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加速溶剂萃取高效液相色谱法测定五氯苯酚
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摘要：　建立加速溶剂萃取?高效液相色谱联用的方法，检测皮革中五氯苯酚的残余量．采用正己烷为溶剂，皮

革样品经加速溶剂萃取、浓缩、过滤后，以乙腈和０．５％的乙酸水溶液为流动相，通过 Ｃ１８高效液相色谱柱，在

二极管阵列检测器波长为２１４ｎｍ处进行检测，以标准物质保留时间定性及外标法定量分析．结果表明：五氯

苯酚在质量浓度为０．１～２０．０ｍｇ·Ｌ
－１范围内具有良好的线性关系（狉＝０．９９９８），平均回收率为９６．０％～

９９．７％，相对标准偏差为０．７４％～５．４２％，检测限为０．０２μｇ·ｇ
－１．
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五氯苯酚（ＰＣＰ）是一种重要的防腐剂，主要用于纺织品和皮革制品．由于五氯苯酚比较稳定，具有

很强的致癌、致畸、致突变效应，会通过呼吸、皮肤接触等形式在人体内产生生物累积，危害人体健康，因

此被许多国家列入持久性有机污染物和优先污染物黑名单［１］．目前，国内外对皮革及其制品中残留五氯

苯酚的测定标准方法，主要根据国际标准委员会制定的ＩＳＯ１７０７０－２００６《皮革．化学试验．五氯苯酚含

量测定》［２］和我国商检部门制定的行业标准ＳＮ／Ｔ０１９３．１－１９９３《出口皮革及皮革制品中五氯酚残留量

检验方法 乙酰化?气相色谱法》
［３］．然而，上述方法萃取的有机溶剂用量大、耗时长，而且五氯苯酚沸点

较高，需要经过衍生后才可气化，样品前处理较为繁琐．Ｍｅｙｅｒ
［４］等建立了超临界流体萃取与气相色谱

联用测定皮革中五氯苯酚的方法，但方法较为复杂．加速溶剂萃取（ＡｃｃｅｌｅｒａｔｅｄＳｏｌｖｅｎｔＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ，

ＡＳＥ）是一种萃取时间短、溶剂用量少、萃取效率高、安全、自动化程度高的方法，已经被美国国家环保局

批准为ＥＰＡ３５４５号标准方法
［５］．本文建立了加速溶剂萃取与高效液相色谱联用的新方法，测定皮革及

其制品中五氯苯酚的残余量．

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

１．１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＳＥ３００型加速溶剂萃取仪（美国

戴安公司）；Ｍｉｌｌｉ?Ｑ型纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；Ｔｕｒｂｏ快速浓缩工作站（美国Ｚｙｍａｒｋ公司）；

ＰＴＦＥ针式过滤头（０．４５μｍ／Ф１３ｍｍ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）．

１．１．２　试剂　正己烷、乙腈、甲醇（色谱纯，美国Ｔｅｄｉａ公司）；冰醋酸（分析纯，广东光华化学有限公

司）；五氯苯酚标准品（纯度９９．５％，德国）；０．５％乙酸溶液，去离子水于当天配制使用．

１．２　样品前处理

将皮革样品剪碎为５ｍｍ×５ｍｍ的小块，混匀后精确称取５．０００ｇ，放至底部放有玻璃纤维素滤纸

片的３４ｍＬ的不锈钢萃取池中，进行加速溶剂萃取．在一定的温度和压力条件下，进行加热和静态循环

萃取；然后，用氮吹仪浓缩吹干，准确加入１ｍＬ正己烷溶解残渣，经０．４５μｍ微孔滤膜过滤，并进行高

效液相色谱仪测定．色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＨＣ?Ｃ１８液相色谱柱（２５０ｍｍ×４．０ｍｍ，５μｍ），流动相为犞（乙
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腈）∶犞（０．５％乙酸水溶液）＝７５∶２５，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３５℃，二极管阵列检测器（ＤＡＤ）

波长为２１４ｎｍ，进样量为１０μＬ．

１．３　定性与定量分析

采用保留时间对样品进行初步定性．根据初步定性结果，在样品中加入一定量（一般为等量）的初

步定性的组分，进行色谱分析．如果谱图中该组分的峰面积增加，并且周围没有新的色谱峰出现，可认为

初步定性结果是正确的．采用外标峰面积法进行定量分析．

２　结果与讨论

２．１　萃取溶剂的选择

固定温度为１２０℃，静态时间为５ｍｉｎ，循环次数为２次，氮气吹扫时间为８０ｓ，考察正己烷、丙酮和

二氯甲烷对皮革样品中五氯苯酚的萃取效率（η）．结果表明：用正己烷和丙酮作为萃取溶剂，其萃取率分

别为９８％和９６％，萃取液透明；以二氯甲烷作为萃取溶剂，其萃取率为１５３％，萃取液呈浑浊状，推测可

能将样品中杂质也萃取出来，故需经后续的净化处理方可进行仪器分析．

由于皮革样品中添加了染料，丙酮极性强于正已烷，有可能将其中的染料组分也萃取出来，对后续

的仪器分析造成一定的难度，故选择正己烷为加速溶剂萃取的溶剂．

２．２　萃取条件的选择

加速溶剂萃取中萃取剂的用量较少，且萃取剂体积有一定的限制，故不考虑萃取剂体积的影响．在

单因素考察萃取溶剂类型的基础上，分别以Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ代表萃取温度（θ）、静态萃取时间（狋１）、循环次数

（狀）、吹扫时间（狋２）为主要影响因素，设计犔９（３
４）正交实验．实验数据处理结果，如表１所示．

表１　正交设计及实验数据

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａ

编号

水平

Ａ
（θ）／℃

Ｂ
（狋１／ｍｉｎ）

Ｃ
（狀／次）

Ｄ
（狋２／ｓ）

η／％

１ ８０ １ １ ６０ ３９．７２

２ ８０ ５ ３ １００ ６７．１７

３ ８０ ３ ２ ８０ ６２．２９

４ １２０ １ ３ ８０ ９３．４９

５ １２０ ５ ２ ６０ ９７．５７

６ １２０ ３ １ １００ ９２．７２

７ １００ １ ２ １００ ５５．３７

８ １００ ５ １ ８０ ７７．４８

９ １００ ３ ３ ６０ ８７．３４

犚 ３８．２００ １７．９２３ １２．６９４ ６．０００

由表１的极差（犚）值可知，影响萃取率的大小

顺序依次为温度、静态萃取时间、循环次数、氮气吹

扫时间．提高温度可减弱基质与被分析物间的作用

力，加快被分析物从基质中解析并快速进入溶剂．

静态萃取时间和循环次数对结果影响相当，增加循

环次数时可适当减少静态萃取时间．氮气吹扫可以

将萃取池及管路中的溶剂完全吹扫干净，但吹扫时

间过长并不会提高萃取效果，故吹扫时间选择８０ｓ．

从表１还发现，５号实验的萃取率为９７．５７％，

萃取效率最高，可得出最优组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１． 然

而，考虑到增加循环次数可适当减少静态萃取时间，

故将静态萃取时间从５ｍｉｎ降低为３ｍｉｎ，而循环次

数由２次增加到３次，以体现萃取过程的少量多次，

萃取率更高，得出新的最优实验条件Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ３．

在最优条件下，皮革中五氯苯酚的萃取率为９９．３８％，萃取时间约为１６ｍｉｎ，与传统方法如水蒸气

蒸馏方法（约５ｈ）和索氏提取方法（约８ｈ）相比，缩短了４～７ｈ，而工作效率得到较大的提高．因此，采

用最优方案组合：温度为１２０℃，静态时间为３ｍｉｎ，循环次数为３次，氮气吹扫时间为８０ｓ．

２．３　液相色谱分析条件的选择

在乙腈／水、甲醇／水、乙腈／０．５％乙酸水溶液、甲醇／１．０％乙酸水溶液、甲醇／２ｇ·Ｌ
－１乙酸铵水溶

液等流动相［６?９］中，比较五氯苯酚的出峰情况．结果表明，在犞（乙腈）∶犞（０．５％乙酸水溶液）＝７５∶２５

条件下，五氯苯酚峰形较好，而在其他条件下，五氯苯酚的出峰效果较差，存在出峰时间太晚或峰形拖尾

严重等现象．这是因为样品组分与色谱柱上的硅醇基团相互作用，引起样品组分的次级保留效应，造成

峰严重拖尾．通过在流动相中加入酸性改良剂（如乙酸），可以减少酸性组分的次级保留效应，使目标物

五氯酚的峰形得到改善．此外，通过调节柱温及流速，五氯苯酚在１０ｍｉｎ内出峰，且能与杂质完全分开．

实验最终选择高效液相色谱的条件：犞（乙腈）∶犞（０．５％乙酸水溶液）＝７５∶２５，柱温为３５℃，流速

为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，ＤＡＤ检测波长为２１４ｎｍ．样品的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图，如图１所示．
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将五氯苯酚标准品和加速溶剂萃取提取皮革样品分别进行乙酰化衍生处理，使其生成五氯苯酚乙

酸酯；然后，通过气相色谱?质谱进行定性分析，结果如图２所示．从图２可知，五氯苯酚乙酸酯的特征碎

片离子为定量离子２６６，定性离子２６４，２６８和３０８，表明所测物质确为五氯苯酚．

　（ａ）标准品　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）萃取物

图１　五氯苯酚的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｍａｐｏｆｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ

　（ａ）标准品　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）萃取物

图２　五氯苯酚乙酰化衍生物的质谱图

Ｆｉｇ．２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ’ｓａｃｅｔｙｌａｔｅｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

２．４　线性范围与检测限的测定

对五氯苯酚标准工作溶液进行 ＨＰＬＣ分析，根据峰面积绘制标准曲线．采用峰面积外标法定量分

析，在０．１～２０．０ｍｇ·Ｌ
－１范围内，色谱面积（犢）与质量浓度（犡）呈良好线性关系．五氯苯酚线性回归

方程为犢＝１８４．２７犡 ＋９．４７１６，相关系数狉为０．９９９８（狀＝８）．以五氯苯酚响应的３倍信噪比计，依据

最终样品溶液所代表的试样量、定容体积和进样体积计算，可得出方法最低检出限为０．０２μｇ·ｇ
－１．

２．５　准确度和精密度的测定

在最优实验条件下，分别对空白皮革样品进行低、中、高浓度添加水平的样品加标回收率实验．结果

表明，皮革中五氯苯酚的平均回收率（狀＝７）为９６．０％～９９．７％，相对标准偏差为０．７４％～５．４２％．

２．６　测定方法的比较

分别采用文献［２］，［３］所提出的方法，以及加速溶剂萃取?高效液相色谱（ＡＳＥ?ＨＰＬＣ）方法对反绒

皮样品进行测试，如表２所示．表２中：犞 为总溶剂，狋为检测时间，ρ为五氯苯酚质量浓度，ρｌ为检测限，

γ为回收率．从表２可知，３种方法测定值相当，可靠性高；文中建立的加速溶剂萃取?高效液相色谱联

用法具有使用溶剂少、萃取时间短和萃取效率高等优点．

表２　皮革中五氯苯酚检测方法的比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｉｎｌｅａｔｈｅｒ

方法 前处理 主要萃取溶剂 犞／ｍＬ 狋／ｍｉｎ 检测器 ρｌ／μｇ·ｇ
－１

γ／％ ρ／μｇ·ｇ
－１

文献［２］方法 水蒸气蒸馏 水、正己烷等 ５００ １２０ ＧＣ?ＭＳＤ ０．１０ ９６．０～１０７．０ ６５．０

文献［３］方法 液液萃取
硫酸、四硼酸钠、
正己烷等 １２０ ６０ ＧＣ ０．１０ ９２．９～１０１．７ ６０．８

ＡＳＥ?ＨＰＬＣ法 加速溶剂萃取 正己烷 ３５ １６ ＨＰＬＣ ０．０２ ９６．０～９９．７ ６３．３
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３　结束语

采用加速溶剂萃取?高效液相色谱检测皮革中五氯苯酚的方法，具有较高的灵敏度、精密度和回收

率，符合国内外各标准对皮革及其制品中五氯苯酚含量的检测要求．在五氯苯酚质量浓度为０．１～２０

ｍｇ·Ｌ
－１范围内，呈良好的线性关系（狉＝０．９９９８），其平均回收率为９６．０％～９９．７％，相对标准偏差为

０．７４％～５．４２％（狀＝７），检测限为０．０２μｇ·ｇ
－１．该方法可作为测定皮革中五氯苯酚的快速检测方法．
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