土壤样品中酞酸酯含量分析的前处理研究：提取液浓缩过程与净化的影响
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摘  要  通过比较索氏提取和超声提取这两种提取土壤酞酸酯的方法，认为从提高回收率和降低背景干扰角度出发，超声提取法更合适作为土壤酞酸酯分析的前处理。针对超声提取过程中的一些操作步骤的细节做了比较研究，表明提取液不蒸干可减少酞酸酯的挥发损失，提取液过净化柱与否对GC-MS分析多数酞酸酯组分影响不大，不过净化柱处理可提高土壤酞酸酯的分析效率，但土壤中过多的色素干扰可能会影响某些组分（如邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯）的分析结果。
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我国农田土壤的酞酸酯（Phthalate esters, PAEs）污染问题越来越受到人们关注[1]。北至黑龙江的哈尔滨，西至陕西的安康，南至海南雷州半岛以及东部沿海城市均检测到PAEs污染，而且多数达到mg kg-1的数量级浓度[2-5]。如太湖周边农田土壤的PAEs平均含量为1.34 mg kg-1[3]；雷州半岛的农业区土壤PAEs最高含量为5.45 mg kg-1[5]；而华南一些蔬菜基地土壤中，PAEs的最高含量可达35.62 mg kg-1[6]，这些均远高于荷兰土壤目标值（0.1 mg kg-1）[7]。土壤酞酸酯污染已经引起人们的重视，目前正在开展的全国土壤污染状况调查专项中已将酞酸酯列为必测项。土壤酞酸酯分析的样品前处理一般有索氏提取、超声提取、加速溶剂提取和微波辅助萃取等[5-6,8-10]。索氏提取和超声提取由于其操作简单和设备便宜等优点被广泛运用[5-6, 11-13]。但酞酸酯烷基链本身的长短和异构现象，导致其物理、化学和毒理学等环境特性具有较宽的变化范围[14-15]，一些酞酸酯物质（如邻苯二甲酸二异壬酯）在特定的分子量条件下存在着许多同分异构体，使这些物质在常规的定量分析方法上存在较大的争议[16]。同时，与其他污染物相比，酞酸酯在分析过程中更容易受溶剂、器皿和实验室环境等因素的影响[17]，因此对分析过程中的操作步骤要求更为严格。研究结果表明，索氏提取由于溶剂用量大，提取时间长等特点，容易带入较大的方法空白背景，而超声提取在提取剂用量与提取时间上有一定的优越性，能有效控制分析过程中受其他介质中酞酸酯的污染，并能获得良好的回收率，是一种较为合适的土壤酞酸酯分析的前处理方法[18-20]。但以往这些研究大多针对在不同方法体系中作比较研究，较少涉及其中的具体操作过程差异带来的影响，从而使其他操作者在实际操作过程中无法得到良好的参考借鉴[21]。针对这种情况，本文系统比较索氏提取和超声提取这两种常用提取方法在提取土壤酞酸酯上的差异，并针对超声提取法，分析了操作过程差异对土壤酞酸酯分析结果的影响，为优化土壤酞酸酯分析的前处理方法提供科学依据。

1材料与方法
1.1药品与试剂
11种酞酸酯标准物质和1种内标物均购自德国Dr公司（Dr. Ehrenstorfer GmbH, Germany）（见表1）。
正己烷：色谱纯，购自美国TEDIA公司（Tedia Company Inc., USA），用于配置标液和进样前定容；分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司，使用前进行重蒸，用于配置提取剂。

丙酮：分析纯，购自上海久亿化学试剂有限公司，使用前进行重蒸，用于配置提取剂和润洗玻璃器皿。
二氯甲烷：分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司，使用前进行重蒸，用于索氏提取剂。
无水硫酸钠：分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司，使用前400℃烘8 h后保存于干燥器中，用于有机相中除水。
佛罗里硅土：60~100目，购置美国Wz. der Floridin公司（Wz. der Floridin Campany，USA），用于提取液净化。
中速定性滤纸：12.5 cm直径，购自杭州新华纸业有限公司，用于提取液过滤。
0.2 µm针筒式滤膜：13 mm直径，有机系尼龙66，购自天津市津腾实验设备有限公司，用于进样前过滤（仅对无净化处理的浓缩定容液）。
一次性医用针筒（2 ml）：购自常州市春光医用器材有限公司，用于进样前过滤（仅用于不过净化柱的处理）。
表1 邻苯二甲酸酯类目标污染物

Table 1 Targeted PAEs contaminants
	污染物
Contaminant
	纯度
Grade of purity（%）
	化学式与分子量
Chemical formula and molecular weight
	备注
Remark

	DMP①
	99.0
	C10H10O4, 194.18
	—

	DEP②
	99.0
	C12H14O4, 222.34
	环境激素*

	DprP③
	99.0
	C14H18O4, 250.29
	环境激素*

	DBP④
	99.5
	C16H22O4, 278.34
	环境激素*

	DPP⑤
	99.5
	C18H16O4, 306.40
	—

	DHP⑥
	99.0
	C20H30O4, 334.45
	环境激素*

	DEHP⑦
	99.0
	C24H38O4, 390.56
	环境激素*

	DOP⑧
	99.0
	C24H38O4, 390.56
	—

	BBP⑨
	99.5
	C19H20O4, 312.36
	环境激素*

	DCHP⑩
	99.5
	C20H26O4, 330.42
	环境激素*

	DOA eq \o\ac(○,11)
	99.5
	C22H42O4, 370.57
	环境激素*

	BB eq \o\ac(○,12)
	99.0
	C14H12O4, 212.24
	内标物


①邻苯二甲酸二甲酯Dimethyl phthalate; ②邻苯二甲酸二乙酯Diethyl phthalate; ③邻苯二甲酸二丙酯Dipropyl phthalate; ④邻苯二甲酸二正丁酯Di-n-butyl phthalate; ⑤邻苯二甲酸二正戊酯Di-n-pentyl phthalate; ⑥邻苯二甲酸二正己酯Di-n-hexyl phthalate; ⑦邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯Bis(2-ethylhexyl) phthalate; ⑧邻苯二甲酸二正辛酯Di-n-octyl phthalate; ⑨邻苯二甲酸丁苄酯Benzylbutyl phthalate; ⑩邻苯二甲酸二环己酯Dicyclohexyl phthalate;  eq \o\ac(○,11)己二酸二(2-乙基)己酯Di(2-ethylhexyl) adipate;  eq \o\ac(○,12)苯甲酸苄酯Benzyl benzoate. *根据世界野生动物基金会（WWF）提出的环境荷尔蒙 Endocrine Disrupting Chemicals in nature by reference to the World Wild Fund for Nature
1.2仪器和分析条件
分析仪器为Agilent 7890GC-5975MSD（配用CTC自动进样器），色谱柱为DB-5弹性石英毛细管柱（30 m(0.25 mm(0.25 (m)。色谱条件：柱温50℃（保持1 min），以30℃ min-1升至200℃（保持1 min），再以8℃ min-1升至280℃（保持3 min）， 后冲温度为285℃。采用不分流进样模式。其他操作参数设置具体为：进样口温度为250℃，GC与MS的接口温度为280℃，EI离子源温度为230℃，四极杆温度为150℃，载气流速为1.2 ml min-1，进样量为1.0 µl，非脉冲进样方式。上述色谱条件下的色谱图如图1所示。采用特征离子扫描和内标法定量分析，具体如表2所示：
表2 定量分析的具体参数

Table 2 Parameters of quantitative analysis by GC-MS

	污染物

Contaminant
	扫描的特征离子

Characteristic ions (m/z)
	保留时间

Retention time (min)
	内标定量法的

相关系数

Correlation coefficient R2 

	DMP
	163.0，77.1，194.1
	6.464
	0.999 6

	DEP
	149.0，77.1，222.1
	7.194
	0.999 1

	DprP
	149.0，191.1，209.1
	8.417
	0.999 3

	BB
	105.1，91.1，212.1
	8.535
	—

	DBP
	149.0，223.1，278.1
	9.950
	0.999 0

	DPP
	149.0，237.1，219.1
	11.73
	0.996 2

	DHP
	149.0，251.1，334.2
	13.58
	0.992 1

	BBP
	149.0，91.1，206.1
	13.69
	0.997 9

	DOA
	129.0，121.1，147.1
	14.04
	0.992 3

	DCHP
	149.0，167.0，249.1
	15.31
	0.995 4

	DEHP
	149.0，167.0，279.1
	15.41
	0.998 0

	DOP
	149.0，279.1，390.2
	17.21
	0.984 8
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图1酞酸酯的GC-MS色谱图

Fig.1 GC-MS chromatogram of phthalate esters 

1.3 供试土壤


选择南京牛首山黄棕壤、浙江富阳水稻土和安徽铜陵水稻土等3种土壤作为酞酸酯添加的土壤基体，其基本理化性质如表3所示。

表3 供试土壤的一些基本理化性质

Table 3 Physical and chemical properties of tested soils

	土壤Soils
	取土深度 Depth (cm)  
	有机质

Organic matter

（g kg-1）
	pH
	黏粒含量
Clay content (v/v, %)

	富阳水稻土Paddy soil from Fuyang city
	0~20
	40.9
	6.2
	16.5

	铜陵水稻土Paddy soil from Tonglin city
	0~20
	31.8
	5.0
	13.0

	南京黄棕壤Yellow brown soil from Nanjing city
	40~90
	4.5
	5.1
	17.1


1.4索氏提取土壤酞酸酯
1.4.1 土壤加标回收试验  取过60目筛后的风干土壤样品5.00 g，加约同体积的无水硫酸钠，置于叠好的纸筒内，然后放入干净的索式提取器中，准确加入1 mg l-1含11种酞酸酯物质的混标液1 ml，封好纸筒口。提取器上端连接冷凝管，下端连接装有70 ml二氯甲烷的梨型瓶，置于56℃的恒温水浴锅中，抽取24 h。提取液经旋转蒸发仪（压力550 mbar、38℃水浴及转速80 r min-1），旋转蒸至1~2 ml，之后加入3~4 ml正己烷混匀，再旋转蒸至1~2 ml（压力350 mbar、40℃水浴及转速80 r min-1）。

1.4.2 样品的分离净化  采用湿法填装方式，先在层析柱（玻璃层析柱，内径0.8 cm，长26 cm）底部用索氏抽提过的脱脂棉堵住下端，填入2 cm左右的无水硫酸钠，用正己烷淋洗3次后，添加用正己烷浸泡的佛罗里硅土10 cm，反复用正己烷冲洗。将浓缩后的提取液转移至层析柱中，并用正己烷洗涤梨型瓶3次（每次用正己烷2 ml），洗涤液也全部倒入层析柱。层析柱中液体滴完后，用5 ml的正己烷淋洗柱子。将所有过层析柱液体收集于带刻度的尾型瓶，并经旋转蒸发仪（压力350 mbar、40℃水浴及转速80 r min-1），旋转蒸至1~2 ml，再加色谱纯的正己烷3 ml，再按上述条件旋转蒸至<1 ml，加入内标物后再用色谱纯的正己烷定容至1 ml，旋涡混匀后上机测定。

1.5超声提取土壤酞酸酯
1.5.1土壤加标回收试验  准确称取10.00 g过60目筛后的风干土壤，放入干净的玻璃离心瓶中，准确加入1 mg l-1含11种酞酸酯物质的混标液1 ml后再加入1:1（v/v）的丙酮和正己烷混合溶剂30 mL，静置过夜。在水温25℃下超声30 min，离心（1 500 r min-1，5 min），上清液用中速定性滤纸过滤于梨型瓶中。再向离心瓶中加入1:1（v/v）丙酮和正己烷混合溶剂20 ml，超声15 min，离心，上清液过滤。再重复一遍。合并三次上清液（约70 ml）旋转蒸发（350 mbar，40℃水浴及转速80 r min-1）至1~2 ml或直接蒸干，之后加入3~4 ml正己烷混匀，再旋转蒸至1~2 ml（压力350 mbar、40℃水浴及转速80 r min-1）。

1.5.2 样品分离纯化  浓缩液过佛罗里硅土柱的净化步骤与1.4.2同。
浓缩液不过柱试验：加入色谱纯的正己烷替换后，旋转蒸至小于1 ml，加入内标物后再用正己烷定容至1 ml，旋涡混匀后，用一次性医用针筒和针筒式有机相滤膜过滤于进样瓶中，直接进样分析。
1.6 数据统计分析

采用SPSS13.0对不同处理间进行差异显著性检验。大写字母的异同（如A、B）表示1%的显著差异，小写字母的异同（如a、b）表示5%的显著差异。

2 结果与讨论
2.1 索氏提取与超声提取的比较
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索氏提取是经典的有机物抽提方法，广泛用于土壤、生物等环境介质中有机物的提取[5,22-25]。与超声提取方法相比，索氏抽提时间较长，提取剂与介质有足够长的时间接触，有利于从复杂体系中提取有机物，但也容易提取出其他非目标组分，干扰分析结果，尤其是那些仅靠出峰时间来判断分析组分的分析系统（如普通液相系统）；而且长时间的溶剂沸腾抽提也可能导致一些低分子量的半挥发性物质的损失和不稳定物质的分解，影响提取效果[24]。本研究选取了南京牛首山黄棕壤40~90 cm土层的土壤作为添加基体，比较研究索氏提取和超声提取对酞酸酯添加回收的效果，结果如图2所示。
图2 索氏提取和超声提取对土壤酞酸酯添加回收效果
Fig. 2 Comparison in PAEs recovery rate between Ultrasonic extraction and Soxhlet extraction

图2的结果显示，对于多数酞酸酯分析组分，超声提取和索氏提取并没有太大的差别，但对于低分子量较易挥发的酞酸酯类化合物（如邻苯二甲酸二甲酯，DMP），超声提取的回收效果比较理想；索氏提取对个别分析组分（如邻苯二甲酸二正丁酯，DBP和邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯，DEHP）的回收率影响较大，达到200%以上。由于上述供试土壤采自南京牛首山黄棕壤40~90 cm土层的土壤，理论上应不含酞酸酯类污染物（由于该类污染物较为普遍，尚无法排除可能受大气沉降带入的影响），并且对于同一个土壤样品，即使存在背景干扰，其干扰程度也基本相同。因此，初步分析可能是由于索氏提取剂（二氯甲烷）的背景和抽提过程中其他物质的背景干扰引起的[19-20]，因为超声提取该土壤本底的DBP和DEHP分别为88.6和172.2 μg kg-1，低于索氏提取的土壤背景（DBP和DEHP分别为491.2和1 330 μg kg-1）。实验室空气、器皿、试剂和分析仪器等均可能带入酞酸酯污染，尤其是DBP和DEHP, 某些实验室用品(如聚乙烯软管)含DEHP量可高达2×107 μg kg-1，就连带有空调外抽型的实验室空气仍含有35 ng m-3的DEHP[17, 26-28]。背景污染是对酞酸酯进行准确、灵敏分析的主要瓶颈[28]。Williams[26]曾严格控制提取和分析过程外界酞酸酯的来源，但最终空白分析结果中仍存在1 500 ng的DEHP和1 000 ng的DBP分析背景；而Giam 等[27]也发现尽管进行仔细排除污染来源的可能，在方法背景上仍存在50 ng的DEHP和25 ng的DBP。因此，减少溶剂用量和缩短提取时间均有可能降低背景污染。从这个角度看，超声提取是比较适合作为土壤酞酸酯分析的前处理。


土壤中存在各种物质，不同土壤添加基体也许会对超声提取效果产生干扰。图3结果表明，尽管土壤性质（尤其是有机质含量）差异较大（表3），超声提取对不同土壤添加标样的提取回收率基本不变（DEHP回收率很高是因为土壤背景较高，富阳、铜陵和牛首山土壤本底的超声提取结果分别为203.4、632.3和172.2 μg kg-1），说明超声提取土壤酞酸酯受土壤性质和不同土壤中非目标组分的影响或干扰较小，有相对的稳定性。但也有可能是由于试验过程中添加标准品并没有与土壤体系充分作用（即所谓的“老化”过程[29]），添加的PAEs物质较容易被提取而导致的。 
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图3  超声提取3种不同土壤的添加回收效果
 Fig. 3 Comparison between three different soils in PAEs recovery rate of the ultrasonic extraction method
2.2 超声提取液在浓缩过程中蒸干与否对提取结果的影响

采用超声提取土壤酞酸酯过程中，在提取液浓缩和替换溶剂时，提取液蒸干或吹干的现象时有发生，有一些研究明确注明浓缩过程需要采用蒸干或吹干的方式[30-31]。对于某些污染物（如多环芳烃）而言，蒸干或吹干并不影响分析结果[22]。但酞酸酯物质从低分子量到高分子量的理化性质差异较大（如11种酞酸酯物质的蒸汽压(25℃)，最低为8.5×10-7 mm Hg，最高为0.00308 mm Hg）[32]。因此，直接蒸干可能不适合所有酞酸酯物质的提取。从本试验比较结果来看，直接蒸干对一些低分子量、易挥发的物质影响很大，如图4所示，采用蒸干处理的邻苯二甲酸二甲酯（DMP）和邻苯二甲酸二丙酯（DprP）的回收率均极显著（1%水平）低于不蒸干处理。
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图4 超声提取液蒸干与不蒸干对土壤酞酸酯提取效果的影响

Fig. 4 Comparison between treatments with and without the extract dried up in PAEs recovery rate

蒸干显著降低一些酞酸酯物质的回收率，这可能与这些物质的饱和蒸汽压有关，饱和蒸汽压高的分析组分（如DMP），在蒸干过程中损失最大。将各分析组分的蒸干处理与不蒸干处理的回收率差值的绝对值除以不蒸干处理的回收率，作为该物质蒸干的相对损失率（相对损失率=
[image: image2.wmf]不蒸干处理

不蒸干处理

蒸干处理

-

），与各污染单体的饱和蒸汽压的负对数值进行比较分析，结果也说明，提取液蒸干与否的选择与分析组分的挥发性有一定的关系（图5），本文拟分析的11种酞酸酯物质多数并不适合蒸干处理。因此，在土壤酞酸酯分析的前处理过程中，试验操作过程中的细节处理也可能会对分析结果产生很大的影响。
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图5 蒸干的相对损失率与分析组分的蒸汽压的负对数的关系（饱和蒸汽压取自文献[32]）
Fig. 5 Negative logarithmic relationship between the relative loss rate of PAEs and the vapor pressure in analysis
2.3提取液浓缩后净化对分析结果的影响

土壤中存在各种物质，土壤有机物的提取液经常含有色素、非目标有机物等，过柱净化在一定程度上可以减少这些组分的影响。与多环芳烃、多氯联苯等大分子量有机污染物相比，相对较小分子量的酞酸酯更容易受到土壤中其他非目标物的影响。目前土壤酞酸酯分析多有进行过柱处理（单一或混合柱）[5-6,8]，但也有不过柱的报道[33]。不过柱可以减少淋洗液浓缩过程的损失，也可以在很大程度上提高工作效率，但不过柱可能会由于非目标组分的干扰而影响某些组分的分析结果。如图6所示，过柱与不过柱对大多数分析组分回收效果影响不大，但对邻苯二甲酸二(2-乙基)己酯（DEHP），不过柱对分析结果造成较大的影响。为了检验过滤膜带入的方法空白，取1 ml正己烷用一次性医用针筒过0.2 µm有机相膜后进样（与不过柱的提取液进样前操作相同），结果发现，所检测的DEHP色谱峰并未显著大于溶剂峰，表明过膜操作对分析结果影响较小。因此，高的DEHP回收率（不过柱处理）可能是色素干扰或其他原因造成，具体还需要进一步的试验研究。
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图6 过柱净化处理与不过柱处理对土壤酞酸酯添加回收的影响

Fig. 6 Comparison between treatments with and without purification by florisil in PAEs recovery rate
3 结 论
本文比较索氏和超声两种常用的土壤酞酸酯提取方法，确定超声提取比较适合土壤酞酸酯分析；但超声提取液不能蒸干，因为低分子量的酞酸酯物质蒸汽压较大，容易在旋转蒸发仪和氮吹仪的浓缩过程中损失。不过柱净化对大部分分析组分的回收效果影响不大（仅针对GC/MS的特征离子扫描模式而言），在某些特殊的情况下，可以不进行过柱净化处理而直接进样，从而提高分析效率。
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PRETREATMENT OF SOIL SAMPLES FOR ANALYSIS OF PHTHALATE ESTERS THEREIN: EFFECT OF CONCENTRATION AND PURIFICATION OF THE EXTRACT
Chen Yongshan1,2  Luo Yongming1,2†  Zhang Haibo1  Song Jing1  Huang Yujuan1
(1 Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008，China)

(2 GraduateUniversity of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)
Abstract  PAEs (phthalate esters) pollution of farmland soils is frequently reported in China recently and has aroused wide concern among scientists due to its function of disrupting endocrine in human body and animal. Ultrasonic extraction and Soxhlet extraction of PAEs were performed from soils artificially contaminated with PAEs. Results show that the former is fitter to be used in pretreatment of the soil samples for PAEs analysis from the aspect of its higher recovery rate and lower background interference. A comparative study of its operating procedure in detail was carried out, revealing that exclusion of the process of drying the extract in the rotating evaporator could reduce loss of the compound from volatilization, and the process of purifying the extract did not affect much the result of GC-MS analysis of most PAEs. Instead, purification improved efficiency of the PAEs analysis, however, too much interference from pigment might have some influence on accuracy of the analysis of some of its components, like Bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP).
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