《养殖水体中扑草净残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》地方标准编制说明

（一）工作简介

1.任务来源
本标准根据辽宁省市场监督管理局下达的2018年辽宁省地方标准制修订项目计划（计划编号2018159）制定（修订），辽宁省农业农村厅提出并归口管理。大连市水产技术推广总站负责起草。
2.起草单位、协作单位
起草单位：大连市水产技术推广总站
协作单位：大连市农产品质量监测中心
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	参与标准制订
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	马琳
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（二）标准编制原则和确定标准主要内容的依据
1. 标准编制原则
本标准是按GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》、GB/T 5009.1-2003《食品卫生检验方法 理化部分 总则》、GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》和GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第4部分：试验方法标准》的要求编写的。
本标准的编写制订过程中，以提高测试方法的选择性、精密度、准确度、分析效率和降低分析成本为总原则，力求反映科学技术的先进成果和先进经验，遵循标准制订过程中的一致性、规范性和适用性的原则。
在标准的制订过程中严格遵循国家有关方针、政策、法规和规章，力求做到：技术内容的叙述正确无误；文字表达准确、简明、易懂；标准的构成严谨合理；内容编排、层次划分等符合逻辑与规定。
2. 确定标准主要内容的依据
本标准起草人查阅了相关资料和文献，参考国内外现行的标准，结合实验室现有条件和日常工作重点，建立了养殖水体中扑草净残留量的测定-液相色谱质谱法，对样品前处理过程、液相条件、质谱条件进行了摸索，确定了检出限、回收率、精密度等技术参数。委托三家有资质的检验检测机构，对方法进行验证，结果准确，回收率、精密度等技术参数均能达到要求，说明该标准方法适用于养殖水体中扑草净残留量的检测。
研究工作包括：研究从水中有效提取扑草净的方法，筛选合理的提取手段，力争提取率达到70%以上；确定分辨率高、重现性好、准确、稳定的色谱和质谱分析条件；通过仪器的信噪比，确定标准的检出限；确定校正曲线线性范围；通过加标回收试验，确定方法回收率、准确度和精密度等技术指标；以实验方法和数据为基础，确定养殖水体中扑草净残留量检测方法的地方标准。
本研究采取的技术路线如下：水样过滤、量取；利用全自动固相萃取仪通过HLB固相萃取柱对水样中的扑草净进行富集、净化；用甲醇洗脱萃取柱，并将洗脱液用氮气吹干；用乙腈-水溶液定容；用液质联用仪测定水中扑草净的含量。
（1）固相萃取柱的选择
水体中药物残留检测通常属于痕量分析，如果通过液液萃取来实现提取过程，往往需要较大的取样量[1]，而且要添加更多的有机溶剂、增加更多的萃取次数，以确保较高的萃取效率。本研究利用全自动固相萃取仪，结合固相萃取柱对水样进行前处理，旨在探索一种更加高效的提取、净化途径，期待利用较少的有机溶剂，实现更高的萃取效率。
本研究对比了HLB和C18两种固相萃取柱的处理效果，结果表明经过二者处理过的水样中，目标化合物的响应值差异不大，考虑到HLB柱是亲水-亲脂型固相萃取柱，其选择性更优[2]，在处理基质较为复杂的样品时，会表现出更佳的效果。因此，本研究使用HLB固相萃取柱处理水样。
（2）取样量、过柱流速以及洗脱溶剂的确定
较大的过柱体积会导致固相萃取柱的填料塌陷，从而会导致萃取结果发生偏差。有研究表明，降低过柱体积或者在水样中加入少量甲醇，可以有效改善萃取小柱塌陷的情况[3]。考虑到仪器间的差异及大体积水样过柱时可能导致的萃取表面积减少、萃取效率降低等问题，本方法选择样品的过柱体积为100 mL，过柱流速为6 mL/min。在此基础上，研究了甲醇对样品回收率的影响：向一空白水样中加入5%甲醇，另设一不加甲醇的空白水样，同样萃取条件下，两组对照样品获得的实验结果并无明显区别。说明，100 mL体积的水样，不会对萃取柱造成影响，因此本研究在前处理过程中，不需要向水样中添加5%甲醇，在满足回收率和重复性的同时还提高了实验的前处理效率。
扑草净在甲醇和乙腈两种有机溶剂中都易溶解，考虑到溶剂的毒性和经济性，本研究选择甲醇作为洗脱溶剂。洗脱溶剂的体积越大，需要的吹干时间就越长，体积过小又容易导致洗脱不完全。研究对比了使用5 mL甲醇和8 mL甲醇洗脱的效果，发现在使用5 mL甲醇洗脱后，重复洗脱固相萃取柱时，会洗脱出微量的目标化合物，为确保较高浓度的目标化合物被完全洗脱，同时兼顾效率和回收率，本研究选择的洗脱液甲醇的体积为8 mL。
（3）甲酸的影响
i. 流动相中甲酸的影响
通常，在液质联用仪的上机过程中，含甲酸的流动相可以促进目标物离子化，因此向流动相中加入甲酸有可能提高目标化合物响应值，从而提高分析方法的灵敏度。本研究对比了无甲酸的流动相和含0.1%甲酸的流动相。结果表明，当流动相中不含甲酸时，扑草净的响应值远高于流动相中含0.1%甲酸的样品，因此在上机过程中，不需要在流动相中引入甲酸。

图1. 流动相中的甲酸对扑草净响应的影响
ii. 定容试剂中甲酸的影响
定容溶剂中是否含有甲酸也会对目标物的响应产生影响，分别用纯水和含1%甲酸的水溶液定容提取物，结果显示，定容溶剂中是否含有甲酸，对扑草净的响应值影响很小，为了跟流动相保持一致，我们在定容过程中，选择不含甲酸的溶剂定容提取物。
（4）内标法和外标法的比较
在本标准的制定过程中，对外标法和内标法两种检测方法进行了比较。外标法检测对前处理过程的要求很高，经过一系列前处理过程后，得到的实验结果往往存在回收率较低的问题。本研究结果发现，虽然两种方法都可以满足水样中扑草净残留的测定，但是利用外标法定量的水样，扑草净的回收率偏低，在70%左右，且相对标准偏差较大。本研究采用内标法定量，有效的校正了前处理过程中的误差和样品损失，回收率较高，在80%~110%，相对标准偏差较小。
（5）仪器条件
i. 色谱条件
参考有关扑草净检测的相关文献[4-5]，并根据自己实验室的检测条件反复摸索，选取乙腈和水为流动相，采用Waters BEH-C18色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）,流速为0.40 mL/min，柱温为40℃，样品室温度为10℃，进样体积为0.1 μL，梯度洗脱程序见表1。
表1 高效液相色谱梯度洗脱程序
	时间（min）
	水（%）
	乙腈（%）
	流速（mL/min）

	0.00
	95.0
	5.0
	0.40

	0.10
	95.0
	5.0
	0.40

	1.40
	5.0
	95.0
	0.40

	2.40
	5.0
	95.0
	0.40

	2.50
	95.0
	5.0
	0.40

	3.50
	95.0
	5.0
	0.40



ii. 质谱条件
本研究采用电喷雾离子源（ESI），正离子模式，离子源温度为150℃，毛细管电压为1.00 kV；脱溶剂气（氮气）温度为550℃，脱溶剂气流量为1000 L/Hr，碰撞气（氩气）压力为0.15 MPa，脱溶剂气由液氮灌提供，碰撞气由钢瓶提供，纯度均为99.999%。
采用多反应监测（MRM）模式，参考相关文献，根据本中心仪器的检测结果，为扑草净选择两个合适的碎片离子，分别作为定量离子和定性离子，根据实验结果，确定其碰撞能量。具体的质谱条件见表2。
表2 扑草净在多反应监测扫描模式（MRM）下的质谱参数
	化合物名称
	母离子
（m/z）
	子离子
（m/z）
	碰撞能量
（V）

	扑草净
	242
	200*
	18

	扑草净
	242
	158
	22

	氘代扑草净-D6
	248
	206
	18


注：标注“*”的离子，为本研究使用的定量离子。
在以上条件下，扑草净（浓度为：0.5ng/mL）的标准工作溶液的质谱图见2。
[image: ]
图2. 扑草净标准工作溶液的特征离子质谱图
（6）方法的线性范围和相关性
扑草净的标准溶液系列上机溶液，浓度依次为0.25 ng/mL，0.50 ng/mL，0.75 ng/mL，1.00 ng/mL，2.00 ng/mL，5.00 ng/mL，10.00 ng/mL，此标准系列溶液中，氘代扑草净-D6的含量为1.0ng/mL。
按照上述仪器条件，检测标准系列溶液，取峰面积做线性回归，扑草净的标准曲线方程为扑草净标准曲线方程为y=30365x-414.611，线性相关系数R2为0.999，扑草净的线性范围为0 ng/mL~10.00 ng/mL。在检测含有较高浓度扑草净水样时，当其浓度超出上述线性范围，用低浓度系列的标准缺陷不能准确定量时，可以通过以下几种方式来定量：减小样品的取样量；先将样品稀释，再取样检测；以浓度相近的标准溶液单点定量。
（7）方法的准确度和精密度
准确度为测定平均值与真值得相符程度。即向某一稳定样品中加入不同水平已知量的标准物质（将标准物质的加入量作为真值），称为加标样品，同时测定样品和加标样品，加标样品扣除样品值后与标准物质的误差即为该方法的准确度。同一样品的各测定值的符合程度为精密度。在某一实验室，使用同一操作方法，测定同一稳定样品时，允许变化的因素有操作者、时间、试剂、仪器等，测定值之间的相对偏差即为该方法在实验室内的精密度。本试验通过测定添加回收率的方法来确定标准方法的准确度和精密度。
选取不含扑草净的水样作为空白基质进行测试，添加3个浓度的扑草净标准物质，每个加标浓度做6个平行样品，按照上述确定的实验步骤测定各个加标样品的回收率，计算出平均回收率和相对标准偏差（RSD）。实验结果见表3。
表3 水中扑草净检测的回收率和精密度（n=6）
	加标浓度（ng/L）
	平均回收率（%）
	相对标准偏差（%）

	5.0
	116
	7.0

	10.0
	88.6
	9.2

	50.0
	81.9
	8.9


由表3可知，在取样量为100 mL、加标量在5.0 ng/L ~ 50.0 ng/L时，扑草净的平均回收率在70 % ~ 120 %之间，相对标准偏差小于15 %，说明分析测试过程无明显的系统误差，满足水中扑草净的检测要求。当水样中加标量为5.0 ng/L时，得到的质谱图如图3。
[image: ]
                               图3
（8）方法的检出限
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]方法的检出限是指在保证具有一定可靠性（准确度和精密度）的前提下，分析方法能测定出样品中某组分的最低浓度，色谱方法一般是根据信噪比推得。本研究采用空白样品添加低浓度的标准样品，以信噪比S/N≥10确定本方法的检出限为5.0 ng/L。实验结果表明，本方法线性良好，灵敏度较高，适用于养殖水体中扑草净的检测，当养殖水体中的扑草净浓度在5.0 ng/L以上时，能满足定量检测要求。
（三）主要试验（或验证）的分析报告、相关技术和经济影响论证、预期的社会经济效益
1. 主要试验（或验证）的分析报告
标准起草单位按照规定，委托三家有资质的检测中心：国家海洋环境监测中心、辽宁省海洋水产科学研究院和大连市农产品质量监测中心按标准的征求意见稿对方法进行了验证，验证结果见方法验证报告。
验证结论符合标准的技术参数，灵敏度、准确度和精密度均一致，说明本标准方法具有较好的重复性和再现性。
[bookmark: _GoBack]2. 相关技术和经济影响论证
扑草净，又称扑草净胺，别名捕草净、割草佳、扑蔓尽，为均三嗪类选择性除草剂，化学名称为4,6-双异丙胺基-2-甲硫基-1,3,5-三嗪，分子式为C10H19N5S[6]。扑草净具有类似苯环的结构，化学性质较为稳定，可长期存在于环境及生物体中。虽然在我国发布的中华人民共和国农业部1435号公告中已将扑草净列入《兽药试行标准废止目录》，但由于其除草效果显著，某些地区在水产养殖业中仍将其作为“水质改良剂”使用，直接导致了水产品中的扑草净残留[7]。另外，投入到农田的扑草净仅有少部分被植物吸收，其作用于靶标植物的量不超过1%，而剩余99%则通过吸附作用、地表径流和雨水冲刷等方式进入水体环境，造成水体污染的同时，也间接影响着水生动物的生长繁殖[8]。
2012年4~8月，日本查出从我国进口的3种贝类产品中农药扑草净残留超标，共计14批次，日本对上述贝类产品中扑草净超标部分采取了废弃或退货（全部监管）措施。2012年，日本对中国出口的贝类产品发布了3次命令检查通报，这在中日水产品出口贸易中尚属首次[9]。根据日本的检测结果显示，我国扑草净残留超标的贝类产品主要产自辽宁、山东、江苏、福建等沿海地区。由此可见，扑草净作为水产养殖中“水质改良剂”使用，可能会造成水产品中扑草净残留超标，影响我国贝类、鱼类及虾类水产品对外出口，亟待开发一个科学、高效的检测方法，为养殖水体中的扑草净残留检测提供依据。
文献报道中关于扑草净残留量测定的常用检测方法包括气相色谱法[10]、气相色谱-质谱法[11]、液相色谱-质谱法[12]等，其中液相色谱-质谱法由于其高灵敏度、高稳定性、高选择性等特点在众多检测方法中脱颖而出[4-5,13-16]。液相色谱-串联质谱法不仅检测限低、选择性好，而且可以克服仅以保留时间定性时易出现的假阳性结果。综合现有文献报道以及前期工作基础，本研究选择液相色谱-串联质谱法测定养殖水体中扑草净的残留量。
3. 预期的社会经济效益
本标准为养殖水体中扑草净残留量的检测提供了一个更加科学、高效的方法，为实现扑草净的源头监管提供依据，使相关部门的依据更加可靠，确保渔业无害养殖，为水产品的质量安全提供了技术保证。
本标准在前处理过程中，利用全自动固相萃取仪，结合固相萃取柱直接富集并净化水中的扑草净，而非通过间接的液液萃取过程，不仅步骤少、试剂消耗少，而且目标化合物的损失也少，经济环保，快速高效。
（四）与有关的现行法律、法规和国家标准、行业标准、地方标准的关系
目前，欧盟禁止销售和使用扑草净，美、日两国均将扑草净作为除草剂使用，从未将扑草净用于水产养殖中，对水产动物类食品中的最大限量未做规定。我国曾允许扑草净用于水产养殖。2006年3月14日《中华人民共和国农业部公告第627号》[17]中，扑草净被列入《水产用兽药地方标准升国家标准受理目录》，但未制定限量标准。2010年7月31日，农业部发布《中华人民共和国农业部公告1435号》中表示，因扑草净在鱼体内代谢情况不明，无法对食品安全性进行评价，因此扑草净被列《废止标准目录》[7]。
我国针对养殖水体中扑草净检测的标准方法是《水产养殖环境中扑草净的测定 气相色谱法》（SC/T 9412-2014）[18]，该法规定使用气相色谱法，而气相色谱法的分辨能力有限，检出限也较高，较难达到低浓度残留水样的检测要求。
本标准为检测方法标准，与现行的法律、法规没有抵触。
（五）重大意见分歧的处理结果和依据
本标准广泛征求了有关专家、养殖企业和相关部门的意见，并根据标准制定原则，采纳了合理的意见和建议，本标准为检测方法标准，经多次重复试验结果准确可靠，不存在重大的意见分歧。
（六）作为强制性地方标准或推荐性地方标准的建议及理由
本标准制定了养殖水体中扑草净残留量的检测方法，为实现扑草净的源头监管提供技术支持。但是由于实验仪器、实验技术和地区差异等因素，建议以推荐性标准予以颁布实施。
（七）提出标准实施的建议
本标准的建立，为养殖水体中扑草净的痕量检测提供了更有效的方法。在标准发布实施后，建议相关部门组织检测人员进行培训和交流，使其熟练掌握水中扑草净残留量的检测方法，在养殖水体的检测工作中加以应用。
（八）其他应予说明的事项
无。
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