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肉与肉制品 氯 霉素含量的测定

1 范 围

本标准规定了畜禽肉中氯霉素的测定方法。

本标准适用于畜禽肉中氯霉素的测定。

本标准检出限:气相色谱-质谱法 ,检出限为 0.2ug/kg;酶 联免疫法为 0.05ug/kg。

2 规 范性引用文件

下列文件中的条款通过 GB/T9695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/T6682 分 析 实 验 室 用 水 规 格 和 试 验 方 法 (GB/T6682— ⒛ 08,ISO3696:1987,MOD)

GB/T9695.19 肉 与肉制品 取 样方法

3 气 相色谱-质谱法(确证法)

3.1 原 理

样品中氯霉素用乙酸乙酯提取 ,脂肪用正己烷去除 ,经 C1:净 化 ,BSTFA+TMCS(99+D衍 生后 ,

用 NCI源 选择 印/z为 466的 特征离子为 目标离子,在 SIM模 式下进行 GC MS测 定。

3,2 试 剂和材料

若无特别说明,所用试剂均为分析纯 ,所用水应符合 GB/T6682的 要求。

3.2.1 氯 霉素 :标准品,纯度≥99%。

3.2.2 甲 醇 :色 谱 纯 。

3.2.3 三
氯 甲 烷 。

3.2.4 正 己烷 :色谱纯。

3.2.5 乙 酸乙酯。

3.2.6 无 水硫酸钠。

3.2.7 氯
化 钠 。

3.2.8 N、 O双 三甲基硅烷三氟乙酰胺(BSTFΛ )。

3.2.9 三 甲 基 氯 硅 烷 (TMCS)。

3.2.10 丙 酮 :色 谱 纯 。

3.2.ll 甲 苯 。

3.2.12 甲 醇 溶 液 :甲 醇 +水
=2+8。

3.2.13 氯 化 钠 溶 液 (10酽 L):称 取 4.00g氯 化 钠 (3.2.7.7),用 水 溶 解 ,定 容 至 100mL。

3.2.10 甲 醇
一

氯 化 钠 溶 液 :量 取 甲 醇 溶 液 (3.2.12)20mL、 氯 化 钠 溶 液 (3.2.13)80mL,混 匀 。

3.2.15 混 合衍生剂 :N、 O双 三甲基硅烷二氟乙酰胺+三 甲基氯硅烷=99+1。

3.2.16 氯 霉素标准储备溶液(c=0.1mg/mL):称 取氯霉素标准品 0.01g(精 确至 0.0001g),用 丙酮

溶解并定容至 100mL。 储备液贮存在 4℃ 冰箱中,可使用两个月。

3.2.17 氯 霉素标准工作溶液 :根据试验需要 ,用丙酮(2.2.10)稀 释标准储备溶液(2.2.17),配 成适当

浓度的标准工作溶液。
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3.3 仪 器设备

实验室常规设备及下列仪器。

3.3.1 气 相色谱-质谱联用仪(G⒍ MS)。

3.3.2 分 析 天 平 :可 准 确 称 重 至 0.0001g。

3.3.3 分 析 天 平 :可 准 确 称 重 至 0.01g。

3.3.4 离 心 机 :5500r/min。

3.3.5 涡
旋 仪 。

3.3.6 同 相萃取装置。

3.3.7 旋 转蒸发仪。

3.3.8 均
质 器 。

3.3,9 振
荡 器 。

3.3,10 机 械设备 :用于试样的均质。包括 :绞肉机、斩拌机等肉类组织粉碎机。

3,3.1l 氮 吹 仪 。

3.3.I2 具 塞 离 心 管 :50mL、 10mL。

3.3.13 C】 :固 相 萃 取 柱 或 相 当 者 :⒛ 0mg,3mL。

3.4 分 析步骤

3.4.1 试 样液制备

3.4.1.1 试 样的制备

按 GB/T9695.19规 定的方法取样。至少取有代表性的试样 200g,使 用适当的机械设备(3.3.10)

将试样均质。均质后的试样尽快分析 ,否则 ,应密封低温贮存 ,防止试样变质或成分发生变化。贮存的

试样在启用时,应重新混匀。

3.4.1.2 提 取

称取 10g样 品(精 确至 0.01g)置 于 50mL具 塞离心管中,加人少量无水硫酸钠和 30mL乙 酸乙

酯均质 1min,以 5000〃 min离 心 5min后 ,用吸管吸出上层乙酸乙酯于浓缩瓶中,残渣再加入乙酸乙

酯 15mL重 复提取样品,合并提取液。提取液在 50℃ 水浴中旋转蒸发 ,除 去乙酸乙酯 ,加入 l mL甲

醇-氯化钠溶液(3.2.1犭 )和 4mL正 己烷,充分振摇后 ,转移至 10mL具 塞离心管中,用 1mL甲 醇-氯化

钠溶液(3.2.14)清 洗浓缩瓶 ,合并清洗液于 10mL具 塞离心管中。涡旋 0.5min,经 3000r/min离 心

3min后 ,用吸管吸去正己烷 ,加人 4mL正 己烷重复上述操作。然后在离心管中加人 犭mI冫 乙酸乙酯 ,

涡旋 1m lrl,经 3000r/min离 心 3min后 ,用吸管吸出乙酸乙酯 ,加入 亻mL乙 酸乙酯重复上述操作 ,合

并乙酸乙酯于浓缩瓶中,在 50℃ 水浴中旋转浓缩至近干,用 5mL水 溶解残渣。

3.4.1.3 净
化

依次用 5mL甲 醇、5mL三 氯甲烷、5mL甲 醇、5mL水 活化 C1:固 相萃取柱(3.3.14),然 后加人上

述步骤得到的提取液 ,加 5mL甲 醇+水 (3.2.12)淋 洗色谱柱 ,用 25mL甲 醇洗脱于浓缩瓶中,洗脱液

在 50℃ 下浓缩至近干。用 100uL甲 醇溶解残渣 ,并转移至 10mL具 塞离心管中,再用甲醇冲洗浓缩

瓶 ,合并洗液 ,于 50℃ 下用氮气吹干。

3.4.1.4 衍
生 化

于吹干的试样残渣中加人 100uL甲 苯和 100uL混 合衍生剂(3,2.15),盖 紧塞后 ,涡旋混匀 1min,

60℃ 下反应 30min,然 后在 50℃ 下用氮气吹干,加入 1mI'正 己烷溶解残渣。

3.4.2 标 准工作液制备

配制好的标准工作液按 3.4.1.4步 骤进行操作。

3.4.3 空 白液制备

除不称取试样外 ,均按 3.4.1步 骤进行操作。

2
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3.4,4 测 定

3.4.4.l 气 相色谱-质 谱法测定条件

色 谱 柱 :D⒊ 5MS(30m× 0.25mm× 0.25um)石 英 毛 细 管 柱 或 相 当 者 ;

载气 :氦气 ,纯度≥99.999%;

流 速 :1,65mL/min;

进样 口温度 :250℃ ;

进 样 量 :1uL;

进样方式 :无分流(保持 1min)进 样 ;

柱 温 程 序 :初 始 55℃ ,保 持 1min,以 25℃ /min速 度 升 至 280℃ ,保 持 6min;

NCI源 :70eV;

离子源温度 :150℃ ;

接 口 温 度 :280℃ ;

溶 剂 延 迟 :7min;

反应气 :甲烷 ,纯度≥99.99%;

选择离子检测 :

保留时问/min  目 标物  检 测离子 狃/z

12.58   CΛ P—TMS   466,饣 68,376,378

3.4.4.2 定 性测定

进行样品测定时,如果检出的色谱峰保留时间与标准样品相一致 ,并且在扣除背景后的样品质谱图

中,所选择的离子均出现,而且所选择的离子比与标准样品衍生物的离子比相一致 (各 相关离子比在相

关标准品的 1O%之 内),则 可判断样品中存在氯霉素。

3.4.4.3 定 量测定

吸取 1uI冫 衍生的试样液、标准液或空白液注入气相色谱-质谱联用仪中,以 仍/z466为 定量离子,

标准工作液中氯霉素的浓度为横坐标 ,峰面积为纵坐标 ,绘制标准曲线。根据试样液的峰面积 ,从标准

曲线上查出溶液中对应的氯霉素浓度值。用标准工作曲线对试样进行定量 ,样 品溶液中氯霉素衍生物

的响应值均应在仪器测定的线性范围内。

在上述色谱条件下 ,氯霉素衍生物的参考保留时问为 12.58min。 氯霉素标准物质衍生物总离子

流图和质谱图以及氯霉素标准物质衍生物选择离子质谱图参见附录 A中 的图 Λ.1、图 Λ.2、图 A.3。

3.4.5 平 行试验

按以上步骤 ,对 同一试样进行平行试验测定。

3.5 结 果计算

按式(1)计 算样品中氯霉素的含量 :

X=    ⋯

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯

(O

叨

式中:

X 一 试样屮氯霉素的含量,单位为微克每千克(u酽 kg);

c— 一̄从标准工作曲线上查得试样液中氯霉素的浓度 ,单位为纳克每毫升(ng/mL);

旬一  从 标准工作曲线上查得空白液中氯霉素的浓度 ,单位为纳克每毫升(ng/mD;

V -试 样定容体积 ,单位为毫升(mI');

9P9 一 称取试样的质量,单位为克(g)。

结果取算术平均值 ,保 留三位有效数字。

3.6 精 密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10%。
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4 酶 联免疫法(ELIsA筛 选法)

4.1 原 理

采用间接竞争 ELISA方 法 ,在酶标板微孔条上包被偶联抗原 ,样本中残留的氯霉素和微孔条上包

被的偶联抗原竞争抗氯霉素抗体 ,加人酶标二抗后 ,加人底物显色,样本吸光值与其残留物氯霉素的含

量成负相关 ,与标准曲线比较再乘以其对应的稀释倍数 ,即可得出样品中氯霉素的含量。

4.2 试 剂

若无特别说明,所用试剂均为分析纯 ,所用水应符合 GB/T6682的 要求。

4.2.1 乙 酸 乙 酯 。

4.2.2 正 己烷 。

4.2.3 氯 霉素酶联免疫试剂盒 :2℃ ~8℃ 冰箱 中保存 。

注:试 剂盒应选用国家有关行政管理部门各案的生产商的合格产品。

4.2.3.1 酶 标 板 :8孔 × 12条 ,包 被 有 偶 联 抗 原 。

4.2.3.2 氯 霉 素 系 列 标 准 液 :0ug/L、 0.05ug/L、 0.15ug/I'、 0.45uyL、 1.35ug/L、 4.05ug/L。

4.2.3.3 酶 标 二 抗 。

4.2.3.4 抗
体 工 作 液 。

4.2.3.5 底 物液 (Λ 液)。

4,2.3.6 底
物 液 (B液 )。

4.2.3.7 终 止液。

4.2.3.8 洗 涤液(浓缩液)。

4.2.3.9 复 溶液(浓缩液)。

4.2.3.10 复 溶 工 作 液 :将 浓 缩 复 溶 液 ⒛ mI'用 水 稀 释 至 dO mL。

4.2.3.i1 洗 涤 工 作 液 :将 浓 缩 洗 涤 液 厶0mL用 水 稀 释 至 800mL。

4,3 仪 器设备

实验室常规设备及下列仪器。

4.3.l 酶 标 仪 :配 备 450nm、 630nm滤 光 片 。

4,3.2 微 量 移 液 器 :单 道 20uL~200uL、 100uL~1000uI',多 道 250uL。

4.3.3 恒
温 箱 。

4.3.4 离 心 管 :50mI冫 。

4,4 分 析步骤

4.4.1 样 本制备

样本用均质器均质后 ,称 取 3.Og± 0.05g至 50mL离 心管 中,加 人 6mL乙 酸 乙酯 (4.2.1),用 振

荡 器 振 荡 10min,于 室 温 (20℃
~25℃

)、 5500〃 min离 心 10min,移 取 4mL上 层 有 机 相 至 10mL干

净 的 玻 璃 试 管 中 ,于 50℃
~60℃

水 浴 氮 气 流 下 吹 干 ,加 人 1mL正 己 烷 (厶 。2.2),用 涡 旋 仪 涡 动 30s,再

加 1mL复 溶 工 作 液 (⒋ 2.3.10),用 涡 旋 仪 涡 动 1min,于 室 温 (20℃
~25℃

)、 5500〃 min离 心

15min;除 去 上 层 有 机 相 ,取 下 层 100uI'用 于 分 析 。 稀 释 倍 数 为 0.5倍 。

4.4.2 空 白对照样本

取空白试样 ,按 4.厶.1步 骤进行操作。

4,4.3 测 定步骤

4.4,3.1 微 孔板及试剂 的准备 :从 冷藏环境 中取 出需要数量的微孔板和其他所需试剂 ,置 于室温

(20℃ ~25℃ )平 衡 30min以 上 ,并将不用的微孔板放入 自封袋中,保存于 2℃ ~8℃ 。

4,4.3,2 编 号 :将样本、标准品、空白对照样本对应微孔按序编号 ,记录样本孔、标准孔和空白样本孔所

在的位置。注意所有试剂及样本溶液使用前均应摇匀。

亻
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4.4.3.3 加 样 :加 100uL标 准品、样本、空 白样本到对应 的微孔 中,再 加入抗体工作液 (3,2.3。 4)

50uI'/孔 ,轻轻振荡混匀 ,用盖板膜盖板后置 25℃ 避光环境中反应 30mh。

4.4.3.4 洗 板 :小心揭开盖板膜 ,将 孔 内液体甩干 ,用 洗涤工作液 (3.2.3,11)250uL/孑 L,充 分洗涤

砝次~5次 ,每次问隔 10s,用 吸水纸拍干。

4.4.3.5 加 酶标二抗 :加入酶标二抗(3.2.3.3)100uI'孔 ,轻轻振荡混匀 ,用盖板膜盖板后置 25℃ 避

光环境中 30min,取 出重复洗板步骤(3,5.4)。

4.4.3,6 显 色 :加入底物液 A液 (3.2.3.5)50uL/孔 ,再加底物液 B液 (3.2.3.6)50uL/孑 L,轻 轻振荡

混匀 ,用盖板膜盖板后置 25℃ 避光环境反应 15min。

4.4.3.7 测 定 :加人终止液(3.2,3.7)50uL/孔 ,轻轻振荡混匀 ,设定酶标仪 450nm及 630nm双 波长

检测 ,测定每孔的吸光度值。

4.5 结 果计算

按式(2)计 算百分吸光度值 :

相 对 吸 光 度 值
=晏

× 100%  ⋯
⋯ ⋯ ¨ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯

(2)

式中:

B— —标准溶液或样本溶液的平均吸光度值 ;

B。 -0ppb标 准溶液的平均吸光度值。

将式(2)计 算得到的相对吸光度值(%)对 应氯霉素(ug/L)的 自然对数 ,作半对数坐标校正曲线 ,根

据样本的相对吸光度值 ,从校正曲线上查出溶液中对应的氯霉素浓度值。

按式(3)计 算样品中氯霉素的含量 :

x=锵

  ⋯

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯

(3)

狃

式中:

X  试 样中氯霉素的含量,单位为微克每千克(ug/kg);

Λ—— 试样的相对吸光度值(%)对 应的氯霉素含量 ,单位为微克每升(ug/L);

Λ0  空 白样本的相对吸光度值(%)对 应的氯霉素含量 ,单位为微克每升(ug/L);

∫  试 样稀释倍数 ;

勿  称 取试样的质量 ,单位为克(g)。

结果保留三位有效数字。阳性结果应经过气相色谱-质谱法确证。

4.6 精 密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 ⒛%。

l
ι
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附 录  A

(资料性附录)

标准物质衍生物总离子流图、质谱图和选择离子质谱图

A.1 氯 霉素标准物质衍生物的总离子流 ,见图 A。1。

图

氯霉 素标准物质衍生物 的质谱 图 ,见 图 Λ。2。

A.1

A.2

(x100000)
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A.3 氯霉素标准物质衍生物的选择离子质谱图,见 图 A。3。

%

图 A.3




