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1111 项目背景项目背景项目背景项目背景

1.11.11.11.1 任务来源任务来源任务来源任务来源

根据中华全国供销合作总社下达的 2011 年第一批国家标准制定计划项目，

《蜂蜡中二十八、三十烷醇的测定-气相色谱法》列入 2011 年国家标准制定计划，

计划编号为 20110433-T-422。农业部蜂产品监督检验测试中心（北京）负责组

织调研、试验并起草制定标准，全国蜂产品标准化工作组为技术归口单位。

1.21.21.21.2 主要工作过程主要工作过程主要工作过程主要工作过程

(一) 全国供销总社下达标准制定任务；

(二) 制标单位广泛查阅收集国内外相关技术资料和标准；

(三) 蜂蜡中二十八、三十烷醇的提取定方法优化选择；

(四) 建立二十八、三十烷醇的测定分离检测方法；

(五) 方法准确度与精密度实验与验证；

(六) 编写标准讨论稿，在有关单位试用验证；

(七) 编写标准征求意见稿及编制说明，广泛向有关检测、生产、推广、

科研及大专院校等单位征求意见。

(八) 意见汇总，标准修改，形成送审稿，申请审定。

2222 标准编制背景及意义标准编制背景及意义标准编制背景及意义标准编制背景及意义

蜂蜡又称黄蜡、蜜蜡，是工蜂蜡腺分泌出来的天然物质。由于蜂种不同，可

分为中蜂蜂蜡和西方蜜蜂蜂蜡。根据蜂蜡原料的来源，可把蜂蜡分为蜜盖蜡、巢

脾蜡和赘脾蜡等。研究表明蜂蜡具有降低胆固醇 LDL-C 水平，从而减少心脏病的

风险，具有增强体力、精力、耐力，促进血液循环，提高氧输送能力和基础代谢

率，提高应激能力，提高机体代谢率，改善心肌营养和降低收缩期血压等功能。

蜂蜡具有如此多的功能主要源于其含有的烷醇类物质，其中主要为二十八烷醇和

三十烷醇。二十八醇是一种新型功能性食品添加剂，它具有增强体力、精力和耐

力，提高应激能力，降低血清胆固醇和甘油三脂含量等功能，能促进血液循环，

同时还能提高氧输送能力和基础代谢率。三十烷醇是一种天然植物生长素，对植

物生长有刺激作用，它被广泛应用到农业增产、花卉种植、组织培养等领域。

随着近些年二十八烷醇和三十烷醇在农业生产、食品加工，化妆品和保健品

中的广泛应用，蜂蜡作为二十八烷醇和三十烷醇提取物的主要原料之一，其产品
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质量成为重点关注的对象。目前，国标或行业标准主要通过感官，皂化值，熔点，

酸值和碳烃化合物等指标来评价蜂蜡的质量。二十八烷醇和三十烷醇作为蜂蜡的

主要活性成分，已经成为评价蜂蜡质量的两个重要指标，但是目前并没有分析蜂

蜡中二十八烷醇和三十烷醇含量的分析方法标准。为了更好促进蜂蜡的应用与开

发，完善蜂蜡的质量评价标准，应该及时制定蜂蜡中二十八烷醇和三十烷醇含量

的标准方法，为蜂蜡的质量安全与评价提供必要的技术储备。

目前报道的二十八烷醇和三十烷醇的分析方法主要有气相色谱-火焰离子化

检测（GC-FID），气相色谱-质谱法（GC-MS）和液相色谱蒸发光检测方法(LC-ELSD)。

其中，GC-FID 仪器简单，普及较广，是定量分析的首选方法。GC-MS 主要用于蜂

蜡组分的研究。LC-ELSD 仅能分析基质简单，含量较高的样品。文献报道的方法

以 GC-FID 为主，为了标准方法的易于推广与应用，本标准选择 GC-FID 为检测分

析设备。借鉴前人的方法，通过优化提取和分析参数，建立了适用于蜂蜡中二十

八烷醇和三十烷醇的分析方法。

3333 标准的编写原则及路线标准的编写原则及路线标准的编写原则及路线标准的编写原则及路线

3.13.13.13.1 标准的编写原则标准的编写原则标准的编写原则标准的编写原则

本标准的编写制订过程中以提高测试方法选择性、精密度、检测限、准确度

和分析效率，降低分析成本为总原则，力求反映科学技术的先进成果和先进经验。

遵循了标准制订过程中的先进性、经济性和适用性原则。

在标准的制订过程中严格遵循国家有关方针、政策、法规和规章，标准的编

写规则及表述按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编

写规则的要求》、GB/T 5009.1-2003 《食品卫生检验方法 理化部分 总则》和GB/T

20001.4-2001《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的要求编写。在标准制

订过程中力求做到：技术内容的叙述正确无误；文字表达准确、简明、易懂；标

准的构成严谨合理；内容编排、层次划分等符合逻辑与规定。

4444 标准主要内容的确定标准主要内容的确定标准主要内容的确定标准主要内容的确定

4.14.14.14.1 标准适用范围的确定标准适用范围的确定标准适用范围的确定标准适用范围的确定

本标准适用于蜂蜡中二十八烷醇和三十烷醇的测定。

4.24.24.24.2 方法条件的优化与分析方法条件的优化与分析方法条件的优化与分析方法条件的优化与分析

4.2.14.2.14.2.14.2.1 提取方法的选择提取方法的选择提取方法的选择提取方法的选择
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蜂蜡中烷醇经常以其醇酯的形式存在，例如在蜂蜡中游离的三十烷醇非常

少，主要蜡酸三十烷醇酯和十六烯酸三十烷醇醋的形式存在。因此，需要通过水

解，将醇酯水解（皂化）为烷醇后，才能准确测定蜂蜡样品中的二十八烷醇和三

十烷醇含量。目前，烷醇的主要提取方法主要有以下几种：1. 蜂蜡皂化水解，

有机溶剂提取，用水除皂，重结晶；2.蜂蜡经醇解后，用真空蒸馏方式提取；3.

蜂蜡经皂化，用超临界方法提取烷醇；4.蜂蜡皂化后，用分子蒸馏的方法提取。

这些方法均能有效的提取和纯化原料中的烷醇，其中第一个方法-皂化-液液提取

法操作较为简单，应用的最广范。因此本标准选择此方法作为蜂蜡中二十八烷醇

和三十烷醇的提取方法，并借鉴GB/T 24314-2009 蜂蜡中皂化的方法，即用

0.5mol/L的氢氧化钾乙醇溶液90℃水浴皂化。根据实际样品测定情况，修改样品

的称样量，氢氧化钾溶液的用量和皂化时间。

甲苯、苯和三氯甲烷是最常用的用于溶解和提取蜂蜡和烷醇的溶剂。试验发

现这三种溶剂都可以有效的提取皂化后溶液中的烷醇类物质。实际操作当中，因

为密度的不同，加水除皂时，甲苯和苯的皂化液在下层，在多次用水洗涤时，容

易造成损失，导致测定结果重复性差。三氯甲烷提取时，加水除皂后，皂化液在

上层，且分层明显，方便多次洗涤，易于去除。因此，方法选择三氯甲烷作为提

取溶剂。

优化后的提取方法如下：

称取均匀的样品 0.25 g，精确至 0.1 mg，置于 150 mL 三角瓶中，加入 20 mL

氢氧化钾溶液，水浴 90 ℃ 回流 2 h， 60 ℃旋转蒸发去除乙醇后，加入 50 mL

氯仿溶解残渣，并将溶液全部转移至透明玻璃离心管中，加入 30 mL 水，漩涡振

荡 1 min，静置，移去上层液体，重复用 30 mL 水清洗两次，将有机相转移至 100

mL 容量瓶中，并用氯仿定容。测定前，取适量溶液经无水硫酸钠干燥，用 0.45 μm

微孔滤膜过滤，气相色谱测定。

4.2.24.2.24.2.24.2.2 仪器测定条件的选择仪器测定条件的选择仪器测定条件的选择仪器测定条件的选择

检索有关二十八烷醇和三十烷醇含量测定的文献，最经常使用的方法为

GC/MS法和GC-FID法。GC/MS法主要用于定性分析和烷醇种类的研究。GC-FID主要

用于定量分析研究。FID是气相色谱的常规检测器之一，普及应用较广，在许多

检测机构及大型蜂产品企业都有配备，为满足标准的可推广性，本标准选择了

http://down.foodmate.net/standard/sort/3/21469.html
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GC-FID作为测定仪器。

文献报道二十八烷醇和三十烷的气相色谱分析时主要毛细管柱类型是HP-5

等弱极性的毛细管柱。在试验中我们选择了类似的毛细管柱 DB-5作为分析色谱

柱。通过优化J.J. Jimenez教授报道的商业蜂蜡组分气相色谱质谱分析方法中的

气相色谱分析条件，建立了适用于蜂蜡二十八烷醇和三十烷的FID测定方法。优

化后的仪器条件如下：

色谱柱：DB-5 30 m × 0.25 mm（内径）×0.25 μm 或相当者；

柱温：200 ℃保持 1 min，以 5 ℃/min 的速率升温到 320 ℃，保持 10 min；

进样口温度：320 ℃；

检测器温度：340 ℃；

载气：氮气（N2），纯度≥99.99%；

燃气：氢气（H2），纯度≥99.99%；

柱流速：1.0 mL/min；

氢气流速：30 mL/min；

空气流速：300 mL/min；

不分流进样：2 μL。

优化后的仪器条件可以满足实际蜂蜡样品中二十八烷醇和三十烷含量的测

定，标准溶液，蜂蜡样品的分析色谱图，见下图1。
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图图图图1111 标准溶液（标准溶液（标准溶液（标准溶液（AAAA）））），实际样品（，实际样品（，实际样品（，实际样品（BBBB）气相色谱分析色谱图）气相色谱分析色谱图）气相色谱分析色谱图）气相色谱分析色谱图

4.34.34.34.3 方法学评价方法学评价方法学评价方法学评价

4.3.14.3.14.3.14.3.1线性范围和检出限线性范围和检出限线性范围和检出限线性范围和检出限

配制二十八烷醇和三十烷醇浓度范围为10.0 mg/L，50 mg/L，100 mg/L，250

mg/L，500 mg/L混合标准溶液在选定的色谱条件下测定，用峰面积对标准溶液中

各被测组分的浓度作图。二十八烷醇和三十烷醇在浓度范围内均呈线性关系，符

合定量要求，其线性范围、线性方程和校正因子见表2。

表表表表1111.... 二十八烷醇和三十烷醇线性方程和校正因子二十八烷醇和三十烷醇线性方程和校正因子二十八烷醇和三十烷醇线性方程和校正因子二十八烷醇和三十烷醇线性方程和校正因子

名称
线 性 范 围

（mg/L）
线性方程 相关系数（R

2
）

二十八烷醇 10-500 Y=2.180X-12.156 0.9972

三十烷醇 10-500 Y=1.4168X-14.486 0.9973

将标准溶液进行系列稀释，在进针2μL时，根据10倍性噪比确定方法检出限，

二十八烷醇为5 mg/L，三十烷醇8 mg/L。

4.3.24.3.24.3.24.3.2方法的加标回收率方法的加标回收率方法的加标回收率方法的加标回收率

根据GB/T 5009.1-2003 《食品卫生检验方法 理化部分 总则》，准确度为测

定平均值与真值的相符程度。准确度的测定：将某一稳定样品中加入不同水平已

知量的标准物质（将标准物质的量作为真值），称加标样品，同时测定样品和加

B

28-OH

30-OH
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标样品，加标样品扣除样品值后与标准物质的误差即为该方法的准确度。本试验

通过添加回收率来测定方法的准确度。按照上述处理和测定方法，选择1个蜂蜡

样品，添加3个不同浓度，计算方法的回收率。见表2和表3。

从表2和表3可以看出，在二十八烷醇在三个水平添加的回收率在

89.0%-102%，相对标准偏差（RSD）在1.64%-5.04%；三十烷醇在三个水平添加的

回收率在86.5%-110.2%，相对标准偏差（RSD）在1.81%-3.66%。方法有着很好的

回收率和重复性。

表表表表2222 二十八烷醇添加回收率二十八烷醇添加回收率二十八烷醇添加回收率二十八烷醇添加回收率

实验

次数

二十八烷醇

1% 2% 5%
测定值 回收率 测定值 回收率 测定值 回收率

1 0.91 91.0 1.92 96.0 4.93 98.6
2 0.93 93.0 1.89 94.5 4.82 96.4
3 1.02 102.0 1.93 95.4 4.89 97.8
4 0.89 89.0 1.99 99.5 4.91 98.2
5 0.96 96.0 2.01 100.5 4.80 96.0
6 0.91 91.0 1.84 92.0 4.72 94.4

平均值 0.94 93.7 1.93 96.5 4.85 96.9
SD 0.05 0.06 0.08

RSD % 5.04 3.26 1.64

表表表表3333 三十烷醇添加回收率三十烷醇添加回收率三十烷醇添加回收率三十烷醇添加回收率

实验

次数

三十烷醇

2% 5% 10%
测定值 回收率 测定值 回收率 测定值 回收率

1 1.78 89.0 4.91 98.2 9.42 94.2
2 1.86 93.0 4.78 95.6 9.38 93.8
3 1.82 91.0 4.82 96.4 9.61 96.1
4 1.79 89.5 4.86 97.2 9.49 94.9
5 1.92 96.0 5.01 100.2 9.73 97.3
6 1.73 86.5 4.73 94.6 9.81 98.1

平均值 1.82 90.8 4.85 97.0 9.57 95.7
SD 0.07 0.10 0.17

RSD% 3.66 2.05 1.81

4.3.34.3.34.3.34.3.3方法重现性和再现性方法重现性和再现性方法重现性和再现性方法重现性和再现性

参照GB/T 6379.2-2004《测试方法与结果的准确度（正确度与精密度）第2

部分和GB/T 6379.6-2009《测试方法与结果的准确度（正确度与精密度）第6部

分，由本单位（编号为4农业部蜂产品质量监督检验测试中心（北京））及农业部
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兽药安全性评价监督检验测试中心等5家协作实验室进行方法的再现性试验，比

对原始数据和试验室间方法的再现性，数据统计结果分别见表4到表7。对表4到

表5的数据进行检查分析，二十八烷醇和三十烷醇的数据统计如下：

二十八烷醇：重复性标准差：Sr=0.145；再现性标准差：SR=0.151；重复性限：

r=0.40 再现性限：R=0.42。

三十烷醇：重复性标准差：Sr=0.186；再现性标准差：SR=0.186；重复性限：

r=0.52再现性限：R=0.53。

表表表表4444二十八烷醇方法再现性实验室间比对原始数据二十八烷醇方法再现性实验室间比对原始数据二十八烷醇方法再现性实验室间比对原始数据二十八烷醇方法再现性实验室间比对原始数据

实验室名称
二十八烷醇含量（%）

1 2 3

1 2.69 2.97 2.89

2 2.73 2.69 2.98

3 2.62 2.45 2.79

4 2.64 2.91 2.76

5 2.81 2.66 2.93

6 2.51 2.73 2.67

表表表表5555三十烷醇方法再现性实验室间比对原始数据三十烷醇方法再现性实验室间比对原始数据三十烷醇方法再现性实验室间比对原始数据三十烷醇方法再现性实验室间比对原始数据

实验室名称
三十烷醇含量（%）

1 2 3

1 20.98 20.57 20.61

2 20.69 20.91 20.75

3 20.44 20.78 20.26

4 20.38 20.59 20.77

5 20.48 20.79 20.59

6 20.87 20.66 20.72
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表表表表6666二十八烷醇实验室间方法的再现性数据统计结果二十八烷醇实验室间方法的再现性数据统计结果二十八烷醇实验室间方法的再现性数据统计结果二十八烷醇实验室间方法的再现性数据统计结果

实验室名称 平均值 X 重复 n 方差 S2

1
2
3
4
5
6

2.85 3 0.0208
2.80 3 0.0247
2.62 3 0.0289

2.77 3 0.0183

2.8 3 0.0183
2.6 3 0.0129

检验单元

方差科克

伦检验）

最大方差 科克伦统计量 科克伦检验临界值 判定

实验室 3 0.312
0.768(5%)
0.864(1%)

正常

检验单元

平均值

格拉布斯

检验）

单个低值 单个高值 格拉布斯检验临界

值单值检验临界值
判定

1.32 1.09
1.48(5%)
1.49(1%)

正常

比对试验

数据统计

结果

参加实验室的数目（m） 6

可接受结果的数目 6

平均值 (%), mX = ∑
∑

i

ii

n
xn

2.75

重复性标准差（Sr） Sr = m

s
m

i
i∑

=1

2

0.145

重复性变异系数(%) 5.23

重复性限（r）， r = 2.8× Sr 0.40

组间变动性方差(SL2)

SL2= n
s

mm

xxm
r

m

i

m

i
ii 2

1 1

22

)1(

)(
−

−

−∑ ∑
= =

0.0021

再现性标准差 SR SR =
22
Lr ss + 0.151

再现性变异系数（%） 5.50

再现性限（R） R = 2.8×SR 0.42
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表表表表7777三十烷醇样品实验室间方法的再现性数据统计结果三十烷醇样品实验室间方法的再现性数据统计结果三十烷醇样品实验室间方法的再现性数据统计结果三十烷醇样品实验室间方法的再现性数据统计结果

实验室名称 平均值 X 重复 n 方差 s2

1
2
3
4
5
6

20.72 3 0.0511
20.78 3 0.0129
20.49 3 0.0697
20.58 3 0.0381
20.62 3 0.0247
20.75 3 0.0117

检验单元方差

（科克伦检验）

最大方差 科克伦统计量 科克伦检验临界值 判定

实验室 3 0.406 0.768(5%)；0.864(1%) 正常

检验单元平均值

（格拉布斯检

验）

单个低值 单个高值 格拉布斯检验临界值

单值检验临界值

判定

1.47 1.12 1.481(5%)；1.496(1%) 正常

比对试验

数据统计结果

参加实验室的数目（m） 6

可接受结果的数目 6

平均值 (%), mX = ∑
∑

i

ii

n
xn 20.66

重复性标准差（Sr） Sr =
m

s
m

i
i∑

=1

2

0.186

重复性变异系数(%) 0.902

重复性限（r）， r = 2.8× Sr 0.522

组间变动性方差(SL2) SL2= n
s

mm

xxm
r

m

i

m

i
ii 2

1 1

22

)1(

)(
−

−

−∑ ∑
= =

0.00096

再现性标准差 SR SR =
22
Lr ss +

0.189

再现性变异系数（%） 0.914

再现性限（R） R = 2.8×SR 0.523



11

5555 标准基本评价标准基本评价标准基本评价标准基本评价

本标准严格按照 GB/T1.1-2009、GB/T20000.2-2009 的要求进行编写，格式

符合标准要求，技术内容叙述无误，文字表达准确、简明、易懂，标准结构布局

合理，层次划分符合逻辑。制标单位在制定标准前查阅了大量资料和进行了多项

研究，并进行了大量的样品测试，验证方法的适用性。在标准制定中，尽量选择

简单的处理步骤，通用的仪器设备，标准技术内容科学实用，使得标准易于后期

的推广与应用。

6666 与有关现行法律、法规和强制性标准的关系与有关现行法律、法规和强制性标准的关系与有关现行法律、法规和强制性标准的关系与有关现行法律、法规和强制性标准的关系

在标准的制订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章，严格执行

强制性国家标准和行业标准。与相关的各种基础标准相衔接，遵循了政策性和协

调同一性的原则。

7777 作为强制性标准或推荐性标准的建议作为强制性标准或推荐性标准的建议作为强制性标准或推荐性标准的建议作为强制性标准或推荐性标准的建议

本标准为烷醇类含量的测定方法标准，并不涉及有关国家安全、保护人体健

康和人身财产安全、环境质量要求等有关强制性地方标准或强制性条文等的八项

要求之一，因此建议将其作为推荐性国家标准颁布实施。

8888 标准在编制过程中意见分歧情况标准在编制过程中意见分歧情况标准在编制过程中意见分歧情况标准在编制过程中意见分歧情况

本标准在编制过程中没有重大意见分歧。

9999 致谢致谢致谢致谢

本标准在编制过程中，得到很多专家的指导和帮助，特此表示感谢！

农业部蜂产品质量监督检验测试中心（北京）农业部蜂产品质量监督检验测试中心（北京）农业部蜂产品质量监督检验测试中心（北京）农业部蜂产品质量监督检验测试中心（北京）

二二二二〇一二年十二月一二年十二月一二年十二月一二年十二月
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