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                  暇刁

    GB/T 18932-2002分为12个部分，本部分为第3部分。

    GB/T 18932的本部分等同采用德国DIN 0010761《柱后衍生一高效液相色谱法测定蜂蜜中链霉素

含量》。本部分在技术内容上与该方法一致，但是考虑到我国国家标准自身的特点及汉语表达习惯，对

《柱后衍生一高效液相色谱法测定蜂蜜中链霉素含量》的个别内容作了编辑性修改。

    本部分遵循 GB/T 1.1-2000《标准化工作导则 第 1部分．标准的结构和编写规则》和

GB/T 20001. 4-2001《标准编写规则 第4部分·化学分析方法》的编写规则。

    本部分的附录A和附录B为资料性附录。

    本部分由中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局提出。

    本部分由中华全国供销合作总社归口。

    本部分起草单位：中华人民共和国秦皇岛出人境检验检疫局。

    本部分主要起草人：庞国芳、张进杰、曹彦忠、范春林、李学民、林忠。

    本部分系省次发布的国家标准。
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蜂蜜中链霉素残留且的测定方法

          液相色谱法

范围

GB/T 18932的本部分规定了蜂蜜中链霉素残留量的高效液相色谱测定方法。

本部分适用于蜂蜜中链霉素残留量的测定。

本部分链霉素的方法检出限为0. 010 mg/kg,

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过GB/T 18932的本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本

部分。

    GB/T 6379-1986 测试方法的精密度 通过实验室间试验确定标准测试方法的重复性和再现性

(neq ISO 5725：1981)

    GB/T 6682-1992 分析实验室用水规格和试验方法（neq ISO 3696:1987)

3 原理

    试样中链霉素残留用磷酸溶液提取。提取液过滤后，用阳离子交换柱和C,，固相萃取柱净化。用

甲醇洗脱吸附在萃取柱上的链霉素残留。用旋转蒸发器减压蒸干洗脱液。用0.01 mol/I_庚烷磺酸钠

溶液溶解残渣。溶液供带柱后衍生装置的高效液相色谱荧光检测器测定。

4 试剂和材料

4 1 甲醇：色谱纯。

42 乙睛：色谱纯。

43 正己烷：分析纯。

44 乙酸：分析纯。

45 磷酸：优级纯。

46 磷酸氢二钾：优级纯。

47 磷酸二氢钾：优级纯。

48 氢氧化钠：优级纯。

49 庚烷磺酸钠：C H,5 NaO, S·H2 O，色谱纯。

4 10  1,2-蔡酿-4-磺酸钠：分析纯。

4 11 叔丁基甲醚：分析纯。

4 12 阳离子交换柱：苯磺酸型固相萃取柱，500 mg,3 mL。使用前用5 nil,甲醇(4.1)和10 mL水预

洗并保持柱体湿润。

4 13  C：固相萃取柱：500 mg,3 mL。使用前用5 mL甲醇和10 mL水预洗并保持柱体湿润。

4 14 玻璃棉：磷酸浸泡。
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4 15 磷酸溶液;pH=2, 1 000 mL水中加人1 ml,磷酸（4.5)，在pH测试仪上滴加磷酸调节溶

液pH=2,

4 16 磷酸盐缓冲溶液:0. 2 mol/I,., pH二8.称取33. 46 g磷酸氢二钾（4.6）和1. 05 g磷酸二氢钾

(4.7)于2 000 mL烧杯中，加人900 mL水并置于磁力搅拌器上搅拌，待其完全溶解后，用水定容至

1 000 mL。在pH测试仪上滴加数滴磷酸调节溶液pH二8,

4 17 氢氧化钠溶液：0. 2 mol/L。称取8g氮氧化钠(4.8)溶于1 000 mL水中。

4 18 庚烷磺酸钠溶液：0 5 mol/1.。称取11g庚烷磺酸钠（(4.9)溶于100 ml.水中。

4 19 庚烷磺酸钠溶液：0.01 mol/I_, pH = 3 3。称取2. 2 g庚烷磺酸钠于2 000 ml.烧杯中，加入

900 mL水使其完全溶解，再转人1 000 mL容量瓶中，用水定容至刻度。在pH测试仪上滴加乙酸

(4 4）调节溶液pH=3.30

4 20 叔丁基甲醚一正己烷混合溶液.4十1。分别量取80 mL叔丁基甲醚(4.11）和20 mL正己烷(4-3)

于100 mL容量瓶中，混匀。

4 21链霉素标准物质·含量大于95％,

4 22 链霉素标准储备溶掖：准确称取适量链霉素标准物质（4.2.1)，用水配成0. 10 mg/mL的标准储

备溶液，贮存于4℃冰箱中。

4 23 链霉素标准工作溶液：根据试验需要，用庚烷磺酸钠溶液（4.19)稀释标准储备液(4.22)配成适当

浓度的标准工作溶液。

4 24 试验用水为符合 G$/T 6682-1992规定的一级水。

5 仪器

51 高效液相色谱仪配有柱后衍生装置和荧光检测器。

52 旋转蒸发器。

53 真空泵·真空度应达到80 kPa,

5 4  pH计：测量精度士。. o2,

55 液体混匀器。

56 真空固相萃取装置。

57 储液器：50 mL,

58 鸡心瓶·150 mL,

59 平底烧瓶：200 ml,,

5 10微量进样器：100 pi�

6 试样的制备与保存

6 1 试样的制备

    对无结晶的实验室样品，将其搅拌均匀。对有结晶的样品，在密闭情况下，置于不超过60℃的水浴

中温热，振荡，待样品全部融化后搅匀，迅速冷却至室温。分出0. 5 kg作为试样。制备好的试样置于样

品瓶中，密封，并标明标记。

62 试样的保存

    将试样于常温下保存。

7 分析步骤

71 提取

    称取10 g试样，精确到0. 01 g,置于150 MI，三角瓶中。加人25 mL磷酸溶液（(4.15)，在液体混匀

器上高速混合 5 mm，使试样完全溶解。
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72 净化

721 阳离子交换柱净化

    在储液器底部塞人少许玻璃棉（(4.14)并用适量水冲洗后，装在预洗好的苯磺酸固相萃取柱（(4 12)

上。把样液（(7.1)移人储液器。在真空萃取装置上，使样液以1. 5 mL/min的流速通过苯磺酸固相萃取

柱。分别用5 mL磷酸溶液和10 mL水淋洗固相萃取柱，弃去全部淋出液。用30 mL磷酸盐缓冲溶液

(4.16)，以1. 5 mL/min的流速洗脱链霉素于200 mL平底烧瓶中。在洗脱液中加入3 mL庚烷磺酸钠

溶液（4.18)，摇匀。再用磷酸调节洗脱液pH=2,

722  C,。固相萃取柱净化

    将储液器装在预洗好的Ll8固相萃取柱（4.13)上‘将上述洗脱液（7.2.1)移人储液器中。在真空

萃取装置上，使洗脱液以1. 5 mL/min的流速通过C,。固相萃取柱。用5 mL磷酸溶液淋洗C18固相萃取

柱，在真空泵65 kPa负压下，减压抽干5 min。再用4 mL叔丁基甲醚一正己烷混合溶液（4.20)淋洗Ci8

固相萃取柱，同样减压抽干5 min，弃去全部淋出液。用10 mL甲醇以1. 5 mL/min的流速洗脱链霉素

到150 mL鸡心瓶中，用旋转蒸发器于45 C水浴上将其减压蒸发至干。加入1. 0 mL庚烷磺酸钠溶液

(4.19)溶解残渣，溶液供液相色谱测定。

73 测定

731液相色谱条件

    a）色谱柱：Hypersil 5tAm, C,：柱，150 mmX4. 6 mm（内径）或相当者；

    b) 流动相：称取1. 10 g庚烷磺酸钠和0. 052 gl , 2-茶M-4-磺酸钠（(4.10)溶于500 mL乙睛＋水混

        合液（27+73）中，摇匀。用乙酸（(4.4)调节溶液pH=3. 3。通过调整乙睛比例，使链霉素出峰

        时间在 9 min左右。当天配制；

    c） 流动相流速：1. 0 m1./mm;

    d） 检测器波长：激发波长263 nm，发射波长435 nm;

    e) 色谱柱温度：50'C；

    f） 衍生管 10 mXO. 25 mm（内径），不锈钢管；

    g） 衍生剂：氢氧化钠溶液（(4.17)；

    h） 衍生管温度：50 C;

    I) 衍生剂流速：0. 4 mL/min;

    l）进样量：80 ttL.

732 色谱测定

    根据样品溶液中链霉素残留量，选择峰高相近的标准工作溶液。标准工作溶液和样品溶液中链霉

素响应值均应在仪器检测线性范围内。对标准工作溶液和样品溶液等体积参插进样进行测定。在上述

色谱条件下，链霉素保留时间约为9 min,

    链霉素标准物质的色谱图见附录A中的图A. 10

    本方法的添加回收率数据参见附录B,

74 平行试验

    按上述步骤，对同一试样进行平行试验测定。

75 空白试验

    除不称取样品外，均按上述步骤进行。
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结果计算

结果按式（1)计算：

h·c·V

  h.·m
（1）

式中：

X一一试样中链霉素的残留含量，单位为毫克每千克（mg/kg) ;

h— 样品溶液中链霉素的峰高，单位为毫米（mm) ;

h,— 标准工作溶液中链霉素的峰高，单位为毫米（mm) ;

  一 标准工作溶液中链霉素的浓度，单位为微克每毫升（fg/mL),
V— 样品溶液最终定容体积，单位为毫升（mL) ;

m— 最终样品溶液所代表的试样量，单位为克（9）。
注 计算结果需将空白值扣除。

精密度

    GB/T 18932的本部分精密度数据是按照GB/T 6379-1986的规定，通过15个实验室对四个添加

水平的试样所做的试验中确定的。获得重复性和再现性的值是以95％的可信度来计算。

91 重复性

    在重复性条件下，获得的两次独立测试结果的绝对差值不超过重复性限（r)，本部分的重复性限按

方程式（2)计算：

    蜂蜜中链霉素的含量在0.010 mg/kg-0. 10 mg/kg范围：

                                  Igr＝0. 850 4 Igm一0.973 5 ··，·，·，··，····，”·············⋯⋯（2）

    式中

    m— 两次测定值的平均值，单位为毫克每千克（mg/kg) .

    如果差值超过重复性限，应舍弃试验结果并重新完成两次单个试验的测定。

92 再现性

    在再现性条件下，获得的两次独立测试结果的绝对差值不超过再现性限（R)，本部分再现性限按方

程式（3）计算，

    蜂蜜中链霉素的含量在0. 010 mg/kg-0. 10 mg/kg范围：

                                  IgR二0. 841 6 Igm一0.879 5·································⋯⋯（3）

    式中．

    m— 两次测定值的平均值，单位为毫克每千克〔mg/kg).
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  附 录 A

  （资料性附录）

标准物质色讲图

图A 1链扭众标准物质液相色谱图
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  附 录 B

（资料性附录）

回 收 率

本方法中链霉素添加浓度和回收率的试验数据：

在添加量为0. 010 mg/kg时，平均回收率为86 5 % i

在添加量为0 020 mg/kg时，平均回收率为82.4%,

在添加量为0. 050 mg/kg时，平均回收率为82.7%,

在添加量为0. 10 mg/kg时，平均回收率为 82 1%0
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