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荧光法测定海水中石油烃的初步探讨
’

吴 贤 均 秦 魁 鳌 归 从 时

(东海水产研究所 )

提 要

本法以脱芳石油醚为萃取剂
,

提取海水中的石油烃
,

用岛津 M P S一 600 。多用途自动记录

分光光度计 ( M诫 e1 工11 荧光分光光度附件 )测定萃取液的荧光相对强度
。

以窟或大庆原 油作

为标准
,

用 3 10 毫微米波长激发
,

在 3 6 5毫微米波长处读取荧光强度
。

方法的线性范围
,

窟为

。一 900 微克 /升 ;大庆原油为 。一 50 00 微克 /升
。

本法的石油检测下限至 2微克 /升
。

标准差为

士 。
.

。。见 毫克 /升 ;变异系数为 3
.

7另
。

平均回收率达 91
甲

1弓
。

与窟等最的大庆原油的荧光强

度比率 (丑 )为 8
,

7o

目前
,

海洋污染中以石油 污染危害最大
,

也是海洋污染中最迫切需要介决的间题
。

现

已发现
,

人体中有五种致癌物质是受环境影响的
。

如空气和水中的化学致癌物质
,

了解最

多的是多环芳烃
「,]

。

石油 中即含有这类致癌烃
。

鱼类和贝类中亦已发现的肿瘤现象
,

有

些是石油污染所引起的 〔〔工
,

们 。

因此
,

要保护海洋环境与水产资源
,

就必须摸清石油污染状

况
,

开展对石油监测方法的研究
,

这是当前海洋环境保护的重要课题之一
。

测定石油烃的方法很多
,

主要方法有
`

1) 重量法 , 2) 红外吸收法 , 3) 紫外吸收法 , 4) 紫

外一荧光法 , 6 )红外一质谱分析 , 6) 色谱法等
。

红外吸收法系用四氯化碳萃取水样中的油

分
,

在红外区 ( 3
.

5 微米波长处 ) 有特征吸收峰
。

紫外吸收法系利用油分在紫外光区 2 2 5

或 2 56 毫微米波长有一特征的吸收峰
。

从目前研究情况看
,

红外法的灵敏度还达不到要

求的水平 ,紫外吸收法测定的结果与石油污染的定量关系尚在进一步研究中 ,荧光法则利

用石油烃在紫外光照射下所产生的荧光强度来进行分析
。

由于荧光法具有灵敏度高
、

选

择性强的特点
,

近年来
,

已在国际上被广泛采用
。

欧美各国及日本基本上都参照
“

全球海

洋站系统
”

(兀 0 5 5) 所规定的紫外— 荧光光度法来测定水中石油烃 【协
,

` 一了习。 水中油分的

荧光法测定
,

国内也有报导
〔“ 〕 。

为了正确地搞清我国海洋石油污染的现状
,

我们根据
“

全

球海洋站系统
”

所采用的荧光法
,

以脱芳石油醚为萃取剂
,

苗 ( C五r” ~ )为内校物质
,

对海

水中石油烃的测定方法作了初步探索
。

本文曾于 1朋 1 年 11 月 10 在厦门召开的中国海洋化学学术讨论会上宣读
。

并经吉林农业大学土化系袁尔立

主任审阅
,

谨表谢惫
。
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材 料 与 方 法

(一 ) 仪 器 设 备

1
.

岛津 M P s一 5 0 0。 多用途 自动记录分光光度计 (M o d el 1 11 荧光分光光度附件 )
。

2
.

K:D 浓缩器
.

(二 ) 试剂的配制和处理

1
.

石油醚 ( 3 0一 6 0
。

) A
.

R
.

预先将 1 00 一 2 00 目层析用硅胶和层析用氧化铝 (中性 ) 于 3 50
O

C 电阻炉温度控制器

中活化 3
.

5小时
,

趁热装入下端塞有干净玻璃棉的层析管 (3 X 1 80 厘米 ) 中
,

边装边敲
,

使

其致密
。

硅胶柱高为 1幼 厘米
,

上层覆盖 10 厘米厚氧化铝
,

然后将石油醚以 0
.

5 毫升 /分

左右的流速通过该柱
,

收集流出液于试剂瓶中即为脱芳石油醚
。

将脱芳石油醚用荧光分

光光度计进行扫描检查
,

以 3 10 毫微米波长激发
,

在 3 00 一 4 00 毫微米波长处不出荧光峰

即可
。

2
.

蔚 C卫
,

(经处理符合要求 )

窟标准液
: 于干燥的 5 毫升烧杯中

,

精确秤取 。
.

0 01 克窟
,

加入脱芳石油醚使其溶解
,

然后转入 1 00 毫升容量瓶定容至标线
。

此标准液 1 毫升含 0
.

0 10 毫克窟
。

3
.

油标准液的制备

秤取 1 克大庆原油于 1 00 毫升烧杯中
,

加入约 50 毫升脱芳石油醚
,

搅拌溶解后静置
,

待不溶物全部沉于杯底后
,

将上层石油醚小心转入另一干燥烧杯中
,

置于 5 0 士 50 0 的恒

温水浴锅上蒸发至近干
,

再于 5 0 士 5℃ 的恒温箱中干燥 4 小时
,

取出后置于干燥器中冷

却
。

油标准溶液
:

精确秤取大庆标准油 0
.

0 20 克于 5 毫升千燥的烧杯中
,

以脱芳石油醚溶

解
,

移入 10 0 毫升容量瓶中
,

定容至标线
。

此溶液 1 毫升含 0
.

2 00 毫克标准油
。

4
.

硫酸奎宁 (生化试剂 )

硫酸奎宁储备液
:

秤取硫酸奎宁 10 。 毫克于 1。。。 毫升容量瓶中
,

以 0
.

I N 硫酸溶液

溶解
,

定容至标线
,

装入棕色瓶中置于冰箱内保存
。

硫酸奎宁应用液
:
取 0

.

075 毫升硫酸奎宁储备液于 1 00 毫升容量瓶中
,

用 0
.

I N 硫

酸溶液定容至标线
。

此溶液 1 毫升含硫酸奎宁 0
.

075 微克
,

作为校正仪器的标准液
。

5
.

无水硫酸钠 A
.

R
.

(三 ) 仪 器 校 正

调节氮灯电流为 20 一 25 安
,

光电倍增管的负高压为 8 00 伏
,

显示范围选用
“ 。一 10 %

T
” 。

用 0
.

0 75 微克 /毫升硫酸奎宁校正 M P S一 5。。 o 荧光分光光度计
,

把激发波 长调至

3的 毫微米处
,

紫外激发的狭缝为 20 毫微米
,

荧光发射波长取 450 毫微米
,

荧光发射的狭

缝为 1
.

4 毫米
,

校正记录纸 O一90 格内
。
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结 果

(一 ) 标准油样的激发光谱与荧光光谱

GI O S S 提出
,

目前各实验室可采用 自己的油标准
,

但要以窟为基准物质
,

并以窟为校

正荧光仪和相互比较分析方法的内校物质
。

图 1
、
2 是蔚和

“

东海样品油
”

在石油醚溶液中的吸收光谱与荧光光谱
。

窟的最大吸收

光谱在 31 0 毫微米波长处
,

在 36 5 毫微米波长处有荧光峰出现
。

东海
“

样品油
”

的最大吸

收波长为 3 00 毫微米
,

在 365 毫微米波长处也有一个明显的荧光峰
。

创 ..L
恩 【

/ 、
、 、

肠 o n 口

图 1 窟的吸收光谱及荧光光谱

… … 吸收光谱
,

— 荧光光谱

纂卜\
, 勺 ` 、 、 、 、

45 O U口

图 2 东海样品油的吸收光谱及荧光光谱
· ·

一吸收光谱
,

— 贫光光谱

目前
,

国外普遍采用当地原油配制的油标准液
,

用 3 10 毫微米波长激发
,

在 36 0 毫微

米波长处读取荧光强度
。

以我国大庆原油作标准油样
,

用 3 10 毫微米波长激发
,

进行光谱

扫描
。

在 36 0 毫微米波长附近有荧光峰值
。

我们将大庆原油的数种产品进行全扫描
,

发

现煤油在 36 0 毫微米波长附近有明显的荧光峰 (见图 3 )
。

图 4 是大庆原油中加入了蔚的

荧光光谱
,

其混合样品的峰形与菌的峰形极为相似
,

荧光峰值有明显的叠加现象
。
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激 发 3 1 0 。 山

鹤驭

生50 n
瓜

图 3 煤油的荧光光谱

激发 3 10 。 口

乍
多
认

了

一户 .

沪 ` - -

一~
·一

侧烈

~
.

/

3 5 0

月 . . . .

. 曰

一4幻 赶份

图 4 大庆原油和窟的荧光光谱

… … 大庆原油
,

一
.

一茵

一
大庆原油和苗

(二 ) 工作曲线的绘制和样品的 R 值

取 6 支 2 5 毫升的具塞比色管
,

分别加入 0
、
。

.

1
、

0
.

3
、

0
.

5
、
0

.

7
、

0
.

9 毫升苗标准液
,

加

脱芳石油醚定容至 10 毫升
,

混匀
。

其浓度分别为每毫升含有 。
、

。
.

1
、
0

。

3
、

0
.

5
、

。
.

7
、 。

.

9 微

克苗
。

将此溶液倒入 1 厘米石英吸收池中
,

用 3 10 毫微米波长激发
,

在 3 65 毫微米波长处

测其荧光强度
。

以此标准系列的荧光强度为纵座标
,

相应的苗浓度 (微克 /毫升 ) 为横座

标
,

绘制成工作曲线
。

结果如图 5所示
。

再取 7支 2 5 毫升的具塞比色管
,

分别加 入 O
、

。
·

02 5
、

。
·

05
、

。
·

10
、 。

·

巧
、

。
.

20
、

。
.

2 5 毫升油标准溶液
,

用脱芳石油醚定溶至 10 毫升
,

摇

匀
。

其浓度分别含有 0
、

0
.

5
、

1
,

0
、

2
.

0
、

3
.

0
、
4

.

0
、
5

.

0 微克标准油
。

照上述方法绘制成工作

曲线
。

结果如图 6 所示
。

分析不同油类时
,

采用相应的工作曲线
。

为了对各自所测的石油烃浓度作统一 比较
,

I G o s s 选用苗作为内校物质
,

计算出各

地标准油 (注明规格 )与窟 (约 O
,

5 微克 /毫升 ) 等量的荧光强度比率
“
R

” ,

其公式为
:

召二
窟的荧光强度 标准油的重量

标准油的荧光强度 窟的重量

根据我们初步分析
,

我国大庆原油的丑值为 8
.

7 ,东海
“

样品油
”
的 R值为 2 1
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用 al o u m 激发

在 3 6 5卫功测示荧光强度

恻烈

0
.

1 0
。

3 0
.

5

菌石 油醚溶荆 (
拌 g /。 D

图 昌 窟工作曲线

0
甲

7 0
,

9

用 3旧 n 瓜激 发

在 3 6 5 ” nI 测 示 荧 光强度

U燃

1 2 3 4

大庆 原 油石 油醚溶剂 (
。 g / m l)

图 6 大庆原油工作曲线

(三 ) 萃取条件的实验

IG o s s 指定窟当量为统一油标准
,

四氯化碳为萃取剂
。

我们则用窟作为油标准
,

脱

芳石油醚作为萃取剂
,

对萃取条件进行了实验
。

1
.

萃取剂用盘

把 1
、

5
、

9 微克苗分别加入 洲 O 毫升蒸馏水作为试样
。

萃取剂的用量为 10
、

1 5
、

20
、

25

毫升
,

分别进行一次和二次萃取
。

结果表明
:
在 5 00 毫升水样中

,

用 15 毫升石油醚分二次

萃取效果较好
。

(如表 1 )
。

这同 I G O S S 以四氯化碳作萃取剂的萃取比 ( 1 , 3 0一 4 0) 相吻

合
。
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表 1 萃取剂用 t 及萃取次数试验结果

窟加入盘微克 荧光相对强度 I计算结果微克 } 回收率刃落

8
.

5

7
.

0

4
.

石

3
一

0

28
`

O

20
。

石

15
甲

0

1 1
.

6

6 1
。

0

8 3
,

O

邵
甲

O

2 0
甲

0

0
。

8 5

O
。

即

0
.

4 0

痕迹

4
.

30

4
。

石0

4
.

00
8

.

邵
8

.

印
7

`

80

7
.

6 0

7
。

哪

弱
甲

O

90
.

0

4 0
、

0

8 6
0

0

邵
`

O

的
`

O

砧
,

O

涎
甲

4

8 6
.

7

84
。

4

a ,
。

6

1116551石9999

2
.

萃取时间的选择

试验分别以 一分半钟
、

三分钟和四分钟进行
,

经萃取效果的观察
,

一分半钟萃取的回

收率为 70 一 80 % , 三分钟和四分钟的萃取效果则无明显差别
。

我们采用振荡三分钟 (如

表 2 )
。

表 2 萃取时间试验结果

芭加入最微克 萃取次数
振 荡 三 分 钟

回收量微克

O
`

即

4
.

动

7
。

郎

,孟
59

3
.

加脱水剂和不加脱水剂的比较

试验分二组进行
。

用蒸馏水和河 口水 (预先用石油醚除去油分 ) 配制相同浓度的菌溶

液
,

加 15 毫升石油醚
,

分二次萃取
,

振荡时间都是三分钟
。

一组提取液移入具塞比色管待

测 ,另一组提取液经无水硫酸钠脱水后再进行测定
。

实验表明
:

二组的试验结果无明显差

别
。

为使试验手续简便
,

若无乳化现象
,

不加脱水剂也能达到同样的效果 (水分不要带进

比色管 中 )
。

结果如表 3
。

表 弓 脱水试验结果

座三…里竺翌1…簿墨脸…率噩鞍
, 馏 水

卜一
一三一一

一

{一上牛月一止燮生一卜一全兰一
一一

}一
竺二一一

—
一

}—
一二

一

一
一

卜止生一卜二生一
.

阵一全兰一一 {一竺竺` 一
} 5 ) 4

.

4 2 】 哭
·

4 { 4
·

3 4 1 8 6
·

对

河 口 水 !

—
1

— —
--l 一一一一一一 }

—
卜

—
气

甲
-

一
J

一
{ ” { 4

·

4么 1 88
·

4 } 4
·

执 l 朋
·

8
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4
,

p且 和盐度的影响

( 1) p H 衬萃取率的影响 取平行二组 50 。毫升的蒸馏水
,

用盐酸和氢氧化钠 溶 液将

其调成不同的 P H 值
,

分别加入 5微克苗
,

用 15 毫升石油醚 (分二次 ) 进行萃取
,

计

算其回收量和回收率
。

在 p H I一 10 中间
,

酸性条件下的萃取对回收率 有 影 响
,

硷性

条件下则回收率良好 (如表 4 )
。

由于正常海水或河 口 水呈 硷性
,

因而 是有 利于 萃 取

的
。

表 4 P H 影响试验结果

心心

谈之
~理竺竺…

`̀ 444 666 777 8
甲

2 *** 1000

序序 昙 \ \ 户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户户
矛矛

\
、、

回收星星 回收率率 回收量量 回收率率 回收量量 回收率率 回收量量 回收量量 回收率率 回 收率率 回收量量 回收率率
微微微克克 丑 落落 微克克 丑 写写 微克克 刃男男 微克克 丑男男 微克克 E 露露 微克克 E 写写

11111 2
。

队队 5 2
`

777 a
,

价价 7 1
,

333 4
.

3 444 8 6
0

888 4
。

6 555 9 3
。

000 4
.

8 111 9 6
`

111 4
.

3 111 9 6
甲

111

22222 2
.

0 999 4 1
.

匀匀 3
。

6 777 7 1
.

333 4
。

料料 8 6
.

888 4
.

6 555 9 3
.

000 4
,

8 111 96 111 4
。

8 111 9 6
。

111

注 : 卒 海洲 3 2
,

蛇肠 )

( 2) 盐度对羊取率的影响 在蒸馏水
、

河 口水和 外海水 (预先都用石油醚除去油分 ) 中
,

分别加入 5微克苗
,

用 1 5 毫升石油醚分二次进行萃取
,

计算其回收量和 回收率
。

结果表

明
:
盐度对萃取率影响不大 (如表 5 )

。

表 5 盐度影响试验结果

登度 } 蒸 馏 水 。 肠
河 口 水 8

.

88 写 外 海 水 概
.

猖̀编

回回收量微克克 回收率 E 另另 回收是傲克克 回收率 E 写写 回收量微克克

魂魂
.

3 444 8 6
`

888 4
.

4 222 8 8
0

444 4
、

肠肠

444
.

料料 8 6
甲

888 4
.

4 222 8S
。

444 4
`

3 444

444
`

8 444 8 6
.

888 4
。

3 444 8 6
。

888 4
甲

3 444

444
`

豁豁 8 6
.

888 4
。

3 999 8 7
`

888 4
,

灌444

(四 ) 生物油对石油烃测定的干扰试验

要正确评价海洋中石油污染的程度
,

就必须区分海水中的石油和动植物油脂
。

根据

我们初步分析
,

用脱芳石油醚配制的生物油脂 (鳖鱼肝油
、

猪油和豆油 )稀释液
,

它们的荧

光强度均接近零 ; 大庆标准油 中加入各种生物油的混合样品与单一的大庆油样品的荧光

峰是一致的
。

由此看来
,

在 365 毫微米波长附近
,

生物油对 石油烃的测定没有干扰 (如图

7 所示 )
。
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邑票

匕OO n 也

图 7 生物油和大庆原油的芡光光谱
1

.

Zm g / L 猪油 ;

Zm g / L 豆油 ;

l o m g L 盆鱼肝油 ;

2
.

Zm g 了毛 大庆油 ;

2 功 g L 大庆油 + 2功 g / L 猪油 ;

Z m g / L 大庆油 + Zm 官了L 豆油
。

Z m g / L 大庆油 + Zm g / L 猪油 + Z m g / L 豆油

(五 ) 回 收 率 试 验

将不等量的大庆标准油溶液分别加入 5 00 毫升无油分的海水试样中
,

用 15 毫升脱芳

石油醚分二次萃取
,

提取液移入具塞比色管中
,

定容至 15 毫升
。

然后按上述工作曲线的

步骤进行测定
。

回收率如表 6 所示
。

平均回收率为 9 1
.

1%
。

表 6 回收率试验结果

大庆原油加入

崖 微 克

样品浓度

毫克 /升

荧 光

相对强度

回 收 量

微 克

回 收 率

E 男

0
.

2 00 价
.

0 8 7
。

1 1

O
,

叙洲) 9 1
。

7 6

珊100

O
。

I C州〕 4 7
。

4 3

O
。

10 0 4 6
.

8 1

0
.

0 1 0 哭
,

4

0
.

01 0 4
。

3 4 8 6
.

4

(六 ) 方 法 的 精 密 度

用苗标准溶液配制含 0
.

010 毫克 /升的海水试样
,

按回收试验步骤进行测定
。

结果见

表 7
。

通过实验结果的计算
,

标准差为 士 0
.

0 0 0 4 毫克 /升 ,变异系数为 3
.

7拓
,

表明精密度

良好
。
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表 7 精密度试验结果

序 二卜 \ ~ 目

勺
一 ~

~ ~ ~

1

2

8

4

石 一
6 一

样品浓度毫克 /升 } 荧光相对强度 回收量毫克 Z升

0
.

0 1 0

0
.

0 1 0

0
.

0 1 0

0
`

0 1 0

0
。

0 1 0

0
.

0 1 0

0
`

0 J9 6

0
.

〔幻 9 3

0
.

00那

0
.

00的

0
.

以〕 9 6

0
.

0 0 9 e

平均值
! .0 00湃 毫克 /升

标准差
· 土 .0 以 X) 4毫克 /升

变异系数 = 3
.

7男

000056斜邓邵肚豁触

(七 ) 方法的灵敏度

据文献报导
, 1 升水样

,

在通常条件下
,

红外分光光度法的检测下限仅为 0
.

IPP nI
。

紫

外分光光度法为 0
。

01 那功 以上
,

而荧光分光光度法则可达到 O
.

O I P P功 以下
。

方法的灵敏度与仪器性能
、

溶剂等有关
。

我们的试验是用 O
,

075 微克 /毫升硫酸奎宁

校正 M 护S一 5 0 0。 仪器
,

定记录纸在 。一 90 格内
。

以 50 0 毫升水样测定
,

石油烃的检出下

限可达 2 微克 /升
。

讨 论

( 1) IG O S S 报导
,

四氯化碳虽是较为理想的石油萃取剂
,

但对荧光分析来说并不是

合适的溶剂
。

因此
,

提取之后将四氯化碳挥发
,

再用正 已烷作溶剂进行荧光分析
。

据文献

介绍
,

二氯甲烷
、

三氟三氯 乙烷
、

氯仿
、

戍烷等都可作为萃取剂
。

选用的溶剂有庚烷
、

异辛

烷
、

环 已烷及石油醚
。

我们选用石油醚萃取并用作溶剂进行荧光分析
,

得到的结果尚能满

意
,

而且石油醚具有毒性小
、

价格低
、

操作简便等优点
。

(2 ) 荧光法测定石油烃
,

激发波长取 31 0 毫微米
,

在 3 60 毫微米波长处读取荧光强

度
。

从大庆原油的荧光光谱扫描记录图来看
,

最高荧光峰在 4 25 毫微米波长处
,

在 3 60 毫

微米波长附近没有明显
“

肩峰
” 。

但是
,

从大庆原油中分馏出来的煤油
,

在 3 65 毫微米波长

处却有明显荧光峰 , 大庆原油与窟混合的样品在 3 65 毫微米波长处有明显叠加现象
。

我

们认为
:

石油是多种烃类的混合物
,

由于各组分的分子结构所对应的荧光峰波长相近
,

导

致了整个曲线没有明显的独立小峰
。

( 3) 与苗等量的大庆原油的荧光强度比率
“
R

”

为 8
.

7
,

而东海
“

样品油
”

的 R 值 为

2 1
.

1
。

我们认为
,

二者间有这样大的差异是由于大庆标准油是直接用石油醚配制的
,

而东

海
“

样品油
”

是用石油醚从海水中萃取的
,

因此海水中的石油醚萃取物中含有矿物油
、

动植

物油脂
、

脂肪酸
、

芳香族化合物
、

胺
、

农药
、

染料
、

卤代烃及其它杂质
,

提取后挥发石油醚时
,

仅除去了一些易挥发的低分子烃类
,

而其它物质均同油类一起被秤量
,

因此导致东海
“

样

品油
”

的 R 值偏高
。
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