离子色谱法测定饮用水中痕量高氯酸根的数学分析
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摘要：采用ICS1000+AS20离子色谱(IC)法测定水中痕量（2~50µg·L-1）高氯酸根（ClO4-）并对实验数据进行数理分析，以优化仪器操作条件，降低检测限。Cochran检验法证明IC法测定痕量ClO4-的方差齐性较好。缺适度（LOF）检验分析指出，AS16柱推荐的操作条件并不适用于AS20，标准曲线制定的最佳条件为：抑制电流100 mA，淋洗液浓度35 mmol·L-1，流速1.0 mL·min-1，标样测定随机。采用根据标准曲线推算的检测限（DTC）衡量仪器检测限比方法检测限（MDL）更为准确。上述优化条件下IC法测定痕量ClO4-的MDL和DTC分别为0.890µg·L-1和1.627 µg·L-1。
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Mathematical Analysis of an Ion Chromatography Determination for Trace Level Perchlorate in Drinking Water 
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Abstract： Mathematical analysis of ICS1000+AS20 ion chromatography (IC) determination for trace level (2~50µg·L-1) perchlorate (ClO4-) in water was investigated to optimize the instrument operating conditions and provide a lower detection limit. The Cochran test results reveal the homoscedasticity of the IC determination. The Lack of Fit (LOF) test results show that the operating conditions of AS16 column are not suitable for AS20. The recommended operating conditions of IC determination are 100 mA suppressor current, 35 mmol·L-1 eluent concentration, 1.0 mL·min-1 flow rate, and the standards are arranged in a random order. Method detection limit (MDL) yields a less reliable detection limit than detection limit from the calibration curve (DTC). The MDL of IC determination for trace level ClO4- is 0.890µg·L-1 and the DTC is 1.627 µg·L-1 under recommended operating conditions.   
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高氯酸盐（perchlorate）是环境污染物之一，20世纪90年代末，美国环保署（USEPA）在饮用水中发现了高氯酸盐（ClO4-），由于其对人类健康危害较大，已被USEPA列入第一批联邦污染物候选名单，并建议饮用水中高氯酸根浓度不能超过24.5 µg·L-1，马萨诸塞等州则将2 µg·L-1作为更严格的控制标准[1-3]。对饮用水中ClO4-的研究已经成为环境领域的研究热点之一，而科学准确地测定水中ClO4-浓度是更好的研究ClO4-来源和控制方法的基础。
饮用水中ClO4-的检测方法主要有离子色谱（ion chromatography, IC）电导检测法和离子色谱-质谱联用技术等[4]。但质谱过于昂贵，不适合推广，目前较常用为离子色谱电导检测法。国外学者采用Dionex AS16分离柱测定痕量ClO4-，重点考察不同抑制器电流条件下IC法的检测限 [5]。但AS16存在ClO4-和氯苯磺酸共洗脱的问题[6]，结合国内条件，试验采用购置费用较低且易于在实验室推广的Dionex ICS1000和ClO4-专用色谱柱AS20 [7]测定水中痕量ClO4-并运用数理分析方法优化仪器操作条件，以降低IC法测定饮用水中的高氯酸根的检测限。
1 材料与方法

1.1 ClO4-分析方法

IC法测定。仪器采用离子色谱仪（Dionex，ICS1000），AG20+AS20(4×250 mm)柱，300 µL大体积定量环进样，淋洗液KOH浓度为35~50 mmol·L-1，ASRS-ULTRA抑制器，抑制电流100~300 mA。分析软件采用Dionex Chromeleon 6.60 chromatography workstation。

1.2 试验试剂
试验溶液由高氯酸钠纯品配制（NaClO4·H2O，>99.0%，分析纯）。试验配水为电阻率18.2 MΩ·cm的Milli-Q水。
1.3 试验方法

按50、40、20、10、4和2 µg·L-1配制ClO4-标准溶液，在不同淋洗液浓度、抑制电流和流速条件下测定标准溶液，分析系统的方差齐性，并制定ClO4-的标准曲线，采用缺适度（lack of fit，LOF）检验方法考察标准曲线的准确性。通过根据标准曲线推算的检测限（detection limit from the calibration curve，DTC）和方法检测限（method detection limit，MDL）两个指标比较不同操作条件下测定痕量ClO4-的检测限。
2 结果与讨论
2.1 Cochran检验
在LOF检验前必须先考察IC系统的方差齐性[8,9]。Cochran检验法用于方差齐性检验简便且准确：
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式中，C表示Cochran检验值；Cp,n表示共有n个标准样，每个标准样重复测定p次；SDi表示第i个标准样重复测定p次后的标准差，SDmax为最大标准差。
选4个不同浓度（包括最大和最小浓度）标样，在不同淋洗液浓度c淋和抑制电流I下分别测定3次，考察方差齐性，检验结果列于表1（表中，i表示进样次序，cstd表示高氯酸根标准样品浓度）。查Cochran最大方差检验临界值表[10]，显著性水平为0.05时临界C3,4=0.768。从表1中可知，方差齐性检验的C值都小于0.768，说明方差齐性较好，可进行LOF检验。
表1 Cochran检验结果

Tab.1 Cochran’s test results

	I/mA
	c淋/(mmol·L-1)
	i
	cstd/(µg·L-1)
	SDi
	C3,4

	100
	35
	1
	2
	5.57×10-4
	0.556

	
	
	2
	10
	1.73×10-4
	

	
	
	3
	20
	5.77×10-5
	

	
	
	4
	50
	6.56×10-4
	

	100
	35
	1
	2
	5.03×10-4
	0.732

	
	
	2
	4
	0
	

	
	
	3
	40
	1.08×10-3
	

	
	
	4
	50
	4.16×10-4
	

	124
	50
	1
	2
	5.13×10-4
	0.497

	
	
	2
	10
	3.04×10-3
	

	
	
	3
	20
	7.00×10-4
	

	
	
	4
	50
	2.94×10-3
	

	300
	50
	1
	2
	1.55×10-3
	0.732

	
	
	2
	10
	6.80×10-4
	

	
	
	3
	20
	1.40×10-3
	

	
	
	4
	50
	3.64×10-3
	


2.2 LOF检验
在2 ~50 µg·L-1的ClO4-浓度范围制定标准曲线。以电子捕获检测器（electron capture detector，ECD）响应值(ClO4-出峰面积)为纵坐标，ClO4-浓度为横坐标作图，对数据点进行线性拟合。在100 mA抑制电流，35 mmol·L-1淋洗液浓度，1.0 mL·min-1流速的条件下，标准曲线制定按进样顺序不同分为两种，一是随机进样（方法1），二是按浓度从低到高进样（方法 2），每样测试两次。方法3的抑制电流为124 mA，50 mmol·L-1淋洗液浓度，1.0 mL·min-1的流速（仪器参考值），随机进样。方法4的抑制电流为300 mA，淋洗液浓度为50 mmol·L-1，流速为1.5 mL·min-1（AS16柱参考值[11,12]），随机进样。图1为2 µg·L-1的标样在不同方法条件下的谱图，其中方法2与方法1的出峰谱图类似，不在文中给出。
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 (a) 方法1                                 (b) 方法3                                 (c) 方法4
图1  2 µg·L-1的ClO4-出峰图

Fig.1 ClO4- peaks at a concentration of 2 µg·L-1
图1说明3种方法条件下2 µg·L-1ClO4-的出峰峰形均良好，但方法4的ClO4-峰前出现一个较大的杂质峰，可能是由于淋洗液浓度和流速较大，使得样品中其他杂质在第7.0~8.5 min的时间内重叠出峰，因此方法4即AS16柱推荐条件不适用于AS20柱测定痕量ClO4-。

判定线性拟合的标准曲线是否准确，采用LOF检验方法，见式（2）~式（7）[5,13]。

标样浓度测定值的残差平方和SSr由下式（2）计算：
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式中，Rij为第i个标样的第j个重复响应测量值（i为1~6，j为1~2）；Ri’为第i个标样根据标准曲线反算的响应值；

纯误差平方和SSε计算如下：
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式中
[image: image3.wmf]i
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是样品i的响应平均值。

LOF平方和SSLOF计算如下：
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SSε的自由度为n(p-1) (n为标样数，p为重复测定次数， n=6，p=2)。SSlof的自由度为n-2。为检验其LOF，纯误差均方MSε和LOF均方MSLOF分别由式(5)和式(6)计算：
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方差比F计算如下：
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试验中Fα,n-2,n(p-1)=F0.05,4,6=4.53[5]。如果F值小于4.53，则标准曲线符合LOF检验要求。
图2为三种方法的标准曲线。对图2数据进行LOF检验的结果见表2。方法1的标准曲线的截距为0.0006 μs·min，斜率为0.0019 (μs·min·L)/μg，R2为0.9998；方法2的标准曲线的截距为0.0005 μs·min，斜率为0.0019 (μs·min·L)/μg，R2为0.9998；方法3的标准曲线的截距为0.0024 μs·min，斜率为0.0018 (μs·min·L)/μg，R2为0.9996。
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表2 三种标准曲线拟合的LOF检验

Tab.2 Lack of fit tests of the three calibrations

	方法
	误差项
	平方和
	自由度
	均方
	F

	
	残差
	2.12×10-5
	10
	
	1.023

	方法1
	纯误差
	1.26×10-5
	6
	2.10×10-6
	

	
	失拟
	8.59×10-6
	4
	2.15×10-6
	

	
	残差
	3.50×10-5
	10
	
	3.532

	方法2
	纯误差
	1.04×10-5
	6
	1.74×10-6
	

	
	失拟
	2.46×10-5
	4
	6.14×10-6
	

	
	残差
	1.75×10-5
	10
	
	0.748

	方法3
	纯误差
	1.17×10-5
	6
	1.95×10-6
	

	
	失拟
	5.84×10-6
	4
	1.46×10-6
	


表2所示F值均小于4.53，说明试验浓度范围内标准曲线线性拟合较为合适。同样为100 mA抑制电流下，方法2中的F值要略大于方法1，3.532>1.023，说明前两种方法中虽然线性拟合相关性均较好，R2=0.9998，但方法2中系统漂移相对较大。

对图2数据点强制过零点线性拟合的LOF检验结果见表3。方法1的标准曲线过零点的斜率为0.0019 (μs·min·L)/μg，R2为0.9997；方法2的标准曲线过零点的斜率为0.0019 (μs·min·L)/μg，R2为0.9997；方法3的标准曲线过零点的斜率为0.0019 (μs·min·L)/μg，R2为0.9973。
表3 三种标准曲线过零点的LOF检验
Tab.3 Lack of fit tests of the zero interception for the three calibrations
	方法
	误差项
	平方和
	自由度
	均方
	F

	
	残差
	1.73×10-5
	10
	
	0.566

	方法1
	纯误差
	1.26×10-5
	6
	2.10×10-6
	

	
	失拟
	4.75×10-6
	4
	1.19×10-6
	

	
	残差
	2.59×10-5
	10
	
	2.224

	方法2
	纯误差
	1.04×10-5
	6
	1.74×10-6
	

	
	失拟
	1.55×10-5
	4
	3.87×10-6
	

	
	残差
	6.01×10-5
	10
	
	6.207

	方法3
	纯误差
	1.17×10-5
	6
	1.95×10-6
	

	
	失拟
	4.84×10-6
	4
	1.21×10-5
	


表3说明，抑制电流为100 mA时，方法1和方法2标准曲线过零点的F值分别为0.566和2.224，均小于临界值4.53，说明方法1和方法2强制过零点线性拟合仍满足LOF检验。但是方法3中F值6.207>4.53，说明方法3强制过零点制定标准曲线时系统偏移性较大，不满足LOF检验要求，建议采用缺适度最小的方法1的操作条件测定痕量ClO4-并制定标准曲线。

2.3 检测限

采用MDL和DTC两种指标衡量IC法测定痕量ClO4-的检测限。试验中ClO4-最低浓度为2µg·L-1，重复测定8次。MDL计算公式为[14]：

        MDL = t0.01,n-1S              （8）

式中，t为t分布值，自由度为n-1（n=8），显著性水平为0.01，查t分布表知，t0.01,7=2.99795[15]。S为2µg·L-1ClO4-标样重复测定8次的标准差。

DTC计算采用Vogelgesang和Hadrich研究的数理统计方法[16]：
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式中，ycrit为峰高响应值；a为标准曲线截距；b为标准曲线斜率；sy为残余标准差；tf;α为单侧t分布量（f=n-2自由度，显著性水平为0.05），t6,0.05=1.94318；x为根据标准曲线反算的浓度，µg·L-1。
两种指标方法计算出的IC法检测限见表4。
表4  仪器检测限

Tab. 4 Analytical detection limit

	标准曲线制定方法
	DTC/(µg·L-1)
	MDL/(µg·L-1)

	方法1
	1.627
	0.890

	方法2
	1.032
	0.890

	方法3
	1.943
	0.939


由表4知，MDL值均明显小于DTC值。IC法采用AS20经数理方法优化后MDL要低于AS16的2.2µg·L-1[17]，虽然有学者证明采用AS20柱MDL可达到0.5µg·L-1[18]，但那是在进样体积为500µL的前提条件下，实验中进样体积300µL更利于水样节省以及离子色谱柱的维护。
由于MDL只通过重复测定单个标样得到，未考虑IC系统漂移性，且很大程度上取决于仪器灵敏度和分析者的操作技巧，因此虽然文献中经常采用MDL作为仪器检测限[14]，但在本实验中MDL准确性不如根据标准曲线回归法计算得到的DTC。推荐的方法1条件下IC法测定痕量ClO4-的MDL和DTC分别为0.890µg·L-1和1.627 µg·L-1，均满足目前饮用水中高氯酸根含量不高于2µg·L-1的测定要求。
3 结论

（1）Cochran检验证明IC法测定痕量ClO4-（2~50µg·L-1）的方差齐性较好。
（2）IC法采用AS16柱的推荐条件不适用于AS20柱。经LOF检验分析，ICS1000+AS20制定痕量ClO4-标准曲线的最佳条件为：抑制电流100 mA，淋洗液浓度35 mmol·L-1，流速1.0 mL·min-1，标样测定随机。
（3）采用DTC指标衡量仪器检测限比MDL更为可靠，IC法测定痕量ClO4-的MDL和DTC分别为0.890 µg·L-1和1.627 µg·L-1。
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图2 三种方法的标准曲线图


Fig.2 The calibration curves for the three events
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