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六堡茶鲜叶中噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷5种农药残留检测  胶体金免疫层析法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97192964]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件界定了六堡茶鲜叶中噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷5种农药残留检测  胶体金免疫层析法的术语和定义，规定了原理、试剂耗材、仪器和设备、试验方法、测定、结果分析和性能指标的技术内容。
本文件适用于六堡茶鲜叶中噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷5种农药残留检测  胶体金免疫层析法。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97192965]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
NY/T 2102  茶叶抽样技术规范
[bookmark: _Toc97192966]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
原理
采用竞争抑制免疫层析原理。样品中残留的噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷与胶体金标记的特异性抗体结合，抑制了抗体和检测线(T线)上包被原的结合，从而导致检测线(T线)颜色变浅或消失，通过检测线(T线)与控制线(C线)颜色深浅比较，对样品中残留的噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷进行定性判定。
试剂耗材
除另有说明外，本文件使用分析纯（含）以上试剂，用水符合GB/T 6682要求的二级水。
试剂
噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷：纯度≥99％，或经国家认证并授予标准物质证书的标准物质。
甲醇(CH3OH)：ρ=0.79 g/cm³。
氯化钠(NaC1)：ρ=2.165 g/cm³，含量≥99.5％。
氯化钾(KC1)：ρ=1.98 g/cm³，含量≥99.0％。
磷酸氢二钠(Na2HPO4)：ρ=1.064 g/cm³，含量≥98.0％。
磷酸氢二钾(KH2PO4)：ρ=2.44 g/cm³，含量≥98.0％。
水胺硫磷（C11H16NO4PS）：ρ=1.275 g/cm³，含量≥90.0％。
啶虫脒（CHClN4）：ρ=1.330 /cm³，含量≥98.0％。
呋虫胺（C7H14N4O3）：ρ=1.425 g/cm³，含量≥90.0％。
噻虫嗪（C8HClN5O3S）：ρ=1.7 g/cm³，含量≥97.0％。
吡虫啉（C9HClN5O2）：ρ=1.543 g/cm³，含量≥97.0％。

溶液配制
10％甲醇溶液
吸取10 mL甲醇（5.1.2），用水定容至100 mL，混匀。
稀释液
分别称取8 g氯化钠（5.1.3）、0.2 g氯化钾（5.1.4）、1.44 g磷酸氢二钠（5.1.5）、0.24 g磷酸二氢钾（5.1.6）于1000 mL烧杯中，加水充分搅拌溶解后定容至1000 mL。
标准储备液、中间液、工作液的制备
水胺硫磷标准储备液、中间液、工作液
100 g/L 的水胺硫磷标准储备液
准确称取1.0 g(精确至0.0001 g)水胺硫磷（5.1.7），用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。-20 ℃冷冻避光保存，有效期12个月。
1 g/L的水胺硫磷标准中间液
准确移取100 g/L的水胺硫磷标准储备液（5.2.3.1.1）100 μL至10 mL，用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期3个月。
0.01 g/L的水胺硫磷标准工作液
准确移取1 g/L的水胺硫磷标准中间液（5.2.3.1.2）100μL至10 mL容量瓶中，用10％甲醇(5.2.1)溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期1个月。
啶虫脒标准储备液、中间液、工作液
100 g/L 的啶虫脒标准储备液
准确称取1.0 g(精确至0.0001 g)啶虫脒（5.1.8），用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。-20 ℃冷冻避光保存，有效期12个月。
10 g/L的啶虫脒标准中间液
准确移取100 g/L 的啶虫脒标准储备液（5.2.3.2.1）1000 μL至10 mL，用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期3个月。
1 g/L的啶虫脒标准工作液
准确移取10g/L 的啶虫脒标准中间液（5.2.3.2.1）1000 μL至10 mL容量瓶中，用10％甲醇(5.2.1)溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期1个月。
呋虫胺标准储备液、中间液、工作液
100 g/L的呋虫胺标准储备液
准确称取1.0 g(精确至0.0001 g)呋虫胺（5.1.9），用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。-20 ℃冷冻避光保存，有效期12个月。
10 g/L的呋虫胺标准中间液
准确移取100g/L的呋虫胺标准储备液（5.2.3.3.1）1000 μL至10 mL，用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期3个月。
2 g/L的呋虫胺标准工作液
准确移取呋虫胺10 g/L的水胺硫磷标准中间液（5.2.3.3.2）2000 μL至10 mL容量瓶中，用10％甲醇(5.2.1)溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期1个月。
噻虫嗪标准储备液、中间液、工作液
100 g/L 的噻虫嗪标准储备液
准确称取1.0 g(精确至0.0001 g)噻虫嗪（5.1.10），用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。-20 ℃冷冻避光保存，有效期12个月。
10 g/L的噻虫嗪标准中间液
准确移取100 g/L 的噻虫嗪标准储备液（5.2.3.4.1）1000 μL至10 mL，用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期3个月。
1 g/L 的噻虫嗪标准工作液
准确移取噻虫嗪10 g/L的噻虫嗪标准中间液（5.2.3.4.2）1000 μL至10 mL容量瓶中，用10％甲醇(5.2.1)溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期1个月。
吡虫啉标准储备液、中间液、工作液
100 g/L的吡虫啉标准储备液
准确称取1.0 g(精确至0.0001 g)吡虫啉（5.1.11），用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。-20 ℃冷冻避光保存，有效期12个月。
1 g/L的吡虫啉标准中间液
准确移取100 g/L的吡虫啉标准储备液（5.2.3.5.1）100 μL至10 mL，用甲醇（5.1.2）溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期3个月。
0.1 g/L 的吡虫啉标准工作液
准确移取吡虫啉1g/L 的吡虫啉标准中间液（5.2.3.5.2）1000 μL至10 mL容量瓶中，用10％甲醇(5.2.1)溶解，定容至10 mL。4 ℃冷冻避光保存，有效期1个月。
仪器和设备
电子天平：分别精确至0.01 g、0.0001 g和0.01 mg。
移液器：20 μL～200 μL，100 μL～1000 μL，1 μL～10 mL。
旋涡混合器。
离心管：1.5 mL、2 mL、5 mL、50 mL。
胶体金免疫层析检测卡
试验方法
样品采集
茶叶鲜叶采集按照NY/T 2102的规定执行。
鲜茶样品前处理
样品混合液制备
选取一定量的有代表性样本，剪成1 cm左右见方碎片；准确称取1 g±0.1 g样品于15 mL或50 mL离心管中；加入3 mL稀释液（5.2.2），剧烈振荡2 min～3 min即为样品混合液。
样品待测液的制备
水胺硫磷项目测定的样品待测液
按照7.2.1的要求执行。
啶虫脒项目测定的样品待测液
吸取5 μL样品混合液（7.2）于5 mL离心管中，加入3495 μL稀释液（5.2.2），混匀后即为待测液。
呋虫胺项目测定的样品待测液
吸取10 μL样品混合液（7.2）于2 mL离心管中，加入1000 μL稀释液（5.2.2），混匀后即为待测液。
噻虫嗪项目测定的样品待测液
吸取50 μL样品混合液（7.2）于2 mL离心管中，加入950 μL稀释液（5.2.2），混匀后即为待测液。
吡虫啉项目测定的样品待测液
吸取50 μL样品混合液（7.2）于2 mL离心管中，加入700 μL稀释液（5.2.2），混匀后即为待测液。
空白样品前处理
称取空白试样，按照7.2的要求执行。
空白试样：不含此5种农药的鲜茶叶。
加标质控样品前处理
分别准确称取6个空白试样1.0 g(精确至0.01 g)置于15 mL或   50 mL离心管中，加入适量水胺硫磷（5.2.3.1.3）、啶虫脒（5.2.3.2.3）、呋虫胺（5.2.3.3.3）、噻虫嗪（5.2.3.4.3）、吡虫啉（5.2.3.5.3）标准工作液，使待测液中的终浓度分别为0.05 mg/kg水胺硫磷、10 mg/kg啶虫脒、20 mg/kg呋虫胺、10 mg/kg噻虫嗪、0.5 mg/kg吡虫啉。再加入3 mL稀释液（5.2.2），剧烈振荡2 min～3 min即为样品混合液,按照7.2.2的要求执行。
测定
所有操作需在室温下(20 ℃±5 ℃)进行。
鲜茶样品待测液测定
水胺硫磷、吡虫啉项目测定
分别吸取7.2.2.1和7.2.2.5的样品待测液体100 μL（滴管约3～4滴）于微孔中，缓慢抽吸多次至待测液与微孔试剂充分混匀；孵育3 min后将微孔内所有液体转移至检测卡的加样孔中，加样同时开始计时；反应5min后判读结果。
啶虫脒、呋虫胺、噻虫嗪项目测定
分别吸取7.2.2.2、7.2.2.3和7.2.2.4的样品待测液100 μL（滴管约3～4滴）于加样孔中，加样同时开始计时，反应5min后判读结果。
空白样品测定
按照8的要求执行。
加标质控样品测定
按照8的要求执行。
结果分析
结果判定
阳性
检测线(T线)不显色或检测线(T线)颜色比控制线(C线)颜色浅，表明样品中噻虫嗪、啶虫脒、吡虫啉、呋虫胺、水胺硫磷残留的含量高于方法检测限，判定为阳性。判定示意图见图1。
[image: ]
目视判定示意图
阴性
检测线（T线）颜色比控制线（C线）颜色深或者检测线（T线）颜色与控制线（C线）颜色相当，表明样品中腐霉利残留低于方法检测限，判定为阴性。判定示意图见图1。
无效
控制线(C线)不显色，表明操作不正确或试剂条无效。判定示意图见图1。
质控试验要求
空白试验测定结果应为阴性，加标质控试验测定结果应为阳性。否则表示不满足质控试验要求，此批样品结果无效。
性能指标
灵敏度
灵敏度应≥95％。
特异性
特异性应≥95％。
假阴性率
假阴性率应≤5％。
假阳性率
假阳性率应≤5％。
性能指标计算方法见附录A。
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（资料性）
定性方法性能指标计算方法
性能指标计算表见表A.1。
性能指标计算表
	样品情况a
	监测结果b
	总数

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	
	
	=+

	阴性
	
	
	=+

	总数
	=+
	=+
	+或+

	显著性差异(X2)
	
自由度（df）=1

	灵敏度（,％）
	/

	特异性（,％）
	/

	假阴性率（,％）
	/

	假阳性率（,％）
	/=特异性

	相对准确度（,％）c
	

	
a由参比方法检验得到的结果或者样品中实际的公议值结果；
b由待确认方法检验得到的结果。灵敏度的计算使用确认后的结果；
c为方法的检测结果相对准确性的结果，与一致性分析和浓度检测趋势情况综合评价。
N：任何特定单元的结果数，第一个下标指行，第二个下标指列。
示例：表示第一行，第一列，表示所有的第一行，表示所有的第二列；表示第一行，第二列。
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