含LAS水样中菲的提取、净化和测定的处理方法探讨
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摘要：含高浓度阴离子表面活性剂水样中多环芳烃的测定存在一定的困难。本文报道采用不同浓度的浓硫酸破乳、不同的提取和分离步骤对HPLC法测定这种水样中(菲)多环芳烃的影响。表明15ml浓硫酸破乳、用二氯甲烷10mL超声萃取3次可达到满意的测定回收率和准确度。该法最低检测限为0.013 mg·L-1，线性范围0.013-2 mg·L-1，回收率84.6%～99.0%，相对标准偏差（RSD，n=8）为5.8%。所建立的方法操作简单，回收率和重复性均符合水样中多环芳烃HPLC法测定要求。
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Measurement of phenanthrene in Water Samples Containing LAS Surfactant
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Abstract: Surfactant can interfere determination of PAHs by emulsifying reaction for water having high surfactant content. This present studies, combining strong H2SO4 with altrosonication extraction, improved the phenanthrene determination for water samples with surfactant by HPLC/SFD analysis techniques. The results showed that the amount of strong H2SO4 breaking with emulsion caused by LAS was about 15 mL. In addition, the method of dichloromethane (10mL×3) extracter was higher accuracy and recovery than that of dichloromethane (10mL×2) and n-Hexane (10mL×2). By the former measurement, the lowest determination and the linearity ranges for phenanthrene were 0.013mg•L-1 and 0.013-2mg•L-1, respectively. The recoveries of phenanthrene in water sample were 84.6%～99.0% and RSD were 5.8%. 
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环境中多环芳烃(PAHs)是一类具有很强“三致”效应而列入优控名单的有毒有机污染物，其在土壤-水体-大气中的迁移和转化行为以及在生物体内的富集是环境科学研究的热点之一。表面活性剂因具有亲水亲油、降低溶剂表（界）面张力、特殊吸附的性质[1]，常被用来于减少多环芳烃在土壤和沉积物颗粒中吸附积累[2,3]。在土壤以及相关的水体中，表面活性剂常常有一定浓度的存在[4]。有关环境样品中多环芳烃检测的方法报道很多[5,6,7,8]，但含有表面活性剂水样中的测定多环芳烃的测定方法研究还少见报道。测定样品中含有一定量的表面活性剂时，阴离子表面活性剂在萃取过程中常常会与萃取剂在界面产生乳化现象，不能明显分层，从而干扰测定。通常可以采用加入饱和硫酸钠水溶液、硫酸和离心机分离的方法破乳[9],有机相界面明显且清澈的分层。

本文采用十二烷基苯磺酸钠(LAS)作为阴离子表面活性剂，以菲作为环境样本中待测的多环芳烃，试验探索用浓硫酸消除乳化现象，在不同表面活性剂浓度和菲浓度下而实现准确测定菲的条件、方法和实验步骤。实验中，以加入硫酸和离心的方法破乳，二氯甲烷超声波萃取，取有机相，氮气吹干用环己烷转移硅胶柱净化，乙腈定容，HPLC/SFD测定。
1 材料与方法

1.1 实验设计: 

为了在含有较高浓度十二烷基苯磺酸钠(LAS)的水样中浓硫酸破乳的效果，采用不同浓度硫酸破乳实验达到采用合理浓硫酸用量而准确测定水样中菲。实验设计及步骤如下：

1.1.1配制菲标准溶液：准确称取0.1克菲, 溶于25mL乙腈中，配制成浓度4000 mg•L-1的母液，然后稀释为20 mg•L-1备用。
1.1.2配制不同浓度的溶液：称取10克化学纯LAS, 溶于1L水中，配制成浓度10g•L-1的母液，加入菲标准溶液作为含阴离子表面活性剂的水样。进一步稀释为含LAS100 mg•L-1、500 mg•L-1、800 mg•L-1、10000 mg•L-1的系列水样；

1.1.3不同浓度浓硫酸破乳试验：分别取20mL上述LAS系列水样，加入40mL离心管中，加10mL浓硫酸，然后加入10mL二氯甲烷盖紧于超声水浴中超声萃取30min。3000 rpm离心10min分层。

1.1.4分离、净化、测定：

   按上述步骤用二氯甲烷超声再连续萃取2次，将3次萃取的有机溶剂合并用高纯氮气吹干，加入1mL 环己烷待净化[10，11]。

取活化好的硅胶1g溶于10mL正己烷静置15min，将其装入层析柱，加入少量无水硫酸钠，轻敲柱下部使之紧实。待正己烷全部流出后，加入待净化的提取物，待全部流出后加入0.5 mL二氯甲烷除去杂质，然后用5mL洗脱液（二氯甲烷和正己烷体积比为1∶1），同时收集全部洗脱液并用氮气吹干。用乙腈定容至1mL，过0.45µm微孔滤膜后用HPLC/SFD分析测定[8]。

1.1.5 提取剂和萃取次数对测定的影响试验：
样品提取净化方法上述步骤相同，在二氯甲烷10mL提取剂超声波萃取、离心次数2次后，进一步用正己烷5 mL超声波萃取、离心2次，合并超声萃取4次后的有机相, 高纯氮气吹干，经硅胶层析柱净化，乙腈定容至1mL，过0.45µm微孔滤膜后观察提取剂和萃取次数测定结果的影响。

1.2主要仪器和试剂

1.2.1高效液相色谱仪，配备SUPELCOSil，LC2PAH 专用分析柱( 15cm×5cm ,5μm) 及Waters474SFD 和Waters2487UVD 双检测器；2210E-MTH超声波清洗器；TDL-5-A离心机；氮吹浓缩仪。
1.2.2 流动相：乙腈( HPLC) , 购自德国Merck 公司；甲醇(HPLC)，购自美国Tedia 公司；菲购自美国Supelco 公司。二氯甲烷、正己烷、环己烷均为分析纯，经全玻璃器皿重蒸馏后使用；层析用硅胶为100～200目（分析纯）。硅胶在130℃下活化16 h 备用。液相分析用水为18MΩ超纯水，其他用水未加说明的均为>5MΩ的去离子水。

1.2.3十二烷基苯磺酸钠（LAS），购自上海精析化工科技有限公司，化学纯。

1.3测定的色谱条件

流动相为乙腈∶水，体积比60∶40，流速1.0mL· min-1；检测波长474SFD λex = 245nm，λem= 390nm；柱温保持30℃±1℃；进样体积10µL 

2 结果与讨论

2.1 硫酸加入量的影响
由于液液萃取因阴离子表面活性剂的存在会与萃取剂在界面产生乳化现象，不能明显分层，需要加入硫酸破乳，阴离子表面活性剂浓度的大小决定硫酸的加入量。实验观察表明，加入10mL的硫酸可使十二烷基苯磺酸钠浓度为100 mg•L-1、500 mg•L-1、800 mg•L-1的溶液消除乳化现象，而浓度为10000 mg•L-1的样品白色乳化现象依然明显。因40mL离心管体积决定10000 mg•L-1的样品需要取15mL，加入15 mL硫酸，再加10mL二氯甲烷，经超声、离心处理后明显分层，完全消除乳化现象。

2.2 提取剂和萃取次数的改变对测定结果的影响

采用二氯甲烷10 mL×2和正己烷5 mL×2液液萃取，加入硫酸破乳，取有机相，氮气吹干后用环己烷1mL转移硅胶柱净化，乙腈定容至1mL用HPLC/SFD测定。改变提取剂二氯甲烷萃取三次，取有机相，氮气吹干用环己烷1mL转移，硅胶柱净化，乙腈定容至1mL用HPLC/SFD测定。两种不同前处理方法的结果比较见表1。

表1 两种不同提取方法对菲的加标回收率的比较

Table1  Comparison of recovery of spiked phenanthrehe by two different extraction procedures

	提取剂剂量与次数
	加标量 /mg•L-1
	加标回收率/%
	RSD

/%

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	平均值
	

	二氯甲烷10mL×3
	1
	89.9
	99.0
	97.4
	94.4
	85.6
	84.6
	85.7
	86.8
	90.4
	5.8

	二氯甲烷10mL×2+正己烷10mL×2
	1
	11.2
	76.7
	45.7
	27.5
	87.3
	79.4
	78.1
	50.9
	57.1
	27.7


通过比较两种萃取方法的加标回收率可以看出，用二氯甲烷10 mL×3萃取方法的加标回收率为84.6%～99.0%，RSD（n=8）为5.8%。用二氯甲烷10 mL×2和正己烷5 mL×2萃取方法的加标回收率为11.2%～87.3%，RSD（n=8）为27.7%。二氯甲烷和正己烷液液萃取萃取时间长，次数多，回收率反而不高，并且重复性很差，相对标准偏差也不能达到分析的要求。因此用二氯甲烷萃取三次的方法较二氯甲烷和正己烷萃取快速，简单，灵敏，回收率高，重复性好。
2.3 方法的工作曲线，检测限和精密度：

将多环芳烃（菲）的标准溶液稀释配制成系列浓度为0.1mg•L-1、0.2mg•L-1 、0.4 mg•L-1、 1 mg•L-1、2 mg•L-1的待测溶液，进样10μL做HPLC分析，以多环芳烃（菲）的峰面积y 与其相应浓度x 进行回归分析，作图得标准曲线 y=9E-08x-0.0335，相关系数达到0.9996，线性范围0.013-2 mg•L-1，以基线噪音的3 倍为检测量达0.013 mg•L-1。

可见本方法有很好的线性范围、相关系数以及灵敏度, 能够满足环境样品中痕量PAH s 的定量分析需要。

采用为1mg•L-1、2mg•L-1、4mg•L-1的菲加标浓度系列做3 次平行加标回收率实验, 以验证优化后的超声波萃取-高效液相色谱法的准确度和精密度。
在含阴离子表面活性剂的水样加入多环芳烃（菲）的标准溶液配制成1mg•L-1、2mg•L-1、4mg•L-1溶液，做3 次平行加标回收率实验的结果见表2。可见，三种不同标准菲浓度下测定的菲回收率为73.6%～96.4%，相对标准偏差6.3～7.0%。因此，本方法的准确度和精密度均达到多环芳烃分析要求[9]。
表2 水样中菲加标回收率

Table1 Recovery of 3 spiked phenanthrehe treatments of water samples
	菲加标量/ mg•L-1
	加标回收率/%
	RSD/%

	
	1
	2
	3
	平均值
	

	1
	86.3
	96.4
	83.6
	82.6
	6.8

	2
	92.7
	82.9
	94.6
	90.1
	6.3

	4
	86.9
	84.3
	73.6
	81.6
	7.0


3结论

    本文报道的含LAS的水样中菲的测定方法，用15ml浓硫酸破乳、二氯甲烷超声萃取3次前处理，再通过硅胶柱净化，继而用HPLC/ SFD测定可达到满意的回收率和准确度。看来，该方法具有操作简单，省时，回收率高，重复性好。所建立的提取和处理方法可以用于用含高浓度阴离子表面活性剂水样中多环芳烃的HPLC法分析测定。
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