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    本标准在查阅国内外文献基础上，提出饲料中盐霉素测定的两种方法。

    第一法为微生物检验法(仲裁法)，微生物检验方法主要参考了我国原进出口商品检验局

SN 0673-1997《出口肉及肉制品中盐霉素残留量检验方法 滤纸片法》和日本厚生省199。年编写的

《畜、水产食品中的残留物质检验方法》中盐霉素残留量检测方法制定的。其方法原理、微生物检定操作

步骤基本相同，方法的范围、称样量、试样提取条件进行了改进，改进技术内容如下:

    — 一将提取液由甲醇，四氯化碳分离提取改为用甲醇和水直接提取;

    — 一由先过硅胶柱再过氧化铝层析柱净化改为直接用氧化铝层析柱净化。

    第二法为高效液相色谱柱前衍生化法，参考《Journal of Chromatography A))1999报导《高效液相色

谱柱前衍生化法测定动物饲料中拉沙里霉素、莫能霉素、盐霉素、甲基盐霉素》制定 其方法原理、基本

操作步骤相同，方法的范围、试样称样量根据试验进行了改进，改进技术内容如下:

    — 一本标准范围适用于配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料、盐霉素预混剂，较文献扩大;

    — 本标准称样量、盐霉素提取液稀释度见附录A

    以上两种方法均增加了“重复性”。

    本标准的附录B、附录C为规范性附录，附录A为资料性附录。

    本标准由全国饲料标准化技术委员会提出并归口。

    本标准起草单位:国家饲料质量监督检验中心(武汉)

    本标准起草人:刘小敏、张勇、高利红、何一帆。
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饲 料 中 盐 霉 素 的 测 定

范围

    本标准规定了饲料中盐霉素的微生物检验方法和高效液相色谱仪柱前衍生化检验方法。

    本标准两种方法均适用于配合饲料、浓缩饲料、添加剂预混合饲料中盐霉素的测定。最低检出限为

1. 25 mg/kg。其微生物检验方法为仲裁法。本标准高效液相色谱柱前衍生化法也适用于盐霉素预混

剂中盐霉素的测定。

    注1 : 1 000盐霉素单位(U)相当干1 mg的盐霉素《qz H,, O )

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。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标准，然而，鼓励根据本标准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标准。

    GB/T 4789. 1 食品卫生微生物学检验 总则

    GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

    GB/T 14699. 1 饲料 采样

3 方法 1:微生物检验方法 (仲裁法)

3. 1 原理

    用甲醇和水提取试样中盐霉素，提取液过氧化铝层析柱净化，除去饲料中的千扰性物质 洗脱液经

稀释(或浓缩)，利用试液中盐霉素与嗜热脂肪芽抱杆菌作用产生抑菌圈，根据抑菌圈大小用标准曲线法

定量 测定盐霉素含量 。

3.2 试剂和材料

    除非另有说明，在分析中仅使用确认为分析纯的试剂和蒸馏水或去离子水或相当纯度的水

3.2. 1 甲醇溶液

      9+1(V+V)

3.22 氧化铝

    27。目一335目:经300℃活化3h，于干燥器冷却备用。

3.2.3 氧化铝层析柱

    将活化氧化铝装填人层析柱中(高20 mm，内径10 mm)，同时轻轻拍柱至氧化铝表面不再下降。

氧化铝的高度为8 cm-9 cm,
3.2.4 试验菌种

    嗜热脂肪芽抱杆菌(Bacillusstearothernzophilus var. calidolactis),
3.2.5 盐霉素标准溶液

3.2.5. 1 盐霉素标准贮备溶液

    精确称取盐霉素钠标准品(含量94.100)0.106 3 g，置于100 mL容量瓶中，用甲醇溶解，稀释至刻
度，摇匀，其浓度为1 000 pg/ml，置于。℃冰箱中，有效期两周。

3.2.5.2 盐霉素标准中间液

    准确移取10. 00 mL标准贮备液(3.2.5.1)于100 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，其浓度

分别为100. 0 ,ug/m工。当日配制和使用
                                                                                                                                                                        1
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3.2.5.3 盐 霉素标准工作溶液

    分别准确移取一定量盐霉素中间液(3.2.5.2)，用甲醇溶液(3.2.1)稀释成浓度为5. 00 pg/mL,

10.00 p9/m1.15.00 pg/mI.,20.00 p.g/mL,25. 00 jig/ml的标准工作液，其中5. 00 pg/mL为参考浓
度的标准工作液。以上溶液须当日配制和使用。

12. 6 培养基

    按附录B中规定制备。

3.2.7 菌悬浮液

    嗜热脂肪芽抱杆菌接种于培养基工内，于(55士1)℃培养(17士1)h。于8 000 r/min离心15 min,
弃去上层液。加人适量生理盐水，离心，反复洗涤，弃去洗液。最后加人30 mL生理盐水制成均悬浮

液，于4℃冰箱保存，该溶液可使用6周一8周。

3.2.8 检定平板的制备

    在制平板前，先放上牛津杯注人0. 10 m工的5 Ig/m工浓度的标准工作液(3. 2. 5. 3)对菌悬液的最

佳用量进行预测试。以不同量的菌悬液加人经溶化并冷却至 500C -55℃的培养基II，充分混合，于

(55士1)0C培养(17士llh后，选择能使该浓度标准工作液产生直径)12 mm清晰、完整的抑菌圈的菌悬

液用量为最佳用量

    于灭菌平皿中加人20 ml熔化并冷却至500C - 55℃的培养基且，保持水平，待其凝固后，制成基

层。再注入已加人最佳用量菌悬液的培养基II，保持水平，使其凝固制成检定平板，所用平板需当天

制备

3. 3 仪器与设备”

3. 3. 1 高压灭菌锅或灭菌箱.

3.3.2 恒温培养箱:55℃士10C,隔板保持水平

3.3. 3 旋转真空蒸发器。

3.3.4 振荡器:往复式

3.3.5 离心机:不低于7 000g(9 000 r/min).
3.3.6 游标卡尺:测量范围。mm-200 mm，精度。.02 mm;或抑菌圈测量仪。

3.3.7 培养皿:内径90 mm，底部平整光滑的玻璃皿，具陶瓦盖。

3.3.8 牛津杯:内径6. 0 mm,高10. 0 mm，外径7. 8 mm的不锈钢管

3. 3.9 可调微量移液器:200浏一1 000川 。

    注 2:可调微量移液器需经过校准

3. 3. 10 实验室常用玻璃器皿

3. 4 试样的制备

    按G13/T 14699. 1饲料采样方法采样，选取饲料样品至少500 g，四分法缩减至少 100 g，磨碎，通过

。28 Vm孔筛，混匀，装人密闭容器中，避光低温保存备用。

3.5 分析步骤

3.5. 1 试液制备

3.5.1.1 微生物实验室的操作注意事项按GB 4789. 1执行

3.5.1.2 准确称取一定量试样，精确至。. 000 1 g，于250 m1具塞三角瓶中，准确加人20. 0 mL样品

提取液(3. 2.1)，在往复振荡器上振荡1h，静置片刻，全部转移到准备好的氧化铝柱((3. 2. 3)中，用样品

提取液((3.2- 1)不间断地洗脱。用 100 m1，容量瓶接收至刻度。

3.5. 7.3 根据提取液(3.5, 1.2)中盐霉素预计浓度(依据标示量、称样量和提取液量确定分取量，参见

附录A)吸取一定量提取液((3. 5. 1. 2)置于旋转蒸发器中，减压至干。加人适量样品提取液(3. 2.1)稀

    1)可以用一次性使用的仪器代替可重复使用的仪器。
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释，使试液中盐霉素含量为5 pg/mI.-20 Vg/mL.
3.5.2 标准曲线的制备

    以5. 0 pg/mI_浓度的标准工作液作为参考浓度 标准曲线上的每个标准浓度各取3个检定平板

为一组。在每个平板上放置6个牛津杯，使牛津杯在半径为28 mm的圆面上成60“角间距。其中3个

牛津杯滴加。. 1 mL的参考浓度，另3个滴加。. 1 m1_其他一种浓度的标准工作液。参考浓度溶液与标

准浓度溶液要间隔放置。4种浓度的标准工作液共用12个检定平板。

    将陶瓦盖盖好，于4℃放置1 ĥ -2 h后，在(55士1)℃培养(17士llh。除去牛津杯。精确地测量所

产生的抑菌斑(精确到0. 1 mm)。求出每组3个检定平板上5. 0 tg/mL浓度的抑菌斑直径读数(B)与

其他浓度标准液的抑菌斑直径读数的平均值(A)。再求出参考浓度((5. 0 t}g/mL)的所有36个抑菌斑直

径读数的平均值(口)。用36个参考浓度抑菌斑直径的平均值(B')与每组中9个参考浓度抑菌斑直径

平均值(B)之差来校正其他各浓度标准工作液的抑菌斑读数的平均值(A'),

    以溶液浓度为横坐标，该溶液被校正后的抑菌斑的直径(A')为纵坐标，绘制标准曲线图或计算回
归方程 。

    校正按式(1)计算:

                                        A‘二B'一B+A ······················..······⋯⋯(1)

    式 中:

    A'— 被校正后的抑菌斑直径读数，单位为毫米(mm) ;

    B'— 标准对照溶液抑菌斑直径读数总平均值，单位为毫米(mm) ;

      B— 被校正溶液组内的标准对照溶液抑菌斑平均读数，单位为毫米(mm) ;

    A— 被校正溶液的抑菌斑直径的平均读数，单位为毫米(mm) ,

3.5.3 测定

    每份样液用三个检定平板，在每个平板上放置6个牛津杯，使牛津杯在半径为28 mm的圆面上成

60。角间距。其中3个牛津杯滴加。. 1 mL样液，另3个滴加0. 1 mL参考浓度(5. 00 ,ug/mL)的标准工

作液，样液与参考浓度标准工作液要间隔放置 将陶瓦盖盖好，于4℃放置1 h-2 h后，在((55士1)℃培

养(17士1)h。除去牛津杯 精确地测量所产生的抑菌斑的直径(精确到。. 1 mm)。校正后，求其平

均值

3.6 结果计算

3.6. 1 如样液呈现抑菌圈直径小于12 mm，即报告为“阴性”。

    如样液呈现抑菌圈直径平均值大于等于12 mm，经校正后，从标准曲线上查出(或计算出)相应盐

霉素的浓度，再按式((2)计算试样中盐霉素含量。

    如测定结果为阳性，即所显抑菌圈直径平均值大于等于12 mm，必要时，尚需进行确证试验(可用

生物自显影法，参见附录C)，以证明抑菌物确系盐霉素。

3.6.2 饲料中盐霉素含量按式(2)计算:

_X nm (2)

  式中 :

  。— 试样中盐霉素的含量，单位为毫克每千克(mg/kg) ;

  。— 从标准曲线上查出的试样液中盐霉素浓度，单位为毫克每千克(mg/kg) ;

  n— 稀释倍数‘

  m— 称取试样的质量，单位为克(9)。

6. 3 平行测定结果用算术平均值表示，保留3位有效数字。

7 重复性

  在重复性条件下获得的两次独立测试结果的测定值的绝对差值:
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盐霉素的含量簇4. 00 X 10' mg/kg时，不超过算术平均值的15%;

盐霉素的含量>4.00X10' mg/kg时，不超过算术平均值的10%0

4 方法2:高效液相色谱仪柱前衍生化检验方法

4. 1 原 理

    用甲醇提取试样中盐霉素，以2,4一二硝基苯麟(DNP)为衍生剂，应用高效液相色谱柱前衍生化法、

采用紫外检测器对饲料中的盐霉素进行测定。

4.2 试荆和材料

    除非另有说明，仅使用分析纯试剂。

4.2. 1 水

    GB/T 6682，一级 。

4.2.2 三氮乙酸溶液

    c=500 g/L

4,2.3 甲醇

    色谱纯 。

4.2. 4 衍生化试液

    。一。. 5 mg/mL:称取50 mg 2,4一二硝基苯腆置于100 ml一容量瓶中，用甲醇充分溶解后稀释至
刻度 。

4.2.5 提 取液

    用甲醇与水((90+10, V+V)配制而成。

4.2. 6 盐霉素标准溶液

4.2.6. 1 盐霉素标准贮备溶液

    精确称取盐霉素钠标准品(含量94. 1%)0. 106 3 g，置于100 mL容量瓶中，用甲醇溶解，稀释至刻

度，摇匀，其浓度为1 000 pg/mL，置于0℃冰箱中，有效期二周。

4.2.6.2 盐霉素标准工作溶液

    分别准确移取1.00 ml,,10.00 mL标准贮备液(4.2.6.1)于 100 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻

度，摇匀，其浓度分别为10.0 }g/mL,100.0 Wg/ml，现配现用。
4.2.7 流 动相

    将1. 5 mL冰乙酸(优级纯)加人98.5 mL水中，并按10: 90的比例和甲醇混合。用前超声或做其

他脱气处理。

4.3 仪器与设 备

4.3. 1 实验室常用玻璃器皿

4.3.2 振荡器，往复式。

4.3.3 旋转真空蒸发器。

4. 3.4 离心机 不低于7 000g(9 000 r/min)

4.3.5 微型混合器

4. 3.6 可调微量移液器，10 },L-50 VI-100 p.L̂ -200 tA,,200 t1一1 000 Kl。

    注 3:可调微量移液器需经过校准

4. 3.7 高效液相色谱仪:配有四联泵、柱温箱、紫外(UV)或二极管阵列检测器，ODS C,。色谱柱(如粒

度4 pm，长150 mm，内径3.9 mm),

4.4 试样的制备

    按GB/T 14699. 1饲料采样方法采样，选取饲料样品至少500 g，四分法缩减至少100 g，磨碎，通过

0. 28 pm孔筛，混匀，装人密闭容器中，避光低温保存备用。
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4.5 分析步骤

4.5. 1 试液提取

4.5.1.1 称取一定量试样(参见附录A)，精确至。. 000 1 g，于 250 mL具塞三角瓶中，准确加人

100. 0 mL样品提取液(4.2. 5 )，在往复振荡器上振荡1h，静置片刻，取上清液10 mL于离心管中，以

1 000g(3 500 r/min)离心 10 min.

4.5. 1.2 如需将试液浓缩，根据提取液((4.5.1.1)中盐霉素预计浓度(依据标示量、称样量和提取液量

确定分取量，参见附录A)吸取一定量提取液((4.5.1.1)置于旋转蒸发器中，减压至干，再加人700月 样

品提取液((4.2.5)，使试液中盐霉素含量为20 1,g/mL-100 1,g/mL.
4.5.2 试液衍生化

    用可调微量移液器((4.3. 6)准确吸取700 1,L上清液于具螺口的离心管中，准确加人100 1,L三氯乙

酸水溶液((4.2.2)，盖紧后，在微型混合器上混旋20 s，室温放置10 min，再准确加人200 1,L二硝基苯麟

衍生化试液((4.2. 4)盖紧，同样混旋 20 s后，置于55℃水浴锅中反应30 min后，取出，待冷却后进行

检测 。

    如发现衍生化液混浊，需7 000g(9 000 r/min)离心后，取上清液上机测定。

4.5.3 标液衍生化

    用可调微量移液器(4. 3.6)准确吸取10 pL,20 1,1.,50 pL,100 1,l�200 1,1_,300 pL,500 1,L盐霉素
标准工作液((4.2. 6.2)于具螺口的离心管中，用甲醇稀释至700川，另设1个空白管加 700 1,L甲醇作

对照，按4. 5.2衍生化方法衍生。

4.5.4 测定

4.5.4. 1 高效液相色谱仪(HPLC)测定参数的设定

    色谱柱:ODS C,，柱，粒度4 1,m，长150 mm，内径3.9 mm或性能类似的分析柱。
    柱温:300C。

    流动相:同4. 2. 7，流速1. 0 ml丫mm
    检测器:紫外(UV)或二极管阵列检测器。

    检测波长:392 nm.

    进样量:10川一 20 kL

4.5.4.2 定性、定量测定

    取适量的4.5.2获得的衍生化试液和相应浓度的4.5.3衍生化标准工作液进行测定。以保留时间

和衍生液紫外光区特征光谱定性 以色谱峰面积积分值做单点或多点校准定量。

4.6 结果计算

4.6. 1 饲料 中盐霉 素含量按式((3)计 算

尸.火V又c又V，，只n

                                          P�XmxV,XV,

  式中:

  。— 试样中盐霉素的含量，单位为毫克每千克(mg/kg) ;

  c— 标准工作液衍生化液中((4.5.3)中盐霉素浓度，单位为毫克每千克(mg/kg) ;

尸「-一 标准工作液衍生液峰面积值;

Vt— 标准工作液衍生液进样体积，单位为微升(川);

P— 试样衍生液峰面积值;

V;— 试样衍生液进样体积，单位为微升(PI);

V— 试样体积，单位为毫升(mL) ;

V,— 参与衍生的试液体积((4.5.2)，单位为毫升(mL) ;

  n - 稀释或浓缩倍数;

。— 称取试样的质量，单位为克(g).

(3)
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4.6.2 平行测定结果用算术平均值表示，保留3位有效数字。

4.7 重复性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的测定值的绝对差值:

    — 盐霉素的含量<4.00X10' mg/kg时，不超过算术平均值的15%;

    — 盐霉素的含量>4. 00 X 10' mg/kg时，不超过算术平均值的10%0
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  附 录 A

(资料性附录)

试样 的称样t

给出饲料样品标示量、称样量及盐霉素提取液稀释度示例。见表A.1、表A. 2.

表A. 1 饲料样品标示f、称样f及盐霉素提取液稀释度(微生物检验方法)

饲料类别
盐霉素标示量/

  (1,g/kg)

称样量 功/ ，

      g

提取液量V/

      -L

提取液量 中

盐霉素 浓度

c/ (pg/mL

提取液稀释

或 浓缩倍数 n

检测预计

  浓度/

(pg/mL

预混合饲料

7 000 000

3 000 000

2 100

140

60

10

5

14.0

12.0

浓缩 饲料

350 000

150 000

5 100

17. 5

7.5

1

17. 5

7. 5

配合饲料

70 000

30 000

10 100

7

3

0.5

14

6

表A.2 饲料样品标示f、称样f及盐扭素提取液稀释度(HPLC)

饲料类别
盐霉素标示量/

  Cpg/kg)

称 样量 ，/

      g

提取液量 V/

      mL

提取液量 中

盐霉素浓度

c/(pg/ml)

提取液稀释

或浓 缩倍数 力

注人 HPLC预

  计浓度/

  (pg/mL)

盐霉素预混剂

100 000 000

120 000 000

1.0

0.8

100.0

1 000. o

960. 0

10.0

10.0

70.0

42. 0

预混合饲料

7 000 000

3 000 000

2. 0

4.0

100.0

140.0

120. 0

1. 0

1.0

98. 0

84.0

浓缩饲料

350 000

ISO 000

20. 0

20.0

100. 0

    一一 49. 0

21. 0

配合饲料

70 000

30 000

20.0

20. 0

100. 0

14.0

6. 0

0. 5

0. 2

19.6

21. 0
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    附 录 B

  (规范性 附录)

培 养基和试 剂制备

B. 1 培养基I

B.1.1 成分

    蛋白脏

    牛肉浸膏

    氯化 钠

    酵母浸膏

    琼脂

    水

B. 1.2 制 法

    将上述各成分于水中加热溶解，调节

斜面备用

5. 0 g

1.0 g

5. 0 g

2. 0 g

15. 0 g

1 000 m1

pH值7. 4士。.1，分装于试管中，于121℃灭菌 15 min。制成

B. 2 培养基II

B，2.1 成分

    胰蛋白陈

    葡 萄糖

    酵母浸膏

    琼脂

    水

B. 2. 2 制法

    将上述各成分于水中加热溶解，调节

5. 0 g

1. 09

2. 5 g

15. 0 g

1 000 m1

pH值7.。士。.1，分装于锥形瓶中，于121℃灭菌15 min

B. 3 生理盐水

称取8. 5 g氯化钠，溶于1L水中，于121℃ 高压灭菌15 min.



GB/T 20196-2006

        附 录 C

      (规范性 附录)

微生物检验方法确证试验

C. 1 原 理

    确证试验采用生物自显影法，用标准品作对照，求R,值，以确证样液中存在的抑菌物是否确实是
盐霉素 。

C.2 生物 自显影法条件

C.2.1 薄层板

    硅胶Q/YT 257-85SG,5 cmX20 cm 使用前于1100C活化2h

C. 2. 2 点样f

    20 KL，点状。
C. 2. 3 展开

    在饱和槽内进行。

C. 2. 4 检测

    将每个样液及标准溶液分别点在四块薄层板上;先于每块薄层板下端2 cm处划一条基线;然后在

这条基线上分别点20 tL样液和2.。I,g/m工盐霉素标准溶液，试液和标准溶液点相距2. 5 cm。在展开

缸中用甲醇进行展开，直至溶剂前沿线距板顶端1. 5 cm处为止，取出薄层板，风干后备培养用。

    将薄层板水平置于高压灭菌的长方形培养皿中，在无菌条件下将已熔化并冷却至500C^ 55℃的生

物自显影用培养基II均匀地喷在其表面上，然后用10 ml,上述接种芽抱菌悬液的培养基II铺满整个薄

层板，保持水平，待其凝固，于((55士1)℃培养(17士1)ho

    经过培养后，在薄层板上与盐霉素标准液产生抑菌圈的、R值相同位置上，显现抑菌圈者即证明抑
菌物确是盐霉素。


