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进出口蜂王浆中氯霉素

残留量的检测方法

液相色谱串联质谱法

&

!

范围

本标准规定了蜂王浆中氯霉素残留量的制样和液相色谱串联质谱测定方法!

本标准适用于蜂王浆中氯霉素残留量的检测!

!

!

方法提要

样品用甲醇沉淀蛋白质$再用乙酸乙酯提取$经硅胶和
#$%&%'("

固相萃取小柱净化$液相色谱串

联质谱测定和确证$同位素内标法定量!

$

!

试剂和材料

除另有规定外$所有试剂均为分析纯$水为二次蒸馏水!

$)&

!

乙酸乙酯"高效液相色谱级!

$)!

!

甲醇"高效液相色谱级!

$)$

!

甲苯"高效液相色谱级!

$)'

!

氯化钠!

$)(

!

无水硫酸钠"

*+,-

灼烧
./

$在干燥器内冷却至室温$贮于密封瓶中备用!

$)#

!

甲醇水溶液"甲醇
0

水%

123

$体积比&!

$))

!

甲苯
0

乙腈%

425

$体积比&!

$)%

!

甲苯
0

乙腈%

.2*

$体积比&!

$)*

!

氯霉素标准品%

6/789$:

;

/<=&687

$

>!?@#)+*0A+0A

$

>

55

'

51

>7

1

@

1

#

+

&"纯度大于等于
44B

!

$)&"

!

氯霉素
0C+

标准品"纯度大于等于
44B

!

$)&&

!

氯霉素标准储备溶液"称取适量标准品%

D)4

&$用甲醇溶解$溶液浓度为
5,,

"

E

'

:(

!

5-

#

.-

冷

藏保存!有效期
*

个月!

$)&!

!

氯霉素
0C+

标准储备溶液"称取适量标准品%

D)5,

&$用甲醇溶解$溶液浓度为
5,,

"

E

'

:(

$

5-

#

.-

冷藏保存!有效期
*

个月!

$)&$

!

标准工作溶液"根据需要用空白样品溶液将标准储备液稀释成
,),.=

E

'

:(

#

,)51=

E

'

:(

#

,)1.=

E

'

:(

#

,)D1=

E

'

:(

#

,)*.=

E

'

:(

的标准工作溶液$相当于样品中含有
,)5

"

E

'

F

E

#

,)D

"

E

'

F

E

#

,)*

"

E

'

F

E

#

,)3

"

E

'

F

E

#

5)*

"

E

'

F

E

氯霉素$同位素内标氯霉素
0C+

浓度均为
,)1+=

E

'

:(

!

$)&'

!

无水硫酸钠柱"

3,::G.,::

%内径&筒形漏斗$底部垫
+::

脱脂棉$再装
.,::

无水硫酸钠!

$)&(

!

硅胶固相萃取柱"

+,,:

E

或相当者$使用前用
5,:(

甲苯
0

乙腈%

425

$体积比&预洗!

$)&#

!

#$%&%'("

固相萃取柱"

+,,:

E

$或相当者$使用前用甲醇
A:(

和水
5,:(

预洗!

'

!

仪器和设备

')&

!

高效液相色谱
0

串联质谱仪"配有电喷雾离子源!

')!

!

旋转蒸发器!

')$

!

旋涡混合器!

5

!"

!
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')'

!

固相萃取装置!

')(

!

高速离心机"

A,,,9

'

:&=

!

')#

!

氮吹仪!

(

!

试样制备与保存

取
+,,

E

代表性蜂王浆样品$在室温下解冻$等样品全部融化后搅匀$将试样均分成两份$分别装入

样品瓶中$密封$并标明标记!一份作为试验样$另一份在
H53-

保存!

在制样的操作过程中$应防止样品污染或发生残留物含量的变化!

#

!

测定步骤

#)&

!

提取

称取
.

E

试样%精确到
,),5

E

&置于
+,:(

具塞离心管中$准确加入
,)+:(

氯霉素
0C+

%

+=

E

'

:(

&

内标溶液和
5+:(

水$混匀$静置
+:&=

$加甲醇至
D,),:(

$于旋涡混合器上以
1,,,9

'

:&=

$混匀

5:&=

$以
*,,,9

'

:&=

离心
+:&=

$移取
5+),:(

上层液置于另一个
+,:(

具塞离心管中$加入
1

E

氯化

钠和
1,:(

乙酸乙酯$于旋涡混合器上以
1,,,9

'

:&=

$混匀
5:&=

$以
.,,,9

'

:&=

离心
+:&=

$将上层

乙酸乙酯过无水硫酸钠柱%

D)5.

&收集于浓缩瓶中$再加入
1,:(

乙酸乙酯$重复上述操作$合并乙酸乙

酯提取液$再用
+:(

乙酸乙酯洗涤无水硫酸钠柱$在
.,-

以下水浴减压浓缩至近干!

#)!

!

净化

用
5,:(

乙腈
0

甲苯%

524

$体积比&溶液溶解残渣$将溶解液分次转移至硅胶净化柱%

D)5+

&中$弃去

流出液$用
*:(

乙腈
0

甲苯%

*2.

$体积比&洗脱$在
+,-

以下水浴下平缓氮气吹干$加入
+:(

水溶解残

渣$将溶液转移至
#$%&%'("

柱%

D)5*

&中$再用
5,:(

水和
+:(

甲醇水溶液%

D)*

&依次洗涤离心管$洗

涤液过固相萃取小柱$弃去流出液!在负压下减压抽干$最后用
+:(

甲醇洗脱$控制流速
5:(

'

:&=

#

1:(

'

:&=

$收集全部洗脱液于
5,:(

离心管中$洗脱液在
+,-

以下水浴下平缓氮气吹至约
1)+:(

$用

水定容至
+),:(

$混匀$将溶液通过
,).+

"

:

滤膜$供液相色谱
0

串联质谱仪测定!

#)$

!

测定

#)$)&

!

液相色谱串联质谱条件

$

&

!

色谱柱"

>

3

柱$

+

"

:

$

5+,::G.)*::

%内径&或相当者(

I

&

!

流动相见表
5

(

表
&

!

流动相梯度洗脱

时间'
:&=

水'
B

甲醇'
B

, D+ *+

. A+ 1+

+)4 A+ 1+

* D+ *+

3 D+ *+

!!

6

&

!

流速"

.,,

"

(

'

:&=

(

C

&

!

进样量"

1,

"

(

(

<

&

!

离子源"电喷雾离子源(

J

&

!

扫描方式"负离子扫描(

E

&

!

检测方式"多反应监测(

/

&

!

雾化气#气帘气#辅助气#碰撞气均为高纯氮气(使用前应调节各参数使质谱灵敏度达到检测

要求$参考条件参见附录
!

(

1

!"

!

#!"#$

"

!""%



&

&

!

监测离子对%

:

'

K

&"氯霉素
D15),

'

1+*)4

%定量离子&#

D15),

'

5+1),

#

D15),

'

54.),

#

D15),

'

5A+)3

(氯霉素
0C+D1*),

'

5+A)5

!

#)$)!

!

液相色谱串联质谱测定

根据试样中被测样液的含量情况$选取待测物的响应值在仪器线性响应范围内的浓度进行测定$如

超出仪器线性响应范围应进行稀释!在上述色谱条件下氯霉素#氯霉素
0C+

的参考保留时间约为

*)5:&=

$标准溶液的选择性离子流图参见附录
"

中图
")5

!

#)$)$

!

液相色谱串联质谱确证

按照液相色谱
0

串联质谱条件测定样品和标准工作溶液$样品中待测物质的保留时间与标准溶液中

待测物质的保留时间偏差在
L1)+B

之内!定量测定时采用同位素内标标准曲线法!定性时应当与浓

度相当标准工作溶液的相对丰度一致$相对丰度允许偏差不超过表
1

规定的范围$则可判断样品中存在

对应的被测物!

表
!

!

定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度'
B

"

+,

"

1,

#

+,

"

5,

#

1,

#

5,

允许的相对偏差'
B L1, L1+ LD, L+,

#)$)'

!

空白试验

除不加试样外$均按上述操作步骤进行!

)

!

结果计算和表述

用色谱数据处理机或按下式计算试样中氯霉素残留含量$计算结果需扣除空白值"

!

"

%

#

$

%

&'

&

))))))))))%

5

&

&

"

'

$

!

(#(

$

$

!

(

$

#(

'

'

*

$

!

1

(

$

%

$

!

(

&

1槡 + ))))))%

1

&

%

"

%

$

!

(

$

&

$

!

(

&'

'

))))))))))%

D

&

!!

式中"

!

,,,样品中氯霉素的残留量$单位为微克每千克%

"

E

'

F

E

&(

!

(

,,,标准溶液中氯霉素的含量$单位为微克每千克%

"

E

'

F

E

&(

%

,,,工作曲线的截距(

&

,,,工作曲线的斜率(

#

,,,样品溶液中氯霉素峰面积'氯霉素
0C+

峰面积(

#(

,,,标准溶液中氯霉素峰面积'氯霉素
0C+

峰面积(

'

,,,工作曲线包括不同浓度的数目!

%

!

测定低限%

$%

&

&和回收率

%)&

!

测定低限%

$%

&

&

测定低限为
,)D

"

E

'

F

E

!

%)!

!

回收率

回收率的实验数据%在不同添加浓度范围内&如下"

,,,添加浓度在
,)D

"

E

'

F

E

时$回收率范围为
3D)5B

#

5,*)AB

(

,,,添加浓度在
,)*

"

E

'

F

E

时$回收率范围为
31)DB

#

5,*)3B

(

,,,添加浓度在
,)3

"

E

'

F

E

时$回收率范围为
31)*B

#

5,A)1B

!

D
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!
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附
!

录
!

'

%资料性附录&

'()'"""$*+,!

!

,!

系统电喷雾离子源参考条件&

&

监测离子对及电压参数"

$

&

!

电喷雾电压%

M?

&"

H.+,,N

(

I

&

!

雾化气压力%

O?5

&"

1*1),5FP$

%

D3P%&

&(

6

&

!

气帘气压力%

>QR

&"

53*)5*+FP$

%

1AP%&

&(

C

&

!

辅助气流速%

O?1

&"

D5,)1A+FP$

%

.+P%&

&(

<

&

!

离子源温度%

STU

&"

+1+-

(

J

&

!

碰撞气%

>!V

&"

.5)DAFP$

%

*P%&

&(

E

&

!

离子对#去簇电压%

VP

&#碰撞气能量%

>T

&及碰撞室出口电压%

>WP

&见表
!)5

!

表
')&

!

离子对#去簇电压%

-(

&#碰撞气能量%

*.

&及碰撞室出口电压%

*/(

&

待
!

测
!

物
离子对

:

'

K

去簇电压%

VP

&'

N

碰撞气能量%

>T

&'

N

碰撞室出口电压

%

>WP

&'

N

氯霉素

D15),

'

1+*)4

$

H*+ H5* H5,

D15),

'

5+1), H*+ H1+ H5,

D15),

'

54.), H*+ H5A H5,

D15),

'

5A+)3 H*+ H1D H5,

氯霉素
0C+

D1*),

'

5+A)5

$

H*+ H1+ H5,

!!

$为定量离子对!

5

&

!

非商业性声明"附录
!

所列参数是在
!PM.,,,

质谱仪完成的$此处列出试验用仪器型号仅是为了提供参考$并

不涉及商业目的$鼓励标准使用者尝试不同厂家和型号的仪器!
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!
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附
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录
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%资料性附录&

氯霉素标准品选择性离子流图

图
0)&

!

氯霉素%

")!'1

2

!

3$

&和氯霉素
+4(

%

")!(1

2

!

3$

&标准品的选择性离子流图
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