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目前我国使用量最大的农药是有机磷农药，此类农药能有效地控制害虫、杂草及细

菌的生长，提高农业产量，但它属于高毒性农药，大量使用会造成许多潜在的危害，影

响人体健康甚至给后代带来很多潜在的危险。为预防和处理有机磷农药引起的危害，及

时、准确的检测方法显得尤为必要。传统检测农药残留的手段主要有气相色谱法、薄层

色谱法、气相色谱．质谱联用法、高效液相色谱法、免疫学方法与生物芯片技术等。上

述方法存在样品前处理过程繁琐、消耗试剂、耗时长等缺点，很难实现快速、有效的检

测。而荧光分析法是根据荧光探针染料与生物大分子结合后的荧光特性、动力学特征、

电化学特征和自聚特征等建立了科学的分析方法，它具有灵敏度高、试剂用量少、方法

简便等优点，在环境监测等领域显示出其独特的优越性。荧光探针技术具有高度的灵敏

性和极宽的动态响应范围，因此，进一步建立高灵敏度、低检测限的荧光探针对定量测

定有机磷残留的方法具有重要意义。

本论文主要包括以下两个方面的内容：

1．概述了荧光分析法的基本原理、有机磷化学基础，综述了有机磷农药残留分析

的一些方法及其应用，引用文献135篇。

2．探索了几种荧光法测定有机磷残留的新方法：(1)在pH 6．20的KH2P04—-Na2HP04

缓冲溶液中，吖啶橙(AO)与一定浓度的十二烷基苯磺酸(SDBS)发生荧光增强反应，当

在该体系中加入有机磷农药后，在k=494 nlll处荧光强度明显下降，其降低程度与有机

磷农药的加入量呈良好的线性关系，线性范围和检出限分别为0．020--0．28 mg／L、

0．020mg／L。据此建立了测定有机磷农药残留总量的新方法。该方法用于大米和土壤中

有机磷农药残留总量的检测，回收率为92．1～96．8％，R．S．D在2．8-4．3％之间，结果满意。

(2)在pHi6．0的KH2P04一NaEHP04缓冲溶液中，一定浓度的溴化十六烷基三甲基铵

(CTMAB)与曙红(Y)反应，使其荧光强度剧增，当在Y-CTMAB中加入有机磷农药后，

溶液在激发波长316nm，发射波长550rim处体系的荧光强度明显降低，且降低程度与有

机磷农药的加入量呈良好的线性关系，据此建立了测定有机磷农药残留总量的新方法。

(3)在PH为4．60的B．R缓冲溶液中，中性红(NR)与一定浓度的十二烷基苯磺酸钠(SDBS)

发生荧光增强反应，在该体系中加入有机磷农药后，在激发波长560nm，发射波长604nm



处体系的荧光强度明显降低，且降低程度与有机磷农药的加入量呈良好的线性关系，其

线性范围和检出限分别为0．024-4)．40mg／L，0．014mg／L。据此建立了测定有机磷农药残留

总量的新方法。该方法已用于面粉和土壤中有机磷农药残留总量的检测，回收率在

92．0～100．5％之间，相对标准偏差在1．08～1．81％之间，结果满意。④在pH 6．6的S巾rensen

缓冲溶液中，达旦黄(TY)与一定浓度的吐温．80发生荧光增强反应，当在该体系中加

入辛硫磷农药后，在k=460 n／／1处荧光强度明显降低，且降低程度与辛硫磷的加入量呈

良好的线性关系，线性范围和检出限分别是0~O．72 mg／L，0．031mg／L。据此建立了测定

辛硫磷残留量的新方法。

3．开展有机磷农药与荧光探针相互作用机理研究。研究了染料、染料—有机磷农药、

染料一表面活性剂、染料一表面活性剂—有机磷农药的荧光光谱和紫外光谱，并对其相

互作用机理进行初步探讨。

关键词：有机磷农药残留，荧光探针技术，表面活性剂，染料
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ABSTI认CT

At present，organic phosphorus pesticide were pesticides of the biggest consumption of our country．

The organic phosphorus pesticide pesticides have strong toxicity,it will cause a lot of potential danger if

used in a large amount．For example，it will influence the haman body health seriously,will even bring

potential danger to offspring．Pesticide is used on the crops，will advance the output of the crops，and kill

the weads，the pests and the bacterium．So，one of the preventive measures in the case is to fast and

accurately determine the organic phosphorus pesticide．

The traditional detection methods of residues of pesticides were reported：gaseous phase

chromatograms，thin layer chromatograms，Chromatogram of high-efficient liquid phase，immunoassay

and biological chip etc．But 80me shortcomings exist in the pretreatment of the samples，such as

tediousness and reagent-consuming，time-consuming．They骶unable to satisfy fast and accurately

determine．Compared with them，the fluorescent analytic method has some advantage：high sensitivity,

few reagent,simpleness and convenience，and demonstrates its unique superiority in the field of

After the fluorescence probe dyestuffs and biological macromolecule are combined,it will take on

80me characteristics：fluorescence characteristic，dynamics characteristic，electrochemical characteristic

and gathering characteristic，etc．Based on this theory,fluorescence analytical method is acquired．The

greatest strongpoint of the fluorescence probe technology is its high-level sensitivity and extremely wide

dynamic response range，80 it is significant to further achieve fluorescence analytical method of

quantitatively determine the residual method of organic phosphorus，it will possess higher sensitivity,lower

detection limit．

This thesis mainly includes the content of two following respects：

1．In this paper,the basic principle of the fluorescence analytic approach and the chemical foundation

of organic phosphorus were summed up，organic phosphorus pesticide
residue analysis some methods and

the application were reviewed in details：1 35 references wel"e cited in this paper．

III



2．Several kinds of new fluorescence methods in determining the residuals of organic phosphorus have

explored：(1)In a pH 6．2 medium of KH2P04-Na2HP04，the fluorescence intensity of Acridine Orange(AO)

is enhanced violently when a certain concentration of the Dodecylbenzene Sulfonie Acid Sodiumsalt

(SDBS)is added．The enhanced fluorescence intensity is declined obviously after adding

organophosphorus pesticides and the reduced fluorescence intensity is proportional to the concentration of

organophosphorus pesticides．The linear range of this assay is 0．02～0．28 mg／L and with a detection limit

of O．02 mg／L．Based on this，a new fast and simple method for the determination of the organophosphorus

pesticides total-residues Was developed．The method has been successfully applied to the determination of

the organophosphorus pesticides total-residues in rice and soil，the recovery range Was 92．1％～96．8％．The

relative standard deviation(RSD)range Was 2．8％～4．3％，which results are satisfactory．(2)In a pH=6．0

medium of KH2P04-Na2HP04，the fluorescence intensity of Eosin Y is enhanced violently when a certain

concentration of the Cetrimonium bromide(CTMAB)is added．The enhanced fluorescence intensity is

declined obviously after adding organophosphorus pesticides and the reduced fluorescence intensity is

proportional to the concentration of organophosphorus pesticides．Based On this，a new fast and simple

method for the determination of the organophosphorus pesticides total-residues Was developed．(3)In a pH

4．6 medium of KH2P04-Na2HP04，the fluorescence intensity of Neutral red(NR)is enhanced violently

when a certain concentration of the Dodecylbenzene Sulfonic Acid Sodiumsalt(SDBS)is added．The

enhanced fluorescence intensity is declined obviously after adding organophosphorus pesticides and the

reduced fluorescence intensity is proportional tO the concentration of organophosphorus pesticides．The

linear range of this assay is 0．024～0．40 mg／L and with a detection limit of 0．014 mg／L．Based on this，a

new fast and simple method for the determination of the organophosphorus pesticides total-residues Was

developed．The method has been successfully applied to the determination of the organophosphorus

pesticides total·residues in flour and soil，the recovery range Was 92．0～100．5％．The relative standard

deviation(RSD)range Was 1．08—1．8 1％，which results are satisfactory．(4)In the KH2P04-Na2HP04

(Sqbrensen)buffer solution at pH=6．6，the fluorescence intensity of Titan yellow(TY)enhanced violently

when a certain concentration of the Tween．80 is added．The enhanced fluorescence intensity is declined

obviously after adding phoxim and the reduced fluorescence intensity is proportional tO the concentration
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ofphoxim，the linear range ofthis assay is 0～0．72 mg／L and the detection limit is 0．03 1 mg／L．Based 011

this，a new fast and simple method for determination ofthe phoxim-residues Was developed．

3．Study for the interaction theory between organophosphorus and fluorescence probe．The

fluorescence spectra and the absorption spectra of dye，the complex of dye and organophosphorus，the

complex of dye and surfactant and the complex of dye，surfactant and organophosphorus
were studied．The

reaction mechanisms of them Wel"e analyzed preliminarily．

KEYWRODS：residue oforganophosphorus pesticide，fluorescence probe technology,surfactant，dye
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第一章绪论

第一章绪论

1．1有机磷农药残留分析的现实意义

1．1．1有机磷农药及其使用现状

随着世界人口日益增多，粮食供应也日趋紧张。估计到2020年，世界粮食需求量

将由2000年的19．04亿吨增长至24．87亿吨【11，而耕地却日益减少。据报道，全世界每

年因受病虫害而减少的粮食产量，大约占粮食总量的30％左右【2】，加上旱涝气候引起的

粮食减产，粮食的供应会更加紧张。农药对粮食增产起着十分重要的作用。如果停止使

用农药等杀虫剂的使用，预计全世界就会有上亿人面临着饥饿的威胁。因此，农药是实

现粮食产量增加的重要措施之一。但是，目前市场上流通的粮食果蔬都不同程度地存在

农药残留问题，这主要是由于使用者普遍缺乏科学使用农药的知识，片面追求产量造成

的。例如卫生防疫部门对市场上流通的粮食果蔬中农药残留量进行了检测，检测结果表

明，近年农产品中农药含量超标及其严重，严重的地区甚至高达85％，国内最好的地区

也有5％的农产品农药残留量超标。每年有lO万人次的农药残留量超标中毒事件发生。

随着人民生活水平日益提高，人们越来越关心如何吃得健康营养这个问题，“绿色食品’’、

“无公害食品"等无污染食品和蔬菜水果越来越受到人民的喜爱，果蔬中农药残留问题

也日益引起公众的关注。

自1990年开始，我国农药产量一直位于世界第二位，由1991年的25．3万吨增加到

1999年的42．6万吨【3】，并其产量也在逐年增大。目前人们普遍使用的农药有：有机磷、

氨基甲酸酯和拟除虫菊酯等三大类。其中除拟除虫菊酯毒性相对较低外，前两类农药大

都会对人畜造成危害【4】。而有机磷农药是目前最常用的一类农药，它的优点很多，比如

品种多、高效能、成本低、防治对象多、在环境中易降解等。因此在各种农作物中得到

了广泛的应用【51。

有机磷农药属于有机磷酸酯类化合物，它们都含有C．P键或C．0．P，C．S．P， C-N．P

键。市场上有几十种有机磷农药的正式商品，如辛硫磷、对硫磷、氧乐果、乐果、甲基

1605、敌敌畏、马拉硫磷、甲拌磷、久效磷、甲胺磷、敌百虫、谷硫磷等．按化学结构可

把有机磷农药分为四类：一、磷酸酯类；二、氨基磷酸酯类；三、二硫代磷酸酯类；四、

硫代磷酸酯类。有机磷农药具有以下几个特点：(1)化学性质不稳定，易水解，在碱性



荧光法检测有机磷残留总量及其分析应用

条件下易分解，如甲基1605被氧化后毒性增大，敌百虫在碱性溶液中分解转化为敌敌畏

而毒性更大【6，刀；易氧化，易于在动植物体内降解。正确使用时残留问题小，不致污染环

境；(2)杀虫效率高，广普，作用方式多样；(3)化学结构复杂多变，品种多，适用范围

广；(4)毒性差异大，比如辛硫磷、马拉硫磷、敌百虫等毒性低，而对硫磷、甲拌磷为剧

毒品种。总的来说，有机磷农药的毒性偏高，但高毒品种正在逐步地被低毒品种代替；

(5)与有机氯农药、拟除虫菊酯类杀虫剂相比，害虫对有机磷杀虫剂的抗药性发展缓慢。

1．1．2有机磷农药的危害

有机磷农药大多数都属于高毒性农药，它在提高农作物产量的同时，对空气、水源、

土壤和农牧产品也造成了严重的污染，从而破坏了生态环境，使人类健康受到影响。已

有研究表明，某些有机磷农药对动物具有致畸性、致癌性【8,91、致突变危害，还可能引起

咳嗽、肌肉麻木、诱发心血管疾病、癌症和糖尿病等慢性疾病；对于孕妇，还会影响胎

儿的发育，甚至会导致胎儿的畸形【101。有机磷农药还可以通过消化道摄入，也可以通过

皮肤和呼吸道吸收而引发中毒【ll】，也会出现神经功能紊乱、皮肤刺激等症状。因此，从

长期看，餐桌污染会对经济和民族发展带来严重的危害【12,13】。还有农药的急慢性中毒，

特别是果蔬、食品等污染后引发群体中毒事件屡有发生，这严重影响了人们对生活水平

和生活质量逐渐提高的要求。虽然目前有机磷农药已经逐步禁止在农作物上使用，但是

由于其杀虫效率高、选择性强、使用范围广、成本低，所以迄今有机磷农药仍被大量应

用于农作物上。为此，世界各国已经对这一问题高度重视，投入大量的资金、人力和物

力，一方面加强无公害绿色农药的研制开发和应用；另一方面，制定愈来愈严格的农药

残留限量标准，以此来制止“药从口入"。另外，加入WTO后由于农药残留问题，我

国农副产品的出口受到了严峻的挑战；随着现代生活节奏的加快，贸易往来的快捷等，

要求现场检测的样品量迅速增加，这就必须要有快速、高效、简便、准确的检测方法作

为保证。因此各国专家都在加速开展灵敏、准确的检测方法的研究。加强对农药残留的

检测对保护生态环境，尤其是保障人类健康有着十分深远的意义。

随着人们对农业生态的关注以及对环境问题认识的不断深化，对农药的要求也越来

越高，农药工业的发展己进入双超时期。双超指的是超高效益(高经济效益和高社会效

益)和超低消耗(低耗能、低成本、低用量)114】。高效、低毒、低残留的新品种逐渐代

替一些老品种农药。新农药的开发也向着选择性高、对环境无污染、农药用量少的方向

发展。随着世界人口的增加，尤其是发展中国家，对粮食和农产品的需要日益增加，化
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学农药依然是保证粮食作物增产的稳定而最为有效的手段。但是，农药的施用带来的负

面影响主要是农药残留问题。了解农药残留状况，将有助于我们对农药污染现状及原因

做出较为全面的了解和分析。同时，对农药的管理也起着极为重要的作用。

我国第一代杀虫剂有机氯农药在我国已经停止生产，有机磷农药作为我国的第二代

杀虫剂已经被广泛的用于农业、工业和医药等领域。据资料统计，1994年有机磷和氨基

甲酸酯类杀虫剂占全球市场的57％。由于有机磷农药防治对象多，应用范围广，在环境

中易降解，低残毒等特点，是我国目前使用量最大的农药品种。我们曾经以为有机磷农

药在食品中的残留量很小，因为它的降解半衰期一般是几周至几个月。但研究表明，这

些所谓非持久性农药在有些环境条件下也会有较长时间的残存，可以在动物体内产生蓄

积，而且在粮食作物和经济作物中均有检出，如甲胺磷、氧化乐果、辛硫磷、敌敌畏、

敌百虫、甲基1605等主要的几种有机磷农药均存在残留超标现象。尤其在生长期短的

蔬菜类作物方面，由于虫害多、施药量大，违章使用等，农药残留超标现象更为突出。

有机磷农药中的氨基甲酸酯类，虽然大多数属中、低毒性农药，但其中呋喃丹、涕灭威

等亦属高毒性的农药，残留问题同样不容忽视。

有机磷农药(OPs)在保障农作物产量方面的作用不可否认。但是，由于长期大量使

用有机磷农药，即使微量或痕量地残留在粮食、蔬菜上，也极易对环境、人体、动物等产

生急性或慢性的毒害。有机磷农药比任何其他农药造成的中毒事件都频繁、严重。因此

对有机磷农药进行及时、准确、灵敏的监控和检测，成为急待解决的迫切问题。

1．2有机磷农药残留分析检测技术

根据分析过程，对环境样品中的有机磷农药测定可分为样品的前处理和分析检测两

个方面。样品的前处理过程在很大程度上决定了分析结果的可靠性和代表性，是分析样

品准确性的关键环节和先决条件。

1．2．1样品前处理

样品前处理包括待测物的提取和净化。提取就是用适当溶剂和方法将残留在试样中

的农药从固态样品中转移到易于净化和分析的液态溶液中，是农药残留分析操作中很关

键的第一步；净化是指将待测物与提取液中的干扰物质分离。在现代残留农药检测中，

提取和净化可以一步完成【巧J。样品前处理应根据样品和待测农药的理化性质、种类等，

在提取方法简便、快捷和试剂消耗尽可能少的前提下，采取合适的溶剂和方法进行提取，
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完全提取的目的，要求杂质要尽量少。

化性质和各种样品的不同，采用的提取方法也不尽相同。传统经典的提

取方法有：浸渍法、消化法、漂洗法、匀浆法、索氏提取法【1袍11、震荡法和超声法等。

匀浆法、索氏提取法、超声法等的主要优势是提取的完全，缺点是干扰物质太多【221。浸

渍法、震荡法和漂洗法的特点是简便、快速和容易净化。20世纪90年代以来，一些新

的样品前处理技术不断被用于农药残留分析中。这些新技术和以往的提取方法相比有较

高的提取效率和自动化水平，节省了分析时间和各种试剂，也大大的减轻了分析者的劳

动强度。如今，已报道或己被广泛应用的新技术主要有：超临界流体提取(SFE)【23彤】、

固相萃取(SPE)、固相微萃取(SPME)等。

(1)液相萃取

以往，在农药残留的萃取方面主要以液相萃取为主，它利用相似相溶的原理，选择

适合的溶剂，将农药残留从样品基质中分离出来。但由于其样品处理复杂、花费时间长

等缺点，液相萃取正在逐步地被固相萃取取代。

(2)固相萃取(SPE)和固相微萃取(SPME)

固相萃取(SPE)是20世纪80年代后期发展起来的一种样品预处理技术。与传统萃

取法相比，固相萃取不需要大量溶剂，处理过程也不会出现乳化现象，具有省时省力，

回收率高，分离效果好，操作简便等优点，因而得到广泛应用，是目前常用的净化手段。

它的主要工作原理是：利用吸附剂吸附液体样品中的待测化合物，使干扰化合物和样品

基质分离，然后再用洗脱液将干扰化合物洗脱，达到分离或者富集目标化合物的目的

【3∞引。吴小毛等【39-44]用固相萃取的方法，测定了果蔬等食品中多种有机氯、有机磷农药

等残留量。任晋等【45】建立了水中痕量除草剂的SPE．LC．MS联机分析检测方法。周芳等

[46-541处理水样、冯翠玲等【55】处理血浆、朱九生等【5¨71处理土壤、Haib等【58-60]处理中药

材及烟草等样品。

固相微萃取是以固相萃取为基础，它克服了固相萃取的一些缺点，它将取样、萃取、

富集分离和进样等过程融合为一体。这种萃取方法的优点是操作时间短，样品量小，无

需萃取溶剂，重现性好，比较适合挥发性与非挥发性物质的分析，比如水样中挥发性及

半挥发性物质的分离富集【611。由于固相微萃取的突出优点，它成为一种很有应用前景的

环保的预处理方法，如蔡亚岐等对固相微萃取．液相色谱联用技术的原理、发展现状、

特点及其发展趋势等都做了详细的介绍【6l】；Beltran等【62侧对固相微萃取的研究及其进
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超临界流体萃取(Supercritical Fluid Extraction)是指利用处于超临界状态的流体为溶

剂提取样品中待测组分的提取方法。超临界流体是指处于临界温度和临界压力下的高密

度流体，它介于气体和液体之间，综合了气体和液体的优点，粘度小、渗透力强，扩散

速度快、对样品溶解性能好，还可以在低温下操作。

20世纪80年代以前超临界流体主要应用在食品工业中，它作为溶剂从咖啡和茶中

萃取咖啡因。后来超临界流体色谱出现之后，超临界流体萃取才应用于样品制备方面。

超临界萃取过程中最常用的超临界流体是C02。C02气体无毒无味、不易燃，易制

成纯品，价格低廉，临界条件适中(7．448 Mpa，304．15 K)。在农药残留分析中， C02

常用于提取非极性或弱极性农药。

这种提取方法可以连续提取待检测样品，提取效果好，并可通过优化分析条件选择

性的提取目标分析物，与索氏提取法的提取效率相当，而且还可以直接分析提取的样品，

省掉了浓缩过程以及对后面分析的干扰。在植物体内存在着一部分不可提取物的农药或

其代谢物，这些不可提取物在植物体内多数呈轭合状态。如用超临界C02提取2，4．D类

除草剂的代谢物仅用了45 miIl【舳】。

超临界流体萃取还可以与许多分析仪器离线或在线联用，在线联用可以直接分析萃

取的目标物，提高灵敏度。超临界流体萃取的应用多数集中在蔬菜【81】、鱼肉㈣等食材【83．州

及药材【85{61中的农药残留提取。王欢等【87-92]也综合地介绍了超临界流体的应用、发展趋

势及和其他技术联用的展望。总之，目前报道的超临界流体萃取技术的研究还是比较多

的。

(4)消化法

这种方法多用于不易匀浆、不易捣碎的动物组织样本的分析检测。消化法就是往样

本中加消化液，加热使样本消化，再用有机溶剂将待测农药提取出来。李攻科等‘931就是

用消化法测定了鱼肉中的有机氯农药。

(5)索氏提取法(Soxhelt)

索氏提取是一种经典的提取方法，这种提取方法萃取效率高，节约溶剂，操作简便，
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但是提取时间长，干扰物质较多。它主要是利用溶剂回流及虹吸原理，使样品连续不断

地被有机溶剂萃取。采用该方法时还需要考虑被测农药的热稳定性，要求待测农药应在

热溶剂中多次回流不会分解。经常用此方法来分析谷物及其制品、干果、干饲料、脱水

蔬菜、茶叶等样品，如周长征等提取细辛道地药材中的有机氯农药【舛1，张友松等以丙酮

作有机溶剂测定了曝菌灵在香菇上的残留量【951，王元鸿等提取人参中有机氯农药[961。

(6)超声波提取法

19世纪20年代末后，超声技术在各种领域得到广泛应用。在食品分析中，超声波

可以强化提取过程，增强提取效率。超声波提取法是一种快速高效的提取方法。超声波

提取法的突出特点是回收率高、提取时间短、提取温度低。提取剂可以是单一的有机溶

剂，也可采用混合有机溶剂。如用丙酮提取金银花中的多菌灵【971，采用的是单一的提取

剂；而高天兵等提取中药材、成药中有机磷农刻9引，则采用丙酮和石油醚混合的提取剂。

(7)微波辅助萃取法0v队E)

微波辅助萃取(Microwave Assisted Extraction)是利用极性分子可迅速吸收微波能量

的性质而发展起来的一种新型的前处理方法。它的萃取剂一般为乙醇、丙酮等极性溶剂

或者极性溶剂和非极性溶剂按一定比例混合的有机溶剂。当加热萃取剂时，萃取溶剂的

挥发使密封的萃取罐内压力增加，从而萃取溶剂的沸点也增大，提高了萃取温度。并萃

取溶剂不会损失，减少了萃取溶剂的用量。

微波辅助萃取利用微波能量强化了萃取效率，它的提取效率与震荡法相差无几，但

大大缩短了分析时间。冯秀琼f叫等仅用5 min，相当于震荡法提取时间(3h)的1／36[100]的

时间就对金银花、三七、枸杞几种药材中的14种农药进行了提取。杨云等【69,101-103]测定

蔬菜、水、土壤等样品中的扑草净等农药残留量时也采用了此提取方法。还有干建松等

[104]综述了微波辅助提取技术的机理、特点、设备以及其研究进展和发展前景。

1．2．2有机磷农药残留的检测方法

有机磷农药残留检测是复杂混合物中痕量组分的检测技术，二十世纪60年代后气相

色谱、高效液相色谱等的飞速发展拓宽了残留农药的检测范围。尤其是进入90年代后，

随着人们食品安全意识的提高，食品中有机磷农药残留超标已经引起了人们普遍的重

视，世界各国都在加速开展快速、简便、灵敏、准确的检测方法的研究，各种新的检测

方法，都取得了重要进展【1051。常用的测定农药残留的方法主要有光谱法、气相色谱法

(GC)，薄层色谱法(TLC)、高效液相色谱法(HPLC)、毛细管电泳法(CE)等。

6



第一章绪论

(1)波谱法

早期所用的微量化学试验法，其检测限在Pg级水平，用于商品农药的鉴别试验时

容易出现鉴别错误，原因是该试验灵敏度低干扰多，不同有机磷农药的反应也不一样。

随之就诞生了用分光光度计等来测定有机磷农药的方法，也就是波谱法。美国“政府分

析化学协会"规定：检测敌敌畏，甲拌磷等时用红外光谱法，检测马拉硫磷，对硫磷等

11061时用分光光度法。我国董文庚等【m7】曾利用分光光度法测定农药草甘麟，加标回收率

为94％～101％。梅建庭等人【1081对水样中甲基对硫磷的含量进行研究测定，利用的是荧

光分光光度法，检出限为5．0 ug，线性范围为0~2．0mg／L。

(2)气相色谱法(GC)

气相色谱法是检测有机磷农药的国家标准方法，是1952年英国生物化学家马丁

(Martin H．J．P)等人创立的，1956年我国也开始了对气相色谱的研究【109】。它以气体作为

流动相，采用淋洗的办法，要求被分离的组分，在色谱柱内运行时必须处于“气化”状态。

根据色谱柱的不同形式，气相色谱可分为填充柱式和毛细管气相色谱等。

长期以来，气相色谱法在残留农药分析中占有绝对优势。国家标准GB／T 1733 1．1998

中采用气相色谱法作为检测残留有机磷农药的标准方法【11o】。以前主要以填充柱式气相

色谱为主，现在毛细管气相色谱在残留农药分析中则占了主要优势。

①毛细管气相色谱法(CGC)

毛细管柱在分辨能力、灵敏度、分析速度以及色谱柱的相对惰性等几方面都比填充

柱优越。特别是由于弹性石英毛细管柱的出现，使毛细管柱的操作更方便。本世纪70

年代毛细管气相色谱开始应用于农药残留分析，80年代初已初有成划儿¨。1983年美国

惠普公司推出了5309in内径的弹性石英毛细管柱，称之为大口径柱【n21。朱梦栩等【113】

用大口径柱测定茶叶中三氯杀瞒醇的残留量，检测限为O．5ug／kg。

②检测器的选择

现代气相色谱采用多检测器，对不同的样品选用不同的检测器。电子捕获检测器

(ECD)在以往的30多年来一直是最常用的检测器，特别适合有机氯农药的检测。但是它

的选择性不好，在检测基质复杂且难净化的农产品时ECD的效果很不好。现代技术采

用核心切换和反冲技术的二维色谱就能很好地解决这个问题【1141。氮磷检测器(NPD)对氮

和磷具有很好的选择性，是检测有机磷和氨基甲酸酯类农药的常用检测器【115】。原子激

发检测器(AED)对测定F’Cl，Br,I，S，P，N等元素有很好的选择性，1989年已开始应用于
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农药残留研究。Leep用原子激发检测器来测定12种蔬菜和水果中含C1，F’P的农药残

留，测定结果表明，和其他选择性检测器相比AED有更好的选择性。

气相色谱分析的优点是分离效能好，灵敏度高，分析速度快，操作方便等，但由于

残留农药在色谱柱内运行时必须处于“气化”状态，由于技术条件有限，气相色谱仪的工

作温度不能超过500。C[109】，所以无法用气相色谱分析沸点太高的和热不稳定的农药。

(3)薄层色谱(TLC)

自从20世纪50年代Stahl[116】提出了TLC以后，薄层色谱技术已发展成为一种成熟

的应用广泛的微量检测技术。近年来由于高效薄层板的出现和应用大大的提高了TLC

的分离效率，也大大地缩短了分析时间1109】。TLC可以同时进行多个样品分离，操作方

便，价格便宜。因此该法在残留农药的现场快速经济检测方面具有其他几种方法所不具

备的优势。由于农药样品残留成分复杂，因此该法在实验步骤上还有待作进一步的研究

和改进，如提取，净化、浓缩，吸附剂的选择，展开剂的配制，展开方式及显色方法等。

Vahkevich．OV用酶抑制显色的高效薄层色谱法(HTLC)检测马铃薯中的有机磷农药，检

测限提高到0．01～5ng；Paul Richards等【117】对有机磷农药中毒的老鼠的脑组织中的对氧

磷、敌敌畏等有机磷农药进行了分析测定，用的也是薄层色谱法，检测限达O．01～5 ng。

我国也有用薄层色谱检测农药的类似报道，如侯玉华掣118】检测蔬菜中的甲胺磷，关一

亮【119】检测氧化乐果等等。

(4)高效液相色谱(1IPLC)

高效液相色谱法在经典液相色谱的基础上，引入了气相色谱理论，并加以改进而发

展起来的一门强有力的分离分析技术。和气相色谱法相比，它分离效能好，灵敏度高，

检测快速，应用广泛。HPLC也可以检测气相色谱所不能测定的沸点高，不能气化以及

易裂解的农药。有将近一半的有机磷农药都可以用HPLC法检Ntl20]。有关HPLC的研

究报道有很多：Malld V N．提取环境水中的有机磷农药时研究了7种不同的萃取方法，

用HPLC来检测E21；Carabias R采用紫外HPLC来检测水果中的有机磷；Khuhawar

M．Y【121】等在研究马拉硫磷在碱性条件下的水解规律时也用了HPLC法检测方法。不断

改进的HPLC技术逐渐扩大了它的应用范围。由于高效液相色谱仪价格昂贵，HPLC法

不易在基层推广和普及。但随着我国经济的高速发展，HPLC很可能以其特有的优势在

有机磷农药检测中占据重要地位。

(5)液相色谱一质谱联用技术(LC．MS)

8
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气相色谱与质谱的联用技术(GC．MS)已经比较成熟。近几年来，一种热喷雾和离子

流式接口技术的出现建立了LC．MS技术，并使其成功地应用于那些难以用GC．MS分析

的热不稳定、分子量较大的化合物的分析【122】。LC．MS灵敏度高、选择性好、对残留农

药的检测能力几乎通用，以及可以对阳性结果进行在线确证，还可以简化样品前净化过

程等优点。但LC．MS仪器较昂贵，需要有比常规分析方法更高的专业技能。

(6)毛细管电泳(CE)

CE的工作原理是使用毛细管柱内的不同带电粒子在高压场作用下以不同的速度在

背景缓冲液中定向迁移，从而进行分离。有时候定量分析时，处于发展阶段的CE没有

HPLC的重现性好。

除了以上常用的几种检测方法外，近年来各种不同的检测方法都取得了快速的发展。

如酶抑制法、生物芯片技术和生物传感器技术等。近几年来，生物传感器技术因具有灵

敏、快速、选择性高、样品预处理简单、适合现场和在线监测等优点，成为研究的热点。

另外，还有经典的化学比色法、免疫法等。光谱法和色谱法是监测检验部门分析有机磷

农药的主要方法，酶抑制法则更适合于基层单位的快速检测，酶抑制法具有操作简单，

快速，无需复杂的样品前处理过程等特点【1231。免疫法和生物芯片技术代表未来的发展

方向，目前尚待完善。有机磷农药残留检测所面临的主要课题是快速和精确检测。我国

果蔬等食品产销比较分散，检测时因种种原因都不太适合于上述方法。

随着人们生活水平与环保意识的日益提高，我们除了要严格地控制有机磷农药的生

产、运输、使用等环节外，还必须不断研究和探索新的检测方法来满足国民对环境和食

品安全的需要。

1．3荧光分析法的基本原理

荧光指的是当紫外光照射到特定物质上时，这些物质会发射出各种颜色和不同强度

的可见光，而当紫外光停止照射时，这种光线也随之消失。利用这些物质被紫外光照射

后所产生的、能够反映该物质特性的荧光，以进行该物质的定性分析和定量分析，称为

荧光分析。

荧光分析方法是以荧光探针与生物大分子结合后的荧光特性、电化学特征、动力学

特征、自聚特征等为基础而建立。荧光分析法的测定机理是生物大分子对探针分子荧光

强度的影响。荧光探针荧光强度的变化与加入生物大分子的量有明显的线性关系，从而
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进行定量测定。荧光探针的引入也可使受体分子发生荧光猝灭或荧光增强现象。荧光猝

灭指的是荧光物质分子与溶剂分子或溶质分子之间所发生的导致荧光强度下降的物理

或化学作用过程。荧光猝灭过程实际上是由于发光分子的激发态寿命缩短的过程。荧光

猝灭主要分为静态猝灭和动态猝灭两种。静态猝灭是由于荧光发色基团与猝灭剂形成了

不发荧光的复合物而发生荧光猝灭，后者则是由于猝灭剂在激发态寿命时间内扩散或插

入到生物大分子的荧光发色团中，使猝灭剂不发射光子而直接返回到激发态。有资料表

明，荧光染料作为荧光探针已用于DNA和蛋白质的定量测定，具有灵敏度高、线性范

围宽的特点。以染料染料作为荧光探针，建立有机磷残留测定的新方法是一种新尝试。

与紫外一可见分光光度法相比，荧光分析法具有许多突出优点：灵敏度高，选择性

好；具有多种测定参数，如荧光寿命、荧光量子产率、激发波长、发射波长等；具有多

种检测技术，如同步荧光、三维荧光、导数荧光、共振荧光、荧光动力学分析法等【124】。

由于荧光分析方法的突出优点，使其从一建立起，就引起研究者的普遍重视，并很快在

实际分析应用中推广使用。目前已被广泛应用在工业、农业、卫生、医药、司法鉴定等

各个领域中。因此荧光分析法已发展成为一种重要分析方法。

随着荧光技术的不断发展，荧光分析不再仅局限于一些强荧光的物质的分析，还

可以利用“荧光探针’’技术即某些试剂与非荧光或弱荧光物质以共价或其他形式结合形

成发荧光的络合物或聚集体进行测定，对无荧光或弱荧光的物质分析。用作探针的试剂

必须具备以下三个条件：(1)探针与被研究分子的某一微区必须有特异性结合，且结合

得比较牢固；(2)探针的荧光必须对环境条件灵敏；(3)结合的探针不影响被研究的大

分子的结构和特性。

1．4本研究课题的来源及研究的主要内容

综上所述，有机磷农药的大量使用对生态环境和人类健康引发的种种危害也越来越

引起各国政府和公众的关注。加强对有机磷农药残留监测方法的研究，对正确指导使用

农药，保护生态环境和人类使康，避免不必要的农业损失等都具有重要的现实意义。从

已有的文献来看，荧光技术在有机磷农药残留检测中的应用还不多，这主要是由于多数

农药本身不具荧光，不易直接测定；再加上有机磷农药品类多，简单的荧光分光光度法

存在选择性不高，基体干扰严重等缺陷。未来的研究应进一步提高方法的灵敏度和选择

性，反应机理的研究，提高方法的仪器化和自动化，以及加强固相萃取、固相微萃取等
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样品前处理技术与荧光分析技术相结合，而具有高选择性的荧光探针的研究应用也是一

个很有前景的发展方向。为此，本文建立以下四种新型荧光探针，用于有机磷农药的测

定，并对其机理进行探讨。

1．吖啶橙．十二烷基苯磺酸钠．有机磷农药体系的荧光反应及分析应用

2．曙红作为荧光探针检测有机磷残留总量及其分析应用

3．中性红作为荧光探针测定有机磷农药

4．达旦黄作为荧光探针快速检测辛硫磷残留量





第二章吖啶橙．十二烷基苯磺酸钠．有机磷农药体系的荧光反应及分析应用

第二章 吖啶橙一十二烷基苯磺酸钠一有机磷农药体系的荧光反应

及分析应用

有机磷农药是我国使用量最大的农药种类，此类农药能有效地控制害虫、杂草及细

菌的生长，提高农业产量，但它属于高毒性农药，大量使用会造成许多潜在的危害。为

预防和处理引起的危害，及时、准确地检测有机磷农药显得尤为必要。目前我国对农药

残留检测的主要手段仍然依赖气相色谱法【12¨271、气相色谱．质谱联用法【瑚-129】等大型现

代分析仪器，使用这些这些大型仪器，价格昂贵、检测成本高，检测时间长，操作人员

需经长时间培训，且不能实现现场检测【130】。本实验中吖啶橙(AO)溶液中加入阴离子

表面活性剂SDBS，吖啶橙溶液的荧光强度明显增强，后又加入有机磷农药(phoxim)

后荧光强度又显著下降。试验又发现的荧光强度与该体系中有机磷农药浓度呈良好的线

性关系，因此本体系可用于有机磷农药残留总量的测定。该方法解决了有机磷农药总磷

分析的难点，具有简便、快捷、准确、灵敏度高等优点。

H3C＼N

F

图2．1辛硫磷浓度对体系荧光强度的影响

[phoxim]：0，0．04，0．08，0．12，0．16，0．2，O．24 mg／L

[AO】：3．0x10击mol／L，[SDBS]：7．0x 10。4 mol／L，pH=6．20，

I

CH3

／CH3 ‘112 ZnCl2
N
o

．HCICH3
’I Iul

图2-2吖啶橙的结构式

13



荧光法检测有机磷残留总量及其分析应用

2．1实验部分

2．1．1仪器与试剂

FP．6500型荧光光谱仪(日本分光公司)；TU．1900．双光束紫外．可见分光光度(北京普

通分析仪器厂)；930A荧光光度计(上海三科仪器有限公司)；RE一2000旋转蒸发器(上海

亚荣生化仪器厂)；PHS．3C数字酸度计(杭州东星仪器设备厂)；低温恒温槽(上海恒平

科学仪器有限公司)；KQ．218超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。

辛硫磷(phoxim)、氧乐果(omethoate)、敌敌畏(dichlorovos)、敌百虫(trichlorphon)、

乙酰甲胺磷(acephate)等配制成浓度均为800 mg／L的甲醇溶液(冷藏保存)，使用时用

甲醇稀释至所需浓度；十二烷基苯磺酸钠(SDBS)，十二烷基硫酸钠(SDS)，溴化十六

烷基吡啶(CPB)，十二烷基磺酸钠(SLS)，溴化十六烷基--q3基铵(CTMAB)，以上均为

1．0x10‘2 mol／L的水溶液；浓度为lg／L OP的水溶液；1．0x10‘3mol／L吖啶橙(AO)， 使用

时用水稀释至所需浓度；丙酮、乙醇和甲醇(北京化工厂)；KH2P04一Na2HP04缓冲溶

液pH=5．2～7．8；所用试剂均为分析纯，试验用水均为二次去离子水。

2．1．2实验方法

在一系列10 mL比色管中依次加入一定量的表面活性剂，0．7 mLKH2P04·．Na2HP04

pH为6．20的缓冲溶液，和适量的有机磷农药辛硫磷，0．3 mL浓度为1．0x104mol／L的吖

啶橙溶液，待反应充分后，用494 nna波长光激发，在528nm处测定发射光强度F，狭缝

宽度均为5nm，同时在相同条件下测试剂空白液的荧光强度Fo。

2．2结果与讨论

2．2．1吸收光谱

图2-3为吖啶橙在不同介质中的吸收光谱。在橙黄色的吖啶橙溶液在489nm处有

一最大吸收峰(曲线1)，加入phoxim后荧光强度略有增大(如曲线2、3)。随着阴离子

表面活性剂SDBS的加入，最大吸收波长红移至494 nm处(曲线4)，吸收强度明显增大，

这说明了SDBS和吖啶橙之间发生了某种反应。随着phoxim的加入，吸收强度随着体

系中phoxim浓度的增大而减小(曲线5、6)，这说明了AO—SDBS与phoxim之间发生了

某种反应。
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由图可知，4、5、6光谱曲线在470和494nm附近都有吸收峰，形成驼峰，据Tan

和Robinson等人报道[131,1321水溶液中AO单体和不发荧光的二聚体的特征吸收峰分别在

492和465nm。在SDBS介质中494nm处的吸光度大于470nm处的吸光度，可以推断

AO在此体系中主要以单体形式存在

图2-3 Ao、AO-phoxim、AO-SDBS和AO．SDBS-phoxim体系的吸收光谱图

【AO】：3．0x10r6 mol／L．[SDBS]：7．0x10r4 mol／L．[phoxim]：0．12 rag／L(2、5)；0．24 mg／L(3、6)

AO(1)；AO-phoxim(2、3)AO-SDBS(4)；AO-SDBS-phoxim(5、6)

2．2．2荧光光谱

如图2．4所示，在pH=6．20的介质中，吖啶橙的最大激发波长489 nm，最大发射波

长528 am，当加入phoxim后，AO的荧光强度略有增加(曲线2幸、3木)，这说明AO与

phoxim结合，使其共轭体系变大，离域兀电子较易激发；当在AO溶液中加入一定浓度

的SDBS后，荧光强度明显增大(曲线4奉)，并且激发波长红移至494 nm，当再加入不同

浓度的phoxim后，发现荧光强度明显降低(曲线5·、6宰)，但峰位置并不发生改变，且

荧光降低的程度与phoxim浓度在一定范围内成正比(如图4)，因此可用于phoxim的

测定。关于实验机理，我们认为：AO在溶液中以发荧光的单体和不发荧光的二聚体形

式存在，SDBS的加入使AO二聚体更多的向单体转化，因此荧光强度增大。而加入辛

硫磷后，三者相互作用生成了不发荧光的三元聚合物AO．SDBS．phoxim，降低了AO单

体的浓度，因此总体荧光强度呈下降趋势。
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F

0 5

Wavelength lIlml

(a)excitation spectra； (b)emission spectra．

图2．4 AO、AO-phoxim、AO．SDBS和AO．SDBS-phoxim体系的荧光光谱图

AO(1，1幸)；AO-phoxim(2，3，2·，3幸)；AO·SDBS(4，4奎)；AO—SDBS-phoxim(5，6，5·，6·)

【AO】：3．0×10击mol／L．[SDBS]：7．0x 10"4mol／L．pH=6．20．[phoxim]：0．12rag／L(2，5，2·，5·)，0．24mg／L(3，6,3·，6·)

2．2．3条件优化实验

(1)反应体系的选择

选取AO+CPB、AO+SDBS、AO+SLS、AO+CTMAB、AO+OP和AO+SDS体系进

行对比实验。试验结果显示：SDBS对体系的作用最为显著。因此我们选择AO+SDBS

体系，在此体系下测定时，加入农药后△F值最大(AF=Fo．F)，灵敏度最高且最稳定。

(2)缓冲溶液及pH值的选择

AO是具有较强荧光的碱性染料，有机磷农药在碱性条件下很不稳定，极易水解，

因此，选择了pH为6．7的Clark-Lubs、Britton-Robinson、MeUvaine、S@ensen、Kolthoff

等几种缓冲溶液，结果表明：在S中rensen缓冲溶液中，△F最大且最稳定，故我们在该

体系中选取SIllrenscn缓冲溶液。接着选用一系列pH为5．2-7．8的S中rcnsen缓冲液的不

同反应体系进行试验。结果发现：在pH为6．20的反应体系中时(见图2．5)，△F最大且

可获得良好的线性关系，故选取pH为6．20的Sqbrensen缓冲液。
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图2．5 pH值对体系荧光强度的影响

【AO】：1．0x10一mol／L．[SDBS]：I．0x10。moFL．[phoxim]：0．12mg／L

(3)最佳Ao浓度的确定

如图2．6所示，当AO浓度为3．0x10-6mol／L时测定的灵敏度最高且有很好的线性关

系，所以选AO浓度为3．0x10-6mol／L为测定农药的最佳浓度。
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图2-6 AO浓度对体系荧光强度的影响

[SDBS]：7．0x 104mol／L．[phoxim]：0．12mol／L．pH=6．20

(4)最佳SDBS浓度的确定

SDBS的加入使体系荧光强度升高，且随着SDBS浓度的增大Fo、F和AF值都显

著增大。但当体系SDBS浓度大于8．．0x104 mol／L时，工作曲线较早弯曲，线性范围随

之变窄。综合两者，故体系选择SDBS浓度为7．0x10。4mol／L为反应的最佳浓度。

(5)缓冲溶液用量的选择

使体系中SDBS、AO和农药的浓度不变，考察缓冲溶液用量的影响，试验结果发

17
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现：当缓冲溶液用量为O．㈣．8 mL时(如图2-7)AF基本不变且线性好，灵敏度高，故本
体系选择0．7mL的缓冲溶液。
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图2．7缓冲用量对体系荧光强度的影响

[AO]：3xlO％ol／L[SDBS]：7．0x104rool／L．[phoxim]：O．12mol／L．pH=6．20

(6)试剂加入顺序的选择

本实验考察了24种试剂加入顺序对体系荧光强度的影响，结果发现：当顺序为

SDBS+buffer+phoxim+AO，buffer+SDBS+phoxim+AO，AO+phoxim+SDBS+buffer这

三种加入顺序时体系的△F大且体系比较稳定，本体系选择SDBS+buffer+phoxim+AO

加入顺序为最佳实验顺序。

(7)反应温度和时间的影响

固定时间来考察温度的影响，发现随着温度的升高△F基本上呈逐渐减小的趋势(见

图2．8)。在室温18"(2时灵敏度较高且稳定，因此选取18℃为该反应的最佳温度。

在该温度下反应1 5min后体系达到稳定且在2h内荧光强度变化不大(见图2．9)。

18
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图2．8温度对体系荧光强度的影响

[AO]：3x10"6mol／L[SDBS]：7．Oxl0。‘mol／L．[phoxim]：O．12moFL．pH=6．20
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图2-9反应时间对荧光强度影晌

[AO]：3x10"eraol／L[SDBS]：7．O×104mol／L．[phoxim]：O．12mol／L．pH=6．20

(8)离子强度的影响

用0．1 mol／L的NaCl的加入量来试验离子强度对体系的影响(图2．10)。试验发现：

体系中Nacl浓度越大，Fo、F、Fo．F的值也越大，灵敏度也越高。
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图2．1 0 NaCl浓度对体系荧光强度影响

[AO]：3x 106mol／L[SDBS]：7．0x 10"4mol／L．[phoxim]：O．12mol／L．pH=6．20

(9)有机溶剂的影响

试验了农药的丙酮、甲醇和乙醇等不同有机溶剂的标准液对体系的影响。发现：用

农药的甲醇溶液对体系的影响最大，灵敏度高且稳定。又试验了甲醇加入量对该体系的

影响(如图2．11)，当甲醇浓度tP“％时，△F基本保持不变；当甲>4％时，△F迅速减小，

并且体系的稳定性变的越来越差，故溶液中甲醇的用量要控制在4％以内。
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图2．1l有机溶剂对体系荧光强度的影响

[AO]：3x 10。6lIlol／L[SDBS]：7．Ox 104mol／L．[phoxim]：O．12mol／L．pH---6．20

(10)各种农药对该体系的响应

试验了敌敌畏、辛硫磷、乙酰甲胺磷、氧乐果和敌百虫等几种有机磷农药对该体系

的不同响应情况，且绘制出相应的工作曲线，如图2．12。从图上我们可以看出每种农药

均有响应，灵敏度高线性关系也较好；还试验了杀虫单等几种非有机磷农药对该体系的
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响应，结果发现均无响应，因此可以认为该方法可以测定有机磷农药残留的总含量。

口朋 一l霜l ■．1一 ■．1a ■．Z口 一．Z3 ⅡJq

OPPs coattmt．虹CttdL I

图2．12各种有机磷农药的工作曲线

【AO】：3．0x 10-6 mol／L．[SDBS]：7．0x 104 mol／L．pH=6．20．[OPPs]：0，0．04，O．12，0．20，0．28 mg／L

(11)工作曲线

在优化实验条件下，按实验方法获得了测定辛硫磷的工作曲线(见图2．13)，线性回

归方程为：F=678．0．2319．2C(mg／L)，检出限为0．02mg／L，线性范围为0．02---0．28mg／L，

相关系数为R=0．9994。对浓度为0．12 mrdL的辛硫磷标液11次平行测定结果的相对标准

偏差为2．78％，平均值为O．117mg／L。
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图2．13标准工作曲线

【AO】：3．0x10巧mol／L[SDBS]：7x 104 mol／L pH=6．2

[phoxim]：0，8x 10_，0．04，O．08，0．12，0．16，O．20，O．24，0．28 mg／L

(12)干扰物质的影响
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试验了20多种常见化合物和离子在该体系中对测定的影响。在相对误差9 5％时，

体系中辛硫磷浓度为O．12 mg／L，测定结果见下表2．1。

2．3分析应用

2．3．1样品处理

准确称取土样和大米样品各lOg于lOOmL烧杯中(土样是根据中华人民共和国国

家标准15N土壤、植物标准样品GB 9838．1988制备的，大米经研钵研碎后过40目筛)，

后往烧杯中加入50mL甲醇(土样中再加入1．09无水硫酸钠)，超声波仪器超声振荡

50min后，用布氏漏斗减压抽滤，用甲醇溶剂分两次冲洗残渣和抽滤瓶以保证提取完全，

然后用真空旋转蒸发器将滤液在45℃下浓缩至小于5mL，并将浓缩液转至10mL容量瓶

中用甲醇定容待测。

2．3．2回收率与精密度

向10．OOg土壤样品和大米样品中分别加入phoxim标准溶液，按2．3．1中样品处理方法

进行样品的处理，然后在该体系优化的实验条件下，按2．1．2中实验方法测定样品空白和

添加Tphoxim标准液的样品，每个平行测定5次，结果见表2．2，回收率在74,-．,96．8％之间，

相对标准偏差为2．8,-．-4．3％。按照回收率在85％112％为符合要求，90％,-,110％为最佳的判

定依据，本实验符合农药残留分析的要求。
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表2．1共存物质的影响

2．3．3样品分析

本试验大米购于新乡一超市，未检测到农药；土壤样品取自河南师范大学东区旁

边的一块菜地，土样中样品测定值为O．113mg／L，即土壤中有机磷农药含量以辛硫磷计

为3．53mg／kg。

表2．2样品测定结果
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目前我国使用量最大的农药是有机磷农药，但它属于高毒性农药，它的广泛使用会

对空气、水源、土壤和农牧产品也造成了严重的污染，从而破坏了生态环境，使人类健

康受到影响。农药被喷洒到农作物上以后，在农作物体内会留下少量的残留。如果长时

间摄食这样的食品会对人体造成严重的影响，甚至会对后代也带来潜在的危害。因此，

建立测定有机磷农药残留量的分析方法对生命科学、环境科学等都具有十分重要的实际

意义和使用价值。

目前我国对农药残留检测的主要手段仍然依赖气相色谱法、气相色谱．质谱联用法

等大型现代分析仪器。荧光法具有快速、简便、灵敏度高等优点，在生物、化学、医药、

环保等方面已有广泛的应用，但用此方法来检测有机磷农药残留量的报道还不多。本实

验中，曙红溶液中加入阳离子表面活性剂CTMAB，曙红溶液的荧光强度明显增强，后

在该体系中加入有机磷农药后荧光强度显著下降。实验发现荧光强度与有机磷农药浓度

呈良好的线性关系，因此本体系可用于有机磷农药残留总量的测定。该方法解决了有机

磷农药总磷分析的难点，具有简便、快捷、准确、灵敏度高等优点。

3．1实验部分

3．1．1仪器与试剂

Br Br

图3．1曙红的结构式

FP．6500型荧光光谱仪(日本分光公司)；TU一1900．双光束紫外．可见分光光度(北京普

通分析仪器厂)；930A荧光光度计(上海三科仪器有限公司)；RE一2000旋转蒸发器(上海

亚荣生化仪器厂)；PHS一3C数字酸度计(杭州东星仪器设备厂)；低温恒温槽(上海恒平
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科学仪器有限公司)；KQ．218超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。

辛硫磷(phoxim)、敌敌畏(dichlorovos)、氧乐果(omethoate)、敌百虫(trichlorphon)、

乙酰甲胺磷(acephate)等配制成浓度均为800 mg／L的甲醇溶液(冷藏保存)，使用时用

甲醇稀释至所需浓度；十二烷基苯磺酸钠(SDBS)，溴化十六烷基三甲基铵(CTMAB)，

十二烷基硫酸钠(SDS)，溴化十六烷基吡啶(CPB)，十二烷基磺酸钠(SLS)，以上均为

1．0x10。2 mol／L的水溶液；浓度为1∥L的乳化剂OP水溶液。

浓度为1．0x10。3moFL的曙红水溶液，实验时用水稀释至所需浓度；甲醇、乙醇和

丙酮(北京化工厂)；IGH2P04--Na2HP04缓冲溶液pH=5．2～8．O； 所用试剂均为分析纯，

试验用水均为二次去离子水。

3．1．2实验方法

在一系列10mL比色管中依次加入一定量的表面活性剂，0．8 mLKH2P04_．Na2HP04

pH为6．0的缓冲溶液，和适量的有机磷农药辛硫磷，1．0mL浓度为1．0x10qmol／L的曙

红溶液，待反应完全后，在316衄波长处激发，550rim处测定发射光强度F，激发和

发射狭缝宽度均为5nm，同时在相同条件下测其试剂空白液的荧光强度Fo。

3．2结果与讨论

3．2．1荧光光谱

如图3．2所示，在pH=6．00的介质中，曙红的最大激发波长303 13m，最大发射波长

542nm，当加入phoxim后，Y的荧光强度略有增加(曲线2)，这说明AO与phoxim结合，

使其共轭体系变大，离域尢电子较易激发：当在Y溶液中加入一定浓度的CTMAB后，

荧光强度明显增大(曲线3)，并且激发波长红移至316nm，发射波长为550nm，当再加

入一定浓度的phoxim后，发现荧光强度明显降低(曲线4)，但峰位置并不发生改变，且

在一定范围内荧光降低的程度与体系中phoxim浓度成正比关系，因此可用于phoxim的

测定。在实验机理方面，我们认为，由于CTMAB与phoxim有类似的分子结构，分子

结构均为：一端为极性基团，另一端为非极性基团，因此当CTMAB与phoxim共存时，

它们会形成混合胶束；从结合力上讲，phoxim与Y之间的结合力要远大于CTMAB与

Y之间的结合力，因此在phoxim与Y、CTMAB共存时，Y就选择性的与phoxim相结

合；但由于phoxim与CTMAB形成混合胶束，Y的荧光光谱就表现了胶束增敏效应的
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特征，而由于CTMAB的胶束增敏效应远大于phoxim对Y的荧光增敏效应，所以体系

的总体荧光强度随phoxim浓度的增加呈下降趋势。

5

Wmmlencith【nmJ

(a)excitation spectra (b)emission spectra

图3—2 Y、Y-phoxim、Y-CTMAB和Y-CTMAB-phoxim体系的荧光光谱图

Y(1，l·)；Y-phoxim(2，,2*,)；Y-CTMAB(3，3·)；Y-CTMAB-phoxim(4，4·)

m：1．0x 10-SmoUL．[CTMAB]：4．0x 104m01／L．pH=6．00．[phoxim]：O．24mg／L(2，4，2·，4·)

3．2．2条件优化实验

(1)反应体系的选择

选取Y+CTMAB、Y+SDBS、Y+OP、Y+SLS、Y+SDS和Y+CPB等体系进行对比

试验。试验结果表明：CTMAB对体系的作用最为显著。因此我们选取Y+CTMAB体系。

在该体系下，加入农药后AF值最大，灵敏度最高且最稳定。因此选择CTMAB为此体

系的表面活性剂。

(2)缓冲溶液及pH值的选择

Y是具有较强荧光的酸性染料，有机磷农药在碱性条件下很不稳定，极易水解，因

此，选择了pH为6．7的SllIrensen、BdRon．R0binson、Kolthoff,,Clark—Lubs、Mellvaine

等几种缓冲溶液，结果表明：缓冲对体系灵敏度影响不大，本实验选取SIlIrensen缓冲

溶液。接着使用一系列pH为5．2-8．0的Sqbrensen缓冲液的不同反应体系进行试验，结

果表明：在pH为6．00的反应体系中测定时(见图3．3)，△F最大且线性关系良好。
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图3．3 pH值对体系荧光强度的影响

m：1．0x10"5mol／L．[CTMAB]：4．Oxl04mol／L．[phoxim]：0．24mg／L

(3)Y浓度的确定

固定Sqbrensen、CTMAB和农药用量考察Y用量，结合灵敏度和线性两个方面，本

实验选Y浓度为1．OxlO巧mol／L为测定农药的最佳浓度。

(4)CTMAB浓度的确定

一定浓度范围内，CTMAB的加入使体系荧光强度升高(如图3-4)。当CTMAB浓度

为4．0x104mol／L时灵敏度较高且线性好，故体系选择CTMAB浓度为4．0x10。4mol／L为

反应的最佳浓度。

口．1 口．Z 口．j 口．● 口．3 口．6

vlIL'

图3．4 CTMAB用量对体系荧光强度的影响

m：1．0x 10一mol／L．[CTMAa]：4．0x 10’4m0I／L[phoxim]：0．24mg／L．pH=6．0

(5)缓冲溶液用量的选择

使体系中CTMAB、Y和农药的浓度不变，来考察缓冲溶液用量的影响，结果发现：

随着缓冲溶液用量的增大，Fo和F都逐渐增大，但△F变化不大，本体系选择0．8mL的

缓冲溶液用量。
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(6)试剂加入顺序的选择

本实验考察了24种试剂加入顺序对体系荧光强度的影响，结果发现：当顺序为

CTMAB+phoxim+Y+buffer，AF大且体系比较稳定，本体系选择加入顺序

CTMAB+phoxim+Y+buffer为最佳实验顺序。

(7)反应温度和时间的影响

固定时间来考察温度的影响，发现随着温度的升高AF基本上呈逐渐减小的趋势(见

图3．5)。在室温180c时灵敏度较高且稳定，因此选取180C为该反应的最佳温度。

由实验可知反应时间对体系灵敏度影响不大，故本体系选15min为最佳反应时间。

550
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湘
k

渤
瑚
15a
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-备 孤 Z5 田 ∞ Ⅷ ●摹

t(oC，

图3．5温度对体系荧光强度的影响

M：I．0×10"5moFL．[CTMAB]：4．Ox 10"4mol／L[phoxim]：O．24mg／L pH=6．0

(8)离子强度的影响

用0．1mol／L的NaCl的加入量来试验离子强度对体系的影响(见图3．6)。当加入大

于0．3ml的NaCl以后，发现体系灵敏度越来越低几乎接近零，原因可能是由于盐效应

的作用，使phoxiom与Y的结合力减弱。
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图3-6 NaCl浓度对体系荧光强度影响
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【Y】：1．0x 10～mol／L．[CTMAB]：4．0x 104mol／L[phoxim]：0．24mg／L pH=6．0

有机溶剂的影响

了农药的丙酮、甲醇和乙醇等不同有机溶剂的标准液对体系的影响。发现：农

药的甲醇溶液对体系的影响最大，灵敏度高且稳定。又试验了甲醇的加入量对体系的影

响(如图3．7)，结果表明体系中甲醇的浓度越大灵敏度越低。
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2∞

1∞

1∞

∞
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图3．7有机溶剂对体系荧光强度的影响

【Ⅵ：1．0x 104mol／L．【CTMAB]：4．0x 104mol／L[phoxim]：0．24mg／L pH=6．0

(10)各种农药对该体系的响应

试验了敌敌畏、辛硫磷、乙酰甲胺磷、氧乐果和敌百虫等几种有机磷农药对该体系

的不同响应，且绘制了相应的工作曲线(如图3．8)。试验结果发现：每种农药均有响应，

灵敏度高线性关系也较好；还试验了杀虫单等几种非有机磷农药对该体系的响应，结果

发现均无响应，因此该方法可以测定有机磷农药残留的总含量。

图3．8各种有机磷农药的工作曲线

【Ⅵ：1．0x10"5mol／L．[CTMAB]：4．0x 104mol／L pH=6．0．[OPPs]：0，0．04，O．12，，0．20，0．28 mg／L
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(11)工作曲线

在优化实验条件下，按实验方法获得了测定辛硫磷的工作曲线(见图3-9)，线性回归

方程为：F'-499．1．503．0C(mg／L)，线性范围为0．024-4)．56mg／L，检出限为0．03mg／L，相

关系数为R=O．9996。对0．24 mg／L的辛硫磷标液进行11次平行测定，结果的平均值为

0．227 mg／L，相对标准偏差为1．83％。

SOO

●50

100

3SO
k

孤O

250

200

uⅡ U．1 U．Z U．J U．● Uo U．o

Ih似h c∞ct蛐n恤班}
图3-9标准工作曲线

pH=6．0．[CTMAB]：4．0x 10"4mol／L

【Y】：1．0x10-Smol／L．[phoxim]：0．024，0．032，0．04，0．08，O．16，0．24，0．32，0．4，0．48，0．56mg／L

(12)干扰物质的影响

试验了20多种常见化合物和离子在该体系中对测定的影响。在相对误差殳5％时，

体系中辛硫磷浓度为0．24 mg／L，测定结果见下表3-1。

3．3分析应用

3．3．1样品处理

准确称取土样和小米样品各109于100mL烧杯中(土样是根据中华人民共和国国

家标准15N土壤、植物标准样品GB 9838．1988制备的，小米经研钵研碎后过40目筛)，

后往烧杯q动nA,50mL甲醇溶剂(土样中再加入1．Og无水硫酸钠)，超声波仪器振荡

50rain后，用布氏漏斗减压抽滤，分两次用甲醇溶剂冲洗残渣和抽滤瓶以保证提取完全，

然后将滤液用真空旋转蒸发器在45+0下浓缩至5mL，并将浓缩液转至10mL容量瓶中用

甲醇定容待测。

3．3．2回收率与精密度

3l
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向lo．00吐样和小米样品中分别加入phoxim标准溶液，按3．3．1中样品处理方法进行

处理，然后按照3．1．2中实验方法测定样品空白和添加了phoxim标准液的样品，每个平行

测定5次，结果见表3．2，回收率在93．5～100．4％之间，相对标准偏差为2．61,-4．14％。按照

回收率在85"--112％为符合要求，90％'--'110％为最佳的判定依据，本实验符合农药残留

分析的要求。

表3．1共存物质的影响

3．3．3样品分析

本试验中小米样品购于新乡一超市，未检测到农药；土壤样品取自河南师范大学东

区旁边的一块菜地，土样中样品测定值为O．1 12 rag／t,，即土壤中有机磷农药含量以辛硫

磷计为4．67mg／kg。
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表3．2样品分析结果
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第四章荧光法快速检测有机磷农药残留总量

有机磷农药是我国使用量最大的农药，此类农药能有效地控制害虫、杂草及细菌的

生长，提高农业产量，但它属于高毒性农药，大量使用会造成许多潜在的危害。为预防

和处理引起的危害，及时、准确地检测有机磷农药显得尤为必要。目前我国对农药残留

检测的主要手段仍然依赖气相色谱法、气相色谱．质谱联用法等大型现代分析仪器。本

实验中把阴离子表面活性剂SDBS加入中性红溶液中后，中性红溶液的荧光强度明显增

强，后又在该体系中加入有机磷农药后荧光强度又显著下降。实验发现荧光强度与有机

磷农药浓度呈良好的线性关系，因此本体系可用于有机磷农药残留总量的测定。该方法

解决了有机磷农药总磷分析的难点，具有简便、快捷、准确、灵敏度高等优点。

4．1实验部分

4．1．1仪器与试剂

H3C

H2N

N

N
H

图4．1中性红结构式

，CH3
／

＼
CH3

FP．6500型荧光光谱仪(日本分光公司)；Tu．1900一双光束紫外．可见分光光度01；京

普通分析仪器厂)

辛硫磷(phoxim)、氧乐果(omethoate)、敌敌畏(dichlorovos)、敌百虫(trichlorphon)、

乙酰甲胺磷(acephate)等配制成浓度均为800 mg／L的甲醇溶液(冷藏保存)，使用时用

甲醇稀释至所需浓度；溴化十六烷基三甲基铵(CTMAS)，十二烷基苯磺酸钠(SDBS)，

十二烷基硫酸钠(SDS)，十二烷基磺酸钠(SLS)，溴化十六烷基吡啶(CPB)，以上均为

1．0×10之mol／L的水溶液；浓度为l∥L的乳化剂OP水溶液。

试验所用试剂均为分析纯，试验用水均为二次去离子水；1．0x10。3mol／L中性红(NR)，

实验时用水稀释至所需浓度：pH 2．2～5．2的B．R缓冲溶液；丙酮、甲醇和乙醇。
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4．2．1吸收光谱

图4—2为中性红在不同介质中的吸收光谱。橙黄色的NR溶液在489nm处有一最大

吸收峰(曲线1)，加入phoxim后吸光度略有增大(曲线2)。NR溶液中加入阴离子表面活

性剂SDBS后，其吸光度明显增大，最大吸收波长红移至494 nnl处(曲线3)，这说明了

NR和SDBS之间发生了反应。在此溶液中加入phoxim后，吸光度随着加入phoxim浓

度的增大而减小(曲线4)，这说明了NR．SDBS与phoxim之间有反应发生。

2

1

400 460 5∞ 660 600

Vud,mi'ilI．(m,,O

图4．2 NR、NR+phoxim、NR+SDBS和NR+SDBS+phoxim体系的吸收光谱图

1．NR+B-R 2．NR+B—R+phoxim(0．1 6mg／L)

3．NI汁B-IH’SDBS 4．NR十B-R十SDBS+phoxim(O．16mg／L)

4．2．2荧光光谱

如图4．3所示，在pH4．60 B．R缓冲溶液的介质中，NR在 =556 nln处有最大吸收

峰，加入phoxim后，NR的荧光强度略有增加(曲线2、2木)，这是由于NR与phoxim络

合，使其共轭体系变大，离域兀电子较易激发；当在NR溶液中加入一定浓度的SDBS

后，荧光强度明显增大(曲线3、3幸)，且k红移至560 nnl，再加入不同浓度的phoxim
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后，发现荧光强度显著降低(曲线4、4幸)，且荧光降低的程度与phoxim浓度在一定范围

内成正比，因此我们认为该体系可用于phoxim的定量测定。在实验机理方面，由于SDBS

与phoxim有相类似的分子结构，分子结构均为：一端为极性基团，另一端为非极性基

团，所以当SDBS与phoxim共存时，它们会形成混合胶束；从结合力上讲，SDBS与

NR之间的结合力要远小于NR与phoxim之间的结合力，因此在NR与SDBS、phoxim

共存时，NR要选择性的与phoxim相结合；由于phoxim与SDBS形成混合胶束，NR

的荧光光谱则表现为胶束增敏效应特征，而由于phoxim对SDBS的胶束增敏效应要远

大于NR的荧光增敏效应，所以体系的总体荧光强度随phoxim浓度的增加呈下降趋势。

<a)excitation spectra； (b)emission spectra．

图4-3 NR、NR+phoxim、NR+SDBS和NR+SDBS+phoxim体系的荧光光谱图

l、l·NR+B-R 2、2·NR+B-R十phoxim(O．16rag／L)

3、3· NR+B-R+SDBS 4、4· NR十B-R十SDBS+phoxim(O．16mg／L)

4．2．3条件优化实验

(1)反应体系的选择选取NR+SDS、NR+SDBS、NR+CPB、NR+CTMAB、NR+OP

和NR+SLS体系进行对比实验。试验结果显示：SDBS对体系的作用最为显著且加入农

药后△F值最大(△F=Fo．F)，灵敏度最高且最稳定。因此选择SDBS为此体系的表面活性

剂。

(2)缓冲溶液及酸度的选择NR是具有较强荧光的碱性染料，有机磷农药在碱性

条件下很不稳定，极易水解，因此，选择了pH为3．52的StlIrensen、Britton．Robinson、

Kolthoff,Clark．Lubs、Mellvaine等几种缓冲溶液，结果表明：缓冲对体系灵敏度影响不

大，本实验选取B．R缓冲溶液接着试验～系列pH为2．2～5．2的B．R缓冲液，试验表明：

在pH为4．60左右时(见图4—4)，△F最大且线性好，取pH为4．60的缓冲液。
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图4．4 pH值对体系荧光强度的影响

[NR】：1．0x10。mol／L．[SDBS]：I．2x10。3mol／L．[phoxim]：0．16mg／L

(3)NR浓度的确定由实验可知，当NR浓度为9．0x10"6mol／L时测定的灵敏度最

高且有很好的线性关系，所以选NR浓度为9．0x10-6mol／L。

(4)SDBS浓度的确定SDBS的加入使体系荧光强度升高且随着SDBS浓度的增

大FO、F和△F值都显著增大。但当体系SDBS浓度大于1．2x10。3 mol／L时，测定灵敏度

显著下降。故体系选择SDBS浓度为1．2x10～moVL。

■

口．7 口．El n旦 1．口 1．1 1．Z 1．J

'恤L'

图4．5 SDBS用量对体系荧光强度的影响

【NR】：9．0x10由mol／L．[phoxim]：0．16mg／L pH=4．60

(5)缓冲溶液用量的选择使体系中SDBS、NR和农药的浓度一定，考察缓冲溶液

用量的影响，试验结果表明：当缓冲溶液用量为O．7"-'1．2 mL时，AF基本不变且线性好，

但随着缓冲用量的加大，线性范围逐渐变宽。故本体系选择1．0mL的缓冲溶液。



响

实

和F都逐渐减小但AF基本不变，也就是线性范围逐渐变窄。因此选择室温180C为反应

温度。在该温度下反应1 5min后体系达到稳定且在2h内荧光强度变化不大。

(8)离子强度的影响用0．02mol／L的NaCl的加入量来试验离子强度对体系的影

响，当NaCI加入量郢．7mL时NaCl浓度越大Fo和F值都增大，但Fo．F值基本保持不

变。当NaCl加入量>0．7mL时Fo．F值逐渐变小。

(9)有机溶剂的影响试验了农药的丙酮、甲醇和乙醇等不同有机溶剂的标准液

对体系的影响。发现：用农药的甲醇溶液对体系的影响最大，灵敏度高且稳定。又试验

了甲醇的加入量对该体系的影响(如图4．7)，结果表明体系中甲醇的浓度越大灵敏度基本

不变但线性范围会逐渐变小。
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图4．7有机溶剂对体系荧光强度的影响

【NR】：9．0xl矿'mol／L．[phoxim]：0．16mg／L[SDBS]：I．2x10一mol／LpH=4．60

(10)各种农药对体系的响应试验了敌敌畏、乙酰甲胺磷、辛硫磷、氧乐果和敌

百虫等几种有机磷农药对该体系的不同响应，且绘制了相应的工作曲线(如图4．8)，从

图上我们可以看出每种农药均有响应，且灵敏度高线性好。．因此该方法可以测定有机磷

农药残留的总含量。

e(atgtL)

图4-8各种有机磷农药的工作曲线

[NR】：9．0x10aSmol／L．[SDBS]：1．2x10‘3mol／LpH=4．60[OPPs]：0，0．08，0．24，0．40，0．56mg／L

(11)工作曲线按照实验方法绘制工作曲线，线性回归方程为：F=

844．2-431．0C(mg／L)，线性范围为0．024．．00．40mg／L，检出限为0．014mg／L，相关系数为尺

=O．9994。对O．16mg／L的辛硫磷标液11次平行测定结果的平均值为O．150mg／L，R．S．D

为1．77％。
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图4．9标准工作曲线

【NR】：9．0x10-tmoFL，[SDBS]：I．2×10"3mol／L，pH=4．60，[phoxim]：0．024，0．032，0．04，0．08，0．16，0．24，0．32，

0．40 mg／L

(12)干扰物质的影响考察了多种常见离子和化合物对O．16 mg／L辛硫磷测定的

影响。相对误差生5％时，测定结果见表4．1，此外，H92+、Pb2+、NH4+、Ag+、 Ni2+、

维生素C、葡萄糖等对体系测定均影响不大。

表4．1共存物质的影响

干扰物质 浓度 相对误差Relative 干扰物质 浓度 相对误差Relative

Foreign Concentration error(％) Fo商弘 Concentration error(％)

婴坠!塑堡 !坐型婪 塑垒!!堂皇 !坐型婪
cE+0．4 5．9％ Ba2+0．7 3．8％

Fe2+

St2+

Zn2+

Mn2+

C

0．3

0．5

0．25

O．7

4．5

—4．2％

5．5％

5．O％

4．2％

4．3％

C02+

C，

F，

M92+

淀粉

O．06

0．18

0．06

O．2

3

4．3％

5．4％

6．0％

一5．2％

+4．4％

4．3分析应用

4．3．1样品处理

准确称取面粉和土样(土样是根据中华人民共和国国家标准1sN土壤、植物标准样

品GB 9838—1988制备的)各109于100mL烧杯中，后往烧杯中加入50mL甲醇(土样

中加入1．09无水硫酸钠)，超声波仪器超声振荡50rain后，用布氏漏斗减压抽滤，用甲

醇溶剂分两次冲洗残渣和抽滤瓶以保证提取完全，然后用真空旋转蒸发器将滤液在45
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℃下浓缩至小于5mL，并将浓缩液转至10mL容量瓶中用甲醇定容待测。

4．3．2回收率、精密度与样品分析

向lO．00 g面粉和土壤中分别加入phoxim标液，按4．3．1中样品处理方法进行处理，

按4．1．2中实验方法测定样品空白和添加了phoxim标准液的样品，每个平行测定5次，

见表4．2，回收率在92．0．--100．5％之间，相对标准偏差为1．08～1．81％。符合农药残留分

析的要求。本实验中面粉未检测到农药；而土样中样品测定值为O．128mg／L，即土壤中

有机磷农药含量以辛硫磷计为5．26mg／kg，土壤样取自河南师范大学附近菜地，可能由

于长期使用化肥农药，故现状值含磷量较大。

表4．2样品测定结果

样品 测定值／ 加标量／ 加标后测得值／mg·L’1 加标后测定平均 加标回收 RSD

磐曼：生：∑。一 望曼：生：! 一。型堡曼：生：! 奎!丝 』墅
面样0 O．16 0．160 0．158 0．163 0．159 0．161 100．5 1．81

0．165

土壤0．128 0．16 0．261 0．265 0．268 0．263 0．265 92．0 1．08

0．267
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第五章荧光法快速检测辛硫磷残留量

辛硫磷是世界上生产和销售量最大的杀虫剂之一，我国年生产量就达万吨以上。它

作为有机磷农药的替代品，被广泛应用于防治水稻、果蔬、茶等作物害虫。因此，为预

防和处理它引起的种种危害，及时、准确地检测辛硫磷农药显得尤为必要。目前我国对

辛硫磷残留检测的主要手段仍然依赖气相色谱法【1311、液质联用法【1321、高效液相色谱法

[133-134】、胆碱酯酶抑制澍135】等大型现代分析仪器。本试验中，加入非离子表面活性剂吐

温．80后，达旦黄溶液的荧光强度明显增强，后在该体系中又加入农药辛硫磷后体系荧

光强度又显著下降。试验发现：荧光强度与该体系中辛硫磷浓度呈良好的线性关系，因

此本体系可用于辛硫磷残留量的测定。该方法解决了辛硫磷分析的难点，具有简便、快

捷、准确、灵敏度高等优点。

H3C

O=S=O

ONa

5．1实验部分

5．1．1仪器与试剂

图5．1达旦黄分子结构式

O=S=O
l

ONa

CH3

FP．6500型荧光光谱仪(日本分光公司)；TU．1900．双光束紫外一可见分光光度(北京

普通分析仪器厂)。

辛硫磷(phoxim)、敌敌畏(dichlorovos)、氧乐果(omethoate)、敌百虫(trichlorphon)、

乙酰甲胺磷(acephate)等配制成浓度均为800 mg／L的甲醇溶液(冷藏保存)，使用时用

甲醇稀释至所需浓度；十二烷基苯磺酸钠(SDBS)，溴化十六烷基三甲基铵(CTMAB)，

溴化十六烷基吡啶(CPB)，十二烷基磺酸钠(SLS)，十二烷基硫酸钠(SDS)，浓度均为

1．OxlO’2 mol／L的水溶液；1∥L OP的水溶液；吐温．80，浓度为O．5％(体积分数)的水

溶液。达旦黄的水溶液：1．OxlO—mol／L，使用时用水稀释至所需浓度； 所用试剂均为
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为二次去离子水；KH2P04一Na2HP04缓冲溶液pH=5．2～8．2。

比色管中依次加入1．OraL浓度为1．0x10"4mol／L的达旦黄溶液，适

定量的表面活性剂和0．7 mL KH2P04～Na2HP04 pH 6．6的SIlIrensen

缓冲溶液，待反应完全后，在412 nm波长处激发，于460rim处测定发射光强度F，狭

缝宽度均为10nm，在同条件下测其试剂空白液的荧光强度Fo。

5．2结果与讨论

5．2．1光谱分析

图5．2为达旦黄与辛硫磷相互作用的吸收光谱。由图可知达旦黄分别在340nm和

418nm有吸收峰，加入表面活性剂吐温．80后体系在418nm处的吸收峰蓝移至412nm(见

曲线3、4)，340nm处的峰位不变。取412nm为激发波长，激发和发射狭缝宽度均为10nm，

做其荧光光谱(见图5．3)，灵敏度高、线性好且体系稳定。故本实验选412nm为体系

的最佳激发波长

如图5．3所示，在pH=6．6的介质中，在达旦黄溶液中加入phoxim后，在k=412

nm，k=460 nm下，TY的荧光强度略有增加(曲线2、3)，与曲线1基本不能区分，

这说明TY与phoxim结合，使其共轭体系变大，离域尢电子较易激发；当在TY溶液

中加入一定浓度的吐温．80后，荧光强度明显增大(曲线4)，当再加入一定浓度的phoxim

后，发现荧光强度明显降低(曲线5、6)，但峰位置并不发生改变，且荧光降低的程度与

phoxim浓度在一定范围内成正比，因此可用于phoxim的测定。由曲线l、2、3之差值

和曲线4、5、6之差值相比较可见，吐温．80的加入明显的提高了其复合物的荧光强度，

使灵敏度有较大的提高。
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O．∞

O．筋

A 9A

_
O．15

囊
O．10

D．∞

U．哪

·0．晒

图5．2吸收光谱 图5．3发射光谱

l达旦黄 l达旦黄 2达旦黄+phoxim(0．24mg／L)

2达旦黄+phoxim(O．24mg／L) 3达旦黄+phoxim(O．48mg／L)4达旦黄+吐温·80

3达旦黄+吐温-80 5达旦黄+吐温．80+phoxim(0．24mg／L)

4达旦黄+吐温-80+phoxim(O．24mg／L)6达旦黄+吐温-8叶phoxim(O．48rag／L)

5．2．2条件优化实验

(1)反应体系的选择

选取TY+CTMAB、TY+SDBS、TY+CPB、TY+SLS、TY+SDS、TY-tOP和TY+

吐温80等各体系进行对比试验。试验结果发现：吐温80对该体系的影响最大。所以我

们以n什吐温80体系来进行试验测定，加入辛硫磷后AF值最大，灵敏度最高且最稳

定。故选取n什吐温80反应体系。

(2)缓冲溶液及pH值的选择

辛硫磷在碱性条件下很不稳定，极易水解，因此，选择了pH为6．0的Sqbrensen、

Britton．Robinson、Kolthoff,Clark．Lubs、Mellvaine、Walpole等几种缓冲溶液，结果表

明：缓冲对体系灵敏度影响不大，本实验选取SOrensen缓冲溶液。接着使用一系列pH

为5．2~8．2的SIlIrensen缓冲溶液的不同反应体系进行试验。试验结果表明：在pH为

6．60~7．2时(见图5-4)，△F最大且线性关系良好。

45



荧光法检测有机磷残留总量及其分析应用

5D S5 6D 弓5 fD T5 0口 ●5

图5_4 pH值对体系荧光强度的影响

【T门：1．0x 10"5mol／L．【吐温．80]：o．04％(体积分数)．[phoxim]：0．24mg／L

(3)TY浓度的确定

使体系中S由rensen、吐温．80和农药的浓度不变，来考察TY用量的影响，结合灵

敏度和线性两个方面，本实验选TY浓度为1．0x 10。5 mol／L为测定农药的最佳浓度，如

图5．5所示。

图5-5 TY浓度对体系荧光强度的影响

【吐温·80]：0．04％(体积分数)．[phoxim]：0．24mg／L．pH=6．60

(4)吐温一80浓度的确定

一定浓度范围内，吐温．80的加入使体系荧光强度升高。当吐温．80加入量为

O．6~0．8mL时灵敏度较高且线性好，故体系选择加入0．7mL的吐温．80即浓度为0．035％。
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图5石吐温．80浓度对体系荧光强度的影响

【聊：1．0x10。mol／L．[phoxim]：0．24mg／L．pH=6．60
(5)缓冲溶液用量的选择

使体系中吐温一80、TY和辛硫磷的浓度不变，来考察缓冲溶液用量的影响，结果发

现：缓冲用量在0．6---,1．2mL之间时，△F基本无变化，本体系选择0．7mL的缓冲溶液用

量。

柏口

翻口

-■口

啊a

翻_
k

啊I

两_

柏口

，■■

■．● 口．j ■j ■．● 一．日 一．一 1．■ t．t 1j 1】

研lLI

图5。7缓冲用量对体系荧光强度的影响

【川：1．0x10"5mol／L．【吐温·80]：0．035％[phoxim]：0．24mg／L．pH=6．60
(6)试剂加入顺序的选择

本实验考察了24种试剂加入顺序对体系荧光强度的影响，结果发现：当顺序为

TY+phoxim+吐温一80+buffer，,dF大且体系比较稳定，本体系选择加入顺序脚hoxim+
吐温．80+buffer为最佳实验顺序。

(7)反应温度和时间的影响
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固定时间来考察温度的影响，发现随着温度的升高△F基本上呈逐渐减小的趋势。

在室温190C时灵敏度较高且稳定，因此选取190C为该反应的最佳温度。

由实验可知反应时间对体系灵敏度影响不大，故本体系选15rain为最佳反应时间。
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●OO

350

300

250

200

150

100

∞
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图5-8温度对体系荧光强度的影响

【Tyl：1．0x 10～mol／L．【吐温一80]：0．035％【phoxim]：0．24mg／L．pH=6．60

(8)有机溶剂的影响

试验了农药的丙酮、甲醇和乙醇等不同有机溶剂的标准液对体系的影响。发现：用

农药的甲醇溶液对体系的影响最大，灵敏度高且稳定。又试验了体系中甲醇的浓度对体

系的影响，结果表明甲醇在该体系中的浓度对其灵敏度影响不大，但却使体系的检测范

围逐渐变窄。

(9)各种农药对该体系的响应

试验了辛硫磷、乙酰甲胺磷、敌敌畏、氧乐果和敌百虫等几种有机磷农药对该体系

的响应情况。试验结果发现：除辛硫磷外其他农药均无响应，因此该方法可以测定辛硫

磷的残留量。

(10)工作曲线

按照实验方法绘制工作曲线(见图5．9)，线性回归方程为：F=899．0-299．4C(mg／L)，

检出限为0．031mg／L，线性范围为㈣．72mg／L，相关系数为R=0．9996。对O．24 mg／L的
辛硫磷标液进行11次平行测定，测定结果的平均值为0．242 mg／L，R．S．D为1．83％。



5．3．1样品处理

准确称取土样和小米样品各109于100mL烧杯中(土样是根据中华人民共和国国

家标准15N土壤、植物标准样品GB 9838—1988制备的，小米经研钵研碎后过40目筛)，

后往烧杯中加入50mL甲醇(土样中再加入1．09无水硫酸钠)，超声波仪器超声振荡

50min后，用布氏漏斗减压抽滤，用甲醇溶剂分两次冲洗残渣和抽滤瓶以保证提取完全，

然后用真空旋转蒸发器将滤液在45℃下浓缩，并将浓缩液转至10mL容量瓶中用甲醇定

容待测。

5．3．2精密度与回收率

向10．00 94,米和土壤中分别J】【1)kphoxim标准溶液，按照5．3．1中样品处理方法进行操

作，后在实验条件下，按5．1．2中实验方法测定样品空白和添加Tphoxim标准液的样品，

各平行测定5次，结果见表5．1，回收率在93．3～98．O％之间，相对标准偏差为1．65-2．58％。

按照回收率在85～1120／6为符合要求，90％～110％为最佳的判定依据，本实验符合农药

残留分析的要求。
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5．3．3样品分析

本试验中小米样品购于新乡一超市，未检测到农药；土壤样品取自河南师范大学东

区旁边的一块菜地，土样中样品测定值为O．063 mg／L，即土壤中有机磷农药含量以辛硫

磷计为2．63mg／kg。

表5．1样品分析结果

样 平均测定 加标量／ 样品测定值／ 加标样品测 加标平均回 RSD

品 值／mg．L一1 mg·L～ mg·L‘1 定平均彬 收率／％ ／％

mg．L。l

小0 0．24 0．228 0．227 0．219 0．224 93．3 1．65

米0．222 0．223

土0．063 O．24 O．287 0．307 0．294 0．297 98．0 2．58

壤0．296 0．302
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第六章总结与展望

有机磷农药(OPPs)广泛应用于农业、工业、医药等领域，具有广谱、高效、品种

多和残毒期短等许多特点，因此是世界上生产和使用最多的农药品种。但绝大多数有机

磷农药具有很强的毒性，经过皮肤、呼吸以及肠胃吸收等途径进入机体会引起严重的疾

病，并引起环境、食品污染等问题。因此，要预防和处理有机磷农药引起的种种危害，

建立测定有机磷农药残留量的分析方法对环境科学、生命科学都具有十分重要的实际意

义和使用价值。

目前，报道的检测有机磷的方法有色谱法、光谱法、波谱法、酶抑制法、试纸法技

术等。另外，还有经典的化学比色法、薄层分析法、免疫法等。检测农药残留最精确和

常规的方法是色谱法，但是色谱法仪器昂贵，操作繁琐，需要专业人员进行操作，不适

合在基层进行推广。为了适应市场的需求，各国都在需要不断探索快速、简便、安全、

可靠的农药残留检测方法。

荧光分析法是一种快速、简便、灵敏度高的分析方法，已被广泛应用于生物、化学、

医药、环保等方面，但用于检测农药残留的报道却不多。本文尝试探索了几种荧光探针

用于有机磷农药残留量的检测：

(1)在pH 6．20的KH2P04--Na2HP04缓冲溶液中，吖啶橙(A0)与一定浓度的十二烷

基苯磺酸(SDB8)发生荧光增强反应，当在该体系中加入有机磷农药后，在入ex=494 am

处荧光强度明显下降，其降低程度与有机磷农药的加入量呈良好的线性关系，线性范围和

检出限分别为0．020-．0．28 mg／L、0．020mg／L。据此建立了测定有机磷农药残留总量的新

方法。该方法用于大米和土壤中有机磷农药残留总量的检测，回收率92．1—96．8％，R．S．D

在2．8-4．3％之间，结果满意。

(2)在pH为6．0的KH2P04—-Na2HP04(S qb rensen)缓冲溶液中，一定浓度的溴化十六烷

基三甲基铵(CTMAB)与曙红(Y)反应，使其荧光强度剧增，当在Y-CTMAB中加入有

机磷农药后，溶液在激发波长316rim，发射波长550rim处体系的荧光强度明显降低，

且降低程度与有机磷农药的加入量呈线性关系。在优化的试验条件下，线性范围为

0．024-4)．56 mg／L，检出限为0．030mg／L。该方法已用于小米和土壤中有机磷农药残留总

量的检测，回收率在90．4-100．4％之间，相对标准偏差在2．61'／',,--4．14％。

(3)在pH为4．60的B．R缓冲溶液中，中性红(NR)与一定浓度的十二烷基苯磺酸钠

5l
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回

(4)在pH 6．6的KH2P04．-Na2HP04(S由tgllSgll)缓冲溶液中，达旦黄(1Y)与一定

浓度的吐温．80发生荧光增强反应，当在该体系中加入辛硫磷农药后，在入ex=412 nnl，

入eIIl=460 nlla处荧光强度明显降低，且降低程度与辛硫磷的加入量呈良好的线性关系，

线性范围和检出限分别是㈣．72 mg／L，0．031mg／L。据此建立了测定辛硫磷残留量的新
方法。该方法已用于小米和土壤中辛硫磷残留的检测，回收率在93．3-98．0％之间，R．S．D

在1．65～2．58％之间，结果满意。

以上所做的内容为进一步的有机磷农药残留的检测提供了依据。本课题设备简单、

方法简单、成本低廉等优点。但还存在不少需要解决的问题，因此，希望在今后的研究

中加强以下几个方面的工作：

(1)需要在样品前处理方面做进一步的完善。最好向着固相萃取、固相微萃取等样

品前处理技术与荧光分析技术相结合的方向发展。

(2)本文针对具体的荧光光谱和紫外光谱，对其机理进行了初步的探讨，因此，对

其机理还应该做进一步深入研究。
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