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Determination of malachite green and leucomalachite green in aquatic water by high performance liquid chromatography 
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Abtract: A high performance liquid chromatography method had been established for the determination of malachite green and leucomalachite green in aquatic water. Malachite green and leucomalachite green were extracted with dichloromethane, then concentrated, and dissolved with acetonitrile. Samples were chromatographed using an acetonitrile-ammonium acetate buffer mobile phase on a C１8 column in line with a post column reactor filled with lead (IV) oxide and celite. The liner range was from 0.01μg·mL-1 to 1μg·mL-1 with r2 of 0.9999. The average recoveries of MG were 84.00%, 86.40%, 93.50%, and LMG were 74.00%, 89.00%, 91.80% when samples were spiked with MG and LMG of 0.1, 0.5, 1.0μg·mL-1 respectively. The detection limits of MG and LMG were 0.003μg·mL-1 and 0.004μg·mL-1 respectively. The RSDs were 4.278%-6.250% and 2.179%-6.757% respectively. The method is sensitive, accurate and suitable for the determination of trace malachite green and leucomalachite green in aquatic water.
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孔雀石绿（MG）为三苯甲烷类工业染料，因为其可以有效的预防与治疗水霉病、烂鳃病以及寄生虫病等 [1-3]，一度在水产业中得到了广泛应用。1980年发现孔雀石绿具有潜在的致癌性, 美国、日本以及英国等许多国家已禁止用于水产养殖业。中华人民共和国农业行业标准《无公害食品渔用药物使用准则》(ＮＹ5071 2002) [4]中已将孔雀石绿列为禁用药物。但是由于孔雀石绿效高价廉，管理力度不够，替代品少等原因，使得不少渔民还在小范围使用，不可避免地带来水产品中的残留问题和环境污染问题。研究表明：孔雀石绿在水浴时能很快被鱼体和鱼卵吸收和代谢，短时间水浴(1h)，在鱼组织中的残留量很容易超过水体中的浓度[5-7] 。除此以外，有文献报道孔雀石绿进入水体后，除了进入鱼体，部分存在水中，大部分被底泥吸附，污染池塘底质[8]，所以孔雀石绿无论对鱼体还是对环境的危害都是不容忽视的。

近几年我国因药物残留，出口的动物源性食品屡遭禁运 [9-11]。孔雀石绿作为一种禁用药物，迫切需要开发灵敏可靠的检测方法来监控其违禁使用情况，这不仅局限于水产品本身，从养殖对象赖以生存的水体环境着手进行水体孔雀石绿的监控显得极为必要。Safarik [12]曾报道用分光光度法测定水体孔雀石绿含量，但存在检测限较高等制约因素，用高效液相色谱法测定水体中的孔雀石绿未见报道。国外对水产品中孔雀石绿残留分析的报道主要集中在水产品中孔雀石绿和无色孔雀石绿（LMG）的测定，有HPLC VIS、HPLC MS、HPLC MS/MS等方法[13-17]。目前国内有关孔雀石绿的检测方法有《进出口孔雀石绿残留量检验方法》（SN/T 1479-2004) [18]以及《水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的测定》(GB/T 19857-2005) [19]。本文主要报道高效液相色谱法测定养殖水体孔雀石绿和无色孔雀石绿方法。
1 材料与方法
1.1 材料
仪器与设备    高效液相色谱仪（美国Waters-2695），配有紫外-可见光检测器；R-205 Advance旋转蒸发器(瑞典Buchi公司)；TDL-40B低速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）；XW-80A微型旋涡混合仪(上海沪西分析仪器厂)；AL104电子天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公司）；ULTRA—TURRAX Tl8分散机(广州仪科实验室技术有限公司)；0.45µm滤膜(江苏汉邦科技有限公司)：20×2；1mm空不锈钢预柱管(Agilent，USA)； 色谱柱：C18柱；柱后氧化柱∶柱内填料：二氧化铅∶硅藻土=1∶1
 药品与试剂    孔雀石绿标准品(Sigma-Aldrich，USA，含量≥96.0％)；无色孔雀石绿标准品(Sigma-Aldrich，USA)；盐酸羟胺（分析纯，南京化学试剂有限公司）；对甲苯磺酸（分析纯，上海青析化工科技有限公司）；乙腈(色谱纯，Tedia company, USA)；乙酸铵，(分析纯，南京化学试剂一厂) ；乙酸钠 (分析纯，南京化学试剂一厂) ；二氯甲烷（色谱纯，Tedia company, USA)；冰乙酸(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)；二氧化铅(分析纯，上海化学试剂有限公司)；硅藻土545（色谱层析级，国药集团化学试剂有限公司）；实验用水为重蒸馏水。 
实验材料    实验材料为本研究所池塘养殖水样，水质经检测符合渔业水质标准。
1.2 实验方法
色谱条件    色谱柱：C18柱，250 mm×4.6 mm；柱后氧化柱：35 mm×4.6 mm；流动相：乙腈∶乙酸铵溶液 (0.125 mol·mL-1，冰醋酸调节pH 到4.5) = 80∶20；流速：1mL·min -1；
柱温：35℃；进样量：20 µL；检测波长：618 nm。

标准溶液的配制    标准溶液：准确称取适量的孔雀石绿、无色孔雀石绿，用乙腈分别配制成100 µg·mL-1的标准贮备液，再用乙腈稀释配制1 µg·mL-1的标准溶液。-20℃避光保存；混合标准工作溶液：根据需要，再用乙腈配成适当浓度的孔雀石绿、无色孔雀石绿标准混合标准溶液。-20℃避光保存。

试剂配制    20%盐酸羟胺溶液：20 g盐酸羟胺，加水溶解至100 mL；0.2mol·L-1对甲苯磺酸溶液：3.8 g 对甲苯磺酸，加100 mL乙睛；pH 4.5 乙酸盐缓冲溶液：溶解4.95 g 乙酸钠及0.95 g 对甲苯磺酸于950 mL水中，用冰乙酸调节溶液pH至4.5，最后用水稀释到1L；

样品前处理    准确移取5 mL水样于50 mL离心管中，加2 mL盐酸羟胺、5 mL乙酸盐溶液、10 mL对甲苯磺酸溶液、5 mL二氯甲烷，涡旋2 min，4000 rpm离心10 min，用滴管移取二氯甲烷层至100 mL圆底烧瓶；在离心管中再加入5 mL对甲苯磺酸溶液、10 mL 二氯甲烷，涡旋2 min，4000 rpm离心10 min，用滴管移取二氯甲烷层至圆底烧瓶；在离心管中加入5 mL二氯甲烷，涡旋2 min，4000 rpm离心8 min，用滴管移取二氯甲烷层至圆底烧瓶；圆底烧瓶在35℃旋转蒸发至干，用1.00 mL乙腈定容，过聚四氟乙烯膜(孔径0.45 μm)过滤后上机检测。

1.3 检测原理
水样中MG、LMG经前处理后，其中的LMG经PbO2柱后衍生为MG，可见光检测，外标法定量。

2 结果
2.1  液相色谱实验
在色谱条件下，孔雀石绿以及无色孔雀石绿标准品(0.500 µg·mL-1)的典型色谱图见图1，两者的相对保留时间分别为10.900 min，14.250 min，峰形尖锐，对称，与邻近峰完全分离。加标池塘水样色谱图见图2。
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图1 孔雀石绿、无色孔雀石绿标准品的色谱图       图2 池塘水样加标孔雀石绿、无色孔雀石绿的色谱图
Fig.1 Chromatograms of MG and LMG standard      Fig.2 MG and LMG Chromatograms of fortified pond  (the concentration is 0.50 µg·mL-1 )                 water sample  (the concentration is 1.00 µg·mL-1 )
2.2 线性关系与最低检测限
用乙腈配制浓度(μg·mL-1)依次为0.01、0.05、0.10、0.50和1.00的孔雀石绿以及无色孔雀石绿标准液进样，测定其峰面积响应值，以峰面积对应的质量浓度做工作曲线 (见图3、图4) 。
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图3.孔雀石绿线性方程                              图4.无色孔雀石绿线性方程

Fig 3. MG linear equation                          Fig 4. LMG linear equation
孔雀石绿在浓度为0.01～1 μg·mL-1的范围内呈良好的线性关系，线性方程为y = -40.15774 + 220111.12322 x，线性系数r2 = 0.9999。

无色孔雀石绿在浓度为0.01～1 μg·mL-1的范围内呈良好的线性关系，线性方程为y = 631.9872 + 194195.76043 x，线性系数r2 = 0.9999。

按噪音的3倍测算检测限。测出某一低浓度标样C时的信号值S，算出信噪比(S／N)，即可得最低检测限：Cmin=C×3×N／S，本实验测得0.01μg·mL-1的MG、LMG标准溶液信噪比分别为9.6、8.3，计算得MG、LMG最低检出限分别为0.003μg·mL-1、0.004μg·mL-1。

2.3 回收率及精密度实验
将已知孔雀石绿以及无色孔雀石绿标准溶液加入本所池塘水中，使浓度分别为0.10，0.50，1.00 μg·mL-1，每个浓度做3个平行，每个平行设一个空白对照，每个样品重复三次。经样品前处理，计算回收率(见表1)。
表1 孔雀石绿和无色孔雀石绿水样回收率测定结果
                    Tab.1 Results of MG and LMG water recovery of experiment       (
[image: image4.wmf]x

± S , n = 3 )
	添加标样后池塘水样浓度（μg·mL-1）
concentration
	测定值（μg·mL-1）
found
	回收率(％)
recoveries
	相对标准偏差(％)
RSD

	MG
	0.10
	0.083±0.004
	83.00
	4.706

	
	0.50
	0.432±0.027
	86.40
	6.250

	
	1.00
	0.935±0.040
	93.50
	4.278

	LMG
	0.10
	0.074±0.005
	74.00
	6.757

	
	0.50
	0.445±0.015
	89.00
	3.371

	
	1.00
	0.918±0.020
	91.80
	2.179


分别配制0.10，0.50，1.00 μg·mL-1的3种浓度水溶液，前处理后在同一天内分别进样3次，在1周内选择3天进样，计算日内及日间精密度（见表2。）
表2 水样孔雀石绿、无色孔雀石绿精密度测定

Tab.2 Precisions of MG and LMG water determination

	水样浓度(μg·mL-1)

concentration
	日内精密度(n=3)

intra-day precisions
	日间精密度(n=3)

inter-day precisions

	
	
[image: image5.wmf]x

± S
	RSD（%）
	
[image: image6.wmf]x

± S
	RSD（%）

	MG
	0.10
	0.082 ± 0.008
	9.756
	0.079 ± 0.019
	24.051

	
	0.50
	0.421 ± 0.036
	8.551
	0.400 ± 0.051
	12.750

	
	1.00
	0.794 ± 0.041
	5.164
	0.735 ± 0.091
	9.960

	LMG
	0.10
	0.067 ± 0.009
	13.433
	0.074 ± 0.014
	18.919

	
	0.50
	0.358 ± 0.032
	8.939
	0.363 ± 0.053
	14.601

	
	1.00
	0.683 ± 0.046
	6.735
	0.713 ± 0.061
	8.555


2.4 实际样品测定

通过对某孔雀石绿污染池塘水样的抽样分析，检测到该池塘不同采样点孔雀石绿和无色孔雀石绿含量，结果见表3。无色孔雀石绿因为不溶于水，实测含量甚微。关于孔雀石绿在池塘生态系统的归趋另文论述。采样点1的色谱图见图5。
表3 不同采样点水样孔雀石绿、无色孔雀石绿测定结果
Tab.3 Results of MG and LMG in different sampling point     (
[image: image7.wmf]x

± S , n = 3 )
	采样点

sampling point
	孔雀石绿含量（μg·mL-1)
concentration of MG
	无色孔雀石绿含量（μg·mL-1) concentration of LMG

	1
	0.289 ±0.004
	0.005 ±0.002

	2
	0.139 ±0.002
	/

	3
	0.081 ±0.003
	/
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图5. 实测池塘水样孔雀石绿和无色孔雀石绿色谱图
Fig 5. MG and LMG Chromatograms of pond water sample
3 讨论
3.1  水样品中孔雀石绿和无色孔雀石绿的提取
孔雀石绿易溶于水，样品中以阳离子形式存在。样品提取时，加入离子对试剂对甲苯磺酸，有利于MG形成离子对，增加MG的提取效率；由于孔雀石绿对光、热和氧气较为敏感，容易发生去甲基化和氧化降解，尤其是LMG，水样采集后应尽快前处理。样品提取时，加入还原剂盐酸羟胺有助于防止待测物的降解。无色孔雀石绿极性弱，易溶于有机溶剂，本方法中LMG用溶剂乙腈为载体加标于池塘水样，克服了LMG不溶于水的特性，目的是关注孔雀石绿的代谢物LMG在养殖水体存在与否以及检测方法的探索。
3.2  水样前处理
水样经过二氯甲烷液液萃取后，去除了盐等水溶性物质。基于水样成分简单，油脂、色素等含量甚微，故本实验相对检测国标 [19]省去中性氧化铝除脂，和丙基磺酸阳离子树脂净化步骤，大大节省了费用。
3.3  样品上机时间
日间精密度相对标准偏差大于日内精密度，表明样品日间精密度重复性小于日内精密度。比较MG、LMG的浓度，日间LMG的浓度增加，MG的浓度降低了，在1周时间内部分孔雀石绿会转变成无色孔雀石绿。说明样品经前处理后应及时上机测定，以获得较为准确的第一时间数据。
4 结论

本文建立的水体中孔雀石绿（MG）和无色孔雀石绿（LMG）残留的液相色谱检测方法，能使此两种物质在色谱图上有合适的保留时间，且峰形尖锐、对称，与邻近峰完全分离。该方法MG、LMG在0.01～1.0 μg·mL-1 范围内线性关系良好，相关系数r2 = 0.9999。最低检测限MG、LMG分别为0.003 μg·mL-1、0.004 μg·mL-1。MG、LMG加标浓度分别在0.1～1.0 μg·mL-1 内，回收率分别为83.0％～93.5％、74.0％～91.8％，相对偏差(RSD)分别为4.278％～6.250％、2.179％～6.757％。方法适合水体中孔雀石绿及其代谢物残留量的检测。
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