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    GB/T 18932的本部分修改采用加拿大标准ACC-060-VI. 2K高效液相色谱荧光检测法测定蜂蜜中

苯甲醛含量》，修改的主要内容是:流动相由甲醇+水改为乙睛+水。

    本部分的附录A和附录B为资料性附录。
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蜂蜜中苯甲醛残留量的测定方法

      液相色谱一荧光检测法

1 范围

    GB/T 18932的本部分规定了蜂蜜中苯甲醛残留量的高效液相色谱一荧光检侧方法。

    本部分适用于蜂蜜中苯甲醛残留量的测定。

    本部分苯甲醛的方法检出限为。.012 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

(GB/T 6379-1986,neq ISO 5725:1981)

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

3 原理

    试样中苯甲醛残留在过量按离子存在的条件下与1,3-环己二酮反应生成荧光衍生物。样液过滤

后用C,，色谱柱分离，高效液相色谱荧光检测器测定。

4 试荆和材料

    除另有说明外，所用试剂为分析纯，试验用水为符合GB/T 6682规定的一级水。

4. 1 甲醇:色谱纯。

4.2  20%甲醇溶液:用甲醇(4.1)和水按体积比((1十4)配制。

4.3 乙睛:色谱纯。

4.4 浓盐酸:优级纯。

4.5 乙酸钱:优级纯。

4.6  1,3一环己二酮:含量大于97%.

4. 7 C,。固相萃取柱:2000 mg, 12 mL,

4.8 苯甲醛标准物质:纯度大于99%,

4.9 苯甲醛标准储备液:称取适量苯甲醛标准物质((4.8)到100 mL容量瓶，用甲醇溶解，并稀释至刻

度。储备液浓度为1 000 jig/mL，放人4℃冰箱中保存。

4.10 苯甲醛标准工作溶液:吸取适量苯甲醛标准储备液(4.9)用20%甲醇水溶液(4.2)稀释为10 yg/mL

标准工作溶液。

4. 11 苯甲醛标准校准溶液:吸取适量的苯甲醛标准工作溶液(4.10)，用20%甲醇水溶液分别配制成

0.012 pg/mL,0.024 pg/mL,0. 12 pg/mL,0.25 pg/mL,0.50 8g/ml的标准校准溶液。

4. 12 冰水浴:将冰块捣碎放人500 mL烧杯中与水混合。

4.13 具塞比色管:10 mL,25 mL,
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4. 14 针管式过滤器滤头:0. 45 pm,

4.15 玻璃固相萃取装置。

4. 16 衍生剂

4. 16. 1 衍生剂的制备:称取25 g乙酸钱(4. 5)和2g1,3一环己二酮(4. 6)于150 mL三角瓶中，加人

50 mL水，在磁力搅拌器上搅拌使其完全溶解。然后边搅拌边缓慢加人8 mL浓盐酸((4.4)，再搅拌5

min，使浓盐酸溶解时产生的白烟散尽。转人100 mL容量瓶中并用水稀释到刻度。

4. 16.2 衍生剂的提纯:将初制备的衍生剂(4.16. 1)转人4支25 mL具塞比色管(4.13)中，盖好塞子

放人60℃热水浴中60 min。取出比色管并放人冰水浴((4.12)中30 min。把一个C,。固相萃取柱((4.7)

连接到玻璃固相萃取装置((4.15)上，用10 mL甲醇和20 mL水预处理萃取柱，再用5 mL初制备的衍生

剂洗涤萃取柱，弃去全部淋出液。用真空泵控制淋洗流速为每秒钟2滴，使初制备的衍生剂通过萃取

柱，用干净的200 mL平底烧瓶接收提纯的衍生剂。

    衍生剂需当天制备，从制备到使用一般不应超过24 h。如果衍生剂放置时间太长，会明显降低衍

生效率。

5 仪器

高效液相色谱仪配有荧光检测器。

真空泵。

pH计:测量精度士0.02.

液体混匀器。

磁力搅拌器。

微量进样器:25 pL ,100 pLo

天平:精确到0. 1 g,

5.1
52
53
54
5.5
56
5.7
6 试样的制备与保存

6.1 试样的制备

    实验室样品，将其搅拌均匀。不得加热。制备好的试样置于样品瓶中密封，并做上标记。

6.2 试样的保存

    将试样于常温下保存。

7 分析步骤

7. 1 样品的提取

    称取10 g蜂蜜样品(精确到。. 1 g)置于100 mL三角瓶中，加人10 mL甲醇，在液体混匀器上高速

混合并放置30 min以上。转人50 mL容量瓶中，用水洗涤三角瓶，并人容量瓶中，再用水稀释至刻度。

混合均匀后为样品提取溶液。

7.2 样品提取液的衍生

    准确吸取0. 5 mL样品提取溶液(7. 1)置于 10 mL具塞比色管中，加人 1 mL提纯的衍生剂

(4.16. 2)盖好塞子，混合均匀，放人60℃热水浴中反应 2. 5 h。取出比色管放人冰水浴中30 min，然后

放置到室温。衍生溶液用0. 45pm滤膜过滤到5 mL刻度离心管中，待测。

7.3 测定

7.3.1 液相色谱条件

    a) 色谱柱:Diamonsil C,a 5jum, 250 mmX4.6 mm(内径)或相当者;

    b) 流动相:乙睛+水(30-1-70) ;

    C) 流动相流速:1. 0 mI./min;
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    d) 检测器波长:激发波长380 nm，发射波长450 nm;

    e) 色谱柱温度:300C:

    f) 进样量:80 kL

7.3.2 色谱测定

    根据样品溶液中苯甲醛残留量，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苯甲

醛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，苯甲醛的参考保留时间约为16 min。苯甲醛标准物质的色谱图参见附录A中的图A. 1.

7.4 平行试验

    按上述步骤，对同一试样进行平行试验测定

7.5 空白试验

    不称取蜂蜜样品，以20%甲醇水溶液作为空白样品按上述步骤操作

7.6 标准溶液测定

    苯甲醛标准校准溶液(4.11)，按上述步骤操作。

8 结果计算

    结果按式(1)计算

      h·‘·V

A一下不m ‘1 000TO 00 ··················。。····⋯⋯(1)

式中:

X— 试样中苯甲醛的残留含量，单位为毫克每千克(mg/kg);

h— 样品溶液中苯甲醛的峰高，单位为毫米(mm) ;

从— 标准溶液中苯甲醛的峰高，单位为毫米(mm) ;

  ‘— 标准溶液中苯甲醛的浓度，单位为微克每毫升(vg/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质量，单位为克(9)。

注:计算结果需将空白值扣除

9 精密度

    本部分精密度数据是按照GB/T 6379的规定确定的，重复性和再现性的值以95%的可信度计算。

9.1 重复性

    在重复性条件下，蜂蜜中苯甲醛的含量在0. 060 mg/kg-0. 50 mg/kg时，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:

                                  lgr=1.055 11g”一0.967 6

                                                                          ···.·..·..·························⋯ ⋯(2)

    式中:

    m一 一两次测定值的平均值，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

9.2 再现性

    在再现性条件下，蜂蜜中苯甲醛的含量在。.060 mg/kg-0. 50 mg/kg时，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:

                                  1gR二。.958 0馆m一。，921 4   ...............................·一 (3)

    式中:

    m一一两次测定值的平均值，单位为毫克每千克(mg/kg).
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  附 录 A

(资料性附录)

标准物质色谱圈

苯甲醛标准物质液相色谱图，见图A. 1,

注:苯甲醛的保留时间为16.027 min.
圈 A. 1
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  附 录 B

(资料性附录)

  回 收 率

本方法中苯甲醛添加浓度和平均回收率的数据如下:

在添加量为。.060 mg/kg时，平均回收率为90.300;

在添加量为。12 mg/kg时，平均回收率为88.4%;

在添加量为。.60 mg/kg时，平均回收率为96.7%;

在添加量为1.20 mg/kg时，平均回收率为97.6%e


