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ASE萃取 - SPE净化 - HPLC法测定土壤中多环芳烃
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摘 　要 :建立了加速溶剂萃取 -固相萃取净化 - 高效液相色谱测定土壤中 16种多环芳烃的方法 ,优化了试验条件。

方法线性关系良好 , 16种多环芳烃的检出限在 0. 412 ng/g～3. 974 ng/g之间 ,空白加标试验的相对标准偏差在 1. 2% ～

12. 7%之间 ,基质加标回收率在 60. 4% ～126%之间。实际样品的测定结果表明该方法分离效果好 ,能够满足土壤分析的

要求。
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Abstract: A method was established by high effective liquid chromatography determ ination of 16 polycyclic

aromatic hydrocarbons in soil samp les with accelerated solvent extraction purify coup led with solid2phase extrac2
tion cleanup after detective condition was op tim ized. The linear relations between absorp tion value and each poly2
cyclic aromatic hydrocarbon mass concentration were good, and detection lim its ranged from 0. 412 ng /g to

3. 974 ng/g. The relative standard deviations of blank standard addition ranged from 1. 2% to 12. 7%. The ma2
trix sp ike recovery ranged from 60. 4% to 126%. The results of actual samp les determ ination show the method

has good effect of separation and meets the demand of soil analysis.
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　　多环芳烃 ( Polycyclic A romatic Hydrocarbons,

PAH s)广泛分布于天然环境中 ,具有极强的致癌、

致畸、致突变性 ,已被列入优先控制污染物名单。

土壤中的 PAH s主要来自大气沉降、污水灌溉、污

泥农用、工业渗漏等 [ 1 ]
,可通过植物根系吸收进入

食物链 ,在动物体内积聚 ,最终威胁人类健康。对

土壤中 PAH s的研究国外已经开展 [ 2 - 3 ]
,近年来国

内科研工作者也对其分析方法、分布规律等进行了

一些研究 [ 4 - 5 ]。

土壤中 PAH s的分析关键在于其提取和净化

方法。提取方法有液 - 液萃取、索氏提取、超声波

提取、超临界流体萃取、微波萃取等 ,虽然方法成

熟 ,回收率比较稳定 ,但都存在着有机溶剂消耗量

大、萃取时间长的缺点 [ 6 ]。净化方法大多采用硅

胶柱 ,需耗费大量的有机溶剂 ,而且人工填充硅胶

不够密实 ,遇到复杂基质时净化效果难以保证。

加速溶剂萃取 (ASE)是一种在较高的温度和

较大的压力下用溶剂萃取固体或半固体的样品前

处理方法 ,具有有机溶剂用量少、萃取速度快、样品

回收率高等优点 ,已广泛应用于土壤样品的前处

理 [ 6 ]。固相萃取 ( SPE)是用固体物质作为萃取剂
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从样品中提取某些组分的方法 [ 7 ]
,也可应用于提

取液的纯化 [ 8 - 9 ]。今采用 ASE萃取 - SPE净化 -

高效液相色谱 (HPLC)法测定土壤中 16种 PAH s,

溶剂用量小 ,方法快速准确。

1　试验

1. 1　主要仪器与试剂

D IONEX ASE 300型加速溶剂萃取仪 ; SUPEL2
CO V isip repTM DL 12 孔固相萃取装置 ; SUPEL2
CLEAN ENV I - Florisil固相萃取柱 , 6 mL, 1 g; H I2
TACH IL - 6200型高效液相色谱仪 ,三元梯度泵 ;

H ITACH IAS - 4000型自动进样器 ; H ITACH I L -

4200H型紫外检测器 ; H ITACH I 2500型色谱积分

仪 ; SupelcosilTM LC - PAH专用液相色谱柱 , 25 cm

×4. 6 mm ×5μm;分析天平 ;旋转蒸发仪 ;氮吹仪 ;

超声波清洗器 ;超纯水机。

EPA 610 PAH s混合标样 , Supelco公司 ,其中

萘、二氢苊 1 000 mg/L ,苊 2 000 mg/L ,芴、荧蒽、苯

并 ( b ) 荧蒽、苯并 ( a, h ) 蒽、苯并 ( g, h, i) 芘

200 mg/L ,菲、蒽、芘、苯并 ( a)蒽、艹屈、苯并 ( k)荧

蒽、苯并 ( a)芘、茚并 ( 1, 2, 3 - cd)芘 100 mg/L;

PAH s标准储备液 ,用乙腈将混合标样稀释而成 ,

其中萘、二氢苊 10 mg/L ,苊 20 mg/L,芴、荧蒽、苯

并 ( b)荧蒽、苯并 ( a, h)蒽、苯并 ( g, h, i)芘 2 mg/L ,

菲、蒽、芘、苯并 ( a)蒽、艹屈、苯并 ( k)荧蒽、苯并 ( a)

芘、茚并 ( 1, 2, 3 - cd)芘 1 mg/L;二氯甲烷 ,农残

级 , D IKMA公司 ;正己烷 ,农残级 , SIGMA公司 ;丙

酮 ,农残级 , FLUKA公司 ;乙腈 ,农残级 ,MERCK公

司 ;无水硫酸钠 ,分析纯 ,于 400 ℃加热 4 h,除去水

分及吸附于表面的有机物 ,冷却后保存 ;高纯氮气 ,

纯度 99. 999% ;石英砂 , 60目～100目 ,试验前索氏

提取 ,先用二氯甲烷抽提 16 h,再更换新的二氯甲

烷抽提 5 h,用高纯氮气吹干后密封保存。

1. 2　ASE萃取

将土壤样品风干研磨后过 60目筛 ,取 10 g与

硅藻土混合后填满 33 mL萃取池。在预备性试验

中 ,可以用石英砂代替土壤。取 10 g石英砂 ,加入

1 mL标准储备液 ,装入 33 mL萃取池 ,用硅藻土填

满。以二氯甲烷 /丙酮混合液 (体积比为 1∶1)为溶

剂萃取 ,萃取条件如下 :提取温度 140 ℃;系统压强

10. 3 MPa;加热时间 7 m in;静态萃取时间 5 m in;清

洗体积 19. 8 mL (占萃取池体积的 60% ) ;氮吹时

间 60 s;循环次数 2次。

1. 3　SPE净化

使用 Florisil固相萃取柱净化 ,除去萃取液中

的杂质。净化前先将萃取液上旋转蒸发仪浓缩 ,转

换溶剂为正己烷 ,浓缩至 2 mL。 SPE净化分以下

几步 :活化 ,取 5 mL丙酮 /正己烷混合液 (体积比

为 1∶9)加入柱管 ,用真空泵以低于 5 mL /m in的流

量抽至液面与固相物质持平 ,再加入 5 mL正己烷

同上处理 ,活化时柱床不能抽干 ;上柱 ,将 2 mL萃

取液加到柱内 ,用少量正己烷清洗容器 ,将清洗液

一并加入柱内 ,用真空泵以低于 5 mL /m in的流量

过柱 ,抽空 ,用鸡心瓶收集流出液 ;淋洗 ,向柱中加

入 5 mL丙酮 /正己烷混合液 (体积比为 1∶9) ,以

5 mL /m in的流量淋洗 ,抽空 ,收集淋洗液于同一鸡

心瓶中。用高纯氮气将淋洗液与流出液吹至近干 ,

转换溶剂为乙腈 ,定容至 1 mL待测。

1. 4　色谱条件

PAH专用色谱柱 , 25 cm ×4. 6 mm ×5μm;柱

温 25 ℃;进样体积 40μL;流量 1. 5 mL /m in;紫外

检测器波长 254 nm;流动相为乙腈和水 ;梯度淋

洗 ,洗脱溶剂体积分数变化见表 1。

表 1　洗脱溶剂体积分数变化

时间 t /m in 乙腈体积分数 /% 水体积分数 /%

0 60 40

3 60 40

15 100 0

30 100 0

32 60 40

35 60 40

2　结果与讨论

2. 1　试验条件优化

2. 1. 1　ASE萃取条件优化

萃取溶剂采用二氯甲烷 /丙酮混合液 (体积比

为 1∶1) [ 10 ]。取 5份石英砂 ,加入等量的标准储备

液 ,分别于 100 ℃、120 ℃、140 ℃、160 ℃、180 ℃萃

取 ,结果见图 1。由图 1可见 , PAH s的提取效率随

萃取温度的增加而提高 , 140 ℃时达到最大值 ,之

后开始下降 ,由此确定最佳萃取温度为 140 ℃,与

相关研究结果一致 [ 11 ]。

2. 1. 2　SPE净化条件优化

影响 SPE净化的因素主要有过柱流量和淋洗

液体积。分析物的回收率与淋洗液体积、流量成反

比 ,因而控制流量为 5 mL /m in
[ 12 ]。对于富集在萃
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图 1　不同萃取温度下 PAH s的提取效率

取柱上的少量 PAH s,为了确保淋洗彻底 ,改变淋洗

液体积 ,绘制淋洗曲线 ,见图 2。由图 2可见 ,当淋

洗液体积为 5 mL 时 ,回收的 PAH s总质量已经

稳定。

图 2　PAH s淋洗曲线

2. 2　定性方法

用标准储备液直接进样 ,进样体积为 40μL,

根据色谱峰保留时间定性。16种 PAH s标准色谱

峰见图 3。

图 3　16种 PAH s标准色谱峰

2. 3　定量方法

配制 0. 5 mg/L、1 mg/L、2 mg/L、5 mg/L、

8 mg/L、10 mg/L 萘、二氢苊 , 1 mg/L、2 mg/L、

4 mg/L、10 mg/L、16 mg/L、20 mg/L苊 , 0. 1 mg/L、

0. 2 mg/L、0. 4 mg/L、1. 0 mg/L、1. 6 mg/L、

2. 0 mg/L芴、荧蒽、苯并 ( b)荧蒽、苯并 ( a, h)蒽、苯

并 ( g, h, i)芘 , 0. 05 mg/L、0. 1 mg/L、0. 2 mg/L、

0. 5 mg/L、0. 8 mg/L、1. 0 mg/L菲、蒽、芘、苯并 ( a)

蒽、艹屈、苯并 ( k)荧蒽、苯并 ( a)芘、茚并 ( 1, 2, 3 -

cd)芘混合标准溶液系列 ,以质量浓度为横坐标、

峰面积为纵坐标绘制标准曲线 ,见表 2。

表 2　16种 PAH s的标准曲线

化合物 回归方程 相关系数 r

萘 y = 5 439. 5x - 721. 06 0. 998 3

苊 y = 3 865. 1x - 1 602. 4 0. 997 9

二氢苊 y = 2 199. 3x + 265. 22 0. 998 9

芴 y = 34 914x + 25. 625 0. 999 8

菲 y = 59 831x + 212. 81 0. 999 6

蒽 y = 118 668x - 110. 66 0. 999 9

荧蒽 y = 16 112x - 295. 84 0. 995 7

芘 y = 15 177x + 330. 04 0. 999 6

苯并 ( a)蒽 y = 37 289x - 441. 38 0. 999 3
艹屈 y = 57 635x - 572. 2 0. 999 7

苯并 ( b)荧蒽 y = 40 751x - 452. 79 0. 999 3

苯并 ( k)荧蒽 y = 30 776x - 527. 99 0. 999 8

苯并 ( a)芘 y = 40 843x - 1 116. 2 0. 999 6

苯并 ( a, h)蒽 y = 9 311. 8x - 103. 74 0. 996 2

苯并 ( g, h, i)苝 y = 12 790x - 305. 11 0. 999 1

茚并 (1, 2, 3 - cd)芘 y = 33 227x - 505. 86 0. 999 5

2. 4　方法检出限

采用基质加标 (将 PAH s标准储备液稀释 50

倍后取 1 mL 加入基质 ) ,平行测定 6次 ,按文献

[ 13 ]方法计算 ,萘、苊、二氢苊、芴、菲、蒽、荧蒽、

芘、苯并 ( a)蒽、艹屈、苯并 ( b)荧蒽、苯并 ( k)荧蒽、苯

并 ( a)芘、苯并 ( a, h)蒽、苯并 ( g, h, i)苝、茚并 (1,

2, 3 - cd ) 芘 的 检 出 限 分 别 为 2. 541 ng/g、

3. 974 ng /g、1. 496 ng /g、0. 412 ng/g、0. 662 ng/g、

0. 784 ng /g、1. 212 ng/g、1. 080 ng/g、0. 735 ng/g、

0. 960 ng /g、0. 976 ng/g、0. 704 ng/g、0. 480 ng/g、

1. 005 ng /g、1. 395 ng/g、0. 489 ng/g。

2. 5　方法精密度与回收率

取 5份石英砂 ,分别加入 0. 5 mL PAH s标准储

备液 ,用该方法分析 , 16 种 PAH s的回收率在

60. 4%～126%之间 ,测定结果的相对标准偏差在

1. 2% ～12. 7%之间。

2. 6　实际样品测定

将从山西太原某县采集的土壤样品风干研磨

后过 60目筛 ,取 10 g与硅藻土混合后填满 3 3mL

萃取池 ,用该方法分析 ,色谱峰见图 4。由图 4可

见 , 1 6种 PAH s均检出 ,质量比在 9. 0μg / kg～

(下转第 31页 )
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420. 19μg/kg之间 ,分离效果较好 ,土壤中的杂质

干扰得到了有效去除。

图 4　实际样品高效液相色谱峰

3　结论

采用 ASE萃取 - SPE净化 - HPLC法测定土

壤中的 PAH s,方法精密度良好 ,空白加标试验的相

对标准偏差在 1. 2% ～12. 7%之间 ,准确度较高 ,

基质加标回收率在 60. 4% ～126%之间。应用该

方法测定实际土壤样品 , 16种 PAH s均检出并达到

较好的分离效果 ,同时有效去除了杂质干扰 ,能够

满足土壤分析的要求。
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