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　　摘要：通过研究豇豆焯水、加水炒制、焯水后再炒制对甲基硫菌灵及其代谢物多菌灵的影响，为更准确的膳食评估
提供依据。采用ＱｕＥＣｈＥＲＳ／ＧＣ－ＭＳ的方法，检测甲基硫菌灵及一种代谢物多菌灵加工后农药残留量。结果显示，甲
基硫菌灵、多菌灵焯水加工因子分别为０．０４５、０．０６４；加水炒制的加工因子分别为０．２４４、０．４０６；焯水后再炒制的加工
因子分别为０．０４８、０．０５１。３种方式对甲基硫菌灵都有较好的去除效果，加水炒制的去除效果相对较差。不同加工方
式对加工因子的影响主要与农药的性质有关。综上所述，３种加工方式均可减少豇豆中农药残留量，考虑加工因子，
能够更真实地反映农药残留量。
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　　近年来，与农药残留相关的食品安全事件时有发生，引起
社会广泛关注。例如，２０１０年的海南“问题豇豆”事件是由水
胺硫磷引起的，２０１３年在广州、武汉等地检测发现来自海南
的豇豆农药残留超标。农药残留不仅影响食品安全，而且与

社会稳定密切相关。

为了最大限度地降低农药残留对人类健康的不良影响，

世界各国积极开展农药残留风险评估，制定食品中最大农药

残留限量（ＭＲＬ）。暴露评估的残留数据主要来源于初级农
产品（ＲＡＣ）的监测结果，而事实上从初级农产品到入口食品
往往要经过各种加工处理，这些加工处理会影响食品中的农

药残留，如果不考虑加工因素对农药残留的影响而直接进行

膳食暴露评估，会高估或低估农药残留的暴露风险，从而影响

风险评估结果的准确性，进一步影响到 ＭＲＬ的制定。因此，
将加工因子（ＰＦ）引入暴露评估模型，是国际上优化评估方
法、提高评估结果准确性的通行做法［１］。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试材料：豇豆（泰国小白仁）；供试农药：甲基硫菌灵；

供试试剂：乙腈、甲醇、乙酸铵均为色谱纯；ＰＳＡ、无水硫酸镁、
氯化钠均为分析纯；甲基硫菌灵、多菌灵标准品（纯度≥
９５％），农业部环境质量监督检验测试中心（天津）。
１．２　仪器与设备

ＡＬ２０４电子天平、ＤＬ２００２／０１电子顶载天平购自梅特
勒－托利多仪器（上海）有限公司；３ＷＢＤ－１６型背负式电动

喷雾器购自广东省阳江市潜力实业有限公司；采样袋。ＡＢ
ＳＣＩＥＸＡＰＩ４０００＋三重四极杆质谱仪配电子喷雾离子源
（ＥＳＩ）；ＡｎｋｅＴＤＬ－４０Ｂ离心机购自上海安亭科学仪器厂；
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水仪购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．３　试验方法
１．３．１　田间试验　试验时间为２０１５年６月，地点位于海南
省澄迈县海南省农业科学院豇豆种植基地，试验前停用农药

１周。共３个平行小区（Ａ１、Ａ２、Ａ３）。每个小区４５ｍ２，株距
３５ｃｍ，行距７０ｃｍ，每个小区共有植株３２０株；畦面宽１．５ｍ，
畦连沟宽 ０．４ｍ，总计１７１ｍ２。在盛花期进行喷药，仅喷药１
次。施药时使用自动压力式喷雾器将药液喷施到整株豇豆植

株上至药液将滴未滴时为止，尽可能均匀地分布在处理小区

豇豆植株上。

１．４　采样
喷药前采收空白样品，每个小区分别采样带回实验室进

行加工制样，喷药后１、２ｄ，每个小区各采１．５ｋｇ样品，即 Ａ１
小区采样１．５ｋｇ，Ａ２小区采样１．５ｋｇ，Ａ３小区采样１．５ｋｇ。
将样品带回实验室混匀然后均分为３等份，每份１．５ｋｇ。均
进行加工制样试验。喷药３ｄ后每个小区采样１０ｋｇ，编号带
回实验室混匀分为３等份，每份１０ｋｇ，再将１０ｋｇ样品均分为
６等份，第一份如上述加工处理，第二份３～５℃下冷藏１ｄ后
如上述加工处理，以此类推直到第５天。
１．５　样品制备

根据不同采收时间，将样品按照采收后天数编号 Ｓ１、Ｓ２、
Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８。
１．５．１　焯水　取２５０ｇ豇豆样品，先在锅中放１Ｌ自来水，待
水沸腾加入豇豆样品，焯水１．５ｍｉｎ后取出样品，并取焯水后
余水，放凉，制样，待用。每组３个平行。
１．５．２　加水炒制　取２５０ｇ豇豆样品，用于加水炒制试验。
先在锅中加入２０ｍＬ油，待油温大约２００℃时，加入３ｇ盐，
倒入豇豆，并开始计时，炒制 ３ｍｉｎ后加 ５０ｍＬ水，焖制
２ｍｉｎ，起锅，放凉，待用；每组３个平行。
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１．５．３　焯水后再炒制　取２５０ｇ豇豆样品，先在锅中放１Ｌ
自来水，待水沸腾加入豇豆样品，焯水１．５ｍｉｎ后取出样品，
滤掉水分，然后在锅中加入２０ｍＬ油，待油温大约２００℃，加
入３ｇ盐，倒入豇豆，并开始计时，炒制３ｍｉｎ后，起锅，放凉，
待用；每组设３个平行。
１．６　农药残留分析方法
１．６．１　样品前处理　称取豇豆样品１０．０ｇ于８０ｍＬ离心管
中，加入２０ｍＬ乙腈，于２５ｋＨｚ下超声萃取３０ｍｉｎ。然后向
离心管中入１０．０ｇ氯化钠，涡旋振荡１ｍｉｎ，于离心机中以
８０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ，取５ｍＬ上清液于１０ｍＬ离心
管中，先后加入０．０５０ｇＰＳＡ和０．５０ｇ无水硫酸镁，涡旋振荡
１ｍｉｎ，于离心机中以４０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１０ｍｉｎ，取上清
液，过０．２２μｍ滤膜后待测［２］。

１．６．２　检测条件　ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８色谱柱（５０ｍｍ×
２．１ｍｍ，１．７μｍ）；柱温４０℃；进样量５μＬ；流动相：乙腈（Ａ）
和纯水（Ｂ）流速０．２５ｍＬ／ｍｉｎ；梯度洗脱条件：９０％ Ａ→９０％
Ａ（０．５ｍｉｎ）→５％ Ａ（２ｍｉｎ）→５％ Ａ（３ｍｉｎ）→９０％ Ａ
（５ｍｉｎ）→９０％ Ａ（６．５ｍｉｎ）运行时间６．５ｍｉｎ。离子源：ＥＳＩ
（＋）；采用正离子扫描模式；离子源温度为６００℃；气帘气压
力为１３７．９ｋＰａ；离子源雾化气压力为３４４．７５ｋＰａ；检测方式
为多反应监测扫描模式（ＭＲＭ）。各农药的采集数据见表１。

表１　２种农药质谱采集参数

农药名称
Ｔｒ
（ｍｉｎ）

离子对

（ｍ／ｚ）
锥孔电压

（Ｖ）
碰撞能量

（ｅＶ）

甲基硫菌灵 ４．００ ３４３．３／１５１．０ １８．８７
３４３．３／２４０．０ ９５．６１ ２３．４４

多菌灵 ３．１０ １９２．３／１６０．０ ２１．８６
１９２．３／１３２．２ １０３．０ ４１．８４

１．７　去除率及加工因子计算
本试验中农药残留去除率［３］及加工因子［４］的计算公式

分别见公式（１）和公式（２）。

ω＝
ｍ０×ｃ０－ｍｔ×Ｃｔ
ｍ０×Ｃ０

×１００％； （１）

Ｆ＝
Ｃｔ
Ｃ０
。 （２）

式中：ω为农药残留去除率（％）；Ｆ为加工因子；ｍ０为加工前
豇豆样品质量（ｇ）；ｍｔ为加工后豇豆样品质量（ｇ）；Ｃ０为加工
前样品中农药残留浓度（ｍｇ／ｋｇ）；Ｃｔ为加工后样品中农药残

留浓度（ｍｇ／ｋｇ）。
１．８　水中转移系数计算

Ｔｒａｓ＝Ｃｔ／Ｃ０。 （３）
式中：Ｃ０为加工前样品中农药残留浓度（ｍｇ／ｋｇ）；Ｃｔ为加工
后样品中农药残留浓度（ｍｇ／ｋｇ）。

２　结果与分析

２．１　线性范围和检出限
２种农药的标准曲线方程及决定系数见表２。

表２　２种农药的标准曲线方程及决定系数

农药名称
标准曲线方程

（线性范围０．０２５～０．５μｇ／ｍＬ） 决定系数ｒ２

甲基硫菌灵 ｙ＝４．０×１０６ｘ－８２９４０ ０．９９８８
多菌灵 ｙ＝１×１０７ｘ－３４０４０ ０．９９６８

２．２　添加回收率及精确度
在空白豇豆中分别添加０．０５、０．１、０．２ｍｇ／ｋｇ３种浓度水

平的混合标准液，按“１．６．１”节所述方法进行前处理及按
“１６２”节所述条件进行分析，得到回收率及相应变异系数
结果见表 ３。均符合 ＮＹ／Ｔ７８８—２００４《农药残留实验准
则》［５］要求。

表３　空白豇豆添加回收率及变异系数（ｎ＝５）

添加浓度

（ｍｇ／ｋｇ）
甲基硫菌灵 多菌灵

平均回收率（％） ＣＶ（％） 平均回收率（％） ＣＶ（％）
０．０５ ８６．９６ １．８ ９７．９２ １２．７
０．１０ ８６ ２．３ １０９．８８ ５．９
０．２０ ８５．０４ ４．２ ９７．９２ ４．２

２．３　不同烹饪方式对豇豆中农药残留的影响
２．３．１　焯水对豇豆中农药的影响　由试验结果（表４）可知，
在农业生产环境中甲基硫菌灵转化为多菌灵，这与张志勇等

的研究结果［５］一致。焯水加工方法的平均加工因子［７］见表

５，焯水对甲基硫菌灵和多菌灵去除效果都较为明显，其焯水
加工因子分别为０．０４５、０．０６４。其中，甲基硫菌灵的ＫＯＷ值相
对较小，焯水时更容易从豇豆表面溶解到水中而被去除；同时

本试验检测了焯水之后余水中的农药残留，２种农药均有在
水中检出，表明加工过程中伴随着农药的蒸发与转移，这

Ｈｌｌｏｌａｎｄ等的研究［８－９］一致，在加热过程中有一部分农药挥发

或是水解了并有相关试验证明在番茄煮制过程中，收集其蒸

发的水分，其中可检测到３３％的百菌清［７－８］。

表４　焯水后甲基硫菌灵及多菌灵的含量

样品
甲基硫菌灵（ｍｇ／ｋｇ） 多菌灵（ｍｇ／ｋｇ）

未加工（ＣＫ） 焯水 水样 未加工（ＣＫ） 焯水 水样

Ｓ１ ２．１０２±０．０１５ ０．１２５±０．００７ ０．１９１±０．００６ ４．９９５±０．０９０ ０．２４６±０．２５９ ０．２３５±０．２２４
Ｓ２ １．３７０±０．２０１ ０．０９８±０．００５ ０．１４８±０．００３ ３．６５３±０．０６３ ０．１６８±０．００７ ０．０８０±０．００２
Ｓ３ １．０９５±０．０１３ ０．０９１±０．００１ ０．１３０±０．００３ ３．４５８±０．２１９ ０．１３１±０．００９ ０．０７０±０．００２
Ｓ４ ０．９４５±０．０３４ ０．０８８±０．００２ ０．０７０±０．００２ ３．１８５±０．０８８ ０．１０３±０．００８ ０．０６９±０．００３
Ｓ５ ０．８９８±０．０１２ ０．０８４±０．００３ ０．０４０±０．００３ ２．８５２±０．１４９ ０．１００±０．００２ ０．０６５±０．００３
Ｓ６ ０．８７６±０．０８８ ０．０７０±０．００４ ０．０４０±０．００１ ２．６５８±０．０６４ ０．０９１±０．００１ ０．０６４±０．００３
Ｓ７ ０．８２４±０．０１５ ０．０６７±０．００３ ０．０２２±０．００２ ２．６５８±０．０６４ ０．０９４±０．０８０ ０．０６０±０．００２
Ｓ８ ０．７５９±０．０３１ ０．０５６±０．００３ ０．０１７±０．００１ ２．４１７±０．０６３ ０．０９４±０．００８ ０．０５０±０．００４
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表５　甲基硫菌灵及多菌灵的焯水平均加工因子及转移系数

农药名称 焯水的平均加工因子 平均转移系数

甲基硫菌灵 ０．０４５ ０．１３４
多菌灵 ０．０６４ ０．０６７

２．３．２　加水炒制对豇豆中农药的影响　炒制对不同农药的
影响主要与农药的水解作用、高温分解特性、熔沸点及饱和蒸

汽压等特性有关［１０－１１］。由表６、表７可知，同种炒制方法对
豇豆中２种农药残留的去除率是存在差异的；２种农药的蒸
汽压大小关系为：多菌灵＜甲基硫菌灵，与烹饪去除率不成正
比，这与Ｓｈａｈｒａｍ等的研究结论［１１］相悖，这是因为在不同的

湿度下农药的蒸汽压会发生改变［１２］。

表６　加水炒制后甲基硫菌灵及多菌灵的含量

样品
甲基硫菌灵（ｍｇ／ｋｇ） 多菌灵（ｍｇ／ｋｇ）

未加工（ＣＫ） 加水炒制 未加工（ＣＫ） 加水炒制

Ｓ１ ２．１０２±０．０１５ ０．４４３±０．００８ ４．９９５±０．０９０ ０．２２７±０．００４
Ｓ２ １．３７０±０．２０１ ０．３４８±０．０２１ ３．６５３±０．０６３ ０．２０８±０．００３
Ｓ３ １．０９５±０．０１３ ０．２０２±０．００４ ３．４５８±０．２１９ ０．１６９±０．００７
Ｓ４ ０．９４５±０．０３４ ０．１９９±０．０１０ ３．１８５±０．０８８ ０．１６４±０．０１０
Ｓ５ ０．８９８±０．０１２ ０．１９８±０．００３ ２．８５２±０．１４９ ０．１４８±０．００５
Ｓ６ ０．８７６±０．０８８ ０．１４５±０．００５ ２．６５８±０．０６４ ０．１３９±０．００４
Ｓ７ ０．８２４±０．０１５ ０．１３２±０．００１ ２．６５８±０．０６４ ０．１３７±０．００１
Ｓ８ ０．７５９±０．０３１ ０．１２８±０．００１ ２．４１７±０．０６３ ０．１２９±０．００１

表７　甲基硫菌灵及多菌灵加水炒制的平均加工因子

农药名称 加水炒制的平均加工因子

甲基硫菌灵 ０．２４４
多菌灵 ０．４０６

２．３．３　焯水后再炒制对豇豆中农药的影响　由表８、表９可
知，焯水后再炒制对豇豆中２种农药的去除效果都很明显。
甲基硫菌灵、多菌灵的加工因子分别为０．０４８、０．０５１。其中，
甲基硫菌灵的去除率较大，可能是因为甲基硫菌灵对高温比

较敏感和水蒸气带动农药挥发。

表８　焯水后炒制后甲基硫菌灵及多菌灵的含量

样品
甲基硫菌灵（ｍｇ／ｋｇ） 多菌灵（ｍｇ／ｋｇ）

未加工（ＣＫ） 焯水后炒制 未加工（ＣＫ） 焯水后炒制

Ｓ１２．１０２±０．０１５０．０９５±０．００２ ４．９９５±０．０９００．１７００±０．００１
Ｓ２１．３７０±０．２０１０．０７２±０．００３ ３．６５３±０．０６３０．１３６０±０．００１
Ｓ３１．０９５±０．０１３０．０６５±０．００３ ３．４５８±０．２１９０．１１１０±０．００３
Ｓ４０．９４５±０．０３４０．０４４±０．００２ ３．１８５±０．０８８０．０８９０±０．００８
Ｓ５０．８９８±０．０１２０．０４１±０．００４ ２．８５２±０．１４９０．０９００±０．００２
Ｓ６０．８７６±０．０８８０．０３９±０．００２ ２．６５８±０．０６４０．０８１９±０．００３
Ｓ７０．８２４±０．０１５０．０３６±０．００２ ２．６５８±０．０６４０．０７５４±０．００３
Ｓ８０．７５９±０．０３１０．０３２±０．００１ ２．４１７±０．０６３０．０１０２±０．００２

表９　甲基硫菌灵及多菌灵的焯水炒制平均加工因子

农药 加水炒制的平均加工因子

甲基硫菌灵 ０．０４８
多菌灵 ０．０５１

３　讨论

本试验研究表明，焯水对不同农药的影响与其 ＫＯＷ值及

在豇豆表面的附着性密切相关，这与 Ｚｈａｎｇ等的研究结
论［１３－１５］相似。同时试验还测定豇豆经焯水后余水中农药残

留量，结果表明，甲基硫菌灵等２种农药在焯水过程中均有向
水中转移的趋势，这与 Ｈｏｌｌａｎｄ等的研究［８］一致。这可为日

后膳食烹饪提供参考。在有选择的情况下，可尽量避免食用

煮过果蔬的汤汁。对于农药向汤汁中转移有待进一步研究。

不同的烹饪方法对豇豆中农药残留加工因子的影响不

同，烹饪对不同农药的影响主要与农药的水解作用、高温分解

特性及蒸汽压等特性有关［１０－１１，１６－１８］。比较加水炒制和焯水

后再炒制发现，不同的炒制方式对农药残留有不同的影响，对

于多菌灵而言，这２种方法去除效果没有明显差异；对甲基硫
菌灵而言，焯水后炒制的去除率要明显高于普通加水炒制，可

能与焯水对它们影响较大有关；综上所述，加工过程可明显减

少豇豆中农药残留，探究加工过程中农药的变化对食品安全

有重要意义。
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　　鲤鱼属鱼纲鲤科，是淡水鱼类中品种最多、分布最广、养
殖历史最悠久、产量最高的品种之一。从消费品种上看，我国

水产品中鱼类消费占５０％以上；在消费的鱼类产品中，消费
总量超过２００万ｔ的鱼类有草鱼、鳙鱼、鲢鱼、鲫鱼、鲤鱼，这５
类鱼占淡水鱼消费总量的７０％以上。鲤鱼味道鲜美，深受广
大消费者的喜爱，其鱼肉中蛋白质含量高，质量极佳，易被人

体消化吸收。蛋白质在人体内由蛋白酶水解成小肽进行吸

收。研究发现，多肽比氨基酸更易被人体吸收利用，且多肽具

有多种生物学作用。某些多肽能够清除生物体内过量的游离

基、自由基等，抑制脂质过氧化的发生，保护细胞及其细胞器

的正常生理结构和功能［１］。有些多肽还具有抗疲劳、耐缺

氧、抗肿瘤的生物学作用［２－６］。此外，有些多肽具有免疫调

节［７］、抗菌［８］、舒张血管的作用［９］。然而，我国对鱼类的加工

技术还不是特别成熟，水产养殖与相关食品加工行业的生产

效益并不高，且加工形式比较单调。本研究根据鲤鱼多肽的

性质，利用酶解法提取鲤鱼多肽，并在单因素试验的基础上，

根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理，采用响应面分析
法对酶解法制备鲤鱼多肽的工艺进行优化研究，以期得到合

理的提取工艺，提高鲤鱼多肽的提取率，为探究鲤鱼的附加价

值和工业化生产奠定理论基础和科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

鲜活鲤鱼，购自当地市场。胃蛋白酶、Ｔｒｉｓ－碱，均购自
上海百赛生物技术有限公司；双缩脲Ａ、Ｂ，购自上海振品化工
有限公司。其他试剂均为分析纯。

主要仪器：Ｂ１３１２５１１型超纯水仪，ＨＷＳ２８型电子恒温水
浴锅（上海一恒科技仪器有限公司），１０１－１ＳＡ型定时恒温
鼓风干燥箱（金坛市盛蓝仪器制造有限公司），ＦＥ２０型实验
室ｐＨ计，ＭＥ２０４Ｅ型电子天平（梅特勒 －托利多仪器有限公
司），ＥｎＳｐｉｒｅＴＭ型酶标仪（铂金埃尔默仪器［上海］有限公司），
ＷＮＤ型二两装高速中药粉碎机（浙江省兰溪市伟能达电器
有限公司）。

１．２　多肽的提取与测定
取新鲜鲤鱼，去除鳞片和内脏等器官，洗净。选取鱼腹

肉，称质量后蒸熟，按１∶３的质量比添加调好ｐＨ值的 Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液，用绞碎机绞碎；取０．５ｍＬ鱼浆，按１∶２的体积
比添加一定浓度的蛋白酶液，在恒温水浴锅中进行水浴，之后

用１００℃ 沸水灭酶活处理 １０ｍｉｎ，以 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ；取上清，按１∶１的体积比添加１０％三氯乙酸（ＴＣＡ），
充分混匀后静置１０ｍｉｎ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清，
与５％ ＴＣＡ按 １∶９的体积比充分混合，静置 １０ｍｉｎ；取
１２０ｍＬ上述溶液，按 ３∶２的体积比与双缩脲试剂混合（以
５％ ＴＣＡ作为空白对照），静置 １０ｍｉｎ，以 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；取上清，置于９６孔板中，于５４０ｎｍ测定吸光度［１１］。

１．３　标准曲线的绘制
配置４ｍｇ／ｍＬ的四肽甘氨酸 －甘氨酸 －酪氨酸 －精氨

酸（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ａｒｇ）溶液，用５％ ＴＣＡ进行稀释，分别稀
释至３．５００、３．０００、２．５００、２．０００、１．５００、１．０００、０．５００、０．２５０、
０．１２５ｍｇ／ｍＬ。取不同稀释程度的四肽溶液（包括４ｍｇ／ｍＬ）
１２０ｍＬ，按３∶２的体积比添加双缩脲试剂，静置１０ｍｉｎ使之
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