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粮油检验 植物油中角鲨烯的测定 气相色谱法

1　 范围
本标准规定了气相色谱法测定植物油中角鲨烯含量的原理、试剂、仪器、试样制备、操作步骤、结果表示和精密度等。
本标准适用于植物油中角鲨烯含量的测定。

本标准方法的检出限为5mg/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，仅所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/T 6379.1 测量方法与结果的准确度（正确度与精密度） 第1部分：总则与定义

GB/T 6379.2 测量方法与结果的准确度(正确度与精密度) 第2部分：确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法
GB/T 15687 动植物油脂 试样的制备

3　 原理
样品经氢氧化钾-乙醇溶液皂化、正己烷提取后，采用气相色谱法，以角鲨烷为内标测定植物油中角鲨烯的含量。

4　 试剂

除非另有说明，在分析中应使用分析纯试剂，水为GB/T 6682推荐使用的二级水。

4.1　 氢氧化钾。

4.2　 95%乙醇。

4.3　 无水乙醇。

4.4　 正己烷：色谱纯。

4.5　 氢氧化钾-乙醇溶液（约1mol/L）：称取60g±0.1g氢氧化钾（4.1），加入50mL的水进行溶解，然后用乙醇（4.2）稀释至1000mL，溶液应为无色或浅黄色。

4.6　 10%乙醇溶液：用量筒量取50mL乙醇（4.3）于500mL容量瓶中，用水定容至刻度。

4.7　 无水硫酸钠。

4.8　 角鲨烷标准品：纯度≥98%。

4.9　 角鲨烯标准品：纯度≥98%。
4.10　 角鲨烷内标溶液：准确称取25mg（精确至0.0001g）角鲨烷标准品（4.8）于25mL容量瓶中，加入少量正己烷（4.4），使其充分溶解后，用正己烷（4.4）定容至刻度，摇匀，即配成1mg/mL角鲨烷内标溶液。
4.11　 角鲨烯标准储备溶液：准确称取50mg（精确至0.0001g）角鲨烯标准品（4.9）于50mL容量瓶中，加入少量正己烷（4.4），使其充分溶解后，用正己烷（4.4）定容至刻度，摇匀，即配成1mg/mL角鲨烯标准储备液。

4.12　 配制含30μg/mL角鲨烷内标的角鲨烯工作液：将角鲨烯标准储备液（4.11）用正己烷（4.4）稀释至浓度分别为2.5μg/mL、5μg/mL、10μg/mL、20μg/mL、50μg/mL、100μg/mL、200μg/mL的标准工作液，并在工作液中加入适量的角鲨烷内标溶液（4.10），保证每个工作液中角鲨烷终浓度为30μg/mL。

4.13　 pH试纸:指示范围1～14。
5　 仪器
5.1　 圆底烧瓶：带标准磨口的250mL圆底烧瓶。
5.2　 回流冷凝管：具有与烧瓶（5.1）配套的磨口。
5.3　 250mL分液漏斗：具用聚四氟乙烯旋塞。
5.4　 恒温水浴锅。

5.5　 涡旋振荡器。

5.6　 分析天平：精度0.0001g。

5.7　 旋转蒸发仪。

5.8　 氮吹仪。

5.9　 气相色谱仪：配FID检测器。

6　 试样制备

按GB/T 15687执行。
7　 操作步骤
7.1　 样品处理

7.1.1　 称量：准确吸取300µL角鲨烷内标溶液（4.10）于250mL圆底烧瓶（5.1）中，在氮吹仪上吹干后，准确称取0.2g~2g样品（6）（精确至0.0001g）于此烧瓶中。

7.1.2　 皂化：于烧瓶（7.1.1）中加入50mL氢氧化钾-乙醇溶液（4.5）后，烧瓶与回流冷凝管（5.2）连接好，在80℃恒温水浴锅（5.4）中皂化回流50min，停止加热，从回流管顶部加入50mL水，取出烧瓶摇匀，冷却至室温。

提取：将烧瓶中的皂化液转移至250mL分液漏斗（5.3）中，用50mL正己烷（4.4）分三次洗涤烧瓶，并将洗涤液倒入分液漏斗中，用力摇动分液漏斗2min，倒转分液漏斗，并小心打开旋塞，间歇地释放压力，静置分层，将下层皂化液转移至另一个250mL分液漏斗中，再用相同的方法，分别用30mL、20mL正己烷（4.4）对皂化液再提取两次，将三次正己烷提取液置于同一分液漏斗中。

7.1.3　 洗涤：用25mL乙醇溶液（4.6）洗涤正己烷提取液三至四次，每次弃去下层的乙醇水溶液，用pH试纸（4.13）检验直至下层流出液呈中性。

注1： 第一次用乙醇溶液洗涤时要轻摇，防止乳化，逐次振摇强度可增加。如出现乳化层，可喷淋少量的无水乙醇。

7.1.4　 浓缩：将洗至中性的正己烷提取液经过铺有约5g无水硫酸钠（4.7）的滤纸滤入与旋转蒸发仪（5.7）配套的球形蒸发瓶中，再用约20mL的正己烷冲洗分液漏斗及无水硫酸钠三次，并入蒸发瓶中，在40℃水浴中旋转蒸发溶剂，待瓶中剩下约2mL正己烷时，取下蒸发瓶，立即放入氮吹仪（5.8）中吹干，最后用正己烷（4.4）溶解并定容至10mL，待测。
7.2　 色谱参考条件
气相色谱柱：HP-5毛细管柱，柱长30m，内径0.32 mm，膜厚0.25μm；
载气：高纯氮气，纯度99.999%；恒压，16psi；分流比：1:10；

进样口温度：250℃；柱温采用程序升温方式，以15℃/min的速率从160℃升温到220℃，保持2min，然后以5℃/min的速率升温到280℃，保持20min；最后以5℃/min的速率升温到300℃，保持2min。

FID检测器：温度300℃，氢气流速40mL/min，空气流速450mL/min，尾吹气流速30mL/min。
进样量：1.0μL。

也可采用其他等效的毛细管柱或色谱条件。

7.3　 标准曲线的制作

将含有30μg/mL角鲨烷内标的不同浓度角鲨烯标准工作溶液（4.12）注入气相色谱仪中进行分析，记录角鲨烯和角鲨烷的峰面积。以二者峰面积比为横坐标，以二者质量比为纵坐标，绘制标准曲线，标准曲线的斜率即为角鲨烯和角鲨烷的校正因子f。

7.4　 样品测定

将样品待测溶液（7.1.5）注入气相色谱仪中进行分析，记录样品中角鲨烯和角鲨烷峰面积。根据样品测试溶液的角鲨烯和角鲨烷的峰面积比、内标的质量及角鲨烯和角鲨烷的校正因子，计算出样品待测液角鲨烯的质量。

如果样品测试溶液的角鲨烯和角鲨烷峰面积比未落在标准曲线范围内，应适当调整待测样品的称样质量，再重新进行测定。

8　 结果表示
样品中角鲨烯的含量（X）按式（1）计算：
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式中：

X——样品中角鲨烯的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）；

A1——样品中角鲨烯的峰面积；

AS——样品中内标角鲨烷的峰面积；

mS——样品中加入内标角鲨烷的质量，单位为微克（μg）；
f——角鲨烯和角鲨烷的校正因子；

m——样品质量，单位为克（g）。

结果保留小数点后一位。

9　 精密度
9.1　 重复性

在重复条件下获得的两个独立测试结果的绝对差值小于等于重复性限（r）的情况应大于95%。角鲨烯含量的重复性限（r）参见附录A。

9.2　 再现性

在再现性条件下获得的两个独立测试结果的绝对差值小于等于再现性限（R）的情况应大于95%。角鲨烯含量的再现性限（R）参见附录A。

附 录 A

（资料性附录）
实验室间比对试验统计结果

组织11家实验室对7个不同样品进行实验室间比对试验，建立了本方法的精密度。结果按GB/T 6379.1和GB/T 6379.2统计分析，统计结果见表A.1。

表A.1  实验室间比对试验统计结果

	样  品
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	实验室数目
	11
	11
	11
	11
	11
	11
	11

	参加统计实验室数目
	11
	11
	10
	10
	11
	10
	11

	离群实验室数目
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	0

	平均值/(mg/kg)
	40.27
	46.91
	247.10
	1960.27
	4951.85
	5677.30
	7760.05

	重复性标准偏差，Sr
	0.79
	1.63
	7.92
	35.10
	170.94
	64.18
	71.89

	重复性限，r
	2.21
	4.56
	22.17
	98.29
	478.63
	179.71
	201.28

	重复性变异系数/%
	1.96
	3.47
	3.20
	1.79
	3.45
	1.13
	0.93

	再现性标准偏差，SR
	10.69
	5.85
	18.18
	200.29
	625.59
	632.14
	736.51

	再现性限，R
	29.92
	16.39
	50.91
	560.81
	1751.65
	1769.99
	2062.24

	再现性变异系数/%
	26.54
	12.48
	7.36
	10.22
	12.63
	11.13
	9.49


附 录 B

（资料性附录）
角鲨烯和内标角鲨烷标准色谱图
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