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分散液液微萃取法-高效液相色谱法测定食品中杀

菌剂己唑醇含量 
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摘  要: 目的  建立分散液液微萃取-高效液相色谱法快速检测食品中杀菌剂己唑醇残留量。方法  以小茴香

醇、己酸和乙酸按摩尔比 1:3:4 合成的低共熔溶剂为支撑溶剂, 与 Fe3O4 纳米颗粒制备具有自分散性和磁响应

性的铁磁流体, 作为分散液液微萃取的萃取溶剂, 采用高效液相色谱法对己唑醇进行了分离和检测。结果  在

最佳实验条件下, 该方法对己唑醇的检测线性范围为 0.02~2.00 μg/mL, 检出限为 0.006 μg/mL, 相对标准偏差

小于等于 8.2%。在矿泉水、茶、果汁中加样回收率为 83.9%~95.6%。结论  该方法绿色环保, 操作简便, 灵

敏度高, 能够有效应用于食品中农药残留的快速检测, 为食品安全检测提供了新的有效技术手段。 
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Determination of the fungicide hexaconazole in food by dispersive 
liquid-liquid microextraction-high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid detection method for the residue of the fungicide hexaconazole in 

food by dispersive liquid-liquid microextraction-high performance liquid chromatography. Methods  A deep 

eutectic solvent synthesized from fenchyl alcohol, hexanoic acid and acetic acid at a molar ratio of 1:3:4 was used as 

the supporting solvent to prepare a ferrofluid with self-dispersibility and magnetic responsiveness by incorporating 

Fe3O4 nanoparticles. The prepared ferrofluid served as the extraction solvent for dispersive liquid–liquid 
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microextraction, and hexaconazole was subsequently separated and quantified by high-performance liquid 

chromatography. Results  Under the optimal experimental conditions, the detection linear range of this method for 

hexaconazole was 0.02–2.00 μg/mL, the limit of detection was 0.006 μg/mL, and the relative standard deviation was 

less than or equal to 8.2%. The recovery rates of samples added to mineral water, tea and fruit juice were 83.9% to 

95.6%. Conclusion  This method is environmental friendly, easy to operate and highly sensitive. It can be 

effectively applied to the rapid detection of pesticide residues in food, providing a new and effective technical means 

for food safety testing. 
KEY WORDS: ferrofluids; deep eutectic solvents; hexaconazole; dispersive liquid-liquid microextraction 

 
 

0  引  言 

杀菌剂的使用可以提高农产品的产量和质量[1], 但长

期或不合理的使用可能导致农药在农产品中残留, 从而对

食品安全构成潜在威胁[2]。因此, 在农业生产使用的同时, 
也需要严格检测其在农产品中的残留量, 从而保证食品的

安全。三唑类杀菌剂是广谱类杀菌剂[3], 可以预防各种作

物的致病性感染[4–5], 具有高的杀菌活性和低的生物降解

性[6]。在众多的三唑类杀菌剂中, 己唑醇作为甾醇去甲基

化抑制剂主要用于预防和控制担子菌和子囊菌引起的作物

真菌病[7], 以提高作物质量和产量。但是, 己唑醇在土壤中

的半衰期长达 225 d[8–9], 随着生物富集作用, 己唑醇会污

染作物, 经过食品加工等工艺进到食品中, 例如茶和果汁

等, 从而对人体健康产生一定的危害, 如生殖毒性、神经

毒性, 甚至引发癌症[10]。 
为了保障消费者的健康和安全, 食品法典委员、欧

盟、美国和中国都已经对己唑醇在食品中的最大残留限量

做了明确规定。高效液相色谱法(high performance liquid 
chromatography, HPLC)以其高灵敏度、高选择性和良好重

现性, 已成为食品中农药残留测定常用且可靠的分析技术

之一[11], 也被广泛用于检测己唑醇残留的检测。 
在检测己唑醇之前, 由于其痕量残留和复杂的基质, 

样品预处理是必不可少的步骤[12]。固相萃取和液相萃取虽

然是传统的样品前处理方法, 但耗时长、溶剂用量大[13]。

为减少萃取时间和有机溶剂用量, 出现了分散液液微萃取

(dispersive liquid–liquid microextraction, DLLME)[14–15]。该

方法将萃取剂与分散剂混合后注入水样中, 通过促进两相

充分接触来提高萃取效率, 具有操作简便、溶剂消耗低和

富集效果好等优点[16–17]。然而, DLLME 仍需经离心收集萃

取相, 耗时较长[18]。为此, 磁性溶剂被引入萃取体系[19]。

其中, 铁磁流体是一种由溶剂和磁性纳米颗粒组成的稳定

流体, 可在外加磁场作用下实现快速分离, 无需离心, 从
而进一步缩短提取时间[20]。 

为了更好地满足绿色分析化学的要求, 铁磁流体的

支撑溶剂应该是低毒和环保的。低共熔溶剂(deep eutectic 

solvent, DES)作为一种新型的绿色溶剂, 具有制备简单、合

成效率高、结构可调、可生物降解等优点[21–24], 有望取代

传统的有毒溶剂作为铁磁流体的支撑溶剂。在目前的

DLLME 中, 分散过程通常是在萃取设备(涡旋混匀装置、

超声波清洗机和振荡器)的帮助下完成的[25]。虽然借助萃取

设备的分散方法不使用有毒的分散溶剂(甲醇、乙腈和丙

酮)[26–27], 但该设备增加了操作时间, 降低了效率。 
鉴于此, 本研究围绕食品基质中己唑醇的快速前处

理与检测需求, 构建了一种自分散铁磁流体的 DLLME 结

合 HPLC 的分析方法, 以小茴香醇/己酸/乙酸(1:3:4, 摩尔

比)合成的 DES 作为支撑体系, 引入 Fe3O4纳米颗粒制备兼

具自分散特性与磁响应性的铁磁流体 , 并将其作为

DLLME 的萃取剂用于样品前处理过程; 在外加磁场作用

下完成相分离, 以替代常规离心等分离步骤。研究内容包

括铁磁流体体系的构建与组成参数优化、DLLME 操作条

件与 HPLC 分离检测条件的优化, 并基于线性范围、检出

限、精密度及加标回收等指标开展方法学评价。该研究旨

在为食品(如矿泉水、茶和果汁)中己唑醇的检测提供一种

可行的前处理方法, 并为食品安全监测中绿色样品前处理

技术的构建与优化提供实验支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

矿泉水、绿茶饮料及橙汁样品购自山西省晋中市超

市。矿泉水不经稀释与过滤直接用于分析; 茶饮料和果汁

经离心、过滤处理后取其上清作为待测溶液。 
己唑醇(纯度为 98%)、香茅醇、香芹醇、小茴香醇、

己酸、庚酸、辛酸、甲酸、乙酸、丙酸(分析纯)、Fe3O4 纳

米粒子(平均粒径 20 nm)(上海阿拉丁试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

PR124ZH电子分析天平(精度 0.1 mg, 中国上海奥豪斯

国际贸易有限公司); Agilent 1260 高效液相色谱仪、Agilent 
Eclipse Plus C18 柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)(美国 Agilent 公司); 
Vortex-Genie2 漩涡混合器(上海净信实业发展有限公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  DES 的制备 
小茴香醇、己酸和乙酸按照摩尔比 1:3:4 的比例依次

加入到 15 mL 的离心管中, 在 60 ℃下加热 10 min, 得到的

透明液体为 DES。 
1.3.2  铁磁流体的制备 

根据文献[28]报道的铁磁流体合成方法制备新型的铁

磁流体。将 50 mg 的 Fe3O4 和 1 mL 上述制备的 DES 依次

加入 10 mL 的离心管中, 涡旋 1 min, 得到铁磁流体。 
1.3.3  自分散铁磁流体的分散液液微萃取过程 

茶饮料及果汁样品取适量, 于 8000 r/min离心 10 min, 
取上清液待用。实际样品经检测均未检出己唑醇, 作为空

白样品用于加标回收实验。 
将 5 mL 的样品溶液和 50 μL 的己唑醇溶液加入到离

心管中, 取 150 μL 的上述制备的铁磁流体加入到 5 mL 的

样品溶液中。铁磁流体在 1 s 内以细小液滴的形式迅速分

散在溶液中。用磁铁固定含己唑醇的铁磁流体液滴, 然后

将样品排出。最后用 150 μL 甲醇稀释铁磁流体, 进行

HPLC 分析(图 1)。 
 

 
 

图 1  自分散铁磁流体的 DLLME 过程 
Fig.1  DLLME process of self-dispersing ferrofluid 

 
1.3.4  HPLC 分析 

取经过稀释的铁磁流体经 0.22 μL 有机滤膜过滤后, 
用高效液相色谱仪紫外检测器进行检测。色谱柱使用 C18

柱, 样品量为 10 μL。流动相为甲醇与水, 体积比为 80:20, 
流速为 0.4 mL/min。检测波长为 220 nm。 

1.4  数据处理 

己唑醇采用外标法定量: 以标准溶液质量浓度(0.02、
0.20、2.00 μg/mL)为横坐标(X, μg/mL)、峰面积为纵坐标(Y), 
采用最小二乘法线性回归建立校准曲线, 并据回归方程计

算样品中己唑醇浓度。 
加标回收率计算见式(1):  
 回收率/%=(C1−C2)/C0×100%     (1) 

式中: C1 为在样品溶液中加入一定量的己唑醇后的质量浓

度 , μg/mL; C2 为己唑醇在样品溶液中的原始质量浓度 , 
μg/mL; C0 为在样品溶液中加入的已知的己唑醇质量浓度, 
μg/mL。精密度以相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)表示。各加标水平与重复实验均进行(n=5)次平行测

定 , 结果以均值±标准偏差表示。制表与绘图分别使用

Microsoft Excel 2019 和 Origin 2018 完成。 

2  结果与分析 

2.1  DES 组分的影响 

DES 由单萜类醇、中链脂肪酸和短链脂肪酸组成。其

中, 单萜类醇和中链脂肪酸在短链脂肪酸的辅助下以液滴

的形式分散在样品溶液中, 提取己唑醇。为考察 DES 组分

对己唑醇萃取回收率的影响, 采用不同的单萜醇、中链脂

肪酸和短链脂肪酸合成了 DES(图 2)。 
2.1.1  单萜类醇的种类的影响 

本研究比较无环单萜醇(香茅醇)、单环单萜醇(香芹醇)
和双环单萜醇(小茴香醇)3 种单萜醇对己唑醇回收率的影

响。结果显示, 小茴香醇的回收率最高(图 2A)。小茴香醇、

香芹醇、香茅醇的油水分配系数 (octanol-water partition 
coefficient, logP)分别为 2.71、3.12、3.41, LogP 可能影响

了单萜类醇与己唑醇的相互作用。因此, 选择小茴香醇作

为最合适的单萜醇。 
2.1.2  中链脂肪酸的种类的影响 

本研究比较 3 种中链脂肪酸(己酸、庚酸和辛酸)对己唑

醇回收率的影响。结果表明, 己酸的回收率最高(图2B, 表1)。
黏度测定表明, 回收率随黏度升高而下降, 二者具有负相

关关系, 高黏度会降低制备的铁磁流体在样品溶液中的分

散性以及己唑醇的传质[29]。因此, 选择己酸作为合适的中

链脂肪酸。 
2.1.3  短链脂肪酸的种类的影响 

本研究比较 3 种短链脂肪酸(甲酸、乙酸和丙酸)对己

唑醇回收率的影响。结果表明, 以乙酸作为脂肪酸组分时

可获得最高的回收率(图 2C)。因此, 选择乙酸作为最合适

的中链脂肪酸。 
综上所述, 后续研究选择小茴香醇、己酸和乙酸为

DES 的组成。 

2.2  DES 组分的摩尔比的影响 

2.2.1  小茴香醇和己酸摩尔比的影响 
本研究比较小茴香醇与己酸的摩尔比(1:1、1:2、1:3、

1:4、1:5)对己唑醇回收率的影响。结果表明, 小茴香醇与

己酸的摩尔比在 1:1~1:3 范围内, 回收率逐渐上升, 当摩尔

比超过 1:3 时, 回收率下降(图 3A)。在 1:1~1:3 摩尔比范围

内, 己酸的增加有利于形成更完整的氢键网络并提供适度

疏水链段, 从而提高萃取能力; 当己酸过量时, 体系黏度

升高, 限制铁磁流体在水相中的自分散和传质过程, 导致

萃取效率下降。因此, 选择小茴香醇与己酸的摩尔比为 1:3
为最合适的比例。 
2.2.2  小茴香醇、己酸和乙酸摩尔比的影响 

本研究比较小茴香醇、己酸、乙酸的摩尔比(1:3:1、
1:3:2、1:3:3、1:3:4、1:3:5、1:3:6)对己唑醇回收率的影响。

实验结果表明 ,  小茴香醇、己酸、乙酸的摩尔比在

1:3:1~1:3:4范围内, 回收率逐渐增大, 超过摩尔比 1:3:4 后,  
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注: 不同字母表示组间具有显著性差异(P<0.05)。下同。 
图 2  DES 组成的优化 

Fig.2  Optimization of DES components 
 

表 1  中链脂肪酸黏度与己唑醇萃取回收率的关系 
Table 1  Relationship between viscosity of medium-chain fatty 

acids and extraction recovery of hexaconazole 

中链脂肪酸 黏度/mPa•s 回收率/% 

己酸 6.01 88.27±2.08 

庚酸 7.86 69.03±1.56 

辛酸 9.30 63.57±3.12 
 

回收率下降(图 3B)。适量的乙酸可以增强铁磁流体在在样

品中的分散能力, 从而提高己唑醇的萃取能力。然而, 过
量的乙酸会降低样品的极性, 导致更多含有己唑醇的萃取

溶剂溶解到水相中, 削弱其对己唑醇的萃取能力。因此, 

后续实验选择小茴香醇、己酸和乙酸的摩尔比为 1:3:4。 

2.3  Fe3O4 质量浓度的影响 

首先对所用 Fe3O4 纳米粒子进行表征, 结果见图 4A。

由图 4A 中可以看出, Fe3O4 颗粒分散较为均一, 具有良好

的结晶特征, 为其作为磁性载体构建铁磁流体提供了基

础。Fe3O4 的量影响其与 DES 的相互作用, 从而影响了制备

的铁磁流体的稳定性以及磁吸附性能[30]。本研究比较了 Fe3O4

质量浓度(1.0、2.5、5.0、10.0、25.0、50.0 和 100.0 g/L)对己唑

醇回收率的影响。实验结果表明, Fe3O4质量浓度在2.5~50.0 g/L
范围内, 回收率逐渐增加, 质量浓度超过 50.0 g/L 时, 回收率

趋于稳定(图 4)。Fe3O4 浓度较低时, 磁性载体不足, 限制了 
 

 
 

图 3  DES 组分的摩尔比的优化 
Fig.3  Optimization of the molar ratio of DES components  
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注: A. Fe3O4 纳米粒子的扫描电子显微镜图; B. Fe3O4 的质量浓度的优化。  

图 4  Fe3O4 纳米粒子的扫描电子显微镜图及其质量浓度对己唑醇回收率的影响 
Fig.4  Scanning electron microscopy images of Fe3O4 nanoparticles and the influence of their mass concentration on the  

recovery rate of hexaconazole 

 
DES 的有效运载与磁分离能力[31], 导致萃取溶剂和己唑

醇在磁分离过程中损失。当其含量达到一定水平后, 磁响

应已足以实现快速、完全的相分离, 继续增加 Fe3O4 不会

显著提升萃取能力。因此, 后续实验选择 50.0 g/L 的质量

浓度。 

2.4  铁磁流体体积的影响 

铁磁流体为己唑醇提供了结合位点, 其体积影响有

机相和水相之间的接触面。比较了铁磁流体体积(75、100、
125、150、175、200 和 250 μL)对己唑醇回收率的影响[22]。

实验结果表明, 当铁磁流体体积从 75~150 μL 变化时, 回
收率逐渐增大, 当体积超过 150 μL 时, 回收率下降(图 5)。
当体积小于 150 μL时, 限制了己唑醇在铁磁流体中结合位

点的数量, 萃取溶剂与己唑醇的有效相互作用无法得到保

证, 也阻碍了有机相的收集[17]。当体积大于 150 μL 时, 分
散液滴间易发生聚集, 单位体积水相中铁磁流体占比过高, 
分散程度和传质驱动力下降, 导致回收率降低。因此, 后
续研究选择 150 μL 的体积。 

2.5  方法验证 

通过评价最佳条件下自分散铁磁流体 DLLME-HPLC
的线性方程、相关系数 (r2)、检出限 (limit of detection, 
LOD)、定量限(limit of quantification, LOQ)、日间和日间相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)对方法进行验

证(表 2)。评价峰面积与样品溶液中己唑醇浓度之间的线性

关系。线性范围为 0.02~2.00 μg/mL, r2 大于 0.9978, LOD 和

LOQ 分别为 0.006 μg/mL 和 0.020 μg/mL。在同 1 d 重复测

试 5 次, 在 5 个不同的天数测试, 然后计算得到的回收率

的 RSD, 分别考察日内和日间的精密度。结果表明, 日内

和日间 RSD 均小于等于 6.8%, 重复性可接受。 

 

 
 

图 5  铁磁流体体积的优化 
Fig.5  Optimization of the ferrofluid volume 

 
 

2.6  在实际样品中的应用 

为评价建立的基于自分散铁磁流体的 DLLME-HPLC
方法的准确性, 对实际样品中己唑醇的残留量进行了检

测。结果表明, 矿泉水、茶和果汁样品溶液中的己唑醇残

留均低于检出限。因此, 将 3 种不同浓度的己唑醇标准溶

液加入到样品溶液中, 通过分析加标样品来评估该方法。

所有试验均为 5 次重复, 提取回收率和 RSD 结果如表 3 所

示。加样回收率为 83.9%~95.6%, RSDs 为 1.5%~8.2%。基

于自分散铁磁流体的 DLLME 检测样品中己唑醇残留具有

较高的准确度和精密度。 



第 4 期 郑晓娇, 等: 分散液液微萃取法-高效液相色谱法测定食品中杀菌剂己唑醇含量 105 
 
 
 
 
 

表 2  自分散铁磁流体 DLLME-HPLC 的分析性能 
Table 2  Analytical performances of self-dispersion ferrofluid-based DLLME-HPLC 

分析物 样品 线性方程 r2 LODs/ 
(μg/mL) 

LOQs/ 
(μg/mL) 

日内 RSDs 
/% 

日间 RSDs 

/% 

己唑醇 

矿泉水 Y=566.67X–9.78 0.9991 0.006 0.02 4.4 6.8 

茶 Y=592.15X–15.43 0.9982 0.006 0.02 5.1 6.5 

果汁 Y=653.70X–28.79 0.9978 0.006 0.02 3.6 5.7 
 

表 3  自分散铁磁流体 DLLME-HPLC 在矿泉水、茶和果汁中的应用(n=5) 
Table 3  Application of self-dispersion ferrofluid-based DLLME-HPLC to water, tea and juice (n=5) 

添加量/(μg/mL) 
矿泉水 茶 果汁 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 

0 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 

0.02 93.2±1.4 1.5 84.2±5.6 6.6 88.6±4.2 4.8 

0.20 92.0±7.6 8.2 83.9±3.7 3.7 93.8±2.4 2.5 

2.00 95.6±3.9 4.1 89.0±3.0 3.0 91.0±4.0 4.4 
 

3  结  论 

本研究建立了一种基于自分散铁磁流体的 DLLME提

取食品中己唑醇残留的新方法, 并采用 HPLC 测定己唑

醇。该方法以 DES 作为铁磁流体的支撑溶剂, 在无需额外

分散剂、涡旋或超声等条件下, 可在样品溶液中快速分散

成为具有较大比表面积的液滴 , 增大接触面积 , 从而提

高萃取效率并体现出绿色、低毒的特点。利用铁磁流体

对磁场的响应, 实现了无需离心即可完成相分离与萃取

相收集, 简化了操作步骤, 缩短了分析时间。方法学验证

结果表明, 该方法具有良好的线性范围、LOD、LOQ、回

收率和 RSD。表明其用于食品样本中己唑醇痕量检测的可

靠性和稳定性。 
通过在矿泉水、茶饮料和果汁等代表性液体食品基质

中的加标回收实验, 本方法在从简单到相对复杂的水基体

系中均表现出良好的基质适用性和抗干扰能力, 为其向更

复杂农产品基质推广应用提供了实验依据。对于固体果蔬

样品, 可通过固相萃取结合本研究建立的自分散铁磁流体 
DLLME-HPLC 进行测定, 具有可行性和应用潜力。 

与传统 DLLME 及常规液液萃取方法相比, 本研究方

法在溶剂绿色性、操作便捷性和时间成本方面具有明显优

势, 为农药残留的快速微萃取提供了新的技术思路。需要

指出的是, 本研究主要以己唑醇和特定食品基质为对象, 
需对更多种农药和更复杂基质进行系统验证, 并且铁磁流

体在长期储存和多次重复使用方面的性能仍有待进一步评

估。未来可在此基础上扩展至多种三唑类及其他农药的多

残留分析, 优化铁磁流体组成, 研究萃取机制, 并探索与

自动化或在线检测系统的联用, 以推动该绿色微萃取策略

在实际食品安全监测中的推广应用。 
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