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表面活性剂辅助-凝固-漂浮分散液-液微萃取-高效液相

色谱法检测葡萄酒中 4 种三嗪类除草剂残留

郭亚芸*,1,    张宗磊 2,    韩晓梅 1,    史红梅 1,    丁    燕 1,    王    哲 1

(1. 山东省葡萄研究院，济南 250100；2. 山东泰田新药研发有限公司，济南 250062)

摘   要：建立了表面活性剂辅助-凝固-漂浮分散液-液微萃取-高效液相色谱 (SA-DLLME-SFO-
HPLC) 法检测葡萄酒中西玛津、莠去津、特丁津和扑草净 4 种三嗪类除草剂残留的分析方法。

考察了萃取剂的类型、萃取剂和表面活性剂的体积、萃取时间和盐效应等对萃取效率的影响，

确定最佳萃取条件为：20 μL 十一醇作为萃取剂，2 μL 0.25 g/L 的 Tween-20 水溶液作为分散

剂，萃取时间 10 min，氯化钠的质量浓度为 250 g/L。结果表明：西玛津、莠去津、特丁津和

扑草净的线性范围为 0.008~5 mg/L，检出限分别为 2.4、1.8、2.0 和 2.8 μg/L，富集倍数在

24.5~32.4 之间。在 0.008、0.08 和 2.4 mg/L 添加水平下，西玛津、莠去津、特丁津和扑草净在

葡萄酒中的回收率在 84%~102% 之间，相对标准偏差 (n=5) 在 2.1%~6.9% 之间。该方法可用于

葡萄酒中西玛津、莠去津、特丁津和扑草净残留量的测定。
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Development and application of a screening method for four kinds of triazine
herbicides determination in wine samples using SA-DLLME-SFO-HPLC

GUO Yayun*,1,    ZHANG Zonglei2,    HAN Xiaomei1,    SHI Hongmei1,    DING Yan1,    WANG Zhe1

(1. Shandong Academy of Grape, Ji’nan 250100, China; 2. Shandong Taitian New Drug Development Co., Ltd., Ji’nan 250062, China)

Abstract: A new method, using on surfactant assisted dispersive liquid-liquid microextraction based on
solidification of floating organic droplets (SA-DLLME-SFO), and high performance liquid
chromatography (HPLC) has been developed for the enrichment and determination of triazine
herbicides in wine samples. Various experimental parameters affecting the extraction efficiencies, such
as extraction solvent, extraction solvent volume, surfactant volume, extraction time and salt
concentration were investigated and optimized. The following optimized conditions: extraction solvent,
20 μL1-undecanol; dispersive solvent, 2 μL 0.25 g/L Tween-20; extraction time, 10 min; NaCl addition,
250 g/L. Under the optimized conditions, the linear ranges for simazine, atrazine, terbuthylazine and
prometryn were from 0.008 to 5 mg/L. The detection limits obtained for simazine, atrazine,
terbuthylazine and prometryn were 2.4, 1.8, 2.0 and 2.8 μg/L, respectively. The enrichment factor were
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between 24.5 and 32.4. The recoveries of the different compounds were in the range of 84%-102% with
the relative standard deviations were between 2.1% and 6.9% (n=5) at the spiked levels of 0.008, 0.08
and 2.4 mg/L. The proposed method was successfully applied to the analysis of simazine, atrazine,
terbuthylazine and prometryn in wine.

Keywords: dispersive liquid-liquid microextraction; high performance liquid chromatography; triazine
herbicides; wine

三嗪类除草剂又被称作均三氮苯类除草剂，

是预防农田杂草生长的高效除草剂，在世界范围

内被广泛使用[1]。此类农药可以扰乱人体内分泌，

具有潜在的致癌性。目前，三嗪类除草剂在葡萄

园中的施用量逐年加大，常用的有西玛津、莠去

津、特丁津和扑草净 (图式 1) 等，该类除草剂多

属于内吸性除草剂，可通过发酵进入葡萄酒。日

本制定了葡萄中莠去津的最大允许残留限量

(MRL 值) 为 0.02 mg/kg，英国制定了酿酒葡萄或

葡萄中莠去津的 MRL 值为 0.05 mg/kg[2]，中国尚

未制定西玛津、莠去津、特丁津和扑草净在葡萄

中的 MRL 值。

目前，三嗪类农药的检测方法主要有高效液

相色谱-质谱法[3]、气相色谱-质谱法[4]和高效液相

色谱法[1, 5]等。其中，常用的前处理方法有固相分

散萃取[7]和固相萃取[8]等，但存在操作复杂、有毒

有害的有机溶剂用量大等缺点，因此，开发简

易、高效、灵敏、快捷、污染小的前处理方法十

分必要。分散液-液微萃取技术是由 Assadi 等 [9 ]

提出的一种新型的微萃取技术，它具有操作简

单、有毒有害溶剂用量少和富集倍数高等优点，已

在液态奶中拟除虫菊酯农药残留[10]、葡萄酒中磺

胺类除草剂[11]、邻苯二甲酸酯[12]、有机磷酸酯[13]、

铜离子和铁离子[14]等分析过程中得以成功应用。

本研究以西玛津、莠去津、特丁津和扑草净

4 种典型的三嗪类除草剂为研究对象，采用改进的

分散液-液微萃取技术，即凝固-漂浮分散液-液微

萃取技术对样品进行前处理，选用密度比水小的

低毒有机溶剂作为萃取剂，且其凝固点在室温附

近，既降低了萃取剂的收集难度，又使操作更加

简单。随后，与高效液相色谱联用分析检测，构

建了葡萄酒中痕量三嗪类除草剂的分析方法，以

期为检验监督葡萄酒安全提供技术保障，也为葡

萄酒中农药残留国家标准的制定提供理论参考。

1    材料与方法

1.1    主要仪器与试剂

Agilent1260 Infinity 液相色谱仪及工作站，配

备真空脱气装置、二元泵、自动进样装置、柱温

箱及 DAD 检测器 (美国安捷伦公司)；80-2 离心机

(上海浦东物理光学仪器厂)；万分之一电子天平

(梅特勒-托利多仪器上海有限公司)；雷磁 PH 计

(仪电科学仪器)。
西玛津 (simazine)、莠去津 (atrazine)、特丁津

(terbuthylazine) 和扑草净 (prometryn) 标准品 (纯
度 99%，阿拉丁试剂有限公司)；甲醇 (色谱级)，
其余试剂均为市售分析纯，试验用水均为超纯水。

葡萄酒：1 # (干白，p H = 3 . 2 )、2 # (干白，

p H = 3 . 3 )、 3 # (干红， p H = 3 . 6 ) 和 4 # (干白，

pH=3.2)，均购于济南某大型超市。

1.2    检测条件

ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱 (4.6 mm ×
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图式 1    4 种三嗪类除草剂的结构式

Scheme 1    Structural formula of 4 kinds of triazine herbicides
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10 cm，3.5 μm)，流动相为 V(甲醇):V(水)=82:18，
采用等度洗脱，流速 0.4 mL/min，柱温 30 ℃，检

测器 DAD，检测波长 223 nm，进样量 5 μL。
1.3    标准溶液和模拟酒样的配制

标准储备液：准确称取 4 种三嗪类除草剂标

准品各 10.0 mg 于 50 mL 容量瓶中，用甲醇溶解

并定容，配成质量浓度为 0.2 g/L 的混合标准储备

液，于 4 ℃ 保存，备用。

模拟酒样：配制体积分数为 12% 的乙醇溶

液，加入适量酒石酸，调节 pH 为 3.5。
1.4    分散液-液微萃取方法

准确量取 2.5 mL 含 4 种三嗪类除草剂质量浓

度为 0.4 mg/L 的模拟酒样或葡萄酒于 10 mL 具塞

尖底玻璃离心管中，加入 2.5 mL 超纯水，用 1.25 g
NaCl 溶解后，用微量注射器注入 2 μL 0.25 g/L 的

Tween-20 溶液，加入 20 μL 十一醇，振荡使管内

形成均匀的乳浊液，静置 10 min；于 3 500 r/min
下离心 15 min，十一醇在液面形成漂浮液珠，冰

浴 50 min，使液珠凝固；迅速取出凝固状十一

醇，用 80 μL 甲醇复溶，过 0.22 μm 滤膜，待测。

2    结果与讨论

本研究的关键是获得良好的萃取效率和高富

集倍数，根据目标物色谱峰面积的大小来评价萃

取效率的高低[15]，即目标分析物的色谱峰面积越

大，萃取效率越高。

乙醇对萃取效率有较大影响[16]，基质 pH 值的

差异也可能有一定影响。而葡萄酒中乙醇含量的

变化范围在 8%~16% 之间，pH 值在 2.7~3.8 之

间，为了使优化试验与实际分析的条件尽量接

近，本研究采用体积分数为 12% 的乙醇水溶液，

用酒石酸调节 pH 值到 3.5，模拟实际酒样[16-17]。

2.1    萃取剂种类及萃取体积、萃取时间的选择

选择合适的萃取剂是提高萃取效率的关键。

本研究选择密度比水小的萃取剂，离心分相后萃

取剂漂浮于液面，分离比较困难，但如果使漂浮

的萃取剂凝固，则萃取剂易于与水相分离[18]。因

此考察了凝固点在室温附近的正癸醇 (m.p. 6 ℃)、
十一醇 (m.p. 11 ℃)、十二醇 (m.p. 24 ℃) 和正十六

烷 (m.p. 18 ℃) 的萃取特性。结果发现：正癸醇因

凝固点偏低，冰浴后分离取出时易熔化损失；正

十六烷疏水性太强，萃取过程中不易形成乳浊

液，并且离心及冰浴后呈片状漂浮在液面，取出

时难度大，易损失；十二醇则存在色谱行为差，

杂峰较多，且萃取效率比十一醇低。因此最终选

择十一醇作为萃取剂。

在以 2 μL 质量浓度为 0.25 g/L 的 Tween-20
水溶液作为分散剂条件下，分别考察了 10、15、
20、25、30 和 40 μL 十一醇对西玛津、莠去津、

特丁津和扑草净萃取效率的影响。结果 (图 1) 表
明：4 种目标分析物的色谱峰面积随十一醇体积的

增加而增加，当其体积达到 20 μL 时，西玛津、

莠去津、特丁津和扑草净的色谱峰面积均达到最

大值，即萃取效率达到最大值。之后随其体积增

大而降低。其原因是萃取剂体积较小时分析物难

以完全进入有机相，体积过大又降低了有机相中

目标分析物的浓度[17]。

试验中通过改变静置时间  (0、5、10、15、
20 min)，考察了萃取时间对目标分析物萃取效率

的影响。结果 (图 2) 表明：萃取时间为 10 min
时，西玛津、莠去津、特丁津和扑草净的萃取效

率最高。因此选定萃取时间为 10 min。
综上所述，最终选择十一醇作为萃取剂，萃

取体积为 20 μL，萃取时间为 10 min。
2.2    分散剂种类及用量的选择

在分散液-液微萃取中，能使萃取剂和水溶液

样品较好地混合，是选择分散剂的重要因素 [19]。

结果表明：Tween-20 和 SDS 的水溶液均可使十一

醇和葡萄酒样充分互溶，可用作分散剂。Tween-20
的黏度较大，取一定量时误差较大，而十二烷基

硫酸钠为固体，取样量过小时误差也较大，故先

将 Tween-20 和 SDS 分别配成 0.25 g/L 的水溶液。

分别考察了 0、1、2、3 和 5 μL 质量浓度为 0.25 /L
的 Tween-20 和 SDS 对萃取效率的影响。结果显
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图 1    萃取剂体积的优化

Fig. 1    Optimization of extraction solvent volume
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示：两者均在质量浓度为 0.25 g/L、用量为 2 μL
的条件下，萃取效率最高，但 Tween-20 的萃取效

率要比 SDS 的高。综合考虑，最终选择以 2 μL 质

量浓度为 0.25 g/L 的 Tween-20 作为分散剂 (图 3)。

2.3    盐浓度对萃取效率的影响

在分散液-液微萃取试验体系中适当增加溶液

离子强度，可降低待分析物在溶液中的溶解度，

提高分配系数，增强待分析物的响应值[20]。本研

究通过调节样品溶液中 NaCl 的质量浓度来考察离

子强度对西玛津、莠去津、特丁津和扑草净萃取

效率的影响。结果 (图 4) 显示：NaCl 的质量浓度

在 0~280 g/L 范围内 4 种除草剂的萃取效率均随

NaCl 质量浓度的增大而提高；但当 NaCl 的质量

浓度达到 280 g/L 时，有盐析出，试验误差大。综

合考虑，确定 NaCl 的最佳质量浓度为 250 g/L。

3    方法学验证

3.1    线性关系和检出限

在本研究选定的条件下测定，外标法定量。

将混合标准溶液分别添加到模拟酒样中，使模拟

酒样中除草剂的质量浓度为 0.008~5 mg/L，按照

1.4 节的方法处理。以添加混合标准溶液的模拟酒

样中目标分析物的浓度 (x, mg/L) 为横坐标，对应

色谱峰峰面积 (y) 为纵坐标，绘制工作曲线。结

果 (表 1) 表明，在 0.008~5 mg/L 范围内，西玛津、

莠去津、特丁津和扑草净的峰面积与其质量浓度

间呈良好的线性关系，相关系数 (r) 在 0.999 7~
0.999 9 之间。以 3 倍信噪比 (S/N=3) 计算得到 4
种除草剂的检出限在 1.8~2.8 μg/L 之间。依照欧盟

标准 SANTE 11 945[21]，将添加回收试验的最低添

加水平定为方法的定量限 (LOQ)，为 0.008 mg/L。
本试验采用富集倍数 (EF) 来衡量表面活性剂

辅助-凝固-漂浮分散液-液微萃取效率。EF 是以标

准溶液的直接进样色谱峰面积与 DLLME 富集后

进样的色谱峰面积进行比较，以分析物经萃取后

的浓度与样品溶液的初始浓度计算得到 [ 2 2 ]。由

表 1 可知：方法的线性关系好，定量限低，富集

倍数高。

3.2    方法准确度与精密度

以葡萄酒作为空白基质添加 4 种除草剂，每

个水平重复 5 次。结果 (表 2) 表明：在 0.008、
0.08 和 2.4 mg/L 3 个添加水平下，4 种葡萄酒中西

玛津、莠去津、特丁津和扑草净的添加回收率在

8 4 % ~ 1 0 2 % 之间，相对标准偏差  ( R S D )  在
2.1%~6.9% 之间 (n=5)，具有较高的准确度和良好

的稳定性，可用于葡萄酒样中 4 种三嗪类除草剂

残留的检测。典型色谱图见图 5 所示。
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图 3    分散剂种类的优化

Fig. 3    Optimization of different dispersive solvents
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图 2    萃取时间对萃取效率的影响

Fig. 2    Effect of extraction time on extraction efficiency
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Fig. 4    Effect of the concentration of NaCl on
extraction efficiency
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4    实际样品分析

按本研究建立的方法，对 4 种购于超市的葡

萄酒 (1#、2#、3#、4#) 中西玛津、莠去津、特丁

津和扑草净的残留量进行测定。结果在 4 种葡萄

酒中均未检测出上述农药，说明这 4 种葡萄酒中

上述农药的残留量低于该方法的检测限。

5    结论

本研究以 Tween-20 为分散剂、十一醇为萃取

剂，建立了表面活性剂辅助-凝固-漂浮分散液-液

微萃取-高效液相色谱法测定葡萄酒中西玛津、莠

去津、特丁津和扑草净残留的方法。该方法具有

操作简单、耗时短、成本低、环境友好等优点。

表 1    4 种三嗪类除草剂的线性范围、线性方程、相关系数、检出限、定量限和富集倍数

Table 1    Linear range, linear equation, r, limit of detection, limit of quantification, enrichment factor for triazine herbicides

除草剂
Herbicides

线性范围 Linear range/(mg/L)

0.008~5

线性方程
Linear equation

相关系数
r

富集倍数 (平均值 ± 标准差)
Enrichment factor

检出限
Limit of detection/(μg/L)

定量限
Limit of quantification/(mg/L)

西玛津
simazine

y = 2 022.6x+43.7 0.999 7 25.8 ± 0.8 2.4 0.008

莠去津
atrazine

y = 2 634.3x+25.7 0.999 8 32.4 ± 1.3 1.8 0.008

特丁津
terbuthylazine

y =2 521.1x+29.8 0.999 9 24.5 ± 1.0 2.0 0.008

扑草净
prometryn

y =2 170.3x+33.2 0.999 8 26.7 ± 1.2 2.8 0.008

表 2    葡萄酒中 4 种三嗪类除草剂的测定结果 (n=5)

Table 2    Determination results of triazine herbicides in wine (n=5)

除草剂
Herbicides

添加水平
Spiked level/

(mg/L)

葡萄酒样 Wine samples

1# 2# 3# 4#

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

西玛津
simazine

0.008 99 6.8 98 6.0 101 6.2 97 6.2
0.08 94 6.9 92 5.7 90 6.3 95 5.9

2.4 99 2.3 95 2.5 99 3.1 101 2.8

莠去津
atrazine

0.008 95 6.1 96 6.1 98 6.2 102 5.9

0.08 85 5.7 88 5.9 92 6.0 86 5.1

2.4 90 3.0 93 3.2 89 2.9 92 3.8

特丁津
terbuthylazine

0.008 102 5.7 101 5.2 98 4.8 97 5.0

0.08 99 4.3 102 4.8 96 3.9 98 4.5

2.4 88 2.1 90 2.7 87 2.2 93 3.4

扑草净
prometryn

0.008 94 4.8 95 5.0 92 5.2 96 5.4

0.08 89 3.6 87 3.4 92 3.9 94 4.1

2.4 84 3.3 89 4.2 86 3.7 88 3.1
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a. 空白葡萄酒样； b. 样品添加 (0.08 mg/L)。
1. 西玛津；2. 莠去津；3. 特丁津；4. 扑草净。

a. Blank wine; b. The HPLC chromatograms of four analytes in wine
sample (spiked level: 0.08 mg/L).

1. simazine; 2. atrazine; 3. Terbuthylazine; prometryn.

图 5    葡萄酒中添加 4 种除草剂典型色谱图

Fig. 5    Chromatograms of four analytes in wine
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该方法对供试的 4 种三嗪类除草剂显示出良好的

萃取效果，富集倍数达 24.5~32.4 倍，相对标准偏

差在 10% 以内，呈现出良好的稳定性，可用于葡

萄酒中西玛津、莠去津、特丁津和扑草净残留的

测定。
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