 ， 孔雀石绿和结晶

紫的回收率分别为 87.3 %-94.1 %和 85.2 %-92.6 % ， 相对标准偏差 CRSD ) 分别为 4.2

%-5.7 %和 4.5 %-5.9 %。

表 4-3 鱼饲料样品中孔雀石绿的加标回收率 (n=5)

Table 4-3 Recoveries ofMG in fish feed samples(n=5) 

鱼饲料
化合物 50μgL' 100μgL" 200μgL' 

回收存 % RSD% 回收率 % RSD% 回收率 % RSD% 

孔雀石绿 87.3 5.7 92.7 4.8 94.1 4.2 

性!>"，F.I仨Hl 哇m 85.2 5.9 89.3 5.1 92.6 4.5 

隐性孔雀不[绿 82.4 6.4 86.5 5.6 89.3 4.7 
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图 4-7 鱼饲料 (A) 和废水样品 (8) 的色谱图

Fig 4-7 Chromatograms of the fish feed sample (A) and waste water (B) 

(a) 未经萃取的空 白鱼饲料， Cb) 500 昭fL 的混标溶液， ( c ) 经 NIP 萃取后加标

浓度为 100μg/L 鱼饲料样品 ， C ð) 经 MIP 萃取后加标浓度为 100μg/L 鱼饲料样品 ， ( e) 

收集的液相色谱流动相废液， (f) 经 MIP 萃取后的废水样品 。 峰序 : l-MG , 2-CV。
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4.4 本章小结

本实验以玻璃管为模型，将分子印迹聚合溶液和磁粉按照一定的比例加入玻璃管

中 ， 采用原位聚合，制备出了对孔雀石绿有特异吸附能力的分子印迹吸附萃取搅拌棒，

并与 HPLC 联用检测实际水祥和鱼饲料中的孔雀石绿。研究结果表明，本方法具有成本

低、 灵敏度高、 重现性好、适用于快速分析实际样品中的孔雀石绿及其类似物。
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第五章 涂覆型不锈钢丝固相微萃取一高效液相色谱联用

测定豆腐乳中的苏丹红

5.1 引言

固柑微萃取 (SPME) 技术是 20 世纪 90 年代兴起的一种样品前处理技术， 它集来

样、萃取、浓缩和进样于一体， 具有无溶剂、 操作简便、易于实现自动化及适于现场野

外分析等优点，引起了广大分析工作者的广泛关注。 30 多年来， 固相微萃取技术有了很

大的发展， 萃取载体也发展出多种形式 ， 有纤维萃取头[135， 1 36]、管内固相微萃取[ 137， 138)

和微型吸附搅拌棒等。 Belardi and Pawliszyn[ 135]在九十年代发明并商品化的萃取头是在

一根石英纤维上涂敷固相微萃取涂层， 外套细不锈钢管作支撑。这种萃取头如果操作不

当 ， 很容易把石英纤维弄断: 后来，人们探索制备使用寿命更长、 操作更简便的不锈钢

为载体的 SPME 纤维[139-143) 。

严秀平[ 1 73]等采用氢氟酸蚀刻不锈钢丝与气相色谱联用测定环境水样中多环芳:怪 ，

实验证明用蚀刻的不锈钢丝作萃取头即可有良好的富集效果 ， 检出限低至 0.24-0.63

μglL; 胡小刚[140]等制备了分子印迹不锈钢萃取头与液相色谱联用测定大豆和玉米中的

航肢类除草剂， 具有良好的印迹效果，印迹的萃取头比非印迹的萃取效果提高了 4 倍 :

杨绍贵[ 1 41 )等在不锈钢丝表面原位聚合了(甲基丙烯酸-乙二醇二甲基丙烯酸酶)材料，

与液相色谱联用测定了牛奶中磺肢类药物， 方法的检出限在 2- 10 μglL 之间。本研究采

用原位聚合的方法， 在处理过的不锈钢丝表而涂覆了(甲基丙烯酸丁酶一乙二醇二甲基

丙烯酸酶) (BMA-EDMA) 涂层， 制备了 Poly ( BMA-EDMA ) 不锈钢丝萃取头， 克服了

石英纤维头易断的缺点， 与高效液相色谱联用测定了豆腐乳中的苏丹红 I 、 II 、 III 。

5.2 实验部分

5.2.1 试剂与仪器

甲基丙烯酸丁醋 (BMA ， New Jersey , USA ， 使用前用 5% NaOH 萃取除去阻聚剂);

己二醇二甲基丙烯酸醋(EDMA ， New Jersey , USA ， 使用前用 1 0% NaOH 萃取除去阻聚

剂); 乙烯基三乙氧基硅炕 ( 98% ， 百灵戚科技有限公司); 正丙醇、 1 ，4-丁二醇、 甲醇

及乙腊(天津科密欧化学试剂有限公司); 苏丹红 1 (中国派尼化学试剂厂， 生物染色
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剂 ) ， 苏丹红 II (沈阳市试剂三厂， 生物染色剂) ， 苏丹红III (北京通县育才精细化工厂，

生物染色剂)， 氢氧化纳(天津市瑞金特化学品有限公司，分析纯) ， 碳酸纳(天津市博

油化工有限公司，分析纯)， 三元磷酸纳(天津市天力化学试剂有限公司 ， 分析纯)，亚

J硝酸纳(天津市瑞金特化学品有限公司)， 丙酣(天津市德恩化学试剂有限公司 ， 分析

纯) ， 豆腐乳 (新乡胖东来超市购买)，实验用水为二次蒸馅J水: 其余试剂均为分析纯。

高压输液泵(型号 : P1201高压恒流泵，大连依利特分析仪器有限公司 ); 紫外检测

器 (UV1201紫外.可见检测器， 大连依利特分析仪器有限公司); C18色谱柱 (250 mm*4.6 

mm, Hypersil ODS 5μm); 5mL的萃取瓶、 微型磁转子( 美国Supelco 公司 ) ; 不锈钢丝(型

号 : 304 ， 直径300-310 um ， 徐州博瑞特钢有限公司); Quanta 200扫描电子显微镜 (FEI ，

Hillsboro , Oregon , USA ); 磁力搅拌器(型号 : TWCL-D ， 河南爱博特科技发展有限公

司 ); DZF-6020型真空干燥箱(上海一恒科技有限公司) ; 溶剂过滤器 ( 1000 mL. 天津

津腾有限公司 ) ; 超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司 )。

5.2.2 不锈钢丝固相微萃取头的制备

不锈钢丝表面预处理: 首先 ， 将不锈钢丝截成 10 cm 长 ， 用丙嗣浸泡 30 min ， 接着

在溶液 1 (NaOH 50 glL、碳酸纳 20 g凡、 三元磷酸纳 20 g/L) 中 80
0

C浸泡 20 min ， 再

于溶液 2 (亚硝酸铀 50 glL、碳酸铀 10 glL) 中 60
0

C浸泡 30 min ， 最后甲醇冲洗三次。

这样，就除去了不锈钢丝表面的杂质。 然后， 把不锈钢丝浸泡在(乙烯基三乙氧基硅炕:

水: 甲醇=1:8:1 ) 溶液中 30 min 进行甲硅炕基化处理，以便接下来在不锈钢丝表面涂覆

涂层; 随后在 150 0C真空干燥 2 h ， 接着用乙醇冲洗 3 次 ， 吹干放好待用[140]。具体实验

过程如图 5-1 所示。

国 溶液1 t---t 溶液2

80.C水浴20min 队汁 石百扩
k二~ 30min 

I I 乙醇溃、先川 、

I I (....o ~/" 1 

I、--.-J _---

巴~I 3ì.欠

I EJl 
3次 |需

j先

2h 

图 5- 1 不锈钢丝预处理过程示意图

Fig 5-1 The process of stainless steel pretreatment 
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不锈钢丝萃取头的制备: 准确移取 BMA 240μL， EDMA160μL ， 正丙醇 330μL ，

1 ，4-丁二醇 210 此， 7.)( 60μL 配成聚合溶液， 然后将上述已处理过的不锈钢丝放入 60.C

聚合溶液中 ， 观察到有明显聚沉现象(约 20min 后) ， 将不锈钢丝取出 ， 80.C鼓风干燥

1 h ， 这样在不锈钢丝表面就涂上了一层 BMA-EDMA 材料 : 如此反复涂覆十次即可制得

不锈钢丝萃取头[144]。随后将制得的不锈钢丝萃取头插入甲醇中磁力搅拌 (200 r/min ) 

洗脱 1 h ， 重复洗脱 5 次 ， 直至洗脱液用高效液相色谱检测不再有杂峰出现为止。

5.2.3 萃取头的表征

采用Quanta 200电子扫描显微镜对不锈钢丝萃取头的形态进行了表征。

5.2.4 SPME-HPLC 分析

将制备好的不锈钢丝萃取头插入5mL萃取液(不同浓度的苏丹红标准水溶液)中 ，

在200 r/min下萃取20 min后取出 ， 放入200μL乙腊的解吸池中进行超声解吸。解吸液采

用流动相为乙脂和水 ( 95:5 ， v/v) ， 流速为 1 mL/min， 检测波长为 1-6 min 478 nm (苏丹

红 1 ) , 6-12 min 520 nm (苏丹红 II 、 苏丹红IID 的色谱条件进行分离分析，以峰面积

进行定量[ 1 45] 。

5.2.5 HPLC 检测条件

依利特 ODS-BPCI8 色谱柱(200 mm x4.6 mmI.D. , 5μm) ， 流动相为乙腊和水( 95:5 ，

v/v ) ， 流速为 1 mL/min ， 柱温为室温， 检测波长为 1-6 min 478 nm (苏丹红 1 ) , 6-12 min 

520nm (苏丹红 II 、 苏丹红III) ， 进样量为 20μL。

5.3 结果与讨论

5.3.1 涂层的表征

用扫描电子显微镜 (SEM) 对所制备的萃取头形态进行了表征， 如图 5-2 所示。 从

图中可以看出 ， 所制备的萃取头涂层厚度均一 (约 3-4μm) ， 表面均匀致密， 涂覆的涂

层与不锈钢丝结合紧密， 且表面存在一定大小的孔穴， 可吸附苏丹红化合物进行富集。
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图 5-2 不锈钢丝国相微萃取涂层电镜扫描图

Fig 5-2 Scanning electTon micrographs of stainless stee1 wire solid phase microextraction( SPME) fiber 

5.3.2 萃取条件的优化

( 1) 萃取时间

萃取时间是影响 SPME 萃取效率的一个重要因素， 在 0-60 min 范围内 ， 考察萃取时

间对萃取效率的影响， 如图 5-3a 所示。从图中可以看出 ， 随萃取时问的延长， 萃取效率

逐渐提高。苏丹红 I 在 45 min 时接近最大萃取效率，而苏丹红 11和苏丹红III分别在 30

mm、 15 min 时接近最大。根据 SPME 非平衡理论[l46] ， 综合考虑样品分析时间， 最后选

取样品萃取 20 min， 因为在 20 min 时 ， 苏丹红 II和苏丹红III已接近最大萃取效率， 而

苏丹红 I 的萃取效率也足够满足分析实验要求。苏丹红类化合物能够快速吸附到不锈钢

丝萃取头上，可能有两个原因: 第一 ， 是不锈钢丝表面 3-4μm 厚的涂层上有可有效吸

附苏丹红类化合物的结合位点: 第二，涂层表面高度交联的多空骨架结构有利于苏丹红

类化合物在涂层中的扩散[ I 44J 。

( 2 ) 解吸时间

本研究考察了 1-45 min 内解析时间对萃取效率的影响，如图 5-3b 所示。随着解吸

时间的不断延长， 11牌吸量也不断增大: 但是，超过 15 min 后，样品的萃取效率变化不

明显。相对于萃取时间来说， 解吸过程要快得多。从图 5-3b 中可以看到， 在 5 min 内 己

有约 50-64%的苏丹红 1 -III被解吸出来，这可能跟涂层的孔径结构和大比表面积有关。

( 3 ) 盐浓度

本文还研究了盐浓度对萃取效率的影响(见图 5-3c) 。 一般来说，盐析效应可能会

降低非极性化合物在水中的溶解度使吸附量增大: 但是 ， NaCl 的加入也可能会改变萃

取头表面静态液层的物理结构而导致吸附量降低(147)。为考察盐浓度对苏丹红类化合物

萃取效率的影响，在萃取液中分别加入 10、 50 、 100 glL 的氯化纳 。 从图 5-3c 中可以看
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到 ， 随盐浓度的增加 ， 萃取效率逐渐降低。 说明了溶液盐强度对不锈钢丝萃取头与苏丹

红 1 -田分子之问存在的电荷诱导偶极一偶极相互作用产生的影响，不利于其在不锈钢

丝 SPME 萃取头表面上吸附。所以，选取实验条件为不加盐。
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图 5-3 各种因素对 3 种苏丹红类化合物萃取效率的影响

Fig 5-3 E仔运ct of different factors on extraction efficiency of sudan dyes 

a-萃取时间 j b-解析时间 j c-盐浓度。 1-苏丹红 1 j 2-苏丹红 II j 3-苏丹红田

5.3.3 线性范围、精密度和检出限

对比研究了 HPLC 法直接进样和不锈钢丝 SPME-HPLC 法的灵敏度，如图 5-4 所示。

只有经过 SPME-HPLC，苏丹红 1 -III才可被检测到，说明不锈钢丝萃取头对苏丹红 1 -

皿有比较明显的富集效果。苏丹红 I 的富集倍数可达 7.2 倍，极大的提高了分析检测的

灵敏度。

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Time / min 

a 

b 

图 5-4 苏丹红类化合物萃取进样。)与直接进梓(b)的色谱图

Fig 5-4 Chromatograms ofsudan dyes with SPME-HPLC (a) and direct sampling (b) 

1-苏丹红 1 j 2-苏丹红 1 1 j 3-苏丹红 111

在优化的萃取条件下，对方法的线性范围 、 检出限和精密度进行了考察，结果如表

2-1 所示 : 3 利1苏丹红化合物在 50---- 1000μglL 范围内线性关系较好 ( r2> 0.9232); 以

S肘=3 时对应浓度作为检出限， 3 种苏丹红化合物的检出限均在 2μg/L 以下。采用相同

的实验条件， 用同一根不锈钢丝萃取头 ， 连续测定 3 次 ， 3 种苏丹红化合物的保留时间
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的 RSD 在 3 .88% '""'"' 9 . 19%之间; 同时制备 6 根不锈钢丝萃取头 ， 相同实验条件下 ， 3 种

苏丹红化合物的保留时间的 RSD 在 10.23%'""'"' 16.48%之间。实验结果表明，制备的不锈

钢丝固相微萃取头重现性良好， 可满足日常分析需要。

表 5-1 方法的线性关系、检出限和精密度

Table 5-1 Linear range , detection limits , correlation coefficient and R SD ofthe method 

分析'物 线性范困 (μg!L) 相关系数(产〉 俭出限 (μg!L)
RSD(%) 

rlln-to-rllm(n=3) fiber-to-ftber(n=6) 

苏丹红 I 50- 1000 0.9872 1.604 4.82 10.23 

主ry;:! 1 红 II 50-900 0.9771 1.808 9. 19 16.48 

苏丹红山 50-900 0.9232 0.303 3.88 14.96 

5.3.4 实际样品测定

用所建立的分析方法对王致和牌豆腐乳进行检测，均未检出苏丹红化合物。准确加

入不同浓度的苏丹红标准溶液， 同时作空白样品，确定加标回收率。表 5-2 为各加标浓

度的回收率结果，加标回收率在 79.54%---... 86.37%之间 ， 可满足分析要求。

表 5-2 样晶添加回收率

Table 5-2 Recoveries of sudan dyes samples 

化合物 豆腐乳

100μg!L 300μg!L 500 吨/L

回收率 % 回收率% 回收率%

苏丹红 i 84.20 86.37 83 .05 

苏丹红 11 80.14 79.54 81.10 

苏丹红ru 82.70 84.73 80. 18 

5.4 本章小结

本文建立了一种新型的 BMA-EDMA 不锈钢丝固相微萃取的样品预处理方法， 并与

旧LC 联用检测环境豆腐乳中的苏丹红 1 -111。该方法成本低， 一次可制得多根萃取头，

且自制 SPME 萃取头可重复多次使用 ; 方法操作简单，快速、 灵敏， 精密度好， 实际样

品分析的回收率高， 该方法适用于快速分析豆腐乳中的苏丹红 1 -III 。
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第六章全文总结与展望

6.1 全文总结

食品安全问题近几年来日益凸显，由于大部分食品样品基质复杂，对目标物的检测

干扰较大， 故建立快速有效的样品前处理技术对检测方法的灵敏性和准确性显得至关重

要。本文分别制备了不锈钢丝固相微萃取头和 |吸附萃取搅拌棒分别对食品中的苏丹红、

塑化剂、双盼 A 和孔雀石绿进行了分析测定，利用电镜对萃取头和搅拌棒进行了形态表

征，优化了 SPME 和 SBSE 的萃取条件，研究了 MI-SBSE 对不同物质的选择性，并结

合 HPLC 对矿泉水中的双盼 A 和鱼饲料中的的孔雀石绿进行了分析测定。结果表明 ， 所

建立的 MI-SBSE 样品前处理技术具有选择性高、 重现性好、 稳定性强的优点，从而为

双盼A 和孔雀石绿的分离富集提供了一种新方法。

(1) 采用原位聚合法将制备出了吸附萃取搅拌棒，与高效液相色谱联用测定了水

中 DBP、 DMP 和 DEP。实验结果表明 ， 在最优条件下 ， 同根 ( n=5 )、同批次(n=5)和不

同批次 (n=3 ) 搅拌棒间的精密度分别为 4.1%、 5.6%和 7.2%。水样中 DBP、 DMP、 DEP

的加标回收率分别为 89.2%-92. 1 %、 91.9%-96.6% 、 94.3%-96.7%，线性范围为 5-800

μg/L 方法检出限分别为 210 ng/L、 93 ng/L 、 1 50 ng/L 。

(2) 以双盼 A 为模板分子，利用原位聚合法制备了新型整体式分子印迹吸附萃取

搅拌棒(MIP-SBSE) ， 并与高效液相色谱 (HPLC) 联用测定了矿泉水中的双盼 A。实验

结果表明 ， 在最优条件下， MIP-SBSE 对 BPA ， PP 和 P 的吸附量分别是 NIP-SBSE 的

3.07 , 2. 17 和 1.29 倍。该方法的线性范围为 10-500μg/L; 检出限为 0. 1 0μg/L 用该方

法对矿泉水中的双盼 A进行分析测定，测得加标回收率为 88.50%-96.1%。

(3)以孔雀石绿为模板，磁粉为磁力供体，利用原位聚合法制备了新型整体式分

子印迹吸附萃取搅拌棒(MJP-SBSE) ， 并与高效液相色谱(HPLC)联用测定了鱼饲料中的

孔雀石绿。对萃取过程的优化结果为 : 萃取时间为 40 min , NaCI 的加入量为 5% (w/v) , 

解吸时间为 20 min , pH 值为 5.5; 实验结果表明，在最优条件下 ， MIP 对结晶紫和隐形

孔雀石绿也具有选择性， 而对于结构差别较大的 Sudan II 萃取量很低。 MIP 对 MG、 CV、

LMG 和 Sudan II 的萃取量分别为 0.89μg、 0.69 陀、 0.7μg 3~ 0.07 吨， NIP 对这四种物

质的萃取量分别为 0.19 陀、 0.19 陀、 0.18 昭、 0.05 吨， 司以看出 MIP 萃取选择性明显
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优于 NIP。该方法的线性范围为 10-500μg!L ， 检出限为 0. 1μg几， 用该方法对鱼饲料中

的孔雀石绿进行分析测定， 测得加标回收率为 87.5%-94.0% 。

( 4 ) 采用原位聚合法制备了不锈钢丝固相微萃取纤维， 与高效液相色谱联用测定

了豆腐乳中的苏丹红 I 、 II 、 III。实验结果表明 ， 在优化好的 SPME 条件下 ， 建立了

SPME-HPLC 分离测定豆腐乳中苏丹红的方法。柱内 (n=3) 和柱间 ( n=6) 精密度 (RSD )

分别小于 9.1 9%和 16.48% ， 对苏丹红 I 、 II 、 III的加标回收率在 79.54%~86.37%之间 ;

3 种苏丹红的线性范围为 50~900 盹/L， 线性相关系数 r2 >0.9232 ， 检出限在 0.303

μg!L~ 1 .808μg!L 之间。

6.2 创新点

本文以不锈钢丝和磁粉为支撑， 分别制备了不锈钢丝固相微萃取头和吸附萃取搅拌

棒， 不锈钢丝固相微萃取头具备一定的刚性， 在使用过程中 ， 不容易折断， 提高了使用

次数。磁性搅拌棒在萃取时能够自身的完成搅拌， 且聚合物镶嵌在搅拌棒内部， 避免了

使用过程中涂层易脱落的问题。

6.3 展望

将 MIT 与 SBSE 技术相结合， 极大地提高了 SBSE 技术的选择性和灵敏度， 因此，

近年来在环境、 生物及食品分析领域取得了一定的成果。但是 MIT 目前还处于探索和

开发阶段， 无论是理论研究还是方法应用方面都不够系统和成熟。本文也有一些方面需

要进一步改进和解决:

(1 )由于分了印迹聚合物镶嵌在搅拌棒内部， 模板分了不容易洗脱， 且在洗脱过程

中需要大量溶剂，同时 MIP 结合位点的作用机理以及识别过程的传质机理还不太清楚，

要从分子水平理解的话还需要进一步探索和研究。

( 2 ) 不锈钢丝固相微萃取头在制备过程中比较费时， 需要多次的涂覆 ， 且涂层在多

次使用过程中易出现脱落的问题。
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