附录A

植物源性食品中农药残留检测方法编制技术要求
一、基质材料
检测范围为植物源性食品的，在制定过程中基质材料选择应包括：
——谷物：糙米、小麦、玉米等；
——油料：大豆或花生；
——蔬菜及制品：结球甘蓝、芹菜、番茄、茄子、马铃薯、萝卜、菜豆、韭菜等；
——水果及制品：苹果或梨、桃或杏、葡萄、柑橘等；
——坚果：杏仁或核桃；
——食用菌；
——植物油；
——茶叶；
——香辛料；
——其他。
检测范围为某类植物源性食品时，基质材料选择应包括该类所列所有品种。
 二、方法性能与质量控制
    1提取效果
方法试验中，应进行提取效果的验证，可用以下方法进行试验：
——用阳性的标准物质或能力验证的样品进行试验；
——阳性样品或添加样品用同一溶剂反复提取，观察被分析物浓度变化；
——用不同提取技术或不同提取溶剂进行比较。
    2 方法的特异性
方法的特异性是指在确定的分析条件下，分析方法检测和区分共存组分中目标化合物的能力。要说明该方法检测信号仅与被检组分有关，与其他化合物无关。说明采用的分析技术需要克服任何可预见的干扰，特别是来自基质组分的干扰。
确定特异性的方法：
a）一般应对具有代表性的空白基质和空白基质添加被测组分的样品，按照确定的样品前处理方法处理后进行分析，考察基质中存在的物质是否对被测组分存在干扰。
b）存在干扰峰时：
1）定量限小于或等于限量值的1/3时，干扰峰的容许范围小于相当于限量值浓度峰的1/10；
2）定量限大于限量值的1/3时，干扰峰的容许范围小于相当于定量限浓度峰的1/3。
确证方法可采用：
——不同极性或类型色谱柱确证；
——气相色谱-质谱法；
——液相色谱-质谱法；
——其他。
3 标准工作曲线
校准曲线的工作范围，其浓度范围尽可能覆盖二个数量级，至少做5个点（不包括空白），包括定量限、最大残留限量或10倍定量限。对于筛选方法，线性回归方程的相关系数不低于0.98，对于确证方法，相关系数不低于0.99。测试溶液中被测组分浓度应在校准曲线的线性范围内。应列出标准校准曲线方程、相关系数，必要时应给出色谱图。
4正确度
方法的正确度是指所得结果与真值的符合程度，农药残留检测方法的正确度一般用回收率进行评价。回收率试验一般应做三个水平添加，添加水平为：
——对于禁用物质，回收率在方法定量限、两倍方法定量限和十倍方法定量限进行三水平试验；
——对于已制定MRL的，一般在1/2MRL、MRL、2倍MRL三个水平各选一个合适点进行试验，如果MRL值是定量限，可选择2倍MRL和10倍MRL两个点进行试验；
——对于未制定MRL的，回收率在方法定量限、常见限量指标、选一合适点进行三水平试验。
每个水平重复次数不少于5次，计算平均值。回收率参考范围见表1。
表1 不同添加水平对回收率的要求
	添加水平，mg/kg
	范围，%
	相对标准偏差，%

	(0.001
	50~120
	≤35

	＞0.001(0.01
	60~120
	≤30

	＞0.01(0.1
	70~120
	≤20

	＞0.1(1
	70~110
	≤15

	＞1
	70~110
	≤10


制作添加样品时，使用新鲜的食品，均一化并称量后添加农药。
注1：添加的农药标准溶液总体积应不大于2 mL。
注2：农药等添加后，充分混合，放置30 min后再进行提取操作。
注3: 检测时间需要数日时，将均一化的样品冷冻保存，避免多次冻结以及融解，检测实施日当日制作添加样品。
    5精密度
精密度：在规定条件下，独立测试结果间的一致程度。
注：其量值用测试结果的标准差来表示。
方法的精密度包括重复性和再现性：
a）重复性：在同一实验室，由同一操作者使用相同设备、按相同的测试方法，并在短时间内从同一被测对象取得相互独立测试结果的一致性程度。
每种试材都应做重复性试验，重复性要做三个水平的试验，添加水平同回收率，每个水平重复次数不少于5次。实验室内相对标准偏差符合表2的要求。
注：重复性试验应按照样品处理方法获得添加均匀的试样，再对试样进行独立5次以上分析。
表2 实验室内相对标准偏差
	被测组分含量，mg/kg
	相对标准偏差，%

	(0.001
	≤36

	＞0.001(0.01
	≤32

	＞0.01(0.1
	≤22

	＞0.1(1
	≤18

	＞1
	≤14


b）再现性：在不同实验室，由不同操作者按相同的测试方法，从同一被测对象取得相互独立测试结果的一致性程度。
试验应在不同实验室间进行，实验室个数不少于3个（不包括标准起草单位）。再现性做三个添加水平试验，其中一个添加水平必须是定量限，添加水平同重复性，每个水平重复次数不少于5次。实验室间相对标准偏差应符合表3的要求。
表3 实验室间相对标准偏差
	被测组分含量，mg/kg
	相对标准偏差，%

	(0.001
	≤54

	＞0.001(0.01
	≤46

	＞0.01(0.1
	≤34

	＞0.1(1
	≤25

	＞1
	≤19


    6 定量限
定量限是指可以进行准确定性和定量测定的最低水平，在该水平下得到的回收率和精密度应满足表1和表2的要求。
注：添加标准溶液质量浓度得到的信噪比一般为10。
    7 验证试验
验证项目包括方法使用的所有基质材料的回收率、精密度和定量限。
附录B

样品制备
一、样品预处理
根据农药最大残留限量定义的作物部位，可按以下方法处理样品：
——对于个体较小的样品，去掉核、壳等，取出可食部分；
——对于个体较大的基本均匀样品，可沿对称轴或对称面上分割或切成小块；
——对于细长、扁平或组分含量在各部分有差异的样品，可在不同部位切取小片或截成小段；
——对于果皮可食的样品，取全果，对于果皮不可食的样品，取果肉；
——对于谷类和豆类等粒状、粉状或类似的样品，应堆成圆锥体—压成扁平形—划两条交叉直线分成四等分—取对角部分进行缩分，或用分样器等其他方法进行缩分。
经上述处理后的样品采取适当的方法进行混合。
注1：上述样品预处理方法如果与GB2763《食品安全国家标准食品中农药最大残留限量》附录A中相关的内容有冲突，应按照附录A中规定的方法处理。
注2：样品预处理的量，应根据相应产品标准的规定执行。
二、试样制备
不同试样可按以下方法制备：
—— 谷类、油料：将样品粉碎混匀，使其全部可以通过425μm的标准网筛；
—— 蔬菜、水果：切碎混匀后均一化制成匀浆；
—— 食用菌：新鲜的食用菌按蔬菜、水果处理；干制品按谷类处理； 

—— 茶叶、脱水制品：将样品粉碎混匀，使其全部可以通过425μm的标准网筛； 

—— 香辛料：根据形态，按照谷类或水果进行处理；
—— 冷冻制品：解冻后（冷冻样品中的冰晶和水不得丢弃），立即均一化制成匀浆；
—— 酱、油和汁：搅拌均匀。
——对于粉碎后粘性高无法过筛的样品，应保证样品粉碎均匀且满足提取要求。
三、试样贮存
试样应放在清洁、结实的容器或包装袋内。对蔬菜水果等含水量高的样品，可选用聚乙烯瓶，对于谷物等干样，可选用聚乙烯塑料袋，但对于那些要进行薰蒸剂残留分析的样品，应采用低渗透性的包装袋（如尼龙薄膜袋）等。试样应在规定的保质期内进行分析，必要时采用冰冻储存。试样应有清晰牢固的识别标记，防止造成标记的遗失和混乱。装有供薰蒸剂残留分析的试样的包装袋上不应该用含有有机溶剂的记号笔做标记。
附录C

农药名称及参考数据
表C   农药名称及主要参考数据
	序号
	中文名称
	英文名称
	保留时间
min
	定量限
mg/kg
	质量浓度
mg/L

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


附录D

精密度的计算
精密度的表示和计算
1 验证实验原始数据整理格式
表D.1验证实验原始数据整理格式（水平X）
	重复n
	实验室1
	实验室2
	实验室3
	实验室4

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	


2各实验室内的数据平均值、方差的计算
表D.2 单元平均值及方差的整理格式（水平X）
	
	实验室1
	实验室2
	实验室3
	实验室4

	平均值[image: image2.png]




 QUOTE [image: image3.png]



	
	
	
	

	方差[image: image5.png]



	
	
	
	


表D.2按下式计算平均值及方差： 
      [image: image7.png]


=[image: image9.png]



=[image: image11.png]



式中：
i—第i个实验室;

[image: image13.png]


—第i个实验室的第j个数据;

n—每个实验室重复测量次数。
 3 用科克伦(Cochran)检验法检验方差齐性
按下式计算科克伦计算量：
[image: image15.png]


= [image: image16.png](Symax '2)/(yi = 1)'pEis,it2)




式中：
s2max—各实验室[image: image19.png]


中的最大值；
p—实验室的数量。
注1：若科克伦检验统计量C的数值小于或等于0.05临界值(即统计量C的95%的分位数)，则认为各实验室的方差齐性。
注2：若科克伦检验统计量C的数值大于0.05临界值(即统计量C的95%的分位数)，但小于或等于0.01临界值(即统计量C的99%的分位数)，则s2max为歧离值，相应的实验室用单星号（*）标出，需经领导小组研究、决定取舍。
注3：若科克伦检验统计量C的数值大于0.01临界值（即统计量C的99%的分位数），则s2max为统计离群值，相应的实验室用双星号（**）标出，其数据全部剔除。剔除s2max以后，继续对其余p-1个方差中的最大方差进行检验，直到满足方差齐性要求为止。
 注4：科克伦检验的临界值表参见GB/T 10092-2009。
4格拉布斯(Grubbs)检验
4 .1计算格拉布斯统计量
4.1.1将同一水平下的测量数据按从小到大的顺序排列。
4.1.2计算平均值
[image: image20.wmf]x

和标准差s。
4.1.3计算偏离值：即平均值与最小值之差
[image: image21.wmf]x

-xmin和最大值与平均值之差xmax-
[image: image22.wmf]x

。
4.1.4确定一个可疑值：比较最大值与平均值之差和平均值与最小值之差，将差值较大者认定为可疑值。
4.1.5计算Gi值：Gi＝(xi-
[image: image23.wmf]x

)/s；其中i是可疑值的排列序号。
4.2进行格拉布斯检验
4.2.1若检验统计量G的数值小于或等于0.05临界值（即统计量G的95%的分位数），则认为各实验室无异常数据。
4.2.2若检验统计量G的数值大于0.05临界值（即统计量G的95%的分位数），但小于或等于0.01临界值（即统计量G的99%的分位数），则可疑值为岐离值，且用单星号（*）标出，经分析研究后，做出是否剔除的决定。
4.2.3如果检验统计量G的数值大于0.01临界值（即统计量G的99%的分位数），则可疑值称为统计离群值，且用双星号（**）标出，其数据剔除。剔除统计离群值后，继续对其余的测量数据进行检验至满足4.2.1为止。
4.3格拉布斯检验的临界值表参见GB/T 4883-2008。
5重复性标准差sr和再现性标准差sR
5.1每个水平需要计算3个方差：重复性方差[image: image25.png]


、实验室间方差[image: image27.png]


、再现性方差[image: image29.png]


。
先计算以下数值：
T1=Σni
[image: image30.wmf]x

i
T2=Σni
[image: image31.wmf]x

i2
T3=Σni
T4=Σ（ni）2
T5=Σ（ni-1）Si2
Sr2=T5/( T3-p)

[image: image32.png]



=[image: image34.png]


+[image: image36.png]



式中：
       [image: image38.png]


第i个实验室的平均数；
ni—第i个实验室的重复测量次数；
—第i个实验室的方差；
p—实验室数量；
6精密度评价
6.1 重复性相对标准差的符合性
[image: image40.png]


 ×100%如小于 表2 实验室内相对标准偏差中对应组分含量的相对标准偏差，则认为重复性相对标准差具有符合性。
注：每个组分的不同含量水平均需将计算结果进行符合性检查，且均需小于对应的相对标准偏差。
6.2再现性相对标准差的符合性
[image: image42.png]


×100% 如小于 表3实验室间相对标准偏差中对应组分含量的相对标准偏差，则认为再现性相对标准差具有符合性。
注：每个组分的不同含量水平均需将计算结果进行符合性检查，且均需小于对应的相对标准偏差。
6.3 结论
   在6.1和6.2都具有符合性的基础上,则方法精密度通过评价要求.

示例：
a) 验证实验原始数据整理格式
假设检测组分为X。X的三个水平分别为1 mg/kg、2 mg/kg和10 mg/kg，4个单位参与了方法验证实验。
其中水平1mg/kg的验证数据见下表：
表A 1mg/kg水平验证数据
	  重复n
	实验室1
	实验室2
	实验室3
	实验室4

	1
	1.12
	1.23
	1.22
	1.01

	2
	1.3
	1.1
	0.97
	1.07

	3
	1.2
	1.09
	1.13
	1.02

	4
	1.09
	1.17
	1.05
	1.03

	5
	1.2
	1.16
	1.9
	1.05


b) 各实验室内的数据平均值、方差的计算
公式：
        [image: image44.png]


=[image: image46.png]


             
           [image: image48.png]


=[image: image50.png]


                  
计算结果见下表：
表B 1mg/kg水平验证数据平均值和方差计算结果
	重复
	实验室1
	实验室2
	实验室3
	实验室4

	平均值[image: image52.png]



	1.182
	1.15
	1.254
	1.036

	方差[image: image54.png]



	0.00672
	0.00325
	0.13903
	0.00058


c) 用科克伦(Cochran)检验法检验方差齐性
本示例中
C= [image: image55.png]Samax "2)/(ii = 0)'PHESiT2)



=0.92947
查表得：
C（0.05，4，5）=0.6287

C（0.01，4，5）=0.7212
因为C＞C（0.05，4，5）且C＞C（0.01，4，5），因此需要剔除实验室3的数据。重新计算科克伦检验统计量。
表C 1mg/kg水平验证数据平均值和方差计算结果
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重复
	实验室1
	实验室2
	实验室4

	平均值[image: image58.png]



	1.182
	1.15
	1.036

	方差[image: image60.png]



	0.00672
	0.00325
	0.00058


C= [image: image61.png](symax 12)/ (i




=0.637
C（0.05，3，5）=0.7457

C（0.01，3，5）=0.8335

因为C＜C（0.05，3，5），因此不需要再继续剔除数据。
d）格拉布斯(Grubbs)检验
1) 将上述测量数据按从小到大的顺序排列，得到1.01、1.02、1.03、1.05、1.07、1.09、1.09、1.1、1.12、1.16、1.17、1.2、1.2、1.23、1.3。可以肯定可疑值不是最小值就是最大值。
2) 计算平均值
[image: image63.wmf]x

和标准差s。计算得：
[image: image64.wmf]x

=1.123；标准差s=0.0850（计算时，应将所有15个数据全部包含在内）。
3) 计算偏离值：平均值与最小值之差为1.123-1.01=0.113；最大值与平均值之差为1.3-1.123=0.177。
4) 确定一个可疑值：比较起来，最大值与平均值之差0.177大于平均值与最小值之差0.113，因此认为最大值1.3是可疑值。
5) 计算Gi值：Gi＝(xi-
[image: image65.wmf]x

)/s；其中i是可疑值的排列序号15；因此G15=( x15-
[image: image66.wmf]x

)/s=(1.3-1.123)/ 0.0850=2.08。
6) 查格拉布斯表获得临界值：ni=15,检验统计量G的0.05临界值（即统计量G的95%的分位数）为2.409，即G15<G，表明实验室数据无异常。
e) 重复性标准差sr和再现性标准差sR

每个水平需要计算3个方差。
重复性方差[image: image68.png]


、实验室间方差[image: image70.png]


、再现性方差[image: image72.png]


。
本例中：
ni=5，p=3，根据表C的结果：
T1=（1.182×5）+（1.15×5）+（1.036×5）=16.84

T2=(1.1822×5)+(1.152×5)+(1.0362×5)=18.964

T3=15

T4=75

T5=（0.00672×4）+（0.00325×4）+（0.00058×4）=0.0422

Sr2=0.0422/（15-3）=0.00352

SL2=[（18.9646×15-16.84×16.84）/（15×2）-0.00352][15×2/（225-75）]=〔（284.469-283.5856）/30-0.00352〕×0.2＝0.005185

SR2＝0.00352+0.005185=0.008705

Sr=0.0593

SR=0.0937

f）精密度评价
1)   重复性相对标准差的符合性
          [image: image74.png]


×100%=[image: image76.png]


=5.25%

表2 实验室内相对标准偏差
	被测组分含量，mg/kg
	相对标准偏差，%

	(0.001
	≤36

	＞0.001(0.01
	≤32

	＞0.01(0.1
	≤22

	＞0.1(1
	≤18

	＞1
	≤14


重复性相对标准差5.25%小于18%(对应被测组分含量为>0.1≤1, mg/kg),具有符合性。
2)  再现性相对标准差的符合性
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=8.34%
表3 实验室间相对标准偏差
	被测组分含量，mg/kg
	相对标准偏差，%

	(0.001
	≤54

	＞0.001(0.01
	≤46

	＞0.01(0.1
	≤34

	＞0.1(1
	≤25

	＞1
	≤19


再现性相对标准差8.34%小于25%(对应被测组分含量为>0.1≤1, mg/kg),具有符合性。
(其它含量水平的验证方法同上)。
3) 结论
被测组分含量为1mg/kg、2mg/kg和10mg/kg三个水平的重复性相对标准差和再现性相对标准差均具有符合性,该方法精密度通过评价要求。
附录E

重复性限的计算
1. 重复性限: 一个数值，在重复性条件下，两次测试结果的绝对差小于或等于此数的概率为95%。
2. 重复性限用r来表示。
3. 重复性限的计算：r=2.8Sr    其中Sr为重复性标准差。
4. 重复性限的表示方法：
表 E  重复性限r
	序号
	农药名称
	含量
mg/kg
	重复性限
r
	含量
mg/kg
	重复性限
r
	含量
mg/kg
	重复性限
r

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	


附录F

再现性限的计算
1. 再现性限: 一个数值，在再现性条件下，两次测试结果的绝对差小于或等于此数的概率为95%。
2. 再现性限用R来表示。
3. 再现性限的计算：R=2.8SR    其中SR为再现性标准差。
4. 再现性限的表示方法：
表 F  再现性限R
	序号
	农药名称
	含量
mg/kg
	再现性限
R
	含量
mg/kg
	再现性限
R
	含量
mg/kg
	再现性限
R

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	


－16－
－15－


