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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由国家粮食局提出。

本标准由全国粮油标准化技术委员会（ＳＡＴ／ＴＣ２７０）归口。

本标准起草单位：国家粮食局科学研究院、吉林省粮油卫生检验监测站、安徽国家粮食质量监测中

心、北京农业质量标准与检测技术研究中心。

本标准主要起草人：谢刚、李丽、黎睿、叶金、王松雪、徐振斌、胡斌、崔华、吴宇、辛媛媛、陆安祥。
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粮油检验　粮食中脱氧雪腐镰刀菌

烯醇的测定　超高效液相色谱法

１　范围

本标准规定了粮食及其制品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇超高效液相色谱法测定的原理、试剂与仪器设

备、分析步骤、结果计算等内容。

本标准适用于粮食及其制品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的测定。

本标准方法脱氧雪腐镰刀菌烯醇的检出限为０．０５ｍｇ／ｋｇ，定量限为０．１５ｍｇ／ｋｇ。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ６０２　化学试剂　杂质测定用标准溶液的制备

ＧＢ／Ｔ５４９１　粮食、油料检验　扦样、分样法

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　原理

经过水提取试样中的脱氧雪腐镰刀菌烯醇，免疫亲和柱净化、富集后，用超高效液相色谱紫外检测

器测定，外标法定量。

４　试剂与仪器设备

除另有规定外，所用试剂均为分析纯，实验用水应符合ＧＢ／Ｔ６６８２中一级水的要求。

４．１　试剂

４．１．１　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱纯。

４．１．２　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

４．１．３　聚乙二醇（相对分子量８０００）：分析纯。

４．１．４　乙腈＋水（１０＋９０）：取１０ｍＬ乙腈（４．１．２）加入９０ｍＬ水。

其他试剂符合ＧＢ／Ｔ６０２的要求。

４．２　标准品

４．２．１　脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准品：纯度≥９９％；或经国家认证并授予标准物质证书的标准物质。

４．２．２　标准储备液：准确称取脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准品（４．２．１）１ｍｇ（准确至０．０１ｍｇ），用乙腈溶解并

定容至１０ｍＬ，配成浓度为１００ｍｇ／Ｌ的标准储备液，－２０℃避光保存。

４．２．３　标准工作液：根据使用需要，准确移取适量的脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准品储备液（４．２．２），用流动

相定容至１０ｍＬ，分别配成浓度为０．１ｍｇ／Ｌ、０．２ｍｇ／Ｌ、０．５ｍｇ／Ｌ、１ｍｇ／Ｌ、２ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ的标准工
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作液。４℃避光密封保存，有效期一周。

４．３　材料与仪器设备

４．３．１　脱氧雪腐镰刀菌烯醇免疫亲和柱。

４．３．２　定性滤纸：１２ｃｍ Ｗｈａｔｍａｎ４号，或性能相当者。

４．３．３　玻璃纤维滤纸：９ｃｍ ＷｈａｔｍａｎＧＦ／Ａ，或性能相当者。

４．３．４　滤膜：０．２２μｍ孔径，有机相。

４．３．５　注射器：１０ｍＬ。

４．３．６　离心管：５０ｍＬ。

４．３．７　三角瓶：２５０ｍＬ。

４．３．８　量筒。

４．３．９　高速粉碎机。

４．３．１０　高速均质器：转速６５００ｒ／ｍｉｎ～２４０００ｒ／ｍｉｎ。

４．３．１１　氮气吹干仪。

４．３．１２　天平：感量０．１ｇ和０．０１ｍｇ。

４．３．１３　离心机：转速≥５０００ｒ／ｍｉｎ。

４．３．１４　调速多用振荡器（振荡频率≥１５０次）。

４．３．１５　空气压力泵。

４．３．１６　试验筛：１ｍｍ孔径。

４．３．１７　液相色谱柱：Ｃ１８柱（柱长５０ｍｍ或１００ｍｍ，柱内径２．１ｍｍ，填料粒径１．７μｍ），或性能相

当者。

４．３．１８　超高效液相色谱仪：包括超高效液相色谱仪、超高压液相色谱仪和超高速液相色谱仪，配备

ＰＤＡ或紫外检测器和数据处理系统。

色谱参考条件：

色谱柱：Ｃ１８柱（４．３．１７）。

流动相：Ａ：乙腈（４．１．２），Ｂ：水；等度洗脱，Ａ∶Ｂ＝１０∶９０。

流速：０．１ｍＬ／ｍｉｎ。

紫外检测波长：２１８ｎｍ。

进样量：１０μＬ。

柱温：２５℃。

５　分析步骤

５．１　扦样与分样

按ＧＢ５４９１执行，在采样过程中，注意防止样品污染。

５．２　样品制备

５．２．１　提取

样品用高速粉碎机（４．３．９）粉碎，过１ｍｍ孔径试验筛（４．３．１６），混合均匀后，取有代表性样品不少

于５００ｇ，供检测用。准确称取２５ｇ（ｍ，精确到０．１ｇ）充分混匀的试样，置于均质杯或２５０ｍＬ三角瓶

中，加入５．０ｇ聚乙二醇（４．１．３）和１００ｍＬ（犞１）水，高速均质提取２ｍｉｎ，或者使用调速多用振荡器（４．３．１４）

振荡提取３０ｍｉｎ，用定性滤纸（４．３．２）过滤或转移２５ｍＬ的提取液于５０ｍＬ的离心管中，于５０００ｒ／ｍｉｎ
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离心５ｍｉｎ。再用玻璃纤维滤纸（４．３．３）过滤或于７０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，滤液或离心液备用。

５．２．２　净化

将免疫亲和柱（４．３．１）与１０ｍＬ注射器（４．３．５）下端连接，准确移取２．０ｍＬ（犞２）滤液于注射器中，将

空气压力泵（４．３．１５）与注射器另一端连接，调节压力使溶液以约１滴／ｓ的流速缓慢通过免疫亲和柱，直

至空气进入亲和柱中，用５ｍＬ水淋洗亲和柱，流速为１滴／ｓ～２滴／ｓ，弃掉全部流出液，抽干免疫亲和

柱。准确加入１．０ｍＬ（犞）甲醇（４．１．１）洗脱，流速为１滴／ｓ，收集全部洗脱液于样品瓶中，于５５℃下氮气

吹至近干，准确加入１ｍＬ（犞）乙腈／水溶液（４．１．４）溶解残渣，涡旋混合３０ｓ，过０．２２μｍ滤膜（４．３．４），作为待

测样液备用。

注：对于脱氧雪腐镰刀菌烯醇含量较高的样品，可将提取滤液进行适当稀释，以保证脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量不

超过免疫亲和柱的吸附容量。由于不同厂商提供的亲和柱操作程序可能有所不同，实际操作时，请参照免疫亲

和柱厂商提供的操作说明和程序使用。

５．３　标准曲线的制作

脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准工作液（４．２．３）由低到高注入快速高效液相色谱仪进行分析，以脱氧雪腐

镰刀菌烯醇浓度为横坐标，相对应色谱峰峰面积为纵坐标，建立标准工作曲线。

５．４　试验溶液的测定

待测样液（５．２）中待测化合物的响应值应在标准曲线线性范围内，浓度超过线性范围的样品则应重

新按５．２进行处理符合要求后再进样分析。待测样液中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的浓度为犮１。液相色谱图

详见附录Ａ。

５．５　空白试验

不称取试样，按５．２的步骤做空白实验，分析得到空白试样中待测物的浓度为犮０。

５．６　平行试样

按５．２的步骤，对同一试样进行平行试验测定。

６　结果计算

试样中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量按式（１）、式（２）计算：

犡１＝
（犮１－犮０）×犞

犠
…………………………（１）

　　其中：

犠 ＝
犿

犞１
×犞２ …………………………（２）

　　式中：

犡１———试样中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量，单位为毫克每千克（ｍｇ／ｋｇ）；

犮１ ———样液中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量，单位为毫克每升（ｍｇ／Ｌ）；

犮０ ———空白试验脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量，单位为毫克每升（ｍｇ／Ｌ）；

犞 ———样液最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犠 ———最终样液所代表的试样质量，单位为克（ｇ）；

犿 ———试样称取量，单位为克（ｇ）；

３

犔犛／犜６１２７—２０１７



犞１———样品提取液总体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犞２———通过亲和柱的样品提取液体积，单位为毫升（ｍＬ）。

计算结果表示到小数点后两位。

７　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％。

４

犔犛／犜６１２７—２０１７



附　录　犃

（资料性附录）

脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准溶液超高效液相色谱图

　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准溶液超高效液相色谱图见图Ａ．１。

图犃．１　脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准谱图
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