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摘要：采用甲醇超声萃取-高效液相色谱-紫外检测器的检测方法测定土壤中灭多威。色谱柱，采用依利特ODS25 μm （4.6 mm ×250 mm）；淋洗液，采用V(乙腈)∶V(水)=25∶75；检测器，采用紫外，检测波长为235 nm，灭多威在0.05~3 mg/L范围内，其质量浓度与峰面积呈良好的线性关系（r=0.9998）。检测限0.002 mg/kg，精密度RSD=1.15%，加标平均回收率为94.5%。本方法快速、简便、准确，便于普及。首次在国内建立了土壤中农药灭多威的检测方法，对保证食品安全和加强环境保护都有着重要的意义。
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灭多威（Methomyl）是由美国Dupont公司于1966年首先推荐使用的杀虫剂，它是一种氨基甲酸酯类农药。可广泛用于果树、蔬菜、棉花等害虫的防治。由于灭多威属于乙酰胆碱酯酶的抑制剂，会对人和动物的神经产生伤害，所以被认为是对环境和人类有害的物质，这一点已在欧盟的有关条款中作了强制性规定。各国对氨基甲酸酯类农药在植物产品中的残留监控也愈来愈严，一些国家制定了严格的限量标准。灭多威常温下呈固体状态，在中性和微酸性介质中较稳定，而南方的土壤多为中性和微酸性的，使用了灭多威农药，残效会相对较长。测定土壤中灭多威的含量，便于了解土壤受污染的状况，进而对灭多威的迁移进行了解。
氨基甲酸酯类农药残留的测定方法主要为气相色谱和高效液相色谱法。由于许多氨基甲酸酯类农药热稳定性差，气相色谱法的应用受到了一定的限制。近年来国内外对高效液相色谱法检验氨基甲酸酯类农药残留的研究较为活跃。目前国内外关于灭多威的检测方法主要是蔬菜、水果、谷物[1]及生物样品类。如国内农产品中[2，3]、生物样品中[4]灭多威残留量的测定，均采用高效液相色谱-紫外检测器法。于文莲[5]采用高效液相色谱-柱后衍生法测定谷物中灭多威残留。国外谷物中[6]、肝脏中[7,8]、水果和蔬菜中[9]灭多威的检测，大都采用柱后衍生-荧光检测器检测的高效液相色谱法。柱后衍生-荧光检测器需要专门的衍生反应装置，有的还需要使用昂贵的全自动凝胶渗透色谱净化仪（GPC），不易普及推广。土壤中灭多威检测方法国外有一报道[10]，也是采用柱后衍生-荧光检测法。国内未见土壤中灭多威检测的文献报道。本文首次在国内建立了土壤中农药灭多威残留的高效液相色谱-紫外检测器的检测方法，与国外的高效液相-柱后衍生-荧光检测法[10]相比，操作简单，易于普及，对保证食品安全和加强环境保护都有着重要的意义。

1  实验部分

1.1  仪器和试剂

仪器：LC-10A色谱仪日本岛津，包括LC-10AT泵、SPD-10AV紫外可见光检测器，CTO-10A柱温箱，DGU-4A脱气机，CBM-10A系统控制器，Class-LC10化学工作站；HU7240B型的超声波清洗器，昆山仪器厂生产；BF-2000M型氮吹仪；RE-5299型旋转蒸发仪，带恒温水浴，巩义市英峪予华仪器厂生产；MILLPORE型超纯水机，美国密理博公司生产。
试剂：乙酸乙酯、丙酮、乙醚和正己烷为分析纯试剂，甲醇、乙腈为色谱纯；实验用水为纯水机制备的超纯水；灭多威标准品购自国家标准物质中心。

1.2  样品的前处理 

将土壤风干研磨过60目筛于棕色磨口瓶中保存备用。称取10.00 g于三角瓶中，用40 mL甲醇分三次（2∶1∶1）萃取，每次超声5 min，静置5 min，上清液过滤至分液漏斗中，合并三次萃取液，然后加入20 mL石油醚和正己烷（V∶V=1∶1）的混合液震荡萃取，将下层的甲醇层放入梨形瓶中，分液漏斗中再加5 mL的甲醇震荡清洗，甲醇层也放入鸡心瓶中，在旋转蒸发仪上浓缩至1 mL左右，转移至5 mL离心管中（在转移过程中过0.45 μm的滤膜），同时用2 mL甲醇清洗鸡心瓶（清洗时可以超声鸡心瓶1 min），清洗液一同加入离心管中，然后在氮吹仪上浓缩至1 mL，进样10 μL，HPLC分析。
1.3  色谱条件
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图1  标准品的谱图
Fig. 1  The map of standard sample
色谱柱，依利特ODS25 μm（4.6×250 mm）；淋洗液，V(乙腈)∶V(水)=25∶75；检测器，采用紫外，检测波长为235 nm，流速1.0 mL/min，进样体积10 μL，外标法峰面积定量。标准品和样品的谱图如图1、图2所示。
2  结果和讨论
2.1  提取溶剂的选择

表2  加标回收率实验
Table 2  Data of recovery test
	样品编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	土壤质量/g
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00

	原含量/μg
	0. 987
	0. 987
	0. 987
	0. 987
	0. 987
	0.987

	加标量/μg
	0.50
	0.50
	1.00
	1.00
	2.00
	2.00

	检测质量分数/(mg·kg-1)
	1.467
	1.447
	1.946
	1.933
	2.897
	2.842

	回收率/%
	96.0
	92.0
	95.9
	94.6
	95.5
	92.8

	平均回收率/%
	94.5


灭多威在丙酮中的溶解度（g/L，25 ℃）为730，在甲醇中为1000。文献报道的灭多威的提取溶剂通常为丙酮、甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷[2-4]。本实验对不同提取溶剂作了考察。具体实验是：在10.00 g土壤样品中，加入适量的灭多威，进行加标回收实验。得出用乙酸乙酯做溶剂平均回收率为83.4%（n=5）；用丙酮做溶剂平均回收率为68.8%（n=5）；用甲醇做溶剂平均回收率为95.4%（n=5）。从以上数据可以看出，甲醇的提取率最好，所以本实验选择甲醇为提取溶剂。

2.2  净化方法的选择

用甲醇对土壤进行提取时，连同其中的杂质一并提出，在测定前须除杂质。本实验首先对C18固相萃取柱净化做了考察，表明除杂质效果并不理想。接着利用和甲醇不相溶的非极性的溶剂石油醚、正己烷及二者的混合溶剂进行液液萃取除去杂质。经对比，V(石油醚)∶V(正己烷)=1∶1混合溶剂除杂质效果较好。

2.3  色谱流动相的选择

本实验对甲醇/水和乙腈/水的体系都做了对比，实验表明两个体系都可以测定灭多威。用乙腈/水体系基线更好，比例以V(乙腈)∶V(水)=25∶75较适宜。
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图2  样品的谱图
Fig. 2  The map of test sample
2.4  工作曲线和检测限

表1  精密度实验
Table 1  Data of precision test
	编号
	称土质量

/g
	检峰面积
	检测质量分数/(mg·kg-1)
	平均值/(mg·kg-1)
	相对标准偏差RSD

	1
	10.00
	24298
	0.0979
	
	1.15%

	2
	10.00
	24671
	0.0994
	
	

	3
	10.00
	24723
	0.0996
	0.0987
	

	4
	10.00
	24107
	0.0971
	
	

	5
	10.00
	24696
	0.0995
	
	


在上述色谱条件下，配制不同浓度灭多威（0.05、0.5、1、2、3 μg/mL）；测其峰面积，对所测数据进行回归，灭多威在0.05~3 μg/mL；浓度范围内具有良好的线性关系，其线性回归方程：ρ(mg/L)=4.019×10-5A－0.002；相关系数r =0.9998。本方法测定灭多威最低检测限为0.002 mg/kg。

2.5  稳定性实验
称取10.00 g土壤样品，按实验方法进行操作，分别在1、4、8、24、48 h取10 μL进样，HPLC测定：相对标准偏差RSD= 0.57% (n=5)。
2.6  方法精密度和回收率

按实验方法，取同一样品，按上述提取方法进行５个平行实验，实验数据如表1所示。

按实验方法，加入已知浓度的灭多威已知土壤样品中，进行回收率实验，实验数据如表2所示。
从表1、2可以看出本方法相对标准偏差为1.15%，回收率为92.0%~96.0%，平均回收率为94.5%。王充等[2]应用高效液相色谱法监测广州市售农产品中灭多威残留量，灭多威在农产品样中的加标回收率为71%～98%,平均回收率为85%，相对标准偏差为0.37%~7.00%，平均为4.8%。林维宣[3]等采用双柱固相萃取-高效液相色谱法测定大米中灭多威残留量，回收率为82.9%～92.9%。由此可见，本方法精密度和加标回收率良好。
2.7  不同土壤样品的测定

选择了果园土壤样品，菜地土壤样品，森林土壤样品，测定结果如表3所示。
表3  不同土壤样品的检出量
Table 3  Detect concentration of difference soil samples
	不同利用类型的土壤
	土壤质量/g
	检出平均值/(mg·kg-1)

	果园土壤
	10.00
	0.098

	菜地土壤
	10.00
	0.043

	森林土壤
	10.00
	未检出


n=3
3  结论

（1）用甲醇做提取溶剂，灭多威在其中的溶解度大，提取率达95%，用石油醚和正己烷的混合溶剂液液萃取除杂质，效果较好。

（2）用HPLC必配的紫外检测器检测，避免了柱后衍生-荧光检测器检测的专门的衍生反应装置。

（3）本方法精密度、回收率都较好，操作快速、简便，准确度高，便于普及，是检测土壤中灭多威的可行方法。
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Determination of mthomyl in soil

SUN Cuixiang, BI Hongliang, ZHANG Haoyuan, RAO Yong, MA Mingyang
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Abstract: To determine methomyl in soil by menthol sonication-assisted extraction-HPLC-UV, samples were separated on chromatographic ODS25 μm（4.6 mm×250 mm）(Elite Company) column by mobile phase of mixture of V(Acetonitrile)∶V(water)= 25∶75, and determined with UV detector at 235 nm. The detect limit is 0.002 mg/kg. In the range of 0.05~3 mg/L, the concentration has a good relationship to the peak area（r=0.9998）. The RSD of precision is 1.15% and the average recovery is 94.5%. This method is accurate, sensitive, simple and easy to popularize, and it is the first in China to determine methomyl in soil, which would be significant for food safety and environmental protection. 
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