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	本试验按照湖北省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所提供的《水产品中一甲基砷、二甲基砷、砷酸根和亚砷酸根的测定高效液相色谱-原子荧光光谱法》地方标准草案方法，对其进行验证，验证内容为：检出限、测定下限、精密度、准确度等。

1  试剂
除非另有说明，在分析中仅使用确认为分析纯的试剂和GB/T 6682中规定的二级水。

甲醇：色谱纯

硼氢化钾

氢氧化钾

磷酸二氢铵

盐酸

硝酸

氨水

一甲基砷标准品：GBW08668

二甲基砷标准品：GBW08669

砷酸根标准品：GBW08667

亚砷酸根标准品：GBW08666

一甲基砷标准储备溶液：准确称取适量的一甲基砷标准品，用5%（v/v）硝酸配制成2.0×10-3g/L的一甲基砷标准储备液，避光保存于4℃冰箱备用。

二甲基砷标准储备溶液：准确称取适量的二甲基砷标准品，用5%（v/v）硝酸配制成2.0×10-3 g/L的二甲基砷标准储备液，避光保存于4℃冰箱备用。

砷酸根标准储备溶液：准确称取适量的砷酸根标准品，用5%（v/v）硝酸配制成2.0×10-3 g/L的砷酸根标准储备液，避光保存于4℃冰箱备用。

亚砷酸根标准储备液：准确称取适量的亚砷酸根标准品，用5%（v/v）硝酸配制成2.0×10-3 g/L的亚砷酸根储备液，避光保存于4℃冰箱备用。

流动相：取1.981g磷酸二氢铵加入1 000 mL水中，用盐酸或者氨水调节pH值为6.0。临用前，过0.45 μm滤膜。

2  样品
取市售鲫鱼肌肉部分，纯水冲洗至表面无血污，匀浆后待测。
3  仪器设备
分析天平：感量0.0001 g。

粉碎机

漩涡混合器

超声波震荡仪

恒温水浴锅

    1 mL可调移液器

    10 mL棕色容量瓶

    50 mL具塞PVC离心管

    2 mL带盖PVC离心管

    0.45 μm微孔滤膜（适用于水溶剂）

    0.45 μm微孔滤膜（适用于有机溶剂）

离心机：配有50 mL离心管适配器，最大转速为4 000 r/min

氮吹仪

高效液相泵

原子荧光光谱仪：配有砷空心阴极灯

4  方法
按照标准草案中提供的方法进行提取、净化；测定

5  结果
5.1  检出限与测定下限的确定
按照《水产品中一甲基砷、二甲基砷、砷酸根和亚砷酸根的测定高效液相色谱-原子荧光光谱法》样品分析的全部步骤，以产生仪器信噪比2~5倍响应值所对应浓度（含量）的样品进行重复7次平行测定，计算测定结果的标准偏差，按照公式（1）计算方法检出限，并以3倍方法检出限作为方法的测定下限。

MDL=t(n-1,0.99)×S
式中：
MDL为方法检出限；

n为样品平行测定的次数；

t为自由度为n-1，置信度为99%时的t分布（单侧）；

S为n次平行测定的标准偏差。

其中，当自由度为n-1，置信度为99%时的t值可参考表1取值。
表1 t 值表

平行测定次数（n）

自由度（n-1）

T（n-1，0.99）
7

6

3.143

8

7

2.998

9

8

2.998

10

9

2.821

11

10

2.764

16

15

2.602

如果样品的浓度（含量）超过计算出的方法检出限10倍，或者样品浓度（含量）低于计算出的方法检出限，则都需要调整样品浓度重新进行测定。

配制含四种一定浓度的标准溶液，平行测定7次，结果见表2：
表2 方法检出限及测定下限

平行号

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

测定结果

（μg/kg）

1

15.64
22.65
17.54
30.12
2

16.21
22.69
19.22
31.54
3

16.97
21.54
18.54
33.54
4

15.33
21.03
18.31
33.87
5

15.74
20.54
18.67
31.14
6

16.25
22.87
18.03
30.54
7

15.23
22.31
18.99
32.55
平均值
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（μg/kg）

16.02
21.89
18.39
31.79
标准偏差Si（μg/kg）

0.28
0.97
0.54
1.56
t值

3.14
3.14
3.14
3.14
检出限（μg/kg）

1.83
3.10
1.80
4.91
测定下限（μg/kg）

5.48
9.29
5.41
14.73
注：一甲基砷（MMA）；二甲基砷（DMA）；亚砷酸根（AsⅢ）；砷酸根（AsⅤ）

5.2  方法精密度的确定
按照表3分别在鱼肉样品中添加三个水平的MMA、DMA、AsⅢ和AsⅤ标准品，按照标准步骤处理后，取其样品提取液做精密度测定，每个水平测定6次，结果见表4。

表3测定精密度的各个加标水平（单位：μg/kg）

水平

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

加标水平1

10

10

10

20

加标水平2

20

20
20
40

加标水平3

30

30
30
60

表4精密度测试结果

平行试验

MMA浓度

DMA浓度

AsⅢ浓度

AsⅤ浓度

（ng/mL）

（ng/mL）

（ng/mL）

（ng/mL）

水平1

水平2

水平3

水平1

水平2

水平3

水平1

水平2

水平3

水平1

水平2

水平3

1

26.21

36.54

46.35

21.25

31.03

42.38

33.51

40.62

50.62

34.58

55.36

75.62

2

26.34

36.99

46.99

21.64

31.68

41.62

32.59

41.55

52.87

34.95

55.98

75.59

3

27.53

37.21

47.85

22.31

31.67

40.66

31.68

41.92

51.68

35.68

56.32

74.86

4

25.21

35.69

46.21

20.56

31.98

41.15

30.69

40.61

51.08

36.95

54.84

76.55

5

25.69

35.25

46.57

23.51

30.53

41.62

31.62

42.68

51.99

35.21

55.49

76.94

6

26.31

36.84

45.96

20.31

32.65

41.28

31.87

42.31

51.71

35.33

55.16

74.21

平均值
[image: image18.wmf]X


26.22

36.42

46.66

21.60

31.59

41.45

31.99

41.62

51.66

35.45

55.53

75.63

标准偏差Si

0.78

0.78

0.68

1.19

0.74

0.58

0.96

0.86

0.77

0.82

0.54

1.02

相对标准偏差RSD（%）

2.97

2.14

1.46

5.49

2.34

1.39

3.00

2.07

1.50

2.31

0.98

1.34

5.3 55 方法准确度的确定
按照表5分别在鱼肉样品中添加三个水平的MMA、DMA、AsⅢ和AsⅤ标准品，每水平设三个平行，按照标准方法的分析步骤进行回收率实验，计算其标准偏差和相对标准偏差，结果见表6。

表5测定准确度的各个加标水平（单位：μg/kg）

水平

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

加标水平1

10

10

10

10

加标水平2

20

20

20

20

加标水平3

30

30

30

30

表6不同加标水平的回收率（单位：%）

平行试验

加标水平1的回收率

加标水平2的回收率

加标水平3的回收率

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

MMA

DMA

AsⅢ

AsⅤ

1

88.5
79.3
84.5
88.7
88.7
77.8
82.6
86.3
83.3
84.4
85.2
87.6
2

83.1
80.2
86.3
86.9
84.5
78.2
80.5
84.5
85.6
82.6
84.6
87.1
3

82.4
83.5
85.4
89.2
81.3
79.3
79.8
85.6
82.4
81.7
85.4
85.6
平均值
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84.67 
81.00 
85.40 
88.27 
84.83 
78.43 
80.97 
85.47 
83.77 
82.90 
85.07 
86.77 
标准偏差Si
3.34 
2.21 
0.90 
1.21 
3.71 
0.78 
1.46 
0.91 
1.65 
1.37 
0.42 
1.04 
相对标准偏差RSD（%）

3.94 
2.73 
1.05 
1.37 
4.37 
0.99 
1.80 
1.06 
1.97 
1.66 
0.49 
1.20 
5.4  结论
5.4.1  灵敏度
本方法中一甲基砷的检出限为1.83 μg/kg，测定下限为5.48 μg/kg；二甲基砷的检出限为3.10μg/kg，测定下限为9.29μg/kg；砷酸根的检出限为1.80μg/kg，测定下限为5.41 μg/kg；亚砷酸根的检出限为4.91μg/kg，测定下限为14.73 μg/kg。

5.4.2  精密度
本方法中一甲基砷在各浓度水平下相对标准偏差为≤2.97 %；二甲基砷在各浓度水平下相对标准偏差为≤5.49 %；砷酸根在各浓度水平下相对标准偏差为≤3.00 %；亚砷酸根在各浓度水平下相对标准偏差为≤2.31 %。

5.4.3  准确度
本方法中一甲基砷在各浓度水平下回收率在≥81.0 %；二甲基砷在各浓度水平下回收率在≥78.4 %；砷酸根在各浓度水平下回收率在≥80.9 %；亚砷酸根在各浓度水平下回收率在≥82.9 %。

5.4.4  方法评价
本方法利用液相色谱—原子荧光联用技术，能够实现对水产品中四种形态砷的同时检测，减少了分析时间，降低了检测成本。
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