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仪器分析法测定复方化学消毒剂中

邻苯二甲醛的含量
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摘要　目的　建立复方化学消毒剂中邻苯二甲醛（ＯＰＡ）含量测定方法。方法　采用液相色谱、气相色谱和毛细管
电泳法等３种仪器分析技术，对复方消毒剂中ＯＰＡ含量测定结果进行比较和方法验证。结果　在３种仪器测定方
法中，ＯＰＡ的峰面积与一定范围内的质量浓度呈良好线性关系。３种仪器分析法检出限依次为液相色谱法
０．３μｇ／ｇ、气相色谱法２μｇ／ｇ、毛细管电泳法２．５μｇ／ｇ。３种仪器方法定量限依次为液相色谱法１μｇ／ｇ、气相色谱
法６μｇ／ｇ、毛细管电泳法８μｇ／ｇ。空白样品不同质量浓度加标回收率范围分别为液相色谱法８８．１％～９９．２％，气
相色谱法９０．０％～１０４．０％，毛细管电泳法８５．２％～１００．２％。相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于５％。结论　本研究建
立的３种仪器分析法均可满足复方化学消毒剂中ＯＰＡ含量准确测定的检测需求，测定结果无显著性差异，实验室
可根据仪器设备情况选用相应的分析方法。
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　　邻苯二甲醛（ＯＰＡ）是一种较新型的消毒剂，对 细菌繁殖体、真菌、分枝杆菌、病毒和细菌芽孢等都

有很强的杀灭作用，尤其对耐戊二醛结核分枝杆菌

有良好的杀灭作用，与传统的消毒剂戊二醛相比，具

有广谱、高效、低腐蚀、刺激性小和使用浓度低等优

点〔１〕。ＯＰＡ多用于医疗器械高水平消毒，特别是在
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各种内镜消毒中得到很好的应用〔２〕。目前，消毒剂

中ＯＰＡ的含量测定方法有滴定法〔３，４〕、紫外分光光

度法〔４－６〕、气相色谱法〔７，８〕、液相色谱法〔４，６，８－１０〕和毛

细管电泳法〔１１〕。滴定法可准确测定单方消毒剂中

ＯＰＡ含量，但对于目前最常用的复方消毒剂中 ＯＰＡ
含量的测定则不能准确定量〔４〕。同样，紫外分光光

度法也可用于单方消毒剂的测定，但由于复方消毒

剂中常加入有紫外吸收的季铵盐等有效成分，因此

紫外分光光度法往往测定结果偏高〔４，６〕，而２种色
谱法和毛细管电泳法则可以很好地解决复方消毒剂

中的干扰问题，但上述３种方法的检测结果一致性
方面未见文献报道。本研究对文献报道的气相色谱

法〔７〕、液相色谱法〔９〕和毛细管电泳法〔１１〕分别进行了

优化，建立了简便、快速和准确的测定 ＯＰＡ的３种
新方法，并用优化后的３种方法对９件样品同时进
行测定，取得了一致性的检测结果。现将验证结果

报告如下。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验样品来自北京某医院和国内两家企业生产

的复方邻苯二甲醛产品，标示含量为５０００ｍｇ／Ｌ～
６０００ｍｇ／Ｌ，共９件产品。ＯＰＡ标准品为国外进口
试剂，纯度＞９９％。

试验仪器有 ＨＰ６８９０型气相色谱系统，Ｗａｔｅｒｓ
２６９５型高效液相色谱仪配２９９８二极管阵列检测器，
Ｐ／ＡＣＥＭＤＱ型毛细管电泳仪配备二极管阵列检测
器，均为进口产品；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｉ

!

Ｅｌｉｘ／ＲｉＯｓ型超纯
水器，ＤＢ－ＷＡＸ聚乙二醇毛细管色谱柱（３０．０ｍ×
０．２５ｍｍ×０．２５ｍ），Ｃ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ、粒
径５μｍ），均为国外进口产品；未涂层熔融石英毛细
管（国产）。

试剂除无水乙醇和色谱纯乙腈外，冰乙酸、硼

砂、氢氧化钠、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）和聚乙二醇
２００００均为分析纯，均为市售产品。
１．２　试验方法
１．２．１　气相色谱法　①标准溶液的配制：称取一定
量的ＯＰＡ标准品，用无水乙醇配制成质量浓度为
１０００ｍｇ／Ｌ的标准溶液，然后再用无水乙醇在
７ｍｇ／Ｌ～２００ｍｇ／Ｌ范围内将其稀释成标准系列浓
度。②样品溶液的配制：将样品用无水乙醇稀释
１００倍，或者按照样品标识稀释至标准系列范围内。
③气相色谱条件：色谱柱用ＨＰＤＢ－ＷＡＸ毛细管色
谱柱（３０．０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５ｍ）；检测器为 ＦＩＤ
检测器；柱温 １８０℃；汽化室温度 ２１０℃；检测器温
度２３０℃；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；分流比为５０∶１；氢气

３０ｍｌ／ｍｉｎ，空气４００ｍｌ／ｍｉｎ，氮气４０ｍｌ／ｍｉｎ；进样
体积为１μｌ。④样品测定：在选定的气相色谱条件
下，将标准系列及样品溶液依次注入气相色谱仪，用

外标法计算出样品中ＯＰＡ含量。
１．２．２　液相色谱法　①样品稀释液的配制：往
３５０ｍｌ浓度为９０００ｍｇ／Ｌ的冰乙酸中加入１５０ｍｌ
的乙腈制得样品稀释液。②标准溶液的配制：称取
一定量的ＯＰＡ标准品，用样品稀释液配制成质量浓
度为１０００ｍｇ／Ｌ的标准溶液，然后再用样品稀释液
在１０ｍｇ／Ｌ～２００ｍｇ／Ｌ范围内将其稀释成标准系列
浓度。③样品溶液的配制：将样品用样品稀释液稀
释１００倍，或者按照样品标识稀释至标准系列范围
内。④ 液相色谱条件：色谱柱为 ＳｈｉｓｅｉｄｏＣ１８
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相 Ａ为乙腈；流动
相Ｂ为水，Ｖ（Ａ）∶Ｖ（Ｂ）＝３０∶７０。进样量为５μｌ；
流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；二极管阵列检测器
波长为２５４ｎｍ。⑤样品测定：在选定的液相色谱条
件下，将标准系列及样品溶液依次注入液相色谱仪，

用外标法计算出样品中ＯＰＡ含量。
１．２．３　毛细管电泳法　①分离缓冲液的配制：分别
称取硼砂 １．０４９ｇ、ＳＤＳ１．００９ｇ和 ＰＥＧ２００００
０．７５ｇ，置于同一塑料离心管中，加４０ｍｌ水溶解，再
加水至５０ｍｌ刻度，混匀，配制成含有５５ｍｍｏｌ／Ｌ硼
砂、７０ｍｍｏｌ／ＬＳＤＳ和１５ｇ／ＬＰＥＧ２００００的分离缓
冲溶液。②样品稀释液的配制：取１．４４ｍｌ冰乙酸
用水稀释至５００ｍｌ，配制成５０ｍｍｏｌ／Ｌ的乙酸溶液。
③样品溶液的配制：将样品用样品稀释液稀释
１００倍，或者按照样品标识稀释至标准系列范围内。
④标准溶液的配制：称取一定量的 ＯＰＡ标准品，用
样品稀释液配制成质量浓度为１０００ｍｇ／Ｌ的标准
溶液，然后再用样品稀释液在８ｍｇ／Ｌ～２００ｍｇ／Ｌ范
围内将其稀释成标准系列浓度。⑤电泳条件：分离
柱为未涂层熔融石英毛细管，５０．２ｃｍ（有效长度为
４０ｃｍ）；电压为１７ｋＶ；进样压力３．４４８ｋＰａ，进样时
间１２ｓ；检测波长２１４ｎｍ；清洗程序包括新装毛细
管在使用前分别用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液冲洗２０ｍｉｎ，
水冲洗５ｍｉｎ，分离缓冲溶液冲洗５ｍｉｎ。每次进样
前依次用 １ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠冲洗 １．５ｍｉｎ，水冲洗
１．５ｍｉｎ，分离缓冲溶液冲洗１．５ｍｉｎ。⑥样品测定：
在选定的电泳条件下，将标准系列及样品溶液依次

注入毛细管电泳仪，用外标法计算出样品中 ＯＰＡ
含量。

２　结果

２．１　方法学参数的确定
在选定的最佳仪器条件下，以 ＯＰＡ的质量浓度
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为横坐标，峰面积（ＣＥ方法为校正峰面积）为纵坐
标，绘制校准曲线。检出限和定量限分别以噪音的

３倍和１０倍计算。３种仪器方法 ＯＰＡ校准曲线的
线性范围、回归方程、相关系数（ｒ）、检出限和定量
限详见表 １。结果显示，３种方法在 １０ｍｇ／Ｌ～
２００ｍｇ／Ｌ范围内线性良好，检出限以液相色谱法最
低，气相色谱法和毛细管电泳法相差不大，３种方法
检出限及定量限均可满足日常检测的要求。

表１　３种检测方法的参数确定结果

检测方法
线性

回归方程

相关

系数

（ｒ）

线性

范围

（ｍｇ／Ｌ）

检出限

（ｍｇ／Ｌ）
定量限

（ｍｇ／Ｌ）

液相色谱法 ｙ＝０．２７３ｘ－０．０４６ ０．９９９８７．０～２００ ２．０ ７．０
气相色谱法 ｙ＝５．８４×１０３

ｘ－２．８８×１０３
０．９９９９１．０～２００ ０．３ １．０

毛细管电泳法 ｙ＝３８．６２ｘ－５１．８０ ０．９９９８８．０～２００ ２．５ ８．０

２．２　方法的精密度与准确度
在不含 ＯＰＡ的空白样品中分别加入一定量的

ＯＰＡ标准进行加标，回收率试验结果表明，３件空白
样品回收率范围液相色谱法为８８．１％ ～９９．４％，气
相色谱法在 ９０．０％ ～１０４．０％，毛细管电泳法为
８５．２％～１００．２％（表２）。相对标准偏差（ＲＳＤ）气
相色谱法最大，其次为毛细管电泳法，液相色谱法最

低，但均＜５％。

表２　３种方法加标回收率结果（ｎ＝６）

检测方法
样品

编号

加标量

（ｍｇ／Ｌ）
平均回收率

（％）
回收率范围

（％）
相对标准

偏差（％）

气相色谱法 １＃ ０．５ ９６．７ ９０．０～１０２．０ ４．５
２＃ ０．５ ９８．０ ９０．０～１０２．０ ４．７
３＃ ０．５ ９７．３ ９２．０～１０４．０ ５．０

液相色谱法 １＃ ２０ ９３．９ ９０．５～９５．８ ２．０
４０ ９５．５ ９３．２～９９．４ ２．６
８０ ９４．０ ９１．４～９５．８ １．９

２＃ ２０ ９１．４ ９０．１～９３．０ １．０
４０ ８９．６ ８８．１～９１．１ １．４
８０ ９６．６ ９５．２～９８．１ １．１

３＃ ２０ ９７．７ ９５．０～９９．２ １．６
４０ ９６．４ ９１．７～９８．３ ２．９
８０ ９２．７ ９１．０～８４．１ １．３

毛细管电泳法 １＃ ２０ ９０．１ ８７．８～９５．５ ３．６
４０ ９６．９ ９４．６～９８．３ １．４
８０ ９７．７ ９６．８～１００．２ １．３

２＃ ２０ ９４．６ ９１．６～１００．２ ３．１
４０ ９５．０ ９０．４～９９．２ ４．１
８０ ９８．４ ９７．９～９９．２ ０．５

３＃ ２０ ９０．６ ８５．２～９４．５ ４．２
４０ ９６．６ ９４．９～９９．０ １．６
８０ ９７．６ ９６．０～９９．７ １．３

　注：气相色谱法加标量均为０．５％。

２．３　样品测定结果
分别用３种仪器方法对９件产品进行３次平行

测定，结果表明，相对标准偏差均＜５％，平均值测定
结果见表３。用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行单因素方
差分析，３种方法测定结果差异无统计学意义，Ｆ值
＝０．２１８，Ｐ值＝０．８０６。

表３　３种检测方法测定产品中ＯＰＡ含量

样品

编号

３种方法测定结果（ｍｇ／Ｌ）

气相色谱法 液相色谱法 毛细管电泳法

１ ６０００ ５４００ ６１００
２ ５３００ ５３００ ５２００
３ ６０００ ５９００ ５９００
４ ４９００ ５１００ ５０００
５ ３８００ ４１００ ４５００
６ ４４００ ４６００ ４８００
７ ６０００ ５２００ ６０００
８ ３３００ ４２００ ４２００
９ ４９００ ５１００ ４９００

３　讨论

文献方法〔７，８〕使用 ５０％乙醇 －水溶液稀释样
品，以避免ＯＰＡ受乙醇峰的干扰而影响测定。但一
般使用毛细管柱会尽量避免样品中含水，因为在一

般的溶剂中，水具有最大的气化膨胀体积，易造成样

品蒸汽膨胀出衬管形成“倒灌”直接影响重现性，另

外由于水能够形成３维空间结构的强氢键极性化合
物，与毛细管柱内表面的固定相发生亲和作用，使柱

效下降。故本研究将５０％乙醇 －水溶液更换为无
水乙醇，并同时将分流比由文献使用的３０∶１改为
５０∶１，这样就避免了乙醇的干扰，获得了满意的
结果。

文献报道的液相色谱法〔８，９〕用水与一定比例的

乙腈作为样品稀释液配制 ＯＰＡ标准，ＯＰＡ不稳定，
需要放置２ｈ。本研究使用纯乙腈配制 ＯＰＡ，尽管
灵敏度高且峰形对称，但稳定性依然不好。经过对

ＯＰＡ在酸性（乙酸）条件的稳定性进行考察，发现在
乙酸条件下 ＯＰＡ的稳定性最好，１ｈ左右就能够稳
定，但峰形较差，因此在乙酸中加入一定量的乙腈，

对不同比例的乙腈和乙酸混合溶液溶解 ＯＰＡ进行
稳定性试验，最终发现 ３０％ 乙腈和 ７０％ １５０
ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸作为 ＯＰＡ样品稀释液，峰形和稳定性
均可满足分析要求。为进一步考察样品稀释液稀释

样品后 ＯＰＡ的稳定性，将９件样品用 ＯＰＡ样品稀
释液稀释１００倍，分别放置一定的时间后进行 ＯＰＡ
测定，测定结果显示，１ｈ后９个样品中的ＯＰＡ趋于
稳定，比文献〔８，９〕的稳定时间减少了１ｈ。

（下转第４８６页）
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离子，对环境影响较小，在水中不会产生毒副产物，

其消毒高效、安全、无残留的优势适用于动物养殖。

ＮＤＶ与ＡＩＶ均为有囊膜的病毒，低中效消毒剂
就可以达到消毒效果〔８〕。ＮＤＶ病毒虽然只有一个
血清型，但不同毒株之间毒力差异较大，致病性千差

万别，经过多年疫苗免疫，目前强毒株在禽群内已很

少分离到，临床病例多为非典型的温和症状。尽管

如此，为稳妥起见本试验依旧选择强毒株 ＮＤＶ，研
究表明，过硫酸氢钾复合粉对禽流感 Ｈ９Ｎ２病毒具
有较好的杀灭效果，在低浓度短时间内即可将其全

部灭活，而新城疫强毒株 １２５０ｍｇ／Ｌ稀释浓度
１０ｍｉｎ及以上杀灭效果良好，想要短时间内灭活新
城疫强毒则需要提高消毒剂浓度，这与王娟等研究

结果一致〔９〕。总之，过硫酸氢钾复合粉是一种安全

有效的消毒剂，值得在家禽养殖场所推广使用。

本试验所得数据仅为试验条件下对２种病毒的
杀灭效果进行评价，对其他病原体的杀灭浓度及在

规模化养禽场中的应用效果还需结合周边环境、流

行的病原微生物种类及性价比等因素进一步验证。
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（上接第４８３页）
　　本实验室曾以胶束电动毛细管色谱分离模式，
以２０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂 ＋８０ｍｍｍｏｌ／ＬＳＤＳ为分离缓冲
溶液，实现了 ＯＰＡ、对氯间二甲苯酚和三氯生的同
时分离与测定〔１１〕。用此方法对９件 ＯＰＡ的样品进
行测定时发现，有的样品存在干扰，尽管改用 ２５４
ｎｍ进行检测可消除部分干扰，但干扰依然存在，且
灵敏度显著下降。为此我们对分离缓冲溶液进行了

优化，加 入 了 经 常 被 用 于 改 善 分 离 的 ＰＥＧ
２００００〔１２，１３〕，并运用三因素七水平的均匀试验设计
方法对缓冲液中的硼砂、ＳＤＳ和ＰＥＧ２００００的浓度
进行选择，结果确定分离缓冲液组成为５５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２Ｂ４Ｏ７＋７０ｍｍｏｌ／ＬＳＤＳ＋１５ｇ／ＬＰＥＧ２００００，在
此分离缓冲液中ＯＰＡ的峰形最好且分离度最佳。

本研究在已有文献基础上，对上述３种仪器方
法进行了优化，并用优化的方法对９件 ＯＰＡ样品进
行测定，尽管３种方法测定原理不同，但均获得了一
致的测定结果，这样可以在遇到重大或可疑样品时，

运用不同原理的方法进行互相印证，确保分析结果

的准确性。
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