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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由中国科学院广州化学研究所中科检测有限公司提出。

本文件由广东省质量协会归口。

本文件起草单位：中国科学院广州化学研究所中科检测有限公司、广东省质量协会、XXX。

本文件主要起草人：
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农产品中菊酯类农药残留量的快速检测 羧酸酯酶法

1 范围

本文件规定了羧酸酯酶法测定农产品中甲氰菊酯、联苯菊酯等I型拟除虫菊酯类农药残留量的快速

检测方法。

本文件适用于农产品中甲氰菊酯、联苯菊酯等I型拟除虫菊酯类农药残留量的快速筛选测定。

2 原理

样品中的菊酯类农药经有机溶剂萃取、浓缩后再用磷酸盐缓冲液复溶。样品复溶液与动物源羧酸酯

酶发生显色反应，其中羧酸酯酶与底物α-乙酸萘酯进行酶促反应生成α-萘酚，α-萘酚在可见光范围内

是无色的，当与显色剂固兰 B 相互结合时生成紫色的重氮化合物，在可见波长 535nm 处测定。

3 仪器和设备

3.1 紫外双光束分光光度计。

3.2 酸度计。

3.3 旋转蒸发仪。

3.4 低速离心机。

3.5 分析天平：感量 0.1 mg。

3.6 恒温水浴锅。

4 试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682中规定的一级水。

4.1 试剂

4.1.1 羧酸酯酶液（猪肝酶源）。

4.1.2 固蓝 B 盐溶液：浓度为 0.02 %。

4.1.3 α-乙酸萘酯溶液：浓度为 0.015mol/L。

4.1.4 十二烷基硫酸钠(SDS)水溶液：浓度为 3 %。

4.1.5 无水磷酸氢二钾。

4.1.6 无水乙醇。

4.1.7 甲氰菊酯标准溶液：浓度为 100μg/mL。

4.1.8 联苯菊酯标准溶液：浓度为 100μg/mL。

4.1.9 浓盐酸：浓度为 12 mol/L。

4.1.10 α-萘酚系列标准溶液：
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4.2 试剂配制

4.2.1 稀盐酸溶液（0.1 mol/L）：取浓盐酸（4.1.13）5 mL，加蒸馏水定容至10mL。

4.2.2 磷酸盐缓冲液（pH 6.5）：称取无水磷酸氢二钾（4.1.5）11.9 g与磷酸二氢钾（4.1.6）3.2 g，

用蒸馏水1000 mL溶解，用稀盐酸溶液（4.2.1）调节溶液的pH值至6.5。

5 样品处理

选取有代表性的蔬菜样品，清洗掉表面泥土，剪成 1 cm 左右见方碎片，称取样品 3 g，加入乙腈

溶液（4.1.12）10 mL 振摇 2 min，用低速离心机（3.4）离心，取上清液 5 mL 氮吹至近干，再加入磷

酸盐缓冲液（3.2.2）5 mL 溶解，待测。

6 分析步骤

量取羧酸酯酶液（4.1.1）0.25 mL，与样品待测液混匀，加入磷酸盐缓冲液（4.2.2）5 mL、加入

α-乙酸萘酯溶液（4.1.3）0.3 mL，于恒温水浴（温度 37℃）反应 5 min；加入显色剂 0.5mL（固兰 B

盐+SDS=2+5），混匀计时 30 s 后，再加入稀盐酸溶液（4.2.1）0.2 mL 终止显色反应，混匀后以把酶

液换成蒸馏水的溶液作空白, 用分光光度检测并记录数据。

7 结果的表述计算

7.1 α-萘酚曲线的绘制

分别向一系列比色管中依次加入磷酸盐缓冲液5.0mL,0.3 mL一系列α-萘酚溶液，混合均匀后于恒

温水浴（温度37℃）反应5 min，再依次加入加入显色剂0.5 mL（固兰B盐+SDS=2+5），混匀计时30 s

后，再加入稀盐酸溶液（4.2.1）0.2 mL终止显色反应。摇匀后吸取2.5 mL待测液于比色皿中，放入分

光光度计中，于525 nm波长处测定吸光度值，绘制α-萘酚标准曲线。

7.2 结果计算

7.2.1 酶的活力

见式（1）。

U=(A-A0)×(V/t)×(n/m)………………………………………………………………（1）

式中：U为酶活力（U/mg）；A为酶解底物的吸光度值；A0为对照组的吸光度值；V为酶解体系的总

体积（mL）；t为反应时间（min）；n为稀释倍数；m为每种蛋白质的质量。

7.2.1 抑制率

见式（2）。

抑制率（%）=[（∆A0-∆At）/∆A0]×100 ……………………………………………（2）
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式中：∆A0───对照溶液吸光度值；∆At───样品溶液吸光度测定值。

7.3 结果判定

结果以酶被抑制的程度（抑制率）表示。当抑制率≥50%时，表示蔬菜中拟除虫菊酯类农药残留高

于检测限，判定为阳性，阳性结果的样品需要重复检验2次以上（酶活>2U/mg）。

对阳性结果的样品，可用其他方法进一步确定具体农药品种和含量。

8 灵敏度

酶抑制率法对部分农药的检出限见表1。

表 1 酶抑制率法对部分拟除虫菊酯类农药的检出限

农药名称 检出限/（mg/kg）

甲氰菊酯 1.0

联苯菊酯 1.0

9 说明

9.1快速检测方法容易受个别颜色较深物质影响，比如菠菜、火龙果等等，需要在前处理方法上做进一

步优化。

9.2实验需要用到个别强酸强碱，使用过程中应做好实验防护。
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