
收稿日期 !"#$#%&#’ (：!""# $ %% $ !&；改回日期 ’"#&%)#’ (：!"") $ "* $ ")；接受日期 ’*$$#+,#’(：!"") $ "+ $ !+
基金项目：国家自然科学基金 ’ ,"*#&",) (
作者简介：李心清 ’ %-+* $ (，男，博士、研究员，环境地球化学专业。

!通讯作者 !-.//#)+.0’%01 23,4./ (：.// 012341256 /37819: 9;;< 7819=> 5?15> 8@> @2A B;9: C )+3)*%3*)-%+%%

第 56 卷 第 7 期 8.9: 56; <.: 76 =>? @ ===
ABBC 年 DD 月 EFG-HIJI-* <.&:; ABBC

针式微萃取结合 E-KI"JL 测定水溶液中

甲酸、乙酸的稳定碳同位素组成

李心清 %!，黄代宽 %6 !，章炎麟 %6 !，江 伟 %6 !，

安 宁 %，胡 璐 %6 !，徐 刚 %6 !
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摘 要：甲酸和乙酸稳定碳同位素组成（ !%&D）的分析对环境、食品、制药和自然产品等的研究具有重要的应用价值。

但目前尚缺乏有效的测定方法。本研究利用最近出现的针式固相微萃取技术（E;;F9/0），以吹扫 3 捕集方式对水溶

液中的有机酸进行了萃取，然后利用气相色谱 3 同位素比值质谱联用仪（GD3HIJK）对所萃取的有机酸分子进行了

!%&D 的测定。结果显示，质谱计的信号强度与水溶液中有机酸的浓度存在显著的线性相关关系 （!! L "> --，

" M "> "*），表明 E;;F9/0 对水溶液中有机酸具有稳定的萃取能力。在甲酸与乙酸含量分别不低于 &"" !5 N 7. 与 !""
!5 N 7. 的水溶液中，%""" 7. 的吹扫体积可以使两者 !%&D 多次分析结果的相对误差分别保持在 &O 和 %O 左右，且

整个实验流程没有造成可检测的碳同位素分馏作用。低于这两个浓度界线，则分析误差随浓度的降低迅速增加。本

研究虽然是针对水溶液中有机酸 !%&D 的测定，其萃取方法对其他水溶性挥发和半挥发有机物 !%&D 的分析也同样具

有应用价值。
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注：甲酸和乙酸试剂的碳同位素组成利用传统的氧化铜氧化法和 !"# $%$ 质谱仪

双路进样分析法获得，分别为 & $’( )* + ,( ,$ 和 & -.( %$ + ,( ,$。

表 ! 主要实验试剂、材料和仪器

#/012 3 #42 5/67 82/927:; 2<=286527:/1 5/:286/1 /7> 67?:8@527:?

, 引 言

甲酸和乙酸是最简单的羧酸类有机酸，它们广

泛存在于环境、药品、食品、生物体及其新陈代谢产

物和部分化工原材料之中。由于其强烈的亲水性，

长期以来有机酸的含量分析以离子色谱技术为主。

然而近年来越来越多的事实表明这一分析方法已不

能满足实际研究工作的需要。如大气环境中有机酸

来源、传输和变化以及从大气中的清除等有机酸生

物地球化学循环基本问题 A 3 B 的研究，已不能单靠含

量分析的手段进行。由于碳同位素组成具有示踪化

合物的来源和循环过程的能力 A $ B，近年来有机酸碳

同位素组成分析方法的研究一直是相关领域试图解

决的一个技术问题 A - & C B。

早期的有机酸碳同位素组成分析都是手工操

作、分步进行 A ’; %; * B，实验过程费时费力。更重要的是

这种操作过程难以避免来自周围空气的污染。近年

来，气相色谱 D 同位素比值质谱仪（EFDGH!I）的出

现和普及为单一有机化合物分子同位素组成的分析

提供了条件 A ) B。有机物经过色谱分离后，

自动被载气送入燃烧炉氧化，所产生的

FJ$ 进入后续的 GH!I 进行同位素组成的

分析。EFDGH!I 的应用克服了手动操作的

不便，但要测定甲酸和乙酸的同位素组成，

如何将分析物以 EF 能够接受的形式注入

其进样口是一个难题。由于有机酸的亲水

性，其样品多以水溶液形式存在 A . & 3, B。

大量水的存在使得样品不能直接被注入

EF 进行分析。通常水溶液中有机酸的 EF
分析都要首先对待测物进行脂化处理，所

得的衍生物如甲基酯或苯甲基酯再用 EF
进行分析 A 33 & 3’ B。但是该途径不适合同位素

组成的研究，因为脂化处理引入了外来的

碳原子，很容易造成待测物质同位素组成

的显著变化。直接萃取是实现水溶液中有

机物质 EF 分析的另一个常用途径。但是，

传统的液 D 液萃取和固 D 液萃取不适合有

机酸的提纯。由于有机酸的挥发性，上述

萃取操作过程很容易造成样品与实验室

大 气 之 间 有 机 酸 的 交 换 。 固 相 微 萃 取

K IL!MN 是一种新近发明的技术 A 3% B，可以实现在与

周围大气隔绝的情况下对水溶液中有机物质的萃

取 A 3C & 3* B。利用具有萃取物质涂层的 IL!M 纤维对水

溶液中低分子有机酸（尤其是乙酸）的萃取研究已有

较多的报道 A 3) & 3. B，甚至有研究尝试利用 IL!M 纤维

萃取和 EFDGH!I 技术对有机酸进行同位素组成的

分析 A C B。但是，IL!M 纤维萃取过程中存在同位素的

分馏作用，也许是出于这一原因，该方法很少被后来

的研究者应用 A $, B。

因此，探索有机酸的萃取技术，实现水溶液中甲

酸和乙酸的 EF 直接分析，是利用 EFDGH!I 分析有

机酸同位素组成的关键。出于这一目的，我们利用

最 新 的 固 相 微 萃 取 技 术 ——— 针 式 萃 取 A $3 & $$ B 和

EFDGH!I 仪器，对水溶液中的甲酸和乙酸进行直接

萃取和碳同位素组成测定研究。

实验所用主要试剂、材料和仪器及其生产厂家

和相关参数如表 3 所示。

3 实验试剂、材料和仪器

"#$ %&’()* 1OP 5O12Q@1/8 P2694: Q/80O<R16Q /Q6>S 722>12 :8/= KT22>1MUN ?O16> =4/?2 56Q8O2<:8/Q:6O7 K IL!MN S
=@892 /7> :8/= 2<:8/Q:6O7S ?:/012 Q/80O7 6?O:O=6Q QO5=O?6:6O7S QO7:67@O@? V1OP 5/?? ?=2Q:8O52:8R

++, -,,. 年

!"#$%&’&$($ )#*+ ,-$ .#+ /$ 00+ 123 4 111$ .#5+6 7889

名 称 生产厂家 型号和规格

甲 酸 W1@X/ .’-3)D%,!Y; Z .)( ,,[
乙 酸 I695/D"1>86Q4 --))$CD$%!Y; ..( .. \ [
磷 酸 I695/D"1>86Q4 -’%$’%D3,,!Y; ..( ...[

高纯氦气 国产 ’,Y; ..( ...[
超纯水发生仪 !616=O82 3)( $ !!

#2>1/8 气体采样袋 国产 #!FD,-,; - Y
顶空萃取玻璃瓶 I@=21QO $*$3-; ’, 5Y

黑色开孔瓶盖 I@=21QO I])C,3,-
聚四氟乙烯 ^ 橡胶垫 I@=21QO $*3))]

移液器 M==27>O8V 最大量程分别为 $, "Y、3,, "Y、

$,, "Y、3,,, "Y 及 %,,, "Y
"L$,T 抽气泵 _O5RO 3,、%,、3,, 5Y 档

T22>1MU 萃取针 I467P/ 脂肪酸型

#2V1O7 管 I@=21QO 直径 $ 55
. 号医用穿刺针 国产 长度 . Q5

容量瓶 国产 3,,, 5Y
恒温磁力搅拌器 国产 )%D$

G?O=8652 EFDGH!I 质谱仪 !6Q8O5/?? ]_ Y:>(
EFDWG‘ 气相色谱仪 aL C).,

操作和数据处理软件 Eb 67?:8@527:? !/??YR7<#! G7O89/76Q c28?6O7 ’( ,6
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首先利用超纯水稀释高纯甲酸、乙酸试剂配制

!""" !# $ %& 的储备液，储藏于温度低于 ’ (的冰

箱中备用。实验前，根据实验需要吸取不同体积贮

备液，再用超纯水稀释，配制浓度分别为 )" !# $ %&、

!"" !# $ %&、*"" !# $ %&、+"" !# $ %&、’"" !# $ %& 和

)"" !# $ %& 的标准样品。

,--./01 脂肪酸型萃取针是一根长为 23 ) 4%、

内径 "3 ) %% 类似于普通注射用的针头。其内部填

有对脂肪酸分子具有很强吸附能力的多分子聚合物

颗粒，填充物所占长度为 + 4%，两端固定以石英玻

璃毛（图 !）。

在一个新的萃取针使用前，需要对其填充物进

行老化处理。将萃取针用 5-6/78 管与氦气瓶相联，使

氦气以大约 ) %& $ %98 的流速通过萃取针头。为提

高实验效率，将一批 : 个如此通气的萃取针插入自

制的热解吸装置，设置温度为 *"" (，老化萃取针

+" %98。老化后，用相配的 5-6/78 针头帽和针尾塞分

别封堵针头的两端。

将 *" %& 标准溶液注入 ’" %& 的螺口玻璃瓶，

同时加入 ! 粒搅拌子。旋紧带有聚氟乙烯 $ 硅胶垫

子的瓶盖。然后用 ! %& 注射器注入 "3 ) %& * %7/ $
& 的磷酸溶液，酸化样品至 ;< = * 左右。

将与装有氦气的 5-./>? 气体采样袋相联的穿刺

针头和与抽气泵相联的萃取针分别插入瓶底和顶空

中，然后用滴定架将萃取瓶固定在恒温磁力搅拌器

上。打开磁力搅拌器，将转速设置为 *""" ? $ %98。拉

动抽气泵至最大刻度 !"" %&，则泵出的顶空气体被

迫通过萃取针中的多分子聚合物，有机酸分子被吸

附在填充物中，而氦气和水蒸气则被抽入泵中，由此

而产生了对有机酸分子的捕集作用。在顶空中产生

的负压促使气袋中的氦气通过穿刺针头补充进萃取

瓶。补充气体从穿刺针头首先进入瓶底，然后在高

速旋转的液体中上浮进入顶空。在此过程中与液体

混合，有利于将溶液中的有机酸带至顶空中，由此产

生了对溶液中有机酸分子的吹扫作用。该装置完成

!"" %& 的吹扫 @ 捕集大约需要 !+ %98。本实验研究

的萃取体积设定为 !""" %& 和 *""" %&。通过反复

拉动抽气泵可以完成设定体积的萃取。

在完成了设定气体体积的吹扫 @ 捕集之后，取

下萃取针，并将其安装在预先抽取有 "3 ) %& 氦气的

! %& 注射器上。将萃取针插入 AB 的进样口，按下

AB 的启动键，待萃取针在进样口中停留 +" C 后，将

注射器中的氦气在 ) C 内匀速注入进样口，以“冲

洗”针内多分子聚合物颗粒。

分析工作在中国科学院地球化学研究所环境地

球化学国家重点实验室完成。AB@DEFG 前端的 AB
为 <H:2I"，所用的色谱柱为 E-CJ-K L-//-678J- HM 公

司生产的 GJ>N9/O>P@QM，柱长 +" %，内径为 "3 *)
%%，涂层厚度为 "3 *) !%。色谱分析条件如下：

进样口：

分流比：!" R !

* 实验步骤

!" # 标准溶液的配制

!" ! 萃取针及其老化处理

!" $ 样品萃取

!" % 注 样

!" & 色谱工作条件

第 ’ 期 李心清等：针式微萃取结合 ()*+,-. 测定水溶液中甲酸、乙酸的稳定碳同位素组成 &&#
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表 ! 不同实验条件下甲酸和乙酸测试分析的质谱计

色谱图峰面积和碳同位素组成

!"#$% & ’%"( ")%" "*+ !,-. )%/0$1 0*+%) 2")340/ 54*5%*1)"134*
"*+ %61)"5134* 24$07%/

温度：&88 9
色谱柱条件:

初始柱温：;< 9
保持时间：, 73*
升温速率 ,：& 9 = 73* 升温至：>8 9
升温速率 &：,< 9 = 73* 升温至：,?89
流速：,@ < 7A = 73*

经过色谱分离的有机酸分子在载气的携带下进

入色谱后的燃烧炉 B 8@ ; 77 CD* ;@ -< 77 ED*
;8 57F，其中充填 .0E 粒和 GH 丝，分别作为氧化剂

和催化剂。在 ><8 9的燃烧炉中有机酸分子被氧化

为 .E& 和 I&E。其中 I&E 在通过一个用纳菲薄膜

（J"K34*）制作的干燥管后被除去。脱水后的 .E& 气

体被带入质谱检测器进行同位素组成的分析。为标

定样品的同位素组成，已知同位素组成的 .E& 标准

气体在甲酸和乙酸进入检测器前后通过一个开口界

面（4L%* /L$31 3*1%)K"5%）被送入检测器进行分析。同

位素组成的分析结果以标准 !,-. 形式表示：

!,-. M B !/"7L$% = !/1"*+")+ N , F O ,888P
其 中 : !/"7L$% 和 !/1"*+")+ 分 别 表 示 样 品 和 ’%% D%%
Q%$%7*31% B ’DQF标准的 ,-. = ,&.。

分析结果如表 & 所示。萃取针所萃取

的甲酸和乙酸在质谱计检测器的信号强

度随样品浓度的增加而增加（图 &）。线性

相关分析表明，甲酸和乙酸在同一浓度条

件下多次测定结果的信号强度的平均值

与浓度梯度之间的相关系数都在 8@ RR 以

上，两者在 RRS 置信水平上显著相关。表

明 J%%+$TU 萃取针对水溶液中有机酸具

有稳定的萃取能力，同时也显示在相同的

实验条件下，质谱计检测的信号也可用来

对甲酸和乙酸进行定量分析。

吹扫 V 捕集（萃取）体积是此项研究的

一个重要实验条件，它影响到可以准确分

析同位素组成的样品最低浓度界线。本实

验研究的最低萃取体积为 ,888 7A。为了

扩大萃取体积对同位素组成分析准确度

的可能影响，我们设定了另一萃取体积

&888 7A。以萃取体积为检验对象，以样品

!" # 质谱工作条件

- 结果与讨论

.4*5%*1)"134*
B!H = H F

G5%135 "53+ W4)735 "53+ ’0)H%
24$07%
B7A F

X3H*"$
3*1%*/31Y
BWGF

!,-.
（PZ ’DQ）

X3H*"$
3*1%*/31Y
BWGF

!,-.
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浓度为协变量，我们对表 ! 中的测定结果进行了协

方差统计分析。结果显示，对乙酸而言，其 " 统计值

为 #$ %&’，概率 ( 为 #$ )** + #$ #)；而对甲酸而言，其

" 统计值为 #$ #!)，概率 ( 为 #$ &,- + #$ #)。由此可

知两个萃取体积条件下无论甲酸还是乙酸的同位素

组成分析结果都没有表现出显著差异，表明在 ’###
./ 萃取体积以上，继续增加实验的萃取体积已不会

提高同位素组成测定的准确度。与 !### ./ 相比，

’### ./ 的萃取工作量降低了一半，因此，选择 ’###
./ 作为实验分析的萃取体积是恰当的。

同位素组成测定结果显示，低浓度条件下甲酸

和乙酸的分析结果与真实值（表 ’ 注）之间存在较大

的差异。随着浓度的增高，分析结果逐渐接近真实

值（图 %）。对甲酸而言，从 )# !0 1 ./ 到 ’## !0 1 ./，

其 * 次实验结果的平均值从 2 ’!$ 3) 4 ’%$ ’,（56
’"6 下同）陡降至 2 !’$ 3% 4 *$ &-，然后逐渐下降。至

%## !0 1 ./ 浓度以上，不同浓度条件下碳同位素组

成测定结果的平均值为 2 !*$ ’, 4 ’$ !)，与真实值相

差 #$ ,5左右。而对乙酸而言，在 ’## !0 1 ./ 及其以

下浓度的同位素组成分析结果具有较大的波动，至

!## !0 1 ./ 浓度以上，不同浓度条件下碳同位素组

成测定结果的平均值达到 2 *#$ #* 4 #$ -#，与真实值

相差 #$ )5左右。从 7 分布检验结果上看，在 3)8 置

信水平上，甲酸仅有 )# !0 1 ./ 浓度条件下的同位

素组成分析结果与其真实值之间存在显著差异，而

乙酸在所有浓度下的分析结果均与其真实值之间不

存在显著差异。

但是如果仔细考察同位素组成测定结果的变

化，则发现低浓度条件下甲酸和乙酸的碳同位素组

成测定误差随样品浓度的降低而显著增加。如图 *
所示，从 !## !0 1 ./ 至 )# !0 1 ./，甲酸的相对分析

误差从 ,$ )8 骤升至 ’#!8 。%## !0 1 ./ 的分析误差

为 )$ !8 ，此浓度以上误差接近 %$ #8 左右。乙酸在

!## !0 1 ./ 以下的相对误差接近 ’#8 ，!## !0 1 ./
以上相对误差稳定在 ’$ #8 左右。因此低浓度条件

下多次测定结果的平均值与真实值的偏离可能是分

析误差较大所致。如果以通常情况下

可接受的分析误差（相对标准偏差小

于 ’#8 ）界定本研究可接受的误差范

围，则对甲酸而言，可以使分析结果达

到 此误 差范 围的 浓 度不 应低 于 !##
!0 1 ./。对乙酸而言，浓度不应低于

’## !0 1 ./。对应于这两个浓度极限

的质谱检测器的信号强度约为 !) 9
’#%（:;< 峰面积，单位为 "=）。然而考

虑到这两个极限浓度条件下甲酸和乙

酸的相对分析误差都很接近 ’#8 ，因

此要使单次分析结果具有较高的可信

度，建议样品中乙酸浓度要达到 !##
!0 1 ./ 以上，而甲酸浓度应达到 %##
!0 1 ./ 以上。

相比之下，本实验对乙酸同位素

组成的测定精度优于甲酸。在建议的

误差范围内，乙酸的相对分析误差在

!$ )8 以下，多数在 ’$ !8 左右；而甲

酸的相对分析误差在 )$ !8 以下，多

数在 %$ #8 左右。从高浓度到低浓度，

甲酸的分析误差越来越高于乙酸，由

此而形成了一个显著的误差剪刀差。

因此，提高样品浓度是同时准确测定

甲酸和乙酸同位素组成最有利的途

径。

第 ! 期 李心清等：针式微萃取结合 "#$%&’( 测定水溶液中甲酸、乙酸的稳定碳同位素组成 ))*

!"" #$%&’$%( )* +,- > .)+/01)2)%*/ 34 !567 89 %)):,) *1+; <30;,): =$*> ?7&@A.B

图中虚线和虚点线分别表示用传统氧化铜氧化和 ?=: !)! 同位素谱双路进样法所标

定的甲酸和乙酸的碳同位素组成真实值。横向阴影条表示 @<A;B?C 仪在通常情况下

4 #$ )5的分析误差。
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尽管准确分析甲酸和乙酸碳同位素组成对这两

种有机物在水溶液中的浓度具有不同的要求，但在

所要求的浓度条件下两种有机酸的同位素组成测定

结果与其同位素组成真实值之间都没有表现出系统

的偏差。这表明萃取针在萃取过程中没有造成明显

的同位素组成的分馏作用。这一特点使针式萃取的

同位素组成分析方法优于纤维涂层式 !"#$ 分析方

法。由于后者的萃取是建立在平衡过程基础之上

的 % &’ (，待测物质从水溶液或顶空中进入萃取纤维的

吸附物时存在同位素的分馏作用 % )* &+ (。不同于纤维

涂层式 !"#$ 分析方法，针式萃取是一种全吸附的

萃取过程。在强烈的溶液搅动下，有机酸分子从水

溶液被吹扫进入气相的过程是一个远离平衡的过

程，它更多地受动力作用的影响，因而不会因碳同位

素组成的不同而有所选择；真空泵对顶空中有机酸

分子的泵出也不因分子同位素组成不同而不同。吹

扫 , 捕集萃取方法在避免同位素分馏作用方面的优

势在其他挥发性有机化合物同位素组成分析中也得

到了证实 % &+ (。-. 进样口的设置（分流比）被认为是

-.,/0#! 分析系统产生同位素分馏作用的一个因

素 % &1 (。在本实验研究中，我们设置了一个很小的分

流比 23 4 2，这一设置与吹扫 , 捕集萃取作用一起形

成了整个分析过程不可检测的

同位素组成分馏作用。

针式萃取对水溶液中甲酸

和乙酸具有稳定的萃取能力，

萃取结果在质谱检测器与浓度

之间存在极显著的线性相关关

系。结合 -.,/0#! 分析仪器，可

以完成水溶液中有机酸同位素

组成的测定，且其萃取过程不

会造成可检测的碳同位素分馏

作用，在 2333 56 吹扫体积和

所要求的浓度条件下能获得良

好的分析精度。本研究解决了

水溶液中低分子有机酸碳同位

素组成分析方法问题，为食品、

药物和生物及其新陈代谢产物

等具有较高浓度的有机酸碳同

位素组成分析提供了方法，该

方法对其他挥发和半挥发有机

物的碳同位素组成分析也具有借鉴作用。尽管如

此，要将这一分析方法应用于低浓度实际样品（如大

气样品）的分析，还需要在有机酸的无污染富集、提

高萃取效率、降低可准确测定同位素组成的有机酸

浓度界线等方面进行探索研究。
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