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1. 编制经过
“动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定”地方标准制订项目由湖北省卫生与计划生育委员会立项（http://www.hbws.gov.cn/detail/20131017163007000001.html），该测定方法的研究由湖北省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所承担。在充分收集和分析国内外现有资料的基础上，经现场调研、实验室方法研究、现场试验、资料整理分析统计，完成征求意见稿。现将该标准方法制订的依据作如下说明。

2．国内外的概况

六溴环十二烷(Hexabromocyclododecanes，HBCDs) 和四溴双酚A (Tetrabromobisphenol A，TBBPA)是世界上消费量最大的两种溴系阻燃剂，广泛应用于聚合物生产、印刷电路板阻燃、建筑隔热板材、软垫家具、室内装潢纺织品等领域。2010年全球HBCDs的生产量为23000 吨［1］，2004年TBBPA的全球生产量为170000 吨［2］。HBCDs具有肝脏毒性、神经毒性和内分泌毒性，可导致老鼠肝脏增重、甲状腺增大等，而TBBPA是一种潜在的内分泌干扰物。
2001年5月联合国环境规划署（United Nations Environment Programme，简称UNEP）在斯德哥尔摩签署了具有划时代的意义关于持久性有机污染物(POPs)的国际公约《斯德哥尔摩公约》，是人类保护环境的一个里程碑[3]。作为阻燃剂市场上最常见的溴系阻燃剂首当其充与POPs公约相关联。2013年5月，联合国《关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公约》（POPs）投票一致通过一项禁令：在全球范围内禁止生产和使用六溴环十二烷（HBCD）。这标志着六溴环十二烷成为继四溴联苯醚和五溴联苯醚之后，又一个列入《公约》禁用化学制品黑名单的溴系阻燃剂[4]。潜在的POPs还包括，四溴双酚A(TBBPA)、短链氯化石蜡(SCCPs)、溴代二噁英、多氯代萘(PCNs)、德克隆(DP)等[5]。
HBCDs是含有六个溴原子的环状化合物，有多种异构体。HBCDs熔点在160～190之间，具有对热和紫外光的稳定性好、用量低、阻燃效果好和对材料物理性能影响小等特点；是一种添加型阻燃剂，可以通过生产、使用和产品的废弃而进入到环境中，被广泛用作多溴联苯醚(PBDEs)的替代品。欧洲主要用于EPS、XPS、HIPS等及纺织品涂层阻燃处理上。我国主要用于发泡聚苯乙烯、聚丙烯纤维、苯乙烯树脂、聚乙烯、聚碳酸酯等的阻燃添加剂，及对织物、粘合剂、涂料及不饱和聚酯树脂进行阻燃处理等。研究表明HBCDs具有很强的生物蓄积性和持久性，被认为是一种新型的环境持久有机污染物，已经受到了国际社会的广泛关注。HBCDs可导致血清甲状腺激素浓度下降、抑制神经递质正常吸收、引起肝组织病理学改变等生物毒性，欧盟在RoHS中将其定为管控物质，ECHA将其归类为高关注度物质，同时持久性有机污染物审查委员会已将其列入《关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公约》。HBCDs普遍存在于环境中，生长在格兰陵(Greenland)和斯瓦尔巴特群岛(Savalbard)的北极熊、海鸟及海豹身上均可检测到HBCDs。
商品HBCDs由3种非对映异构体(α，β，γ-HBCD )组成，结构式见图1。其中γ-HBCD 的含量最高，为75%～89%，α-HBCD的含量为10%～13%，β-HBCD的含量为0.5%～12%。同时发现在环境样品(土壤、污泥、污水等样品)中HBCD的主要成分是γ-HBCD，占总HBCD 的60%以上；在空气中的HBCD 主要为α-HBCD 和γ-HBCD，β-HBCD含量很少；而在水生生物和鸟类体内组织里α-HBCD占HBCD总量的80%以上。可见对HBCDs的危险性评价需要对3种异构体分别进行精确定量。
TBBPA结构中有两个活泼的酚羟基，呈强极性,结构式见图2。TBBPA是目前使用量最大的一种溴系阻燃剂，其总用量约占全球阻燃剂用量的1/3，年消耗量达120000 T。它被广泛应用于电子电机设备中，如印刷电路版和塑料零件中，以强化阻燃防火的功能，全球有超过70％的电子电机设备含有TBBPA。尽管它是反应型阻燃剂，但是在产品中仍然有大量的非聚合的TBBP-A存在，并且有可能释放、污染环境。由于TBBPA与甲状腺荷尔蒙(thyroxin，T4)的结构相似，现阶段被认为是一种潜在的内分泌干扰物。有研究表明，TBBPA能够与人类的转甲状腺素蛋白(transthyretin) (前白蛋白)紧密结合,是一种免疫毒素。
[image: image1.emf]
(a)                           (b)                         (c)

图1 α、β、γ-HBCD结构示意图，(a) α-HBCD， (b) β-HBCD，(c) γ-HBCD
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图2 TBBPA结构示意图
2007年6月，挪威污染控制管理局向世界贸易组织（WTO）通报提议，一旦产品中某些特定物质的含量大于或等于最高限量时应严格控制该类消费产品的生产、进口、出口和销售。挪威污染控制管理局发布了《消费性产品中禁用特定有害物质》禁令，即PoHS （Prohibition on Certain Hazardous Substances in Consumer Products）指令，该指令于2007年12月15日通过，2008年1月1日生效。规定建议限制的18种物质中包括HBCDs和TBBPA，PoHS指令规定HBCDs的限量为0.1％，TBBPA的限量为1％。我国目前没有HBCDs和TBBPA的限量标准。
目前国内没有针对HBCDs和TBBPA分项单独检测标准，HBCDs和TBBPA同时检测的标准更是不存在。目前，HBCD的分析方法在前处理方面一般采取酸化硅胶或浓硫酸或凝胶色谱分离法(GPC)除去脂肪，再用硅胶柱/酸化硅胶柱净化；分析HBCD的结构不难发现，HBCD呈弱极性，所以洗脱液一般选取弱极性的混合溶剂正己烷:二氯甲烷(1:1，v/v)；仪器检测方面，HBCD三种异构体的分析测定基本上是采用LC-MS。TBBPA在针对水体、土壤、空气等环境基质方面有较完善的前处理方法，即索式提取后采用固相萃取进行纯化；而针对动物性基质前处理方法的报道较少。常见的固相萃取(SPE)净化法利用的是目标物极性的不同来达到分离的目的，然而TBBPA这种极性强的物质会与硅胶牢固结合，所以需要采取极性强的有机溶剂如甲醇、乙腈等来洗脱。在仪器检测方面，LC-MS测定TBBPA简单快捷，且灵敏度较高。
总体来说，目前单独对HBCD和TBBPA的分析方法已经较为成熟了。由于两种物质的用途大，用量广，具有一定的危害且分析检测方法相近，故考虑将这两种物质进行同时分析。施致雄等[6]建立了一套同时测定动物性食品中HBCD和TBBPA的超高效液相色谱-质谱(UPLC-MS/MS)的测定方法，前处理方面采取自动GPC脱脂结合浓硫酸脱脂的净化方法，洗脱剂选取正己烷:二氯甲烷(1:1，v/v)，实验证明方法灵敏度、准确度和精密度均符合痕量检测的要求；然而净化方法采取浓硫酸脱脂，可能会产生安全性、前处理过程中发生乳化现象从而影响检测结果等问题。
对于HBCDs和TBBPA这两类物质，由于他们的生物蓄积性和脂溶性，HBCDs和TBBPA随着食物链的延长会产生富集现象，处于食物链较高点的动物和人类体内的富集程度相对环境基质要高，有的甚至高出上千倍。因此，需要建立一个适合各种食品(主要为动物源性食品)的方便、快捷、安全且高灵敏的检测方法来满足同时对HBCD和TBBPA这两种物质的分析要求，以便今后对这两种物质的检测与风险水平的评估，保障湖北及全国动物源性食品质量安全。本标准在现有的HBCD和TBBPA前处理及分析技术的基础上，采取稳定性同位素稀释技术，在动物样品中加入13C标记的HBCD和TBBPA内标溶液，用索氏提取法提取动物基质中目标化合物，用自制的酸化硅胶固相萃取柱净化，高效液相色谱-质谱/质谱(HPLC-MS/MS)的多反应离子监测(MRM)模式进行测定，内标法定量，实现了对TBBPA和三种HBCD(α、β、γ-HBCD)的同时测定，从而为HBCD和TBBPA在食物中的分布和风险水平评估工作奠定基础。
3 方法研究内容及结果

3.1 理化性质

六溴环十二烷：1,2,5,6,9,10-Hexabro，CAS号：3194-55-6，分子量：641.70，分子式：C12H18Br6。
四溴双酚A：3,3,5,5-Tetrabromobi，CAS号：79-94-7，分子量：543.87，分子式：C15H12Br4O2。
3.2 样品前处理

采用索氏提取的方法提取样品，自制酸化硅胶固相萃取柱净化提取液。

具体操作如下：干净的固相萃取玻璃柱底部塞一小撮棉花，从下往上依次倒入1 cm的无水硫酸钠、5 g硅胶、15 g 44%酸化硅胶、5 g硅胶、1 cm的无水硫酸钠。用洗耳球轻震管壁以使填料表面水平，正己烷倒入管内排除气泡后，再用200 mL正己烷活化柱子备用。将提取的样品旋蒸至近干，用正己烷复溶，每次2~4 mL，滴入酸化硅胶柱上部，如此重复清洗烧瓶3~4次，100 mL正己烷淋洗去除多余杂质，100 mL正己烷:二氯甲烷混合溶液(1:1，v/v)洗脱，收集洗脱液并旋蒸至近干，再用正己烷复溶，每次2~4 mL，重复清洗烧瓶3~4次，转移至10 mL试管，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。
以上提取净化方法针对鱼肉、鸡蛋、牛奶等固体、半固态和液态样品，而对于油脂样品，如植物油，则不需要索式提取，直接1~2 mL油样转入手动填充硅胶柱中，加内标混合标准应用液B 200 μL，100 mL正己烷淋洗去除多余杂质，100 mL正己烷:二氯甲烷混合溶液(1:1，v/v)洗脱，收集洗脱液并旋蒸至近干，再用正己烷复溶，每次2~4 mL，重复清洗烧瓶3~4次，转移至10 mL试管；氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。

本方法动物源性食品的提取选择了传统的索氏提取方法，索氏提取虽然费时费溶剂，但是索氏提取装置简单经济，操作简单，洗脱效率与回收率高，也是EPA 3540（索式萃取法）中使用的标准方法。查阅文献试验对比了5种净化方法后，最终采用的是自制酸化硅胶固相萃取柱净化法。采用理由如下：
在净化过程中，去除动物源性食品样品中的油脂是最为重要的一步，如果不能有效地除尽脂肪，会影响检测结果且污染仪器；如果在除去油脂的同时造成了目标物的损失同样会影响检测结果。现阶段除脂方法主要分两类，一类是破坏性方法，如酸化硅胶处理、硫酸处理等；另一类是非破坏性方法，如凝胶渗透色谱(GPC)法，吸附色谱等。绝对回收率衡量的是整个的分析方法对目标物会造成多大的损失。作为痕量分析方法，一般要求其值大于50%。对于本检测方法，能满足HBCD和TBBPA同时分析的要求有两点：一是能将样品中的油脂能否有效被清除；二是两种物质经前处理之后绝对回收率均能达到50%以上，以此来评判方法的可行与否。在采用金龙鱼植物油为空白基质，加入HBCD与TBBPA混合标准应用液B作为模拟样品，5种净化方法及效果如下：

方法1 酸化硅胶柱。于干净的固相萃取玻璃柱底部塞一小撮棉花，从下往上依次倒入1 cm的无水硫酸钠、5 g硅胶、15 g 44%酸化硅胶、5 g硅胶、1 cm的无水硫酸钠。用洗耳球轻震管壁以使填料表面水平，倒入正己烷排尽气泡，再用200 mL正己烷活化柱子备用。
将提取的样品旋蒸至近干，用正己烷复溶，每次2-4 mL，滴入酸化硅胶柱上部，如此重复清洗烧瓶3-4次，100 mL正己烷淋洗去除多余杂质，250 mL正己烷:二氯甲烷(1:1，v/v)洗脱，收集洗脱液并旋蒸至近干，再用正己烷复溶，每次2-4 mL，重复清洗烧瓶3-4次，转移至10 mL试管，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。

经三次平行测定知HBCD的绝对回收率可达50%以上，但TBBPA的回收率只有15%-30%，主要原因可能是TBBPA有活泼酚羟基的存在，硅胶会与其牢固结合，导致洗脱液不能将其有效地洗脱下来，因此方法1不能满足分析需要。

方法2 手动填装GPC柱。于烧杯中用甲苯将活化的SX3生物珠混匀震摇至均一的糊状，立即倒入干净的玻璃管(50 mm×50 cm)中，再接着用甲苯将残留的填料混匀倒入玻璃管，如此重复多次，待填料沉淀下来与液相分层后，用环己烷:乙酸乙酯混合溶液(1:1，v/v)置换出甲苯，备用。 

将提取好的样品用环己烷:乙酸乙酯混合溶液(1:1，v/v)复溶，每次2-4 mL，滴入GPC柱上部，如此重复清洗烧瓶3-4次，400 mL环己烷:乙酸乙酯(1:1，v/v)洗脱，收集190-350 mL之间的洗脱液(之前的洗脱液中不含目标物)，旋蒸至近干，再用正己烷复溶，每次2-4 mL，重复清洗烧瓶3-4次，转移至10 mL试管，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。

采用该方法时的实验现象为接收液旋蒸后烧瓶内仍有极少量粘稠油分，在氮吹干过后现象更加明显，该现象表明此方法不能完全除尽脂肪，需要进行进一步净化才能进行后续测定。

方法3 浓硫酸处理[6]。将提取好的样品用正己烷复溶，每次2-4 mL，如此重复清洗烧瓶3-4次，合并至50 mL带刻度具塞离心管中，加入过量的浓硫酸，涡旋震荡1 min，3000 rpm离心5 min，将上层有机层转移至试管中，旋蒸至近干，再用正己烷复溶，每次2-4 mL，重复清洗烧瓶3-4次，转移至10 mL试管中，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。

该方法实验现象为加入浓硫酸充分摇匀并离心之后，上清液与浓硫酸层中间会有一层橘黄色的乳状物出现，发现该乳化现象的严重程度与绝对回收率成负相关，采用加盐去乳化处理会与浓酸反应释放气体，导致溶液喷出。分析其原因是由于油分遇到强酸会发生乳化现象，导致部分有机层与浓硫酸层不能有效分离，而加盐会与浓硫酸发生化学反应释放出气体。虽然TBBPA和HBCD均对酸稳定，能得到较好的回收率(40%-70%)，但需考虑到不同样品基质复杂程度不同，若有些样品遇强酸发生严重的乳化反应，回收率就不一定能满足分析要求了，况且此方法要多次连续的进行液液萃取操作，耗时费力，强酸处理也容易发生危险，所以此方法并不理想。

方法4 结合法。方法2 GPC之后油脂未完全除净，继续采用方法1和方法3，直至油脂完全除净。

凝胶色谱分离法与浓硫酸法相结合除脂，先用凝胶色谱除去大量脂肪，接收液再加入浓硫酸去除剩余脂肪，回收率在40%-70%之间，结果较为理想，但操作复杂，费时费力，不便于大量处理样品。
方法5自制酸化硅胶固相萃取柱净化法。通过理论分析发现TBBPA的结构中有两个活泼的酚羟基，属于强极性物质，TBBPA与硅胶会紧密结合，若洗脱液的极性不足以将其洗脱下来，则目标物TBBPA损失很大。制作酸化硅胶时，酸化后的硅胶已被浓硫酸磺基化，将活泼的氢离子取代，使其丧失了强极性，因此酸化硅胶层不会与TBBPA发生牢固的结合，而未酸化的硅胶层会强烈地吸附TBBPA，因此对传统的酸化硅胶柱(共五层：从下往上依次为无水硫酸钠层、硅胶层、酸化硅胶层、硅胶层和无水硫酸钠)进行了大胆改进，将酸化硅胶柱中的硅胶层去除，新型的酸化硅胶柱从下往上依次为：2cm无水硫酸钠、15g 44%酸化硅胶(过量)、2cm无水硫酸钠。试验结果证明，采用这个净化方法，HBCD和TBBPA均取得了较为理想的绝对回收率(50%-80%)；而且此方法简单快捷，油脂可以完全去除，能满足后续液质分析的需要，故采用自制酸化硅胶固相萃取柱进行净化处理。
3.3目标物流出体积的确定

手动填充的酸化硅胶柱满柱体积为150 mL，因此设定150 mL可将目标物100%洗脱下来。在将加标的空白基质上柱之后，每次加入10 mL洗脱液，分15次加入，编号为1-15，进样后测定1-15号浓缩液中目标物的含量。发现2号-4号浓缩液有目标物的流出，5号-8号有极少量的目标物流出，所以，流出体积确定为80 mL，但是为了确保目标物完全流出，所以本试验将目标物流出体积定为100 mL。
3.4流动相的选择

根据相关资料，选择了Waters BEH C18柱（2.1 mm i.d. ×50 mm，1.7 μm）色谱柱。由于电喷雾质谱的电离是在溶液状态电离，因此流动相的组成和添加剂除了影响目标化合物的保留时间和峰形外，还明显影响到目标化合物的离子化效率。从而影响目标化合物的检测灵敏度。实验在满足较好的色谱分离的同时，比较了甲醇/乙腈(V/V: 1/1)-水、乙腈-水这2种流动相对目标化合物离子化程度的影响。结果表明，当流动相为甲醇/乙腈-水时，响应值明显高于乙腈-水流动相时的响应值(约为2～4倍)。因此，实验选用甲醇/乙腈(V/V: 1/1)-水为流动相进行80-20等洗脱。

除了考察了流动相组成外，还比较了流动相为甲醇/乙腈(V/V: 1/1)-水和分别在此流动相中加入一定量的醋酸铵和氨水等添加剂对目标化合物离子化效率的影响。当加入一定量的醋酸铵或氨水后，目标化合物的响应值均有所降低，因此，实验中采用甲醇/乙腈(V/V: 1/1)-水混合液作为流动相。

3.5质谱条件的优化

分析TBBPA，需要用到多反应监测（MRM）模式。首先，利用流动注射泵连续进样。在正离子和负离子模式下进行全扫描以选择适当的分子离子峰和电离方式。结果表明：在负离子模式下，全扫描的分子离子[M - H ]- m/z 542.6最理想。因此选用TBBPA的[M -H]-作碰撞诱导解离的母离子。二级质谱图中，观察到m/z 447.6、417.8等碎片离子峰。其中m/z 447.6碎片离子是[M- Br-OH ]-，m/z 417.8离子是[M-Br-OH-CO ]-。

分析HBCDS时，同样利用流动注射泵连续进样。在正离子和负离子模式下进行全扫描以选择适当的分子离子峰和电离方式。结果表明：在负离子模式下，同样是全扫描的分子离子[M - H ]- m/z 640.7最理想，但是对于二级质谱，该化合物只能检测Br-，所以用选择离子（SIM）模式即可。但是本着高效的原则，希望和四溴双酚A同时检测，所以选择了m/z 78.9和m/z 80.9作为其子离子，与四溴双酚A一起使用多反应监测（MRM）模式。

在确定了母离子和子离子的基础上，对毛细管电压、锥孔电压、离子源温度、脱溶剂温度等条件进行了优化。
3.6线性范围

以5.0、10.0、50.0、250.0、500.0 ng/mLHBCDs与TBBPA混合标准溶液进样，根据待测物和内标的峰面积比（y）和对应的标准溶液中待测物的质量（x）进行线性回归，得出线性方程为：TBBPA：y = 0.1013x+0.0930；相关系数：R2= 0.9984；α-HBCD：y = 4.2101x - 2.3241；相关系数：R2= 0.9999；β-HBCD：y = 0.4612x - 0.5900；相关系数：R2= 0.9994；γ-HBCD：y = 0.1929x +0.0519；相关系数：R2= 0.9990。
3.7 标准曲线的相对响应因子

计算线性曲线图中每个点上的相对响应因子RRF得出平均相对响应因子(见表1)，计算公式如下：
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公式中：Cs-定量内标的质量；
Cn-目标化合物的质量；
An-目标化合物的峰面积；
As-定量内标的峰面积。
表1  HBCDs与TBBPA混合标准系列溶液相对响应因子

	
	f1
	f2
	f3
	f4
	f5
	f平均
	RSD%

	TBBPA
	39.13
	38.38
	40.50
	41.63
	41.88
	40.30
	3.79

	α-HBCD 
	4.320
	4.070
	3.970
	4.460
	4.570
	4.280
	5.94

	β- HBCD 
	1.984
	1.850
	1.900
	2.050
	1.925
	1.940
	3.98

	γ- HBCD 
	1.120
	1.072
	1.020
	1.102
	1.012
	1.062
	4.63


3.8检出限与定量限
检测限根据对基质空白的测定确定噪声，以3倍噪声峰高对应的浓度为检测限(LOD)。计算公式如下：
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式中：N-噪音峰高，本试验N值为1；MS -加入定量内标的量； 

H-定量内标的峰高；S-脂肪重量。

而以10倍噪声峰高对应的浓度为定量限(LOQ)。计算公式如下：
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取5g冻干好的肉制样品(经检测确定不含TBBPA和HBCD的鱼肉样品)作为不含目标物的基质样，加入20 ng内标(同位素内标混合标准应用溶液B 200μL)，按前述3.2样品提取方法提取并净化处理后，上机测定(三组平行，取平均值)。结果如表2所示。确定HBCD三种异构体α-HBCD、β-HBCD和γ-HBCD的检测限和定量限分别为0.031、0.102 ng/g，0.009、0.032 ng/g，0.017、0.058 ng/g(以脂肪计)；TBBPA的检测限和定量限分别为0.031、0.103 ng/g (以脂肪计)。
表2 检测限和定量限测定结果(ng/g，以脂肪计)

	
	α-HBCD
	β-HBCD
	  γ-HBCD
	  TBBPA

	
	检出限
	定量限
	检出限
	定量限
	检出限
	定量限
	检出限
	定量限

	平行1
	0.030
	0.099
	0.011
	0.036
	0.018
	0.059 
	0.029
	0.097

	平行2
	0.028
	0.094
	0.008
	0.028
	0.017
	0.056
	0.031
	0.104

	平行3
	0.034
	0.113
	0.009
	0.031
	0.018
	0.059
	0.032
	0.108

	均值
	0.031
	0.102
	0.009
	0.032
	0.017
	0.058
	0.031
	0.103


3.9回收率与精密度

采用市售的金龙鱼植物油为空白基质，在样品中添加低、中、高三个不同质量浓度的标准溶液进行HPLC-MS分析，每个添加水平平行测定6次。回收率表示方法的可行性，以相对标准差(RSD)表示方法的重现率即精密度，结果见表3。结果显示三种HBCD与TBBPA的平均回收率在89.1%-114.0%之间，RSD范围为5.78%-13.85%之间。表明该方法可行，且精密度良好。

表3 HBCDs和TBBPA的回收率和精密度

	加标

水平
	平均回收率(%)
	RSD%(n=6)

	
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA

	2ng
	103.3
	105.8
	105.3
	102.5
	13.85
	8.65
	12.30
	9.11

	5ng
	 100.9
	90.3
	89.8
	89.1
	11.19
	9.64
	8.71
	5.78

	20ng
	90.6
	114.0
	108.4
	103.9
	13.41
	8.64
	7.23
	9.45


3.10 方法的可行性
为了验证方法在实际样品中的可行性，采用建立的方法，在鱼类、肉类、蛋类、乳类这四种实际的空白样品(样品经测定不含目标物)中添加质量浓度为20 ng的标准溶液进行HPLC-MS分析，每个添加水平平行测定6次。以回收率表示方法的可行性，以相对标准差(RSD)表示方法的重现性即精密度，结果见表4。结果显示三种HBCD与TBBPA的平均回收率在87.5%-114.4%之间，RSD范围为4.73%-13.24%之间，表明该方法可行，且精密度良好。

表4 实际样品中加标回收结果

	实际样品
	平均回收率(%)
	RSD%(n=6)

	
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA

	鱼类
	101.9 
	97.4 
	99.6 
	114.4 
	12.34
	7.78
	9.12
	8.31

	肉类
	89.9 
	108.7 
	102.1 
	94.4 
	6.82
	12.36
	11.77
	7.73

	蛋类
	104.3 
	97.1 
	87.5 
	98.3 
	10.01
	5.51
	13.24
	9.71

	奶类
	106.7 
	113.4 
	92.7 
	92.8 
	7.92
	4.73
	11.74
	9.12


3.11国际考核样品验证试验

采用所建立的方法，测定了从挪威采购的鳟鱼肉(trout)样品，并用此方法测得的样品值与2010年挪威公共卫生学院组织的食品中PCBs, PBDEs and HBCD试验室间比对试验得出的均值进行了比对。样品中α，β，γ-HBCD、TBBPA及相应的同位素内标的色谱图如图3所示。检测结果均以湿重计，结果如表5所示。采用本方法分析的结果与国际不同试验室的均值相接近，说明本方法测定结果准确，该分析方法可行。但实测值均低于国际均值，其原因可能是：同时分析两种物质时，前处理方法的目标物损失率较单独分析HBCDs稍高。
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图3 挪威鳟鱼样品中HBCD异构体、TBBPA及同位素内标的色谱图

1-  13C-TBBPA；2-  13C-α-HBCD；3-  13C-β-HBCD；4-  13C-γ-HBCD；

5-  α-HBCD ；6-  β-HBCD ；7-  γ-HBCD 。

表5本方法对HBCD & TBBPA的实测值与2010年国际比对考核中鳟鱼样品均值的比较

	目标物质
	本方法实测值(pg/g)
	国际均值(pg/g)

	α-HBCD

β-HBCD

γ-HBCD

TBBPA
	15864

176

422

0
	19014

192

440
0
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验证报告
方法名称：动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定
验证单位：湖北省农产品质量安全检测中心
报告日期：2013年10月21日
方法名称：动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定
1、 样品与样品前处理
样品前处理：
鱼类样品，取其可食用部分约50g，经匀浆机匀浆后转移至培养皿中，于-20℃冰箱中冷冻24h，转移至冷冻干燥机中干燥24h，将干燥后的固体样品切成小块备用。准确称取3g(精确到0.001)冷冻干燥鱼肉样品, 置于纤维素套筒中，加入内标混合标准工作液B 200μL（100 ng/mL）和适量无水硫酸钠，正己烷:丙酮混合溶液(1:1，v/v)作为提取剂，在50-70℃的温度下，用索氏提取装置提取24h。提取液充分旋转蒸发后放置过夜备用。
净化方法：

固相萃取玻璃柱底部塞一小撮棉花，从下往上依次倒入2cm的无水硫酸钠、15g 44%酸化硅胶(过量)、2cm的无水硫酸钠。用洗耳球轻震管壁，正己烷倒入管内排除气泡后，用200mL正己烷活化柱子。选择过夜后的样品用正己烷复溶，每次3 mL，滴入活化好的固相萃取玻璃柱上部，如此重复清洗烧瓶4次，100 mL正己烷淋洗去除多余杂质，100 mL正己烷:二氯甲烷混合溶液(1:1，v/v)洗脱，收集洗脱液并旋蒸至近干后用正己烷复溶，每次3 mL，重复清洗烧瓶3次，转移至10 mL试管，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡1 min，经0.2 μm有机针头过滤器过滤后用上机测定。
2、 分析条件
UPLC条件：

a） 色谱柱：Eclipse Plus C18, 100 mm×2.1 mm（i.d.），粒度1.8 µm；

b） 柱温：50 ºC；

c） 流速：0.3 mL/min；

d） 进样量：5 μL；
e） 样品室温度：10℃
f） 流动相：A相：甲醇:乙腈混合溶液 (1:1，v/v)，B相：超纯水。80-20等度洗脱。

质谱条件：

a） 离子源：电喷雾离子源；

a) 电离方式：ESI-；

b) 检测方式：MRM；

c) 气体温度（Gas Temp）：350℃；
d) 气体流量（Gas Flow）：14 L/min；

e) 压力（Nebulizer）：43 psi；

f) 鞘气温度（Sheath Gas Temp）：300℃；

g) 鞘气流量（Sheath Gas Flow）：9 L/min；
h) 毛细管电压（Capillary）：4000 V；

i）喷嘴电压（Nozzle Voltage）：1900 V；

j）离子源温度（Ion Temp）：120 ℃；
k）监测离子、碰撞能量和锥孔电压（见表2）：

表2 六溴环十二烷和四溴双酚A的多反应离子监测分析参数
	
	监测离子对

（Channel Reaction）（m/z）
	驻留时间

（Dwell）（ms）
	锥孔电压（Frag）(V)
	碰撞能量
（Collision Energy）(V)

	四溴双酚A
	*542.8 ／ 447.6
	50
	170
	30

	
	 542.8 ／ 417.8
	50
	170
	38

	六溴环十二烷
	*640.7 ／ 78.9
	50
	80
	10

	
	 640.7 ／ 80.9
	50
	80
	10


*为定量离子对

3、 工作曲线及平均响应因子

	目标物
	线性方程
	线性范围（ng）
	相关系数 r
	平均响应因子RRF
	RSD%

	α-HBCD
	y = 4.2621x-2.3657
	0.25-100
	0.9998
	4.322
	4.23

	β- HBCD
	y = 0.4653x - 0.5829
	0.25-100
	0.9997
	1.911
	2.95

	γ- HBCD
	y = 0.2001x +0.0531
	0.25-100
	0.9992
	1.053
	4.68

	TBBPA
	y = 0.1042x+0.0927
	0.25-100
	0.9989
	39.923
	3.49


4、 精密度和回收率
	目标物
	添加浓度（μg/mL食用油）
	RSD（n=6,%）
	平均回收率（%）

	α-HBCD
	2
	6.0 
	94.6 

	
	20
	4.1 
	101.8

	β- HBCD
	2
	9.2 
	62.8 

	
	20
	7.2
	103.6 

	γ- HBCD
	2
	4.2 
	109.4 

	
	20
	7.5 
	97.4

	TBBPA
	2
	11.8 
	97.5 

	
	20
	9.2 
	100.2


5、 实际样品的测定
	目标物
	样品一（猪肉）
	样品二
（鲫鱼肉）
	样品五
（草鱼肉）
	样品六
（牛肉）
	样品三
（牛奶）
	样品四
（鸡蛋）

	α-HBCD
	1.2562
	0.5591
	ND
	0.1387
	0.0992
	0.2553

	β- HBCD
	0.0091
	0.0662
	ND
	ND
	0.0182
	0.067

	γ- HBCD
	0.0234
	0.3922
	1.5051
	ND
	0.0453
	ND

	TBBPA
	0.1282
	1.4243
	6.7012
	ND
	0.1011
	ND


单位：ng/g 以脂肪计

ND：没有检测出来
6、 检出限
	物质
	LOD(pg/g,以脂肪计)

	α-HBCD
	0.032

	β- HBCD
	0.007

	γ- HBCD
	0.023

	TBBPA
	0.036
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验证单位：湖北省疾控中心
报告日期：2013年11月20日
方法名称：动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定 

一、样品与样品前处理
秤取冷冻干燥猪肉样品3g左右，将滤膜放入索氏抽提装置中，放入冷冻干燥猪肉样品的同时加入100 ng/mL的13C12-六溴环十二烷标准和13C12-四溴双酚A混合标准应用溶液B 200 μL作为内标，同时加入无水硫酸钠适量。用300mL正己烷和丙酮（1:1，体积比）提取18-24h，回流速度控制在4次～6次/h。用旋转蒸发浓缩提取液至尽干，放置过夜后测定脂肪含量。用正己烷复溶，再次浓缩至2~3mL备用。手动填充硅胶柱净化：在固相萃取玻璃柱从下往上填入2 cm无水硫酸钠，15 g 44% 酸化硅胶，2 cm无水硫酸钠，用洗耳球轻震使填料界面水平，加入正己烷排掉气泡，加入200 mL正已烷。将上述用2~3mL正己烷复溶的样品，滴入手动填充硅胶柱中，并用正己烷反复洗烧瓶3次。用100 mL正己烷淋洗，然后用100 mL正己烷：二氯甲烷体积比1:1的混合液洗脱，收集所有洗脱液并旋转至近干，每次用3 mL正己烷复溶，如此反复3-4次，转移至10 mL试管，氮气吹干后加入200 μL甲醇，旋涡振荡后经0.2 μm有机滤膜过滤后上机测定。

二、分析条件
   UPLC条件：Waters BEH C18柱（2.1 mm i.d. ×50 mm，1.7 μm）, 柱温：50℃；样品池温度：10℃；进样体积：5μL；流速：0.3 mL/min；流动相：A液为甲醇：乙腈混合液(1：1，v/v)，B液为超纯水，80-20等度洗脱。
质谱参数：离子源：电喷雾电离源，负电离模式(ESI (-))。毛细管电压：4.00 kV，锥孔电压: HBCD为80V，TBBPA为170V。喷雾器压力：42psi。源温度: 120℃；脱溶剂温度：325℃。脱溶剂气：N2，800L/h；反吹气流量：N2，50L/h。碰撞气：Ar，0.2mL/min。检测模式：多反应监测(MRM)。

 HBCD、TBBPA、13C-HBCD和13C-TBBPA的监测母离子、子离子以及定量离子如表1所示。

表1  目标化学物质谱定量参数

	化合物
	母离子 m/z
	子离子m/z
	定量离子 m/z

	HBCD
	640.7
	78.9，80.9
	80.9

	TBBPA
	542.6
	447.6，417.8
	447.6

	13C-HBCD
	652.7
	78.9，80.9
	80.9

	13C-TBBPA
	554.6
	459.6，429.8
	459.6


三、工作曲线
以5.0、10.0、50.0、250.0、500.0 ng/mL HBCDs与TBBPA混合标准溶液进样，根据待测物和内标的峰面积比（y）和对应的标准溶液中待测物的质量（x）进行线性回归，内标物质的浓度为50 ng/mL，用标准溶液系列建立标准工作曲线。根据浓度与峰面积关系，得到RRF值。经计算，α-、β-、γ-HBCDs与TBBPA的RRF值的相对标准偏差为1.21%-6.67%，满足检测要求。
四、精密度和回收率
以金龙鱼植物油为空白基质，抽提时加入HBCDs与TBBPA的标准溶液和同位素标准液各15 ng，其它按照以上试验方法处理，平行5份，测定HBCDs与TBBPA的回收率在85%-113%之间，相对标准偏差为5.6%-13.1%。
表1 HBCDs和TBBPA的精密度和回收率结果
	添加量（ng）
	测定量

	
	平均值（ng）
	标准偏差
	RSD%
	回收率

	15
	α-HBCD
	14.1
	5.6
	8.6-13.3
	91-102

	
	β-HBCD
	15.3
	13.1
	7.8-9.5
	89-113

	
	γ-HBCD
	14.5
	9.2
	6.6-13.1
	87-105

	
	TBBPA
	13.8
	8.0
	6.1-10.2
	85-101


五、方法检出限
按照分析步骤，连续测定5个标准溶液，计算测定浓度的标准差，按照3倍标准偏差计算得方法的检出限。
α-HBCD、β-HBCD、γ-HBCD和TBBPA的仪器检出限为0.5、0.1、0.3和0.5 ng/mL，本方法对α-HBCD、β-HBCD、γ-HBCD和TBBPA的检出限分别为0.035、0.009、0.022和0.036 ng/g(以脂肪计)。
验 证 报 告
方法名称：动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定 

验证单位： 湖北省食品药品监督检验研究院
报告日期：2013年11月21日
方法名称：动物性食品中六溴环十二烷和四溴双酚A的测定 

一、样品及前处理
牛奶 50 mL，转移至培养皿中，于-80℃冰箱中冷冻4 h，转移至冷冻干燥机中干燥24 h得牛奶固体。将滤膜和PUF放入索氏抽提装置中，同时将冷冻干燥后得到的牛奶固体研碎并全部转移至玻璃纤维套筒中并加入13C标记HBCDs和TBBPA 混合内标溶液B 200 μL，用正己烷和丙酮（1:1，体积比）提取18-24h，旋转蒸发浓缩至尽干，放置过夜后测定脂肪含量，用4 mL正己烷复溶样品。手动填充固相萃取柱：固相萃取玻璃柱底部塞一小撮棉花，从下往上依次倒入2 cm无水硫酸钠、15 g 44%酸化硅胶、2 cm无水硫酸钠。用洗耳球轻震管壁以使填料表面水平，正己烷倒入管内排除气泡后用100 mL正己烷活化柱子。正己烷复溶的样品滴入手动填充柱内，并用正己烷反复清洗烧瓶3次，先用100 mL正己烷去除杂质，再用100 mL正己烷:二氯甲烷混合溶液(1:1，v/v)洗脱，收集洗脱液并旋蒸至近干，再用正己烷复溶，反复3次正己烷清洗烧瓶转移至10 mL试管，氮气吹干后加入甲醇200 μL，涡轮震荡后果针头有机滤膜（0.2 μm），HBLC-MS/MS分析用。
二、分析条件
    液相条件  色谱柱：Waters BEH C18柱（2.1 mm i.d. ×50 mm，1.7 μm）；柱温：50℃；样品池温度：10℃；进样体积：5 μL；流动相：A液为甲醇-乙腈混合液（1：1，v/v），B液为超纯水，等度洗脱；流速：0.3 mL/min。
质谱参数   离子源：电喷雾电离（ES I（-））；检测方式：MRM；毛细管电压：4.00 kV；锥孔电压:：六溴环十二烷为80 V，四溴双酚A为170 V；喷雾器压力：42 psi；源温度： 120℃；脱溶剂温度：350℃；脱溶剂气：N2，800 L/h；反吹气流量：N2，50 L/h；碰撞气：Ar，0.2 mL/min；六溴环十二烷：母离子m/z 640.7、子离子m/z 78.9（[79Br]-）、m/z 80.9（[81Br]-）；13C12-六溴环十二烷：母离子m/z 652.7、子离子m/z 78.9、m/z 80.9；定量离子：六溴环十二烷和13C12-六溴环十二烷均为m/z 80.9；四溴双酚A：母离子m/z 542.6、子离子m/z 447.6 ([M-Br-OH ]-)、m/z 417.8（[M-Br-OH-CO]-）；13C12-四溴双酚A：母离子m/z 554.6、子离子m/z 459.6；定量离子：四溴双酚A为m/z 447.6，13C12-四溴双酚A均为m/z 459.6。
三、工作曲线
用标准溶液系列，即六溴环十二烷异构体和四溴双酚A的浓度分别为5.0、10.0、50.0、250.0、500.0 ng/mL，内标浓度为50.0 ng/mL建立标准工作曲线。根据浓度与峰面积关系，得到RRF值。经计算，HBCDs与TBBPA的RRF值的相对标准偏差为1.01%-9.98%，满足要求。
四、精密度和回收率
取福临门食用油作为空白基底，抽提时加入HBCDs和TBBPA 标准混合液和带13C标记HBCDs和TBBPA内标。测定方法为：量取植物油1mL(油重约0.8g)，加入一定量的待测物和内标10ng(同位素内标混合标准应用溶液B100μL)，其他按照以上试验方法，平行5份，测定同位素内标的回收率在62-103%之间，相对标准偏差在3.4-14.7%之间（见表1）。
表1 精密度和回收率结果
	加标
水平
	平均回收率(%)
	RSD%(n=5)

	
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA

	1 ng
	104.1
	101.3
	104.9
	106.2
	11.95
	9.07
	11.20
	8.27

	10 ng
	98.6
	94.1
	90.0
	92.2
	10.38
	9.45
	7.96
	6.33


五、样品稳定性试验
随机选择前处理过的两份样品，分成4组并分别加入浓度为100 ng/mL 13C12记HBCDs和TBBPA标准溶液B，然后分别置于-20 ℃和4 ℃环境中保存，于放置的当天、3天、5天、7天各测定含量，每组样品测定三次，结果取平均值并与第1天比较，数据见表2和表3。第七天样品在-20 ℃和4 ℃环境中降解率2.3%和3.9%，降解率均＜5%，表明样品可在-20 ℃和4 ℃环境中都能保存7d，但-20 ℃降解率更小。
表2  -20 ℃环境中HBCDs和TBBPA稳定性试验结果
	保存时间（天）
	样品数量
	测得平均浓度（ng/mL）
	降解率（%）

	1
	2
	91.72
	—

	3
	2
	90.89
	0.9

	5
	2
	89.70
	2.2

	7
	2
	89.61
	2.3


表3  4 ℃环境中HBCDs和TBBPA稳定性试验结果
	保存时间（天）
	样品数量
	测得平均浓度（ng/mL）
	降解率（%）

	1
	2
	91.19
	—

	3
	2
	91.15
	0.4

	5
	2
	90.28
	1.0

	7
	2
	87.63
	3.9


六、方法检出限和定量限
取5g确定不含TBBPA和HBCD的鱼肉冻干样品，加入20 ng内标，按前述提取方法提取并净化处理后上机测定(做三组平行，取平均值)。结果如表4所示。
本方法对α-HBCD、β-HBCD、γ-HBCD和TBBPA的检出限分别为0.030、0.008、0.016和0.032 ng/g(以脂肪计)；α-HBCD、β-HBCD、γ-HBCD和TBBPA的定量限分别是0.097、0.032、0.058、0.103 ng/g(以脂肪计)。
表4 检测限和定量限测定结果(ng/g，以脂肪计)

	
	检出限
	定量限

	
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA
	α-HBCD
	β-HBCD
	γ-HBCD
	TBBPA

	平行1
	0.028
	0.008
	0.016
	0.029
	0.092
	0.035
	0.058
	0.099

	平行2
	0.030
	0.009
	0.016
	0.034
	0.094
	0.029
	0.059
	0.102

	平行3
	0.032
	0.009
	0.017
	0.031
	0.106
	0.032
	0.058
	0.108

	均值
	0.030
	0.008
	0.016
	0.032
	0.097
	0.032
	0.058
	0.103
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