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前  言
为贯彻《中华人民共和国环境保护法》和《中华人民共和国水污染防治法》，保护生态环境，保障人体健康，规范水中克百威、草甘膦的测定方法，特制定本标准。

本标准规定了测定地下水、生活饮用水、地表水中克百威、草甘膦的液相色谱-质谱/质谱法。

本标准由西安市水务局提出。

本标准由西安市水务局归口。

本标准主要起草单位：西安市水环境监测中心、陕西阔成检测服务有限公司。

本标准主要起草人：李浩栋、张坤、任阳阳、宋雅琴、蔺凯、张鑫、王毅珍、习羽、刘旭

本标准为首次发布。

联系信息如下：

单位：西安市水环境监测中心
电话：029-85292338

地址：西安市长安区航天中路129号
邮编：710100
水质 克百威 草甘膦的测定 液相色谱-质谱法
1 范围
本标准规定了测定水中克百威、草甘膦的液相色谱-质谱法的方法、原理、试剂和材料、仪器和设备、样品、分析步骤、结果计算等要求。
本标准适用于地下水、生活饮用水、地表水中克百威、草甘膦的测定。

本标准克百威检出限为为0.003 μg/L，检出下限为0.012 μg/L；草甘膦检出限为为9 μg/L，检出下限为36 μg/L。

2 规范性引用文件


下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682    分析实验室用水规格和试验方法。

GB/T 14848   地下水质量标准。

GB/T 5749    生活饮用水卫生标准。

GB/T 5750    生活饮用水标准检验方法。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1 直接进样 

直接进样是指采用微量进样针通过手工或自动进样器将一定体积液体样品引入气相色谱系统的方式。

3.2 实验室样品基质加标(LFM)

在实测样品中加入已知量的待测物，按照样品分析步骤进行前处理和测定，基质加标实验用来检查样品基质中是否含有干扰物质。

3.3 现场平行样(FD)

同一时段、同一采样地点，在相同采样和保存条件下，采集平行双样送实验室，按照相同的分析步骤进行前处理和测定。

3.4 现场空白样(FRB)

在采样现场，按水样采集的方法与步骤，采用相同的装置和试剂，用高纯水充满采样瓶，密封后随样品一起运回实验室，运送、保存及分析方法与水样一致。

4 样品

4.1 样品采集

参照HJ/T 91-2002、HJ/T 164-2004和GB/T 5750.2-2006的相关规定进行水样的采集。用棕色玻璃瓶采集，在采样前要把采样瓶用待采水样振荡洗涤2～3次。

采样时应记录样品的名称、来源、采样量、保存状况、采样点位、采样日期、采样人员等信息。采样人员应及时填写采样记录或采样报告。

4.2 样品保存

水样采集后应及时送回实验室尽快分析，如需保存，应4 ºC以下保存，保存时间克百威为7天内提取，40天内测定，草甘膦为7天内测定。

5 克百威

5.1 克百威 液相色谱-质谱法

5.1.1 方法原理

采用固相萃取富集样品中克百威，二氯甲烷洗脱，氮吹近干，甲醇定容至 1 mL，利用液相色谱-三重四级杆质谱法检测，以保留时间以及特征离子定性，外标法定量。

5.2 试剂和材料
5.2.1 水：符合GB/T 6682-2008 中规定的一级水。

5.2.2 甲醇：色谱纯

5.2.3 二氯甲烷：色谱纯
5.2.4 克百威标准储备液：100mg/L，4℃冰箱中保存。

5.2.5 克百威标准使用液的配制：以甲醇（5.2.2）为溶剂，将克百威标准储备液（5.2.4），配制成浓度为1mg/L的标准使用液，现配现用。 
5.2.6 液氮（N2）纯度≥99.999%。

5.2.7 氩气（Ar）纯度≥99.999%。

5.2.8 固相萃取小柱：C18，规格：500mg/6mL。

5.2.9 无水硫酸钠小柱。

5.3 仪器和设备

5.3.1 液相色谱-三重四级杆串联质谱仪：配有电喷雾离子源（ESI）。

5.3.2 色谱柱：Hypersil GOLD™ C18 色谱柱，柱长50 mm，内径 2.1 mm，粒径 1.9 μm，最大压力1250 bar，pH范围1～11。

5.3.3 固相萃取仪。

5.3.4 超声仪。

5.3.5 氮吹仪。
5.3.6 微量进样针：10 μL、50 μL、100 μL、1000 μL。

5.3.7 容量瓶：100 mL。

5.4 分析步骤

5.4.1 富集、净化与浓缩

量取100ml样品置于250 ml锥形瓶中，以约5 mL/min的流速通过活化后的固相萃取柱（5.2.8），样品完全富集后，加入10 ml水（5.2.1）淋洗，待水完全流出后，继续用真空泵抽吸5 min。用10 ml二氯甲烷（5.2.3）洗脱，洗脱液收集到浓缩瓶中，然后将浓缩瓶置于氮吹仪（5.3.5）上，在40 ℃下氮吹近干（5.2.6），再用甲醇（5.2.2）定容至1.0 ml，转移到棕色样品瓶中，待测。

5.4.2 液相色谱条件

5.4.2.1 流动相：A：水（5.2.1），B：甲醇（5.2.2）；梯度洗脱程序见表5-1。

5.4.2.2 样品盘温度10 ℃。

5.4.2.3 柱温：35 ℃。

5.4.2.4 进样体积：4 μL。

5.4.2.5 流速：0.25 mL/min。

表5-1 克百威流动相洗脱程序

	时间/min
	流动相A%
	流动相B%

	0.00
	60
	40

	1.50
	60
	40

	2.00
	5
	95

	4.00
	5
	95

	4.10
	60
	40

	5.00
	60
	40


5.4.3 质谱条件

5.4.3.1 电离源方式：电喷雾电离（ESI）。

5.4.3.2 扫描方式：正离子模式。

5.4.3.3 监测方式：多反应监测（MRM）。

5.4.3.4 电压：2800 V。

5.4.3.5 汽化温度：350 ℃。

5.4.3.6 鞘气：30.0 Arb。

5.4.3.7 辅助气：5.0 Arb。

5.4.3.8 毛细管温度：350 ℃。

5.4.3.9 定性离子对（m/z）、定量离子对（m/z），碰撞能量（V）见表5-2。
表5-2  克百威的多离子反应监测条件

	化合物
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	碰撞能量（V）

	克百威
	222.101
	77.282
	41

	
	
	123.129
	22

	
	
	163.127
	12


注：上述仪器参考条件可以根据自身设备进行调整。
5.4.4 标准曲线的绘制

准确移取一定量的克百威标准使用液（5.2.5 ）至甲醇（5.2.2）中，配制浓度分别为10 μg/L、20 μg/L、30 μg/L、40 μg/L、50 μg/L、60 μg/L、70 μg/L、80 μg/L、90 μg/L、100 μg/L的克百威标准系列，摇均待测。按照上述液相色谱-条件测定标准工作溶液，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线。
5.4.5 样品测定

样品按照所建立的方法，待仪器设备稳定后进样分析。记录色谱峰保留时间和峰面积，外标法计算样品浓度。

5.4.6 空白实验

用实验用水（5.2.1）代替样品，按样品测定相同的步骤分析。

5.5 结果计算

5.5.1 定性分析

在相同实验条件下，样品与标准工作液中待测物质的色谱峰相对保留时间2.5 % 以内，并且在扣除背景后的样品色谱图中，所选择的离子对均出现，且丰度偏差不超过表5-3所示，则可以判断样品中存在对应的被测物。

表5-3 相对离子丰度最大允许误差

	相对丰度/（%，基峰）
	液相色谱-质谱/质谱定性时

相对离子丰度最大允许误差

	50＜相对丰度
	± 20%

	20＜相对丰度≤50
	± 25%

	10＜相对丰度≤20
	± 30%

	相对丰度≤10
	± 50%


5.5.2 定量分析

采用外标法进行定量。将峰面积代入标准曲线(y=ax+b)，计算水样经浓缩定容后的浓度，再根据水样的浓缩体积计算原样中的目标物质浓度。
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式中：

C1：浓缩后样品目标物浓度(ug/L)。

C2：样品浓度(ug/L)。
V1：浓缩的水样体积(L)。

V2：水样体积(L)。

y：目标物质吸收峰面积。

k：标准曲线斜率。

b：标准曲线截距。

5.5.3 结果表示

当测定结果小于1 ug/L时，保留三位小数；当测定结果大于1 ug/L时，保留三位有效数字。

5.6 精密度和准确度

5.6.1 精密度

4家实验室对加标后浓度分别为0.05 μg/L、0.1 μg/L、0.4 μg/L的100 ml样品进行了检测，测定结果显示，实验室间相对标准偏差分别为5.0 %，9.7 %，8.4 %。

5.6.2 准确度

分别对加后浓度分别为0.05 μg/L、0.10 μg/L、0.40 μg/L的100 ml样品进行测定，其回收率分别为87.5 %、93.1 %、80.8 %。

6 草甘膦

6.1 草甘膦 液相色谱-质谱法

6.1.1 方法原理

经0.22 μm水系微孔滤膜过滤样品，利用液相色谱-三重四级杆质谱法检测，以保留时间以及特征离子定性，外标法定量。

6.2 试剂和材料

6.2.1 水：符合GB/T 6682-2008 中规定的一级水。

6.2.2 乙腈：色谱纯
6.2.3 草甘膦标准储备液：1000 mg/L，4 ℃冰箱中保存。
6.2.4 草甘膦标准使用液的配制：以水（6.2.1）为溶剂，将草甘膦标准储备液（6.2.3），配制成浓度为10 mg/L的标准使用液，现配现用。
6.2.5 乙酸铵：色谱纯。

6.2.6 2 mmol乙酸铵溶液：准确称取0.07708g乙酸铵，用水（6.2.1）定容至500mL。
6.2.7 微孔滤膜：0.22μm，水系。

6.2.8 液氮（N2）纯度≥99.999%。

6.2.9 氩气（Ar）纯度≥99.999%。

6.3 仪器和设备

6.3.1 液相色谱-三重四级杆串联质谱仪：配有电喷雾离子源（ESI）。

6.3.2 色谱柱：赛默飞世尔Syncronis™ Hilic 色谱柱，柱长100mm，内径2.1mm，填料1.7mｍ，最大压力1250bar，pH范围2～8。

6.3.3 电子天平：感量为0.0001g。

6.3.4 超声仪。

6.3.5 注射器。

6.3.6 微量进样针：10 μL、50 μL、100 μL、1000 μL。

6.3.7 容量瓶：10 mL。

6.4 分析步骤

6.4.1 样品预处理

将水样经过0.22 (m滤膜（6.2.7）过滤后，转移到棕色样品瓶中，待测。

6.4.2 液相色谱条件

6.4.2.1 流动相：A：2mmol乙酸铵溶液（6.2.6），B：乙腈（6.2.2）；梯度洗脱程序见表6-1。

6.4.2.2 样品盘温度10 ℃。

6.4.2.3 柱温：35 ℃。

6.4.2.4 进样体积：15 μL。

6.4.2.5 流速：0.35 mL/min。

表6-1 草甘膦流动相洗脱程序

	时间/min
	流动相A%
	流动相B%

	0.00
	10
	90

	1.00
	10
	90

	1.30
	35
	65

	3.00
	35
	65

	3.10
	10
	90

	5.00
	10
	90


6.4.3 质谱条件

6.4.3.1 电离源方式：电喷雾电离（ESI）。

6.4.3.2 扫描方式：负离子模式。

6.4.3.3 监测方式：多反应监测（MRM）。

6.4.3.4 电压：2800 V。

6.4.3.5 汽化温度：350 ℃。

6.4.3.6 鞘气：35.0 Arb。

6.4.3.7 辅助气：15.0 Arb。

6.4.3.8 毛细管温度：320 ℃。

6.4.3.9 定性离子对（m/z）、定量离子对（m/z），碰撞能量（V）见表6-2。

表6-2  草甘膦的多离子反应监测条件

	化合物
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	碰撞能量（V）

	草甘膦
	168
	150*
	13

	
	
	63
	26

	
	
	79
	40


注：上述仪器参考条件可以根据自身设备进行调整。
6.4.4 标准曲线的绘制

准确移取一定量的草甘膦标准使用液（6.2.4）至纯水中，分别配置成浓度为20 μg/L、     50 μ g/L、100 μg/L、200 μg/L、300 μg/L、400 μg/L、500 μg/L标准系列溶液。按照上述液相色谱-质谱条件测定标准工作溶液，保留时间、特征离子定性，以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
6.4.5 样品测定

样品按照所建立的方法，待仪器设备稳定后进样分析。记录色谱峰保留时间和峰面积，外标法计算样品浓度。

6.4.6 空白实验

用实验用水（6.2.1）代替样品，按样品测定相同的步骤分析。

6.5 结果计算

6.5.1 定性分析

在相同实验条件下，样品与标准工作液中待测物质的色谱峰相对保留时间2.5 % 以内，并且在扣除背景后的样品色谱图中，所选择的离子对均出现，且丰度偏差不超过表6-3所示，则可以判断样品中存在对应的被测物。

表6-3 相对离子丰度最大允许误差

	相对丰度/（%，基峰）
	液相色谱-质谱/质谱定性时

相对离子丰度最大允许误差

	相对丰度＞50
	± 20 %

	50≥相对丰度＞20
	± 25 %

	20≥相对丰度＞10
	± 30 %

	相对丰度≥10
	± 50 %


6.5.2 定量分析

采用外标标准曲线定量。将峰面积代入标准曲线(y=ax+b)，计算样品中的目标物质的浓度。
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式中：

C: 水样中目标物浓度(ug/L)；

y: 目标物质吸收峰面积；

a: 标准曲线斜率；

V: 水样体积(L)；

b: 标准曲线截距。

6.5.3 结果表示

当测定结果小于100 ug/L时，保留三位小数；当测定结果大于100 ug/L时，保留三位有效数字。

6.6 精密度和准确度

6.6.1 精密度

4家实验室分别对浓度为100 μg/L、200 μg/L、300 μg/L的样品进行了检测，测定结果显示，实验室间相对标准偏差分别为6.3 %，4.5 %，3.6 %

6.6.2 准确度

对加标后浓度为20 μg/L、50 ug/L、300 ug/L的样品进行测定，其回收率分别为80.58 %～96.49 %、85.29 %～97.82 %、71.95 %～88.68 %。

7 质量控制和质量保证

7.1 空白试验

样品至少做一个空白试验，空白中目标化合物的浓度应低于方法检出限。
7.2 平行样测定

样品应至少测定10 %的平行双样。样品数量少于10个，应至少测定一个平行双样，测定结果相对偏差在20 %。

7.4 实际样品加标

所有空白测试结果应低于方法检出限

7.4 校准曲线核查

每20个样品或每批次样品（少于20个样品）应测定一个校准曲线。

7.5 校准曲线

每个工作日应进行校准曲线测定，相关系数均应≥0.99，否则应重新绘制校准曲线。

每个工作日应进行曲线连续校准，检验浓度为曲线的中间点。其测定结果与初始曲线。

8 注意事项

8.1 水样要用磨口棕色玻璃瓶采集，采样前瓶子用自来水洗干净后要用蒸馏水润洗，并于150 ℃烘1h，加0.25 g硫代硫酸钠，用铝箔和棉线扎紧瓶塞密封。

8.2 样品采集后在4 ℃ 保存，尽快分析。

8.3 质谱仪应定期校正质量轴，防止质量数发生漂移。
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