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摘  要:建立了简单、快速测定花生中杀菌剂代森锰锌的残留检测方法。花生样品用 L-半胱氨酸

盐酸盐和 EDTA-2N a的混合溶液振荡提取,在 pH= 6. 5~ 8. 5时,用 0. 05 m o l/L的碘甲烷与三氯

甲烷-正己烷 ( 3 B1, 体积比 )的混合溶液进行甲基化反应。有机层经浓缩后,用乙腈定容, 采用高效

液相色谱仪在 272 nm处进行检测。色谱柱为 A g ilent TC-C18, 流动相为乙腈-水 ( 50 B50,体积比 ),

以 1. 0mL /m in的流速等梯度洗脱。结果表明, 代森锰锌的添加浓度在 0. 05~ 2. 00m g /kg范围

内,平均回收率为 76. 1%~ 86. 2% ,变异系数分别为 0. 7%~ 10. 2% ,均在农药残留测定所允许的

范围内。该方法的最低检出限 ( LOD )为 0. 02m g /kg,最低检测浓度 ( LOQ )为 0. 05 mg /kg。
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Abstract: A sim ple and rapid m ethod w as developed fo r the residue determ ination o f m ancozeb.

M ancozeb in peanuts samp le w as ex tracted by them ixed so lution o fL-cy ste ine and EDTA-2N a. A f ter

tha,t 0. 05m o l/L me thy l iod ide in trichlo rom ethane-hexane( 3B1 , V /V ) w as added into the ex tracts.

Then the o rgan ic layer w as took out and concentra ted and d isso lv ed in aceton itrile fo r HPLC by

K272 nm. In the m ethod, m anco zeb w as analyzed on a A g ilent TC-C18 co lumn, using a m ix ture o f

aceton itrile-w ater ( 50B50, V /V ) as the m obile pha se at the amb ient tem perature w ith a f low rate o f

1. 0mL /m in. The average recoveries o f manco zeb in peanuts a t 0. 05, 0. 5 and 2. 0mg /kg fo rt if icat ion

leve lw ere 76. 1%~ 86. 2% , and the coeff ic ien t o f variation w ere 0. 7%~ 10. 2%. The lim it o f detect ion

( LOD ) w as 0. 02m g /kg, and the lim it o f quantitation ( LOQ ) w as 0. 05m g /kg.
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  代森锰锌为乙撑二硫代氨基甲酸酯 (盐 )类杀

菌剂 ( EBDC s)中的重要品种之一, 具有高效、低

毒、广谱等特点, 主要用于防治蔬菜、果树、花卉及

其他经济作物由藻菌纲和半知菌类引起的霜霉

病、斑病、赤霉病等病害
[ 1 ]
。有关代森锰锌在作物

中的残留分析报道大多是采用顶空技术
[ 2 ~ 8]

, 即以

CS2的检测量计算,但因为检出的是所有化合物产

生的 CS2的总量, 故缺乏专一性, 且测定结果的稳

定性和重现性也不好。因此建立简单快速的代森

锰锌在复杂基质 ) ) ) 花生中残留量的检测方法,

在食品安全领域具有重要意义。

  作者参考 G ustafsson等报道的在福美双含量

分析中采用的衍生化原理
[ 9 ]
, 建立了代森锰锌在

花生中残留量的分析方法。该方法具有较好的特

异性, 采用液相色谱进行定性和定量, 具有较好的

应用推广价值。

该分析方法的原理为: 在碱性条件下, 用乙二

胺四乙酸二钠 ( EDTA )将代森锰锌 ( 1 )转化为代

森钠 ( 2) ,后者再与碘甲烷发生甲基化反应, 得到

甲基化产物 ( 3) , 由 HPLC检测该甲基化产物。

其反应式如下:

1 材料与方法

1. 1 仪器与试剂

1100高效液相色谱仪, 配二级管阵列检测器

( DAD )和可变波长检测器 ( VW D ) (美国 A g ilent

公司 ) ; 色谱柱为 A g ilen t TC-C18 ( 5 Lm, 4. 6 mm

@ 250 mm ); Sarto rius天平 (北京赛多利斯仪器系

统有限公司 ) ; 离心机 ( S igm a公司 ) ; HM S-350小

型旋涡振荡器 (天津市恒奥科技发展有限公司 ) ;

HZQ-C空气浴机械振荡器 (哈尔滨市东联电子技

术开发有限公司 ) ; M illex针头式过滤器, 0. 45Lm;

超纯水器 M ILL I-Q (美国 M ill-i po reco公司 )。

代森锰锌 ( mancozeb)标样 (纯度 75% ) (中国

农业大学理学院应用化学系农药分析室提供 ) ; 乙

腈 (色谱纯 ); 碘甲烷﹑ L-半胱氨酸盐酸盐﹑乙二

胺四乙酸二钠 ( ED TA-2N a )﹑四丁基硫酸氢铵等

试剂均为分析纯。

1. 2 实验方法
1. 2. 1 溶液配制  将 2. 5 g L-半胱氨酸盐酸盐与

46. 73 g EDTA-2N a及 500 mL 水﹑ 9 g氢氧化钠

于烧杯中溶解, 配制成 pH = 9. 5~ 9. 6的 L-半胱

氨酸盐酸盐和 EDTA-2N a混合溶液备用 (下称溶

液Ⅰ ) ; 将氯仿 225 mL﹑正己烷 75 mL 和碘甲烷

1 mL混合, 制得 0. 05 mo l/L 碘甲烷与氯仿-正己

烷 ( 3B1, 体积比 )混合溶液备用 (下称溶液Ⅱ )。

准确称取代森锰锌标样 0. 033 3 g (准确至

0. 2 m g)于 25 mL 容量瓶中, 用溶液Ⅰ溶解并定

容,配成浓度为 1 000m g /L的标样储备液,于冰箱

中储存 (现配现用 )。

1. 2. 2 样品处理  取 20 g捣碎的花生样品于

250mL 三角瓶中, 加入 100 mL 溶液Ⅰ, 密封,

20 e 恒温条件下使用空气浴机械振荡器在
150 r/m in下,剧烈振荡 10 m in; 转移至离心管中,

再在 3 800 r/m in下离心 5 m in, 转移上清液于

250mL 三角瓶中; 样品残渣再用 50 mL 溶液Ⅰ涡

旋 2 m in提取, 步骤同上。合并上清液于 250 mL

三角瓶中, 搅拌下用 6m o l /L 的盐酸调 pH= 8. 0,

加 5mL 0. 41m o l /L的四丁基硫酸氢铵水溶液, 调

节 pH = 7. 0。搅拌下加入 40 mL 溶液Ⅱ, 剧烈振

荡 10m in, 静置 10 m in, 弃水层, 转移下层有机相

于 100 mL 离心管中, 于 3 800 r /m in下 离心

5 m in。弃水层, 有机相用少量无水硫酸钠干燥, 上

清液转移至 100 mL 旋蒸瓶中, 加 5 mL 1, 2-丙

二醇-二氯甲烷 ( 1B4 , 体积比 )溶液, 于 30 e 水浴
中旋蒸浓缩, 残留物用 1 mL 乙腈溶解, 摇匀, 经

0. 45 Lm 过滤器过滤后进 HPLC分析。

1. 2. 3  色谱条件  色谱柱 A g ilent TC-C18柱

( 5 Lm, 4. 6 mm @ 250 mm ); 柱温: 25 e ; 流速

1. 0mL /m in; 进样量: 20 LL; VWD 波 长选 用

272 nm 作为代森锰锌甲基化合物的检测波长; 流

动相为乙腈-水 = 50B50 (体积比 ) ; 仪器为四元泵

配置, 采用等梯度流动相洗脱。

待仪器稳定后, 重复进标样至有效成分前后
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峰面积值的相对偏差 < 1. 5% ,以标样﹑样品﹑样

品﹑标样顺序进行。

2 结果与讨论

2. 1 实验原理

在甲基化反应中, 以阳离子表面活性剂四丁

基硫酸氢铵作为相转移催化剂, 使代森钠由水相

转移到有机相中,使反应得以顺利进行。

根据文献报道和实验证明, L-半胱氨酸盐酸盐

是有效的抗氧化剂。碘甲烷的浓度在 0. 01 ~

0. 10m o l/L 范围内,回收率是恒定的;当以体积比

为 3B1的氯仿-正己烷为溶剂时,回收率最高。

2. 2 标准曲线制作

在 1. 2. 3节条件下, 花生样品中代森锰锌甲

基化衍生物 ( 3)的色谱峰与溶剂峰及干扰峰完全

分离,见图 1和图 2。化合物 3的保留时间为 9. 2

~ 9. 3 m in。

图 1 花生中 0. 5 m g/ kg代森锰锌标样

添加液相色谱图 ( 20 LL进样 )

F ig. 1 HPLC chrom a to g raph o f peanuts

samp le fo rtif ied w ithm ancozeb o f

0. 5 m g /kg( 20 LL for injection)

图 2 空白花生样品的液相色谱图 ( 5 LL进样 )

F ig. 2 HPLC chrom a tog ram s o f peanuts

b lank samp le( 5 LL for injection)

将 1. 2. 1节配制的代森锰锌标准溶液分别稀

释成 50、10、5、1 m g /L,分别取 1mL于 250mL三

角瓶中,按 1. 2. 2节的方法操作。在 1. 2. 3节色

谱条件下进样, 以代森锰锌标样的浓度 ( c )为横坐

标,以其甲基化衍生物对应的峰面积 (A )为纵坐标

作图得标准曲线, 线性回归方程为 c= 20. 311A +

10. 648, 线性相关系数 r
2
= 0. 999 2。可见在 1 ~

50 m g /L范围内响应峰面积值与药物浓度呈良好

的线性关系。代森锰锌标准样品甲基衍生物色谱

图见图 3。

图 3 代森锰锌标样的液相色谱图

F ig. 3 HPLC chrom a tog raph of m ancozeb

standard sam ple

2. 3 精密度、准确度和重现性
采用同一供试样品溶液, 在相同色谱条件下,

连续进样 5次, 测定其峰面积, 多次测定的峰面积

相对标准偏差为 2. 3% , 说明本方法有较好的精密

度。

在花生空白样品中准确加入一定量的代森锰

锌标准品, 按同样的操作步骤进行提取、衍生化、

测定, 计算回收率, 结果列于表 1。添加浓度在

0. 05~ 2. 00 mg / kg范围内时, 回收率为 76. 1% ~

86. 2% ,变异系数为 0. 7%~ 10. 2%, 均在农药残留

测定所允许的范围内。

分别以噪音信号的 3倍和 10倍确定方法的最

低检出限 ( LOD )为 0. 02 m g /kg, 最低检测浓度

( LOQ )为 0. 05m g /kg (均以代森锰锌含量计 )。

取同一花生空白样品 5份,进行 0. 5m g /kg水

平添加, 按同样的方法进行提取、衍生化、测定, 所

得回收率平均为 79. 2% , 相对标准偏差为 8. 5% ,

表明方法准确度和重现性较好。

2. 4 讨论
由于代森锰锌不溶于水和几乎所有有机溶

剂,因而只能采用间接方法测定, 已报道的方

法中有 GC 法、GC-M S法、TLC 法及行业 标准

HG 2315) 92法等,其中大多是根据代森锰锌的衍

生化产物来计算代森锰锌含量, 但方法的准确性

和重现性不好。本方法利用代森锰锌在碱性条件

下与 ED TA-2N a水溶液作用转化为代森钠, 再用

碘甲烷引入甲基, 最后由 HPLC测定该甲基化产

物,取得了满意的结果。
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表 1 花生样品中代森锰锌标样添加回收结果

Table 1 A verage recovery and re la tiv e standard dev ia tion o f mancozeb in

peanuts a t 0. 05, 0. 5 and 2. 0 m g /kg fo rtif ication leve l ( n = 3 )

添加水平

Fortif ication

level / (m g /k g)

回收率

Recoveries(% )

1 2 3

平均回收率

A verage

recov ery (% )

相对标准偏差

RSD (% )

最低捡出限

LOD / ( m g /kg)

最低检测浓度

LOQ / ( m g /kg)

0. 05 84. 4 74. 6 69. 2 76. 1 10. 2

0. 5 81. 9 76. 5 79. 9 79. 4 3. 4 0. 02 0. 05

2. 0 86. 9 85. 7 86. 2 86. 2 0. 7

  作者在此原理基础上, 以高效液相色谱为工

具通过检测代森锰锌甲基化衍生物的方法, 建立

了代森锰锌在花生样品中的残留检测方法。实验

表明,添加浓度在 0. 05 ~ 2. 00 m g / kg范围内时,

回收率在 76. 1% ~ 86. 2%, 变异系数在 0. 7% ~

10. 2%之间, 均在农药残留测定所允许的范围。

本方法无需复杂的净化处理, 直接使用液相

色谱检测, 即可达到残留分析的目的。且简单易

行, 缩短了样品前处理的时间, 分离效果好, 结果

可靠,远远优于目前常用的顶空技术。
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