《土壤及灌溉水 二氯喹啉酸除草剂残留量的测定 高效液相色谱法》标准送审稿编制说明

1、工作简况

1.1任务来源
《土壤及灌溉水 二氯喹啉酸除草剂残留量的测定 高效液相色谱法》是国家烟草专卖局2009年下达的行业标准项目（国烟科〔2009〕100号）。项目目标是制定土壤及灌溉水二氯喹啉酸除草剂残留量测定的高效液相色谱检测标准方法。

1.2项目承担单位、协作单位及主要分工
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项目由中国烟草总公司广东省公司牵头承担，华南农业大学具体组织实施实验性工作。广东中烟工业有限责任公司、湖北中烟工业有限责任公司，深圳烟草工业有限责任公司，川渝烟草工业集团，上海烟草工业公司协助本标准的修改和标准方法验证工作。

标准主要起草人：陈泽鹏、陈伟明、万树青、李丽春、栗芸茜、王晓宾、郭庆明、闫铁军、黄翼飞。
1.3主要工作过程
1.3.1项目启动、文献调研和项目试验准备阶段（2009.5—2009.9）

本标准项目在2009年5月正式启动。项目组在充分考虑我国主要烟区分布和相关单位现有技术设备的基础上，通过充分查阅国内外相关文献，已收集国内外二氯喹啉酸分析检测文献30多篇，并参考广东省烟草公司完成的“烟叶生长畸形的原因分析及栽培关键性技术研究”课题所建立的土壤、灌溉水残留二氯喹啉酸量分析方法的基础上，制定了系统的试验分析方案，明确了本项目的总体技术路线和研究的基本方法，力求使标准具有科学性、适用性和可操作性。

1.3.2  试验研究阶段（2009.9—2010.5）

项目组根据选定的检测方法，按预定实验方案，对检测方法中涉及的样品前处理条件、色谱分析条件等进行了严谨细致的试验，确定了检测方法的相关实验条件，并对方法的线性、检出限、重复性和回收率等指标进行了评价。采用建立的方法，对采自我国主要烟区的11种土壤和灌溉水样品进行了二氯喹啉酸残留降解动态分析测定，考查了方法的适用性。

1.3.3  标准方法初稿起草阶段（2010.6-2010.9）

在前期大量试验的基础上撰写了项目试验研究报告，完成了标准方法初稿的起草工作，并将标准方法初稿及项目试验研究报告提交给项目组成员单位的专家进行审阅，项目组根据反馈意见对标准方法初稿进行了进一步的修改和完善。
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1.3.4  比对试验阶段（2010.8—2010.10）

项目组采用建立的方法分别在广东中烟工业有限责任公司、湖南中烟工业有限责任公司、上海中烟工业有限责任公司、川渝烟草工业有限责任公司、深圳中烟工业有限责任公司等5家实验室进行了比对试验，考查了方法的再现性，结果较为理想。

1.3.5  项目总结阶段（2010.6-2011.5）

项目组对本标准项目的总体开展情况进行总结，对试验内容和标准文本进行进一步的补充和验证试验，完善了标准征求意见稿，并在行业内进行了广泛的征求意见，共收到31份修改意见，项目组逐条分析了不同意见，并对征求意见稿进行了修改，形成了标准送审稿，提交全国烟草标准化技术委员会卷烟分技术委员会进行技术审查。

1.3.6 标准修订阶段

2011年6月7-8日在北京召开的全国烟草标准化技术委员会标准审查会上，评审专家对该标准文稿提出意见。主要意见有：（1）添加回收率（高、中、低三个浓度）测定结果稳定性不够，偏差稍大；(2) 缺乏不同土壤质地添加试验:(3) 色谱柱的类型优化选择等。根据专家意见，制定了修改方案，填写了《标准项目合修订申请书》，补充了一系列实验，包括：（1）色谱柱的类型选择；（2）净化方法；（3）标准曲线；（4）添加回收率（高、中、低三个浓度）；（5）检出限、定量限测定；（6）不同土壤质地添加试验；（7）硼砂缓冲液体积优化选择；（8）待测液和标准溶液的存放时间 ；（9）震荡提取时间优化选择；（10）比对试验。项目组从2011年7月至2012年5月止，在华南农业大学进行了（1）色谱柱的类型选择；（2）净化方法；（3）标准曲线；（4）添加回收率（高、中、低三个浓度）；（5）检出限、定量限测定；（6）不同土壤质地添加试验；（7）硼砂缓冲液体积优化选择；（8）待测液和标准溶液的存放时间 ；（9）震荡提取时间优化选择等实验，比对试验增加了在广东烟草公司质量检测中心验证试验，获得满意的效果。重新整理了技术报告和撰写新的标准版本。2012年3月将新的技术报告和新标准文稿送标准化中心审理，并送标准文稿到郑州烟草研究所刘惠民研究员，征求意见。经郑州烟草研究所刘惠民研究员审阅后提出了进一步补充萃取净化的柱层析和非柱层析方法比较试验和国内外二氯喹啉酸残留检测方法分析和比较意见。项目组在2012年4月完成了二种净化方法和文献资料的比较分析工作。
1.3.7 项目工作会议情况

项目组高度重视本标准项目，为了使项目相关工作顺利开展，在整个项目的运行过程中，分别在广州，深圳、武汉召开了六次工作会议。会议情况如下：

第一次工作会议: 2009年6月17日-18日项目组召开了第一次工作会议。本次会议在广东烟草公司召开，讨论标准方法申请论证工作，组成项目组，确定了试验研究内容和工作安排，正式启动了研究工作。

第二次工作会议：2010年8月20日项目组在广东烟草公司召开了第二次工作会议。会议针对标准方法初稿的修改意见进行讨论，布置了对比试验的地点和试验的内容，确定了比对试验的开展时间和开展方法。对初稿的表述和格式编排进行了规范化要求，为标准方法征求意见稿的撰写打下了良好的基础。

第三次工作会议：2010年9月10日-2010年9月25日，项目组成员分别在广州、深圳、武汉、上海和成都与仪器分析人员讨论验证对比试验的具体操作方法，对所测结果进行分析，对标准方法是否具有可操作性进行讨论，获得满意的结果。

第四次工作会议：2010年9月30在广东烟草公司召开，本次会议充分讨论了试验报告和标准征求意见稿，并提出了规范化撰写报告和标准征求意见稿的建议后，标准化四个文本文件上交广东省烟草专卖局科技处，由科技处上交全国烟草标准化卷烟分技术委员会。

第五次工作会议：2011年2月21-22日在郑州召开，项目组成员对标准稿的格式和相关的技术问题进行了研讨，并进一步补充编制说明的内容。

第六次工作会议：2011年5月20-21日在广州晨悦宾馆召开，项目组成员讨论了从全国烟草行业中传来的反馈意见进行了分析，从收到的31份表中逐条分析，对照标准稿进行了修改，对需要补充实验加以验证的内容，也安排了实验。基本完成了标准稿的修改工作。

第七次工作会议：2011年7月5-10日项目组成员（新增一名成员李丽春）一道在华南农业大学进行研讨会，会议议题是根据评审会专家提出的意见，讨论修改方案，制定修订实验的计划。
二、相关领域的国、内外标准研究和制修订情况

经查阅发表的二氯喹啉酸分析方法，发现采用不同检测方法获得残留在土壤、灌溉水中的二氯喹啉酸半衰期存在明显差异。目前主要采用气相色谱和高效液相色谱方法进行二氯喹啉酸含量的分析，其中气相色谱法需要用N-甲基-N-（特丁基二甲基硅）三氟乙酰胺（简称MTBSTFA）和重氮甲烷将二氯喹啉酸衍生化，而高效液相色谱法不需衍生化处理，操作相对简便，便于推广应用。经检索目前末见针对烟区不同土壤类型和灌溉水二氯喹啉酸残留的标准检测方法的报道。

三、标准编制原则及主要内容确定的依据

3.1  标准适用范围；

3.1.1 标准规定土壤及灌溉水中二氯喹啉酸除草剂残留量的高效液相色谱测定方法。

3.1.2 标准适用于土壤及灌溉水中二氯喹啉酸除草剂残留量的测定。

3.1.3本方法测定土壤及灌溉水中二氯喹啉酸的最小检出量为2.5×10-11 g，最低检测浓度为0.0025 mg/kg和0.0010mg/L。

3．2 标准编制原则；

3.2.1根据烟草行业标准制订的管理工作规程，整个编制工作按照编制程序和工作要求进行。

3.2.2 符合烟草行业检测技术的有关要求，适应行业的技术特点。

3.3.3 标准的科学性、先进性、实用性。标准的技术指标确定有可靠的实验数据支撑。

3.1.4符合国家法律、法规的有关要求，不与已有标准冲突。

3.3 标准主要内容确定的依据；
本标准方法的确立是在广东省烟草公司下达的“烟草畸形生长的原因分析及栽培关键性技术研究”课题，在建立的烟区土壤和灌溉水中残留二氯喹啉酸检测的基础上，为适应烟草安全性生产，提高检测方法适用性和精确度和可操作性而改进的标准方法。

3.3.1标准主要技术指标与参数

样品的提取方法：

为了提高工作效率，在样品的提取技术方面，项目组充分验证了简便易操作的提取方法，即土壤样品用0.05mol/L硼砂缓冲液30mL和甲醇60 mL，振荡提取1h，然后将提取液转移到分液漏斗中分别用50 mL、40 mL、30 mL二氯甲烷萃取三次，有机相用无水硫酸钠脱水，经浓缩定容后用0.45µm微孔滤膜过滤，高效液相色谱检测。经添加回收率检测验证达到了提取的技术指标。

二氯喹啉酸标准曲线的线性方程、相关系数、检出限和定量限：

采用高效液相色谱分析，二氯喹啉酸标准曲线的线性方程为Y=66.726x-0.1448，相关系数为0.9997，方法的最小检出量为2.5×10-11 g，土壤最低检测浓度为：0.0025 mg/kg, 灌溉水样最低检测浓度0.0010 mg/kg符合检测的要求。

精密度：
土壤样品：≤2.2%；灌溉水样品：≤2.3%，符合检测的要求。

添加回收率（%）：

土壤和灌溉水样品添加高、中、低三个浓度二氯喹啉酸添加回收率分别为96.79%、98.87%、98.72%和94.78%、97.10%、99.43%，添加回收率达到残留检测要求。

3.3.2 公式

样品中二氯喹啉酸的残留量，按下式计算：
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式中：

R —— 样品中二氯喹啉酸残留量，单位为毫克每千克或毫克每升(mg/kg或mg/L)

C—— 样品提取溶液中二氯喹啉酸的浓度，单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg或mg/L）

V—— 样品提取溶液最终定容体积，单位为毫升（mL）

W—— 取样量，单位为克或毫升（g或mL）

3.3.3 高效液相色谱条件 
（1）紫外吸收检测器（G1314A）

（2）色谱柱：Agilent TC-C18，5μm，4.6×250mm

（3）流动相：甲醇:1%乙酸水溶液（体积比为60/40）

（4）流量：1mL/min

（5）检测波长为：240nm

（6）进样量：10µL

（7）检测时间：10min

3.3.4 试验方法

本标准在制订过程建立了以下试验方法：

⑴建立标准曲线、检出限和定量限确定方法；

⑵回收率试验方法；

⑶重复性试验

⑷比对试验

⑸不同来源土壤和灌溉水样品中二氯喹啉酸残留降解动态测定方法，采用本方法测定了国内主要烟区的土壤和灌溉水样品二氯喹啉酸残留数据。
3.4本标准与被修订标准在标准技术内容、水平方面的对比情况

本标准未涉及该内容。

四、标准预期产生的社会、经济效益

用高效液相色谱检测烟区土壤与灌溉水残留二氯喹啉酸量的方法，目前尚无相应的国家标准或行业标准，有必要建立一种科学准确、操作简便的土壤与灌溉水残留二氯喹啉酸量的测定方法。

制订烟区土壤及灌溉水残留二氯喹啉酸量分析的高效液相色谱检测方法行业标准，有利于各级烟草公司和检测机构使用高效液相色谱对烟区土壤和灌溉水中残留二氯喹啉酸含量进行检测，对烟区生态环境的安全和烟草生产、烟叶品质的提高都具有一定的保障作用，具有一定的社会效益及潜在经济效益。

五、采用国际标准和国外先进标准的情况

无。

六、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系

与有关的现行法律、法规和强制性标准无抵触。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

无重大分歧意见。

八、标准作为强制性标准或推荐性国家标准的建议及主要依据

烟区的环境安全对于烟草生长的产量和烟草品质极其重要，二氯喹啉酸除草剂为一个水稻常用除草剂，由于它在环境中不易在环境降解，残留在土壤中、灌溉水中的二氯喹啉酸对后茬烟草必会造成药害，引起畸形生长，严重影响烟草产量与品质。因此有必要在水稻与烟草轮作区定期检查土壤和灌溉水中的二氯喹啉酸的含量，采用此方法，对烟区土壤与灌溉水进行准确、快速的测定具有重要的意义。建议本标准作为烟草行业推荐性标准报批、发布。

九、标准宣传贯彻的要求和措施建议

《土壤及灌溉水二氯喹啉酸除草剂残留量的测定 高效液相色谱法》行业标准发布后，由国家局组织进行宣贯培训，使烟草行业能准确掌握土壤及灌溉水二氯喹啉酸除草剂残留量的测定方法，尽快投入实际应用，为烟区环境评价和避免二氯喹啉酸给烟草造成畸形生长提供有效手段。
《土壤及灌溉水二氯喹啉酸除草剂残留量的测定 高效液相色谱法》项目组
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