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摘  要:以毒死蜱为内标, 对农药残留分析中生菜样本的两种制备方法 ) ) ) 室温处理和低温加干冰

处理结果的不确定度进行了比较研究;进一步采用统计学 t-检验,对 25种农药在两种制备方法中

的稳定性进行了评价。采用 Q uEC hERS ( quick, easy, cheap, effective, rugged, safe)方法对处理后样

本进行提取、净化, 以乙腈为提取剂, N-丙基乙二胺键合固相吸附材料 PSA ( prim ary secondary

am ine)为分散净化剂,采用 GC-M S方法分析。结果显示, 两种制备方法结果的不确定度接近 (室

温 5. 2%,低温 5. 4% );低温处理过程会提高某些农药的稳定性,降低分解率,如甲萘威和残杀威在

低温处理时稳定性明显提高,而敌敌畏和百菌清则在两种处理条件下都会分解。表明农药的稳定

性既与农药本身的理化性质有关,也受处理过程中的操作条件等影响。
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Abstract: Taken chlo rpyrifo s as interna l standard, the uncerta inty during the am bien t and cryog enic

pro cessing o f lettuce m a trix w as e stim a ted, and t-testw as applied to com pare the stab ility o f 25 k ind s o f

pestic ide during tw o sam ple processing m ethods, and then Q uEC hERS m ethod w as used in w hich

aceton itrile w as as ex traction so lven,t prim ary secondary am ine ( PSA ) as so rben,t and pesticides w ere

detected by gas chrom a tography-m ass spectrom eter (GC-M S) . The resu lts show ed that the uncerta inty

w as no t signif icant d ifferen t betw een tw o m etho ds ( 5. 2% in am b ient pro cessing and 5. 4% in

cryogen ic m illing ) . W hen the sam p les w ere pro cessed in cryo gen ic m illing by adding dry ice, the

decom po sing o f pesticides could be m inim ized. Itw as found that the stab ility o f carbary l and propoxur

w ou ld be o bv iously increa sed w hen the sam p le w as pro cessed in cryog enic m illing, how ever, the

decom po sition o f d ichlo rvo s and ch lo ro tha lon il occurred w as during bo th m ethods. It needs further
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research to inve stig ate the facto rsw h ich affect the stability o f the pestic ides, such as pestic ide property,

m atrix type, and pro cessing cond itions.

Key words: pe sticide residue; sam ple pro ce ssing; uncerta inty; stability

  在农药残留检测中, 由于系统误差和偶然误

差的存在, 使得实验测量值与真实值之间存在着

差异,国际上通常用不确定度来表示
[ 1]
。不确定

度的值越小, 表明测量值与真实值之间的差异越

小, 结果就越可靠。不确定度的计算方法主要有

3种: bo ttom-up, to p-dow n和 in-ho use
[ 2]

, 通常是通

过重复测量, 用标准偏差来表示。不确定度在农

药残留分析领域已有应用
[ 3~ 7]

, 但多数是根据各个

不确定度的分量对总的不确定度的影响来对结果

的不确定度进行评估, 计算过程比较繁琐。

此外,在农药残留分析中, 研究者往往把注意

力集中在提取、净化等步骤或者分析方法的精密

度和灵敏度上, 而样本的制备过程, 如混合、捣碎

和搅拌等对残留测定的影响常常被忽略
[ 8 ]
。据文

献报道,部分农药在样本制备过程中会发生分解,

并且提出低温处理可以减少部分农药的分解

率
[ 9~ 11 ]

。关于农药稳定性的判断, 上述文献多是

采用直接比较常温与低温处理时平均回收率的差

异, 而本文在计算方面引入了期望回收率值, 采用

统计学 t-检验法, 以使结果判断更为可靠。

Q uEC hER S ( quick, easy, cheap, ef fective,

rug ged, safe)方法
[ 12]
目前在残留分析领域已得到

广泛应用, 该方法以乙腈为提取剂, PSA ( prim ary

secondary am ine)为分散净化剂。本实验也采用此

方法进行提取净化, 用 GC-M S检测, 分别比较了

两种样本制备方法 (常温处理与低温加干冰处理 )

结果的不确定度以及 25种农药在两种样本制备

过程中的稳定性。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

A g ilen t 6890N /5973 inert M SD 气-质联用仪

( A g ilent T echno lo g ies, 美国 ) , 带有 7683自动进样

器; Sarto rius B S1100S型万分之一分析天平 (德

国 ) ; JY 2002、JY 12001千分之一电子天平 (上海精

密科学仪器有限公司 ) ; Stephan UM 12捣碎机 (德

国 ) ;乙腈 (色谱纯 ) , 无水硫酸镁和无水醋酸钠

(分析纯 ) ; PSA: V arian,美国。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 农药混合标准溶液的配制  准确称取一

定量的农药标准品, 用乙腈稀释成 60 m g /L的标

准溶液。使用时再用乙腈逐级稀释。

1. 2. 2 样本处理  将采自超市的生菜样本去除

枯叶, 待用。

室温处理 ( 22e ? 2e ): 称取 1 500 g生菜样

本,切成两半, 切口向下放在铺有铝箔的托盘上,

用 1 m L注射器将 10 m L 60 m g /L 的混合标准溶

液分次均匀涂于样本表面, 放置 15 m in; 捣碎, 放

入密封袋中保存。重复 7次。

低温加干冰处理: 将托盘中的生菜样本放入

- 20e 冰箱中冷冻 24 h后, 用 1 m L 注射器将

10 m L 60 m g /L的标准混合溶液分次均匀涂于样

本表面, 放置 15 m in; 将处理后的生菜样本与

等量干冰混合后捣碎, 放入密封袋中保存。重复

7次。

1. 2. 3 样本提取及净化  分别称取 1. 2. 2节中

捣碎的样本 15 g于 50 m L离心管中, 设 R 1、R 2两

个重复; 用 15 m L含 1% (体积分数 ) 醋酸的乙腈

提取, 涡旋 1 m in, 将离心管置于冰水浴中, 加入

6 g无水硫酸镁和 1. 5 g醋酸钠, 立刻涡旋 30 s,

4 000 r /m in离心 5 m in。取 1 m L 上清液, 加入

50 m g PSA和 150 m g无水硫酸镁, 涡旋 30 s, 用

手掌离心机离心 2 m in; 取 500 LL 上清液通过滤

膜转入进样小瓶中, 待 GC-M S进样。重复 7次。

1. 2. 4 GC-M S条件

气谱条件: DB-5色谱柱 ( 30. 0 m @ 0. 25 mm

@ 0. 25 Lm );载气为氦气,流速 1 m L /m in;进样口

温度 250e ; 进样量 1 LL (不分流 ) ; 升温程序: 初

始温 度 80e , 保 持 1 m in, 以 15e /m in 升 至

180e ,保持 2 m in, 以 5e /m in升至 200e , 再以

10e /m in升至 270e , 保持 15 m in。

质谱条件:离子化方式为化学电离 ( E I) ; 电子

能量 70 eV; 离子源温 度 230e ; 四极杆 温度

150e ;气质接口温度 280e ;溶剂延迟 7 m in; 质谱

监测方式为选择离子扫描 ( Se lected ions m on ito r,

S IM ) , 其分组程序见表 1。
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表 1 农药选择离子分组程序

T ab le 1 The param eters fo r SIM acquisit ion o f fragm en t ion s

农药      
Pest icid es     

分组

G roup

起始时间

S tart tim e /m in

保留时间

Reten tion tim e/m in

定量离子

Quan titat ive ion s

定性离子

Qua litat ive ion s

敌敌畏 d ich lorvo s 1 4. 00 5. 52 109 18 5 2 20

庚烯磷 hep tenopho s 2 7. 80 8. 19 124 8 9 1 09

残杀威 prop oxu r 8. 53 110 15 2 1 11

莠去津 atraz in e 3 9. 50 9. 92 200 21 5 1 73

二嗪磷 d iaz inon 4 10. 20 10. 28 179 13 7 3 04

百菌清 ch loro tha lon il 10. 45 266 26 4 2 68

甲基对硫磷 m ethy -l parath ion 11. 37 263 10 9 1 25

甲萘威 carb aryl 5 11. 10 11. 49 144 11 5 2 01

马拉硫磷 m a lath ion 11. 99 173 12 5 1 27

毒死蜱 ch lorpy rifo s 6 11. 90 12. 14 197 31 4 2 58

对硫磷 parath ion 12. 30 291 10 9 97

三唑酮 triad im efon 7 12. 30 12. 35 57 20 8 1 28

甲基异柳磷 iso fenpho s 12. 95 213 25 5 1 85

杀扑磷 m eth idath ion 8 12. 80 13. 40 145 12 5 85

硫丹 endo su lfan-Ñ 9 13. 70 13. 75 195 24 1 2 07

腈菌唑 m yc lobutan il 14. 86 179 20 7 2 41

硫丹 endosulfan-Ò 15. 15 195 24 1 3 07

戊唑醇 tebuconazo le 10 14. 50 15. 95 250 12 5 1 63

异菌脲 ip rod ione 16. 49 314 18 7 2 45

三氯杀螨砜 tetrad ifon 11 16. 40 17. 54 159 11 1 2 27

氯氟氰菊酯 cyhalo th rin 17. 96 197 18 1 2 08

19. 99

二氯苯醚菊酯 p erm eth rin 12 17. 90 20. 31 183 16 3 2 85

22. 37

22. 72

22. 88

氯氰菊酯 cyperm eth rin 23. 04 163 18 1 2 09

13 22. 00 25. 68

氰戊菊酯 fenva lerate 26. 63 181 12 5 1 67

苯醚甲环唑 d ifeno conazo l 27. 92 323 26 5 2 02

溴氰菊酯 de ltam eth rin 14 27. 30 29. 41 181 25 3 2 08

  N o te: S IM ) S elected ion s m on itor.

1. 3 不确定度及农药稳定性计算

1. 3. 1 不确定度计算方法  由于毒死蜱在样本

制备过程中比较稳定
[ 9, 11 ]

,故本研究采用毒死蜱作

内标,根据其回收率计算样本制备过程中的不确

定度 CV SP。计算公式如下
[ 13]

:

CV SP = CV
2
L - CV

2
A ( 1)

  其中 CV A 表示分析方法的不确定度, 可直接

由添加回收率实验测定, 即添加回收率的变异系

数 CV, CV L表示实验过程中总的不确定度, 可由

重复检测含有农药残留的分析样本得到, 计算公

式如下:

CV L =
E ( Re lative d if ference)

2

2n
( 2)

相对偏差 ( Re lative d if ference) =

(R 1 - R 2 ) /R avg @ 100% ( 3)

1. 3. 2 农药稳定性计算方法  通过比较各农药
残留的期望值和实测值之间的差异, 来评价各农

药的稳定性。农药残留量期望值 A由 ( 4)式求得:

A =
R cQ A

Q R
( 4)
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  其中, Q A 为所测农药的平均残留量, Q R 为毒

死蜱的平均回收率, R c为毒死蜱残留的实测值。

分解率 (% ) =
R avg ( exp) -R avg ( s)

R avg ( exp)
( 5)

  其中 R avg ( exp )为期望回收率的平均值, R avg

( s)为实际回收率的平均值。

采用统计学 t-检验检测每种农药在两种不同

样本制备方法中的稳定性, 当计算的 t值 ( tcal)小

于临界值 t ( tcri,t自由度为 14时, tcrit= 1. 771)时,

可认为该农药没有分解, 反之, 当 tcal大于 tcr it时,

可认为农药在样本制备过程中发生了分解。

2 结果与讨论

2. 1 标准工作曲线及 LOD、LOQ值

在空白生菜样本提取液中添加标准溶液, 分

别配制成 0. 1、0. 2、0. 4、0. 5、1. 0 m g /L 5个不同

浓度的基质匹配标样, 每个浓度重复测定 3次, 以

化合物定量离子的峰面积定量, 以各组分的峰面

积 (Y )对质量浓度 ( x )作线性回归曲线。以上述最

低浓度 0. 1 m g /L 的色谱图按 3倍和 10倍基线噪

声 ( S /N = 3和 S /N = 10 )计算检出限 LOD和定量

限 LOQ。结果表明, 各农药的相关系数大于

0. 98, LOD在 0. 000 2~ 0. 005 m g /kg之间, LOQ

在 0. 001~ 0. 02 m g /kg之间。

2. 2 方法的添加回收率

取捣碎的生菜样本 15 g, 添加 1 mL 6 m g /L

的混合标准溶液 (n = 7) , 同时做空白对照。按

1. 2节中所述提取和净化步骤处理,外标法定量,

计算各农药的添加回收率。结果表明, 25种农药

在生菜样本中的平均添加回收率在 76. 3% ~

113. 8% 之间,变异系数除百菌清 ( 28. 1% )外均

小于 12. 1% , 符合农药多残留分析要求。其中内

标物毒死蜱的变异系数为 5. 5%。

2. 3 不确定度

样本制备过程中的不确定度 (CV SP )结果如表

2所示。

表 2 生菜样本在常温及低温加干冰处理中的不确定度

T ab le 2 Re sults o f uncerta in ty fo r lettuce in am bient and cry ogen ic pro cessing

室温处理 Am b ien t processin g

R 1 (% ) R 2 (% ) R av g

相对偏差

R elat ive d iff erence (% )

低温处理 C ryogen ic m i lling

R 1 (% ) R 2 (% ) R av g

相对偏差

Relative d if ference(% )

88. 4 79. 4 83. 9 10. 8 111. 9 103. 3 107. 6 8. 0

75. 6 86. 9 81. 3 - 13. 9 73. 9 64. 2 69. 0 14. 1

89. 1 81. 8 85. 5 8. 6 98. 3 89. 3 93. 8 9. 6

92. 0 84. 1 88. 0 9. 0 83. 2 89. 0 86. 1 - 6. 7

98. 0 89. 3 93. 7 9. 2 95. 9 86. 6 91. 2 10. 1

82. 1 94. 0 88. 1 - 13. 6 81. 4 72. 4 76. 9 11. 7

91. 4 83. 7 87. 5 8. 8 80. 8 85. 2 83. 0 - 5. 3

CV A = 5. 5%

CV SP = 5. 2%

CV A = 5. 5%

CV SP = 5. 4%CV L = 7. 6% CV L = 7. 7%

  注: R 1 和R 2为同一处理中两个重复测定的回收率值。No te: R 1 and R 2 w ere tw o rep l icate recoveries for each trea tm en .t

  由表 2可以看出, 两种样本制备方法的不确

定度相差并不大 (分别为 5. 2%和 5. 4% ), 低温

处理由于步骤较多, 持续时间较长, 可能会使不

确定度结果偏高。另外 , 不确定度结果是否在其

他基质中也呈现相同的趋势, 还有待于进一步研

究。

2. 4 稳定性

两种样本制备方法处理过程中分解的农药

如表 3所示。从中可以看出, 与常温处理相比,

低温处理过程中发生分解的农药种类较少, 且分

解率较低。由于农药残留分析方法一般要求回

收率范围较宽 ( 70% ~ 110% ), 结果变异性较大

( < 10% ), 因此小于 10%的分解率不会明显影

响回收率。敌敌畏和百菌清在两种处理过程中

都发生了分解, 笔者认为敌敌畏的分解是由于其

较高的挥发性所致, 因为即使在 - 20e 时, 敌敌

畏的挥发也很难控制
[ 9]

; 百菌清虽然有较高的蒸

气压, 但其挥发性较低, 加之具有热稳定性及在
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紫外光下稳定、在酸性及弱碱性介质中稳定等特

性, 理论上百菌清在处理过程中应不易分解, 但

实际上百菌清在很多基质中都会发生分解, 具体

原因尚不明确
[ 8]

; 甲萘威和残杀威在常温处理时

发生分解 , 低温处理分解率降低; 甲基异柳磷和

杀扑磷的分解率相对于其他农药 (如百菌清、甲

萘威 )来说很小, 其原因也有待进一步研究。

表 3 两种样本制备方法中各农药的稳定性

T ab le 3 S tab ility o f residues in lettuce sam p le s pro cessed at am bien t tem pera ture and cryo gen ic m illing

农药    
Pest icid es   

添加水平

S p iked level

/ ( m g /k g)

室温处理 Am b ien t processing 冷冻处理 C ryogen ic m illin g

Q *
A

/ ( m g /kg )

A *

/ ( m g /kg)

分解率

D ecom po sin g

(% )

t值

Tcal

Q A

/ ( m g /kg )

A

/ ( m g /kg)

分解率

D ecom posin g

(% )

t值

Tcal

敌敌畏 d ich lorvo s 0. 456 0. 348 0. 435  20. 1** 10. 670 0. 353 0. 435 19. 0** 7. 420

庚烯磷 hep tenopho s 0. 211 0. 173 0. 182  4. 8* 3. 318 0. 169 0. 182 7. 1* 3. 112

残杀威 prop oxu r 0. 205 0. 192 0. 217  11. 3** 3. 154 0. 212 0. 217 2. 4 1. 020

百菌清 ch loro tha lon il 0. 402 0. 060 0. 307  80. 5** 11. 651 0. 090 0. 307 70. 8** 22. 705

甲萘威 carb aryl 0. 402 0. 342 0. 457  25. 3** 3. 895 0. 435 0. 457 4. 8 1. 102

马拉硫磷 m a lath ion 0. 441 0. 382 0. 411  7. 2* 3. 524 0. 406 0. 411 1. 2 0. 692

毒死蜱 ch lorpy rifo s 0. 200 0. 174 0. 174

甲基异柳磷 iso fenpho s 0. 315 0. 319 0. 329  3. 0* 2. 996 0. 293 0. 329 10. 9** 5. 205

杀扑磷 m eth idath ion 0. 402 0. 351 0. 351  0. 2 0. 112 0. 313 0. 351 11. 0** 4. 111

戊唑醇 tebuconazo le 0. 401 0. 389 0. 400  2. 6* 2. 000 0. 389 0. 400 2. 7 1. 204

氯氟氰菊酯 cyhaloth rin 0. 396 0. 428 0. 435  1. 5 0. 600 0. 407 0. 434 6. 3* 2. 654

二氯苯醚菊酯 perm ethrin 0. 549 0. 639 0. 573 - 11. 6 - 3. 617 0. 526 0. 572 8. 0* 2. 904

氰戊菊酯 fenvalerate 0. 619 0. 650 0. 639 - 1. 7 - 0. 387 0. 587 0. 639 8. 1* 2. 542

溴氰菊酯 d eltam ethrin 0. 589 0. 528 0. 592  10. 7** 1. 801 0. 562 0. 591 5. 1 1. 439

  注: Q A.残留量实测值; A.残留量期望值。* 分解率 < 10%的农药, ** 在样本制备过程中显著分解的农药。

No te: Q A. Average su rv ived residue; A. A verage expected res idue. * The p est icides w h ich decom position low er than 10% , ** the pest icides w h ich

decom posed d istin ctly.

  导致农药分解的因素一般有农药本身的性质、

基质种类以及处理过程中的操作条件等几方面。

在本研究中发生分解的农药并无结构共性, 因而难

以从农药结构方面给出具体解释, 故农药本身的理

化性质应该是影响稳定性的主要因素; 另外样本的

制备方法, 包括制备步骤、温度的影响等, 以及样本

基质本身的性质, 如酶的活性、水分含量、pH值等

也是影响稳定性的原因。不同种类的基质对农药

稳定性的影响已有报道
[ 14]
。低温样本制备方法虽

然步骤繁琐, 相对成本较高, 但由于低温使得很多

基质中的生物化学反应被抑制, 有利于保持农药的

稳定性
[ 8]

,因此低温样本制备可以考虑应用于农药

残留分析领域。另外, 不同种类基质、不同制备方

法对农药稳定性的影响还有待更进一步的研究。
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