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高效液相色谱法对环境样品中甲基托布津与
甲霜灵残留的测定
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摘　要 : 建立了自动固相萃取 /高效液相色谱法测定地表水和土壤中甲基托布津和甲霜灵残留的方法。地表

水采用 C18固相萃取小柱进行富集、净化及浓缩 ; 土壤采用丙酮 -二氯甲烷 (体积比 3 ∶7)溶液振荡萃取 , 弗

罗里硅土小柱净化和浓缩 ; 以乙腈和水为流动相 , 于 230 nm波长处对样品进行高效液相色谱检测。甲基托

布津和甲霜灵在水中的检出限分别为 0136、3149μg/L , 在土壤中的检出限分别为 0103、0118 mg/kg; 在优

化实验条件下 , 甲基托布津和甲霜灵在水样和土壤样品中的添加回收率为 77%～105% , 精密度为 112%～

815%。方法可用于环境样品中甲霜灵和甲基托布津残留量的测定。
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Residual Determ ination of Thiophanate2methyl and Metalaxyl in Environment

by H igh Performance L iquid Chromatography
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Ab s trac t: A method for determ ination of thiophanate2methyl ( TM ) and metalaxyl (MEL ) in surface

water and soil have been developed by automatic solid2phase extraction ( SPE) coup led with high per2
formance liquid chromatography(HPLC). W ater samp le was cleaned up and concentrated by C18 car2
tridge, soil samp le was firstly extracted by actone - dichloromethane (3 ∶7, by volume) , then puri2
fied and concentrated by florisil solid2phase extraction cartridge. The detection of TM and MEL was

performed by HPLC using acetonitrile - water as mobile phase and selecting 230 nm as detection

wavelength. Under the op timal conditions, the calibration curves showed good linearity on certain

concentration of TM and MEL with correlation coefficients not less than 01999 5. The detection lim its

of TM and MEL were 0136μg /L and 3149μg/L in water, 0103 mg/kg and 0118 mg/kg in soil, re2
spectively. Recoveries at three sp iked concentration levels ranged from 77% to 105%. The relative

standard deviations(RSD s) for real samp le sp iked with m ixed standard were in the range of 112% to

815%. The SPE /HPLC method could be used to detectMEL and TM in environmental field.

Key wo rd s: thiophanate2methyl; metalaxyl; automatic solid2phase extraction; high performance

liquid chromatography; environmental samp le

甲基托布津 (1, 22二 ( 32甲氧羰基 222硫脲基 )苯 , 缩写为 TM )和甲霜灵 (N2( 22甲氧基乙酰基 ) 2N2
(2, 62二甲苯基 ) 2D , L 2丙氨 , 缩写为 MEL)是常用的杀菌剂。TM是广谱高效内吸杀菌剂 , 对各种经

济作物的白粉病、菌核病、灰霉病等多种病害有保护和治疗作用 [ 1 - 2 ]。MEL是一种易被植物吸收、上

行传导的高效杀菌剂 , 具有保护和治疗作用 , 对卵菌纲引起的病害有特效 [ 3 - 5 ]
; 由于其应用巨大 , 使

得它们在环境中广泛存在。因此 , 有必要建立一种快速、简便的方法监测环境样品中的痕量杀菌剂。

MEL和 TM残留的测定方法主要有气相色谱法、液相色谱及色谱 -质谱联用方法 [ 5 - 11 ]等 , 但其前

处理方法因使用大量的有机溶剂而带来污染 , 且操作繁琐。固相萃取是一种有效的样品前处理技术 ,

具有回收率高、富集倍数大、有机溶剂用量少等特点 , 并且操作简便、易于实现自动化 [ 12 - 13 ]。在国
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外 , 农药固相萃取技术已广泛应用于水果、蔬菜 [ 14 ]、土壤 [ 15 - 16 ]和植物 [ 17 ]样品 , 国内相关应用也日趋

增多。目前尚未有同时测定水和土壤中 MEL、TM的报道。本文建立了自动固相萃取 /高效液相色谱法

同时测定环境中 MEL和 TM含量的方法 , 并检测了海南地区土壤及地表水中的 MEL和 TM残留量 , 为

评价其在环境中的安全性提供了科学依据。

1　实验部分

111　仪器与试剂

W aters 2695液相色谱仪 (主要包括 2487双波长紫外 -可见检测器、柱温箱、自动进样器、自动脱

气四元梯度泵等 ) ; 色谱柱 : SunFire
TM

C18 250 mm ×416 mm ×5μm ( i1d1)不锈钢柱 ; UV22550紫外可见

分光光度计 (日本岛津 ) ; 自动固相萃取仪 Auto Trace SPE、自动浓缩仪 Turbo vapⅡ (美国 Zymark Corpo2
ration) ; 振荡均匀仪 SA300 (日本 Yamato Scientific公司 ) ; C18固相萃取小柱 : 6 mL /500 mg; 弗罗里硅

土小柱 : 6 mL /1 000 mg(美国安捷伦公司 )。

二氯甲烷为色谱级 ; 甲醇、乙腈均为液相色谱级 (德国 Merck公司 ) ; 无水硫酸钠 (优级纯 )在马弗

炉中 700 ℃烘 6 h; 硅藻土、空白土壤均在马弗炉中 600 ℃烘 6 h; 空白水 : 超纯水 ; 标准品 MEL、TM

(纯度 9910% , 德国 Ehrenstorfer Quality公司 )。

112　标准曲线制作

吸取 TM (100 mg/L)和 MEL (1 000 mg/L)标准溶液。水样标准曲线 : TM用甲醇稀释配成质量浓度

分别为 012、014、018、116、214、410 mg/L的溶液 , MEL配成质量浓度分别为 210、410、 810、

1610、2410、4010 mg/L的溶液 ; 土壤标准曲线 : TM用甲醇稀释配成质量浓度分别为 0125、0150、

110、210、1010、1610、2010 mg/L的溶液 , MEL配成质量浓度分别为 215、510、810、1610、5010、

8010、100 mg/L的溶液。

113　样品的采集与保存

采集水源水样时 , 应用棕色磨口玻璃瓶采集 , 水样应完全注满 , 不留空气。采集后的样品于 4 ℃

冰箱内保存。

土壤样品需采集新鲜土样 , 采集后用棕色磨口玻璃容器于 4 ℃以下避光保存 , 采样时样品要充满

容器 , 并注意在采样和运输过程中避免样品的污染。

114　样品的提取及净化

水样的处理 : 100 mL水样过滤后 , 用自动固相萃取仪 (大剂量型 )纯化和富集。C18固相萃取柱经甲

醇、水预淋洗后 , 上 100 mL水样 , 富集后用甲醇洗脱 , 洗脱液用氮气吹干 , 定容至 1 mL, 待测。
土壤样品的处理 : 准确称取土样 10 g与适量硅藻土混匀 (根据土壤湿度添加 2～5 g硅藻土 ) , 置于

250 mL具塞三角锥形瓶中 , 加入 20 mL丙酮 -二氯甲烷 (体积比 3 ∶7, 下同 )振荡提取 30 m in, 将上
清液移入锥形瓶中。残渣重复提取 1次。合并有机相 , 过无水硫酸钠 , 滤液氮吹至约 1 mL时 , 用自动
固相萃取仪 (小剂量型 )净化。弗罗里硅土固相萃取柱依次用 10 mL丙酮 -正己烷 (体积比 1 ∶1, 下
同 )预淋洗后 , 加入浓缩液 , 用 10 mL丙酮 -二氯甲烷洗脱 , 收集洗脱液 , 在氮气吹干仪上 40 ℃吹干 ,

用甲醇定容至 1 mL, 待测。

115　HPLC测定条件
流动相 : 乙腈 -水 (体积比 60 ∶40) ; 进样体积 : 10μL; 流速 : 016 mL /m in; 检测波长 : 230 nm;

柱温 : 30 ℃。

2　结果与讨论

211　固相萃取条件的优化
水样固相萃取条件的优化 : 研究了 2种 SPE小柱 ( C8和 C18小柱 )对 TM和 MEL的净化效果。在

100 mL空白水样中加入 014 mg/L的 TM和 410 mg/L的 MEL混合标样 , 考察了不同类型的萃取小柱及

洗脱液用量对萃取率的影响。结果表明 , C8小柱对 TM和 MEL的萃取率仅为 3716%、3114% , 且重复

性较差 ; C18小柱对 TM和 MEL的萃取率高于 9010% , 其原因是 C18柱对分析物的保留强于 C8柱 , 含碳
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量对分离效果和组分的保留时间有很大影响。因此 , 本实验选择 C18小柱对样品进行处理 , 选择甲醇活

化和洗脱。

土壤样品固相萃取条件的优化 : 在弗罗里硅土小柱中加入 110 mg/L的 TM和 1010 mg/L的 MEL混

合标样 , 考察了洗脱液对萃取率的影响。结果表明 , 固相萃取柱依次用 10 mL丙酮 -正己烷预淋洗后

上样 , 用 10 mL丙酮 -正己烷洗脱 , TM和 MEL的回收率分别达 83%和 84% ; 固相萃取柱依次用

10 mL丙酮 -正己烷预淋洗后上样 , 用 10 mL丙酮 -二氯甲烷洗脱 , TM和 MEL的回收率分别达到

98%和 99%。因此 , 实验选择弗罗里硅土小柱对样品进行处理 , 选择丙酮 -正己烷活化和丙酮 -二氯

甲烷洗脱。

212　检测波长的确定

精确称取适量 TM和 MEL的标准样品 , 用甲醇分别配成 110、1010 mg/L的溶液 , 用紫外分光光度

计在 200～400 nm范围进行全波长扫描 , MEL的最大吸收波长为 230 nm, TM在 229、267 nm处有 2个

吸收峰。综合考虑 , 确定检测波长为 230 nm, 2种物质均有较好的灵敏度。

图 1　TM与 MEL混合标准溶液的色谱图
Fig11　HPLC chromatogram of TM and MEL standard

213　色谱条件的选择

实验表明 , 流速为 016 mL /m in时在较短时间内得

到较好的分离度。本实验采用乙腈 -水流动相进行分离

实验 , 随着水的体积分数增加 , 峰形变差 , 当水的体积

分数为 40%时有较好的出峰时间和峰形 , 采用乙腈 -

水 (60 ∶40)为最佳流动相。优化的色谱条件见 “115”。

图 1为优化条件下 , TM和 MEL混合标准溶液的色

谱图。以响应峰面积为纵坐标 , 质量浓度 (mg/L)为横

坐标 , 绘制线性曲线 , 结果见表 1。

表 1　TM与 MEL的保留时间、线性回归方程、线性范围及相关系数
Table 1　Retention times, regression equation, linear ranges and correlation coefficients of

thiophanate2methyl( TM ) and metalaxyl(MEL)

Samp le Compound Retention time t /m in Regression equation L inear rangeρ/ (mg·L - 1 ) Correlation coefficient r

W ater TM 61843 y = 8133 ×104 x - 4142 ×104 012～410 01999 9

MEL 91106 y = 8166 ×103 x - 2165 ×103 210～4010 01999 9

Soil TM 61843 y = 7182 ×104 x + 3119 ×104 0125～2010 01999 9

MEL 91106 y = 7179 ×103 x + 2117 ×103 215～100 01999 5

214　检出限

在空白基质中添加接近方法检出限的标样 , 重复测定 7次 , 计算标准偏差 ( SD )。检出限 (MDL ) =

SD t( n - 1, 0199) , 一般加标样品测定平均值与 MDL比值为 2～5, 用于测定 MDL的初次加标浓度较合适 [ 18 ]。

在 100 mL超纯水中加入 TM和 MEL标准品 , 测得环境水样的检出限分别为 0136、3149μg/L。在 10 g

空白土壤中加入 TM和 MEL标准品 , 测得环境土壤样品检出限分别为 0103、0118 mg/kg(结果见表 2)。

表 2　环境样品中 TM与 MEL的检出限
Table 2　Detection lim its of TM and MEL in environmental samp le

Samp le Compound Added Found Average SD MDL

W ater TMρ/ (μg·L - 1 ) 2100 1186, 1173, 1166, 1161, 1167, 1153, 1181 1170 0111 0136

MELρ/ (μg·L - 1 ) 2010 1811, 1718, 1613, 1517, 1715, 1610, 1814 1711 1110 3149

Soil TM w / (mg·kg - 1 ) 0110 01075, 01083, 01075, 01097, 01092, 01072, 01084 01083 01009 5 0103

MEL w / (mg·kg - 1 ) 1100 01912, 01893, 01798, 01863, 01807, 01759, 01858 01842 01055 0118

215　实际样品的回收率与精密度

在优化实验条件下 , 对实际样品进行检测。环境水样中甲基托布津、甲霜灵的加标回收率分别为

91%～105%、92%～102% , 精密度分别为 615%～815%、511%～813% ; 环境土壤样品中甲基托布津、

甲霜灵的加标回收率分别为 79%～102%、77%～97% , 精密度分别为 112%～710%、317%～811% (结
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果见表 3)。结果表明 , 方法的回收率及精密度满意。样品及样品加标的色谱图见图 2。

表 3　TM与 MEL的回收率及精密度
Table 3　Recoveries and relative standard deviations(RSD s) of TM and MEL

Samp le Compound O riginal Added Recovery R /% RSD ( n = 5) sr /%

R iver water TM - 3 4100, 6100, 1210 91, 95, 105 815, 615, 716

ρ/ (μg·L - 1 ) MEL - 4010, 6010, 120 92, 98, 102 811, 813, 511

Soil1# TM - 0110, 0120, 110 90, 83, 102 112, 217, 417

w / (mg·kg - 1 ) MEL - 1100, 1160, 510 81, 95, 87 614, 413, 613

Soil2# TM - 0110, 0120, 110 79, 98, 82 319, 519, 710

w / (mg·kg - 1 ) MEL - 1100, 1160, 510 77, 95, 97 716, 317, 811

　3 no detected

图 2　水样色谱图 (A)、水样加标色谱图 (B)、土壤 1#色谱图 (C)及土壤 1#加标色谱图 (D)

Fig12　HPLC chromatogram s of river water(A) , sp iked river water(B) , soil1# (C) and soil1# sp iked samp le (D)

fig1B: 410μg·L - 1 TM and 4010μg·L - 1 MEL; fig1D: 012 mg·kg - 1 TM and MEL

3　结　论

本文建立了同时测定环境水样和土壤样品中 TM和 MEL残留的方法 , 水样以全自动固相萃取法净

化和浓缩样品 (C18萃取小柱萃取 ) , 土壤样品以丙酮 -二氯甲烷 (3 ∶7)溶剂振荡萃取 /半自动小剂量型

固相萃取法净化和浓缩 (弗罗里硅土小柱 ) , 用高效液相色谱法进行测定 , 具有较好的回收率和精密

度 , 方法准确、可靠、灵敏度高 , 可满足环境行为研究中 TM和 MEL定性和定量测定的要求。
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