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出口蜂蜜中稳定碳同位素比值的测定

液相色谱/元素分析-同位素比值质谱联用法
范围

本标准规定了蜂蜜中各组分（果糖、葡萄糖、二糖、三糖、蜂蜜和蜂蜜中蛋白质）稳定碳同位素比值的制样和液相色谱/元素分析-同位素质谱检测方法。
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 6682 分析实验室用水规格和试验方法

参数定义

	参数
	定义

	δ13C
	碳同位素13C与12C的丰度比值

	δ13Ch
	蜂蜜的δ13C值

	δ13Cp
	蜂蜜中蛋白质的δ13C值

	δ13Cfru
	果糖的δ13C值

	δ13Cglu
	葡萄糖的δ13C值

	δ13Cds
	二糖的δ13C值

	δ13Cts
	三糖的δ13C值


方法提要
蜂蜜试样和试样中提取出的蛋白质经元素分析仪燃烧氧化后，利用同位素质谱仪测定蜂蜜和蜂蜜中蛋白质的δ13C值。

蜂蜜试样按照一定比例稀释，液相色谱分离后，利用同位素质谱仪测定试样中果糖、葡萄糖、二糖和三糖的δ13C值。
试剂和材料

除另有规定外，所用试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682规定的一级水。

过二硫酸钠，Na2S2O4（＞99%）。

高纯磷酸，H3PO4（＞99%）。

二水钨酸钠，Na2WO4▪ 2H2O。

浓硫酸，H2SO4。

同位素标准物质IAEA-CH-6 Sucrose, 证书标明δ13C值-10.45 ‰。
1.12 mol/L 过二硫酸钠溶液：称取20 g(精确到0.01 g)过二硫酸钠（5.1），用水定容至250 mL。
0.33 mol/L磷酸溶液：量取15 mL高纯磷酸（5.2），用水定容至250 mL。

20 % 钨酸钠溶液：称取200 g(精确到0.01 g)二水钨酸钠（5.3），用水定容至1000 mL。
0.67 mol/L硫酸溶液：取37 mL浓硫酸（5.4），用水稀释至1000 mL。
10% 同位素标准溶液：称取1 g(精确到0.01 g)同位素标准物质（5.5），用水定容至10 mL。

0.2% 同位素标准溶液：准确吸取适量的10% 同位素标准溶液（5.10），用水配制成0.2% 的同位素标准溶液。

0.22 μm微孔滤膜，水系。
锡杯：5×3.5 mm。

仪器和设备

液相色谱-同位素质谱仪，含氧化反应炉。
元素分析-同位素质谱仪。
天平：感量为0.01mg和0.01g。

均质器：10 000 r/min。

离心机：10 000 r/min。

容量瓶：10 mL、250 mL 和1000 mL。
具塞塑料离心管：100 mL。

试样制备与保存

对无结晶的样品，将其搅拌均匀。对于有结晶的样品，在密闭条件下，置于不超过60 ℃的水浴中温热，振荡，待样品全部融化后搅匀，冷却至室温。如样品有明显的固形物存在，将蜂蜜通过0.10 mm-0.14 mm孔径尼龙滤布过滤，常温下密封保存。
测定步骤

样品前处理
液相色谱-同位素质谱仪测定的试样

称取均匀蜂蜜试样0.60g (精确到0.01 g)于10 mL 容量瓶中，加入2 mL水使其充分溶解后用水定容。用移液器移取上述蜂蜜水溶液25 μL于进样瓶中，用水稀释至1 mL。过0.22 μm微孔滤膜（5.12）后，供液相色谱-同位素质谱仪测定。

元素分析-同位素质谱仪测定的试样

称取0.1 mg均匀蜂蜜试样于锡杯（5.13）中，用于蜂蜜δ13Ch的测定。
称取20g (精确到0.01 g)均匀试样于100 mL塑料离心管中，加入1 mL钨酸钠溶液（5.8）和1 mL硫酸溶液（5.9），加入40 mL煮沸过的水后加盖，用均质器10 000 r/min均质2 min，静置2 h以上，确保充分提取出蜂蜜中蛋白质。
将上述处理后的样品于3000 r/min离心5 min，弃去上清液，加入40 mL煮沸过的水后加盖充分洗涤沉淀物，于3000 r/min离心5 min，弃去上清液。如此反复再清洗该样品2次，将蛋白质倒入1 mL 离心管中，于75 ℃将其烘干。

称取上述烘干蛋白质0.1 mg于锡杯（5.13）中，用于蜂蜜δ13Cp的测定。
测定

液相色谱-同位素质谱条件
色谱柱：Carbomix Ca-NP5柱，300 mm ×7.8 mm（i.d.），粒度5.0 (m，或相当者；

柱温：85 ℃；

流动相：超纯水；

流速：0.35 mL/min；

进样量：10 (L；

氧化反应炉温度：99.9 ℃；

氧化反应参考条件参见附录A；

载气：氦气，纯度99.999 %；
参考气：二氧化碳，纯度 99.999 %。
元素分析-同位素质谱条件
氧化管：填装氧化铬的石英管，或相当者；

氧化管温度：1000 ℃；

还原管：填装活性还原铜的石英管，或相当者；

还原管温度：780 ℃；

柱温箱温度：55 ℃；

载气：氦气，纯度99.999 %；
载气流速：120 mL/min；

助燃气：氧气，纯度99.999 %；
参考气：二氧化碳，纯度 99.999 %。
同位素质谱仪的预调

进行操作前确认检测环境、气密性和真空度达到要求，然后检验仪器的稳定性和线性是否符合要求，必要时调整离子源参数。

进行液相色谱-同位素质谱测定前，调整氧化剂和催化剂流速，确保体系的氧化能力达到要求。
液相色谱-同位素质谱测定

按照8.2.1 液相色谱-同位素质谱条件测定蜂蜜中果糖、葡萄糖、二糖、三糖δ13C值（δ13Cfru、δ13Cglu、δ13Cds、δ13Cts）。每隔10个测试样品至少测定一次同位素标准溶液（5.11）进行质量控制，确保测得的δ13C值与证书标明数值相差±0.30 ‰内。样品的色谱图见附录B。

元素分析-同位素质谱仪测定

按照8.2.2 元素分析-同位素质谱条件测定蜂蜜和蜂蜜蛋白质的δ13C值，确保同一样品的δ13Ch和δ13Cp在相同实验条件下测定。每隔10个测试样至少测定一次同位素标准溶液（5.10）进行质量控制，确保测得的δ13C值与证书标明数值相差±0.30 ‰内。样品的色谱图见附录C。
结果计算和表述

记录每个蜂蜜样品的果糖、葡萄糖、二糖、三糖、蜂蜜整体和蜂蜜蛋白质δ13C值（δ13Cfru、δ13Cglu、δ13Cds、δ13Cts、δ13Ch和δ13Cp）。

计算样品的果糖和葡萄糖δ13C值的差值Δδ13Cfru-glu、上述六个δ13C值的最大差值绝对值Δδ13Cmax、蜂蜜蛋白质和蜂蜜δ13C值的差值δ13Cp-h。
附  录  A
（资料性附录）
液相色谱-同位素质谱氧化反应参考条件
A.1 氧化反应参考条件：

氧化剂：过二硫酸钠溶液（5.6）
氧化剂流速：0.035 mL/min
催化剂：磷酸溶液（5.7）
催化剂流速：0.035 mL/min

附  录  B
（资料性附录）

油菜蜜的液相色谱-同位素质谱测定色谱图
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B .1 油菜蜜的液相色谱-同位素质谱测定色谱图
附  录  C
（资料性附录）

油菜蜜的元素分析-同位素质谱色谱图
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C .1 油菜蜜的元素分析-同位素质谱测定色谱图
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