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前  言

本标准等同采用ISO/TS 23647：2010《植物油脂 蜡含量的测定 气相色谱测定法》英文版。
为方便使用，本标准对ISO/TS 23647：2010做了下列编辑性修改：

—“本方法”一词改为“本标准”；

—将国际标准中的“.”替代为句号“。”；

—删除了国际标准的内容、前言与简介，增加了本标准前言。
本标准的附录A、附录B和附录C为资料性附录。

本标准由国家粮食和物资储备局提出。

本标准由全国粮油标准化技术委员会（SAC/TC 270）归口。

本标准起草单位： 

本标准主要起草人： 

粮油检验 植物油中蜡含量的测定 气相色谱测定法
1　 范围

本标准采用气相色谱方法测定原油、脱胶油、脱酸油、冬化油以及精炼植物油中的蜡含量，如葵花籽油、大豆油、菜籽油、玉米油和米糠油，但不适用于橄榄油和橄榄果渣油。  

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/T 5524  动植物油脂  扦样
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试验方法
GB/T 15687  动植物油脂  试样的制备
3　 术语和定义

下列的术语和定义适用于本文件。
蜡
蜡是长碳链脂肪酸和脂肪醇形成的酯（C20或者更长的饱和碳链）。
3.2
蜡含量

样品中蜡含量按本标准给定的条件进行测定。

注： 蜡含量以每千克油中毫克蜡来表示。

4　 原理

采用硅胶和硝酸银硅胶混合填充的层析柱对蜡进行分离，毛细管柱气相色谱法-氢火焰离子化检测器测定，内标法定量。

5　 试剂和材料

警告：注意遵守危险物的指定处理方法，遵守技术上、组织上和人员上的安全措施。

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。
5.1　 正己烷。
5.2　 二氯甲烷。
5.3　 正庚烷。
5.4　 三氯甲烷。
5.5　 硅胶60，粒径0.063 mm-0.200 mm(70目-230目)，如Merck No.107734。
注1： Merck公司生产的硅胶60（Merck No.107734）满足本标准要求。提供此息是为了方便本标准的使用者，并不作为本标准对该产品的认可。如果能得到相同的结果，类似产品亦可使用。
5.6　 硝酸银（AgNO3）。
5.7　 正三十六烷标准品（C36烷烃）。
注2： 正三十六烷可从Sigma-Aldrich公司购买，其产品纯度大于99%。提供此息是为了方便本标准的使用者，并不作为本标准对该产品的认可。
5.7.1　 0.1mg/mL正三十六烷内标溶液：称取0.1000g±0.0001g正三十六烷标准品（5.7），加入少量正庚烷（5.3）溶解后，转移至100mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀。
5.7.2　 1mg/mL正三十六烷溶液：称取1.0000g±0.0001g正三十六烷标准品（5.7），加入少量正庚烷（5.3）溶解后，转移至100mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀。用于测定响应因子。
5.8　 用于确定气相色谱峰纯蜡标准品，如C40酯，C44酯。
注3： 纯蜡标准品如山嵛酸硬脂醇酯（C40酯）、硬脂酸硬脂醇酯（C36酯）以及山嵛酸山嵛醇酯（C44酯）可从Sigma-Aldrich公司购买，其产品纯度约为99%。提供此息是为了方便本标准的使用者，并不作为本标准对该产品的认可。
5.8.1　 1mg/mL硬脂酸硬脂醇脂（C36酯）溶液：称取1.0000g±0.0001g硬脂酸硬脂醇脂标准品（5.8），加入少量三氯甲烷（5.4）溶解后，转移至100mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀。用于测定响应因子。
5.9　 结晶葵花籽蜡，采用葵花油冬化处理后的饼粕残渣制备或葵花籽原油结晶制备，具体制备过程参考附录C。
5.10　 脱脂棉，医药级，无吸附性。
5.11　 混合溶剂A：正己烷（5.1）与二氯甲烷（5.2），每100mL混合溶剂中正己烷为95mL，二氯甲烷为5mL。
5.12　 混合溶剂B：正己烷（5.1）与二氯甲烷（5.2），每100mL混合溶剂中正己烷80mL，二氯甲烷20mL。

6　 仪器
6.1　 层析柱，由玻璃制成，内径为30mm，长度为450mm，配有由聚四氟乙烯制成的旋塞。

6.2　 玻璃棒，长度为600mm。

6.3　 移液器。

6.4　 旋转蒸发器。

6.5　 圆底烧瓶，250mL，用来收集蜡组分。

6.6　 梨形瓶，25mL，用来收集浓缩蜡组分。

6.7　 气相色谱仪，配备氢火焰离子化检测器、分流/不分流进样口、积分器或数据采集系统。

6.8　 融熔石英毛细管柱，长25m，内径0.32mm或0.20mm，聚二甲硅氧烷涂层（如HP-1或OV-1或者类似者），涂层厚度0.1μm。

7　 扦样

扦样按GB/T 5524执行。
实验室接受的样品应具有代表性，在运输和储藏过程中没有被损坏或发生变化。
8　 试样制备
试样制备按GB/T 15687执行。将样品加热至130℃，搅拌使结晶的蜡完全熔化，同时去除水分（可使用磁力搅拌器或微波炉）。
9　 操作步骤

9.1　 硝酸银硅胶60制备

将100g硅胶60（5.5）放入陶瓷碗中，倒入适量的硝酸银溶液，硝酸银溶液为5g硝酸银（5.6）溶解在240mL的水中制成，不停搅拌至硅胶表面变平，然后将该悬浮液放入电烘箱，加热至170℃，过夜活化；于避光处缓慢降温至50℃，转移至避光密封瓶中待用。去除硝酸银硅胶表面的黑色颗粒；此硅胶含有5%质量分数的硝酸银。

9.2　 柱填充

用玻璃棒（6.2）将一团脱脂棉放置于层析柱（6.1）的底部，轻轻按压，向层析柱（6.1）中倒入30mL正己烷，用玻璃棒（6.2）按压脱脂棉排出空气，溶剂的液面高于脱脂棉2-3mm为宜；将3g的硝酸银硅胶（9.1）倒入层析柱（6.1）中，去除空气，同时使表面变平；将12g的硅胶60（5.5）倒入硝酸银硅胶（9.1）的上层，去除空气，硅胶应避光；用90～100mL的正己烷（5.1）冲洗硅胶，弃去洗脱液。如有必要轻轻拍打除去多余的空气，最后溶剂的液面应高于硅胶5mm左右。

9.3　 蜡的分离

9.3.1　 样品制备

根据不同样品中蜡含量来称取样品（葵花籽原油和脱酸油3g、葵花籽冬化油和精炼油4-4.5g、其他油脂4-4.5g）；分别加入3mL的内标溶液（5.7.1）和7mL的混合溶剂A，混合均匀后用巴斯移液器（6.3）移取2 mL该溶液加入层析柱（6.1）中；调节流速为1.5-2.0mL/min，用大约3ml的混合溶剂A（5.11）冲洗层析柱（6.1）内壁3次，层析柱内溶剂不能流干，在加入下一溶剂组分前要保持溶剂液面高于硅胶表面5mm左右。

9.3.2　 柱层析

采用190mL混合溶剂B（5.12）来洗脱样品，调节流速大约为3mL/min。
收集洗脱液至圆底烧瓶中（6.5），然后采用旋转蒸发器（6.4）将溶剂蒸干，用少量三氯甲烷溶解烧瓶中的残留物，同时将溶液转移到梨形瓶中并再次将溶剂蒸干，最后用1 mL三氯甲烷重新溶解蜡，待测。

9.4　 蜡含量的气相色谱测定

9.4.1　 气相色谱参考条件

色谱柱：HP-1（25m×0.20mm，0.11μm）

柱温：170℃（0-1min）；170-350℃（6℃/min）；350℃（20min）

载气：氢气

流速：1.4min/mL
进样口：350℃，分流比1:30
FID检测器：350℃
上述条件可依据气相色谱仪和色谱柱的特性进行调整，以实现对蜡的良好分离。

9.4.2　 响应因子的测定

将标准溶液（5.7.2和5.8.1）混合均匀，进样1μL到气相色谱中测定响应因子Fr, 
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式中：

AIS—正三十六烷（5.7.2）的峰面积；

A—硬脂酸十八醇脂的峰面积；

ρ—硬脂酸十八醇脂（5.8.1）的质量浓度；

ρis —正三十六烷（5.7.2）的质量浓度。
FR应该保持在1.1-1.2之间，样品溶液放置在阴暗处的密封瓶中，按照要求进行重复测定，样品放置时间不超过一周。

9.4.3　 蜡含量的计算

进样1.5-2.0μL样品溶液（按9.3进行分离）到气相色谱进行分析，出峰顺序依次是溶剂、烃类化合物、内标物（正三十六烷）和蜡。
如果蜡分离良好，蜡质尤其是葵花蜡应该出现典型的模式：C48蜡之后的蜡峰面积持续降低。然而重叠峰或大峰比如固醇酯和甘油三酯的存在会出现在蜡出峰区域的末端，从而使得数据分析无法进行，此时需要重新进行柱层析进行分离制备蜡质（如图A.4）。
9.4.3.1　 葵花籽油

葵花蜡的主要成分：C44、C46和C48蜡，葵花蜡中主要含有的是偶数碳原子的蜡如C44、C46、C48、C50、C52、C54。在这些主要的峰中，具有奇数碳原子的较小的峰也能被检测出来，所有的峰（小的和大的）都会在计算中使用。

该计算基于先前一系列的测定结果和研究文献（见参考文献[5]、[6]、[7]），蜡含量wt，采用每千克油脂中毫克蜡含量进行表示，如式（2）：
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式中：

Fr— 响应因子（9.4.2）；
A＞C44 —碳原子总数大于44的所有蜡类物质的总峰面积；

AC44 —C44蜡的峰面积；
AIS—正三十六烷的峰面积；
k—经验系数，其中精炼油和冬化油为1.0，非精炼油0.5，见参考文献[5]；
mIS—加入油中内标物的质量，单位为微克（μg）； 
m —油样的质量，单位为克（g）。
9.4.3.2　 其他油脂

植物油如大豆油、菜籽油和玉米油中蜡的主要成分：C40、C41、C42、C44、C46蜡。在精炼脱臭油中，蜡含量一般要低于20mg/kg。米糠毛油例外，其蜡含量高达1500-2000mg/kg，与葵花油中蜡含量类似。

9.4.3.2.1　 米糠油

蜡含量wt，采用每千克油脂中毫克蜡含量进行表示，如式（3）：
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式中：

Fr—响应因子（9.4.2）；
A≥C42—碳原子总数大于等于42的所有蜡类物质的总峰面积；
AIS—正三十六烷的峰面积；
mIS—加入油中内标物的质量，单位为微克（μg）； 
m —油样的质量，单位为克（g）。
9.4.3.2.2　 其他油脂（大豆油、菜籽油和玉米油）

蜡含量wt，采用每千克油脂中毫克蜡含量进行表示，如式（4）：
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式中：

Fr—响应因子（9.4.2）；
A＞C44—碳原子总数大于44的所有蜡类物质的总峰面积；
AC44—C44蜡的峰面积；
AIS—C36烷烃的峰面积；
k—经验系数，k=0.5；
mIS—加入油中内标物的质量，单位为微克（μg）； 
m —油样的质量，单位为克（g）。
注： 对于大豆油，蜡含量计算结果非常高。
10　 精密度

10.1　 实验室间比对试验

本标准实验室间测试精密度详情参见附录B。该实验室间比对测定结果可能不适用于附录B以外的其他含量范围和品种。

10.2　 重复性

在同一实验室，由同一操作者使用相同的设备，按相同的测试方法，在短时间内对同一被测对象获得的两次独立测定结果的绝对差值超出表B.1给出的重复性限值r的情况不超过5%。

10.3　 再现性

在不同实验室中，由不同的操作者使用不同的设备，按相同的测试方法，对同一被测对象获得的两次独立测定结果的绝对差值超出表B.1给出的再现性限值R的情况不超过5%。

11　 测试报告

测试报告应最少包括以下信息：

a）标识样品的全部信息；

b）本标准所使用的扦样方法（如果已知）；
c）本标准所涉及的测试方法；

d）本标准中没有具体说明的，或者被认为是可选择性的，以及所有可能影响结果的操作细节；

e）测试结果；

f）如进行了重复性试验，则报告最终结果。
附　录　A 
（资料性附录）
典型色谱图
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I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：0.1mg/mL（正己烷溶液）
图A.1　 葵花籽原油蜡组成的典型色谱图

[image: image7.png]11pA

90
80
70
60
50
40
30
20
10

10158

2419

10

15

20

25

timin




I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
2—硬脂酸硬脂醇脂，溶液浓度：1.032mg/mL（三氯甲烷溶液）
图A.2　 确定响应因子的典型色谱图
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I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
图A.3　 已冬化、完全精炼的葵花籽油蜡组成典型色谱图
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I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
2—甘油三酯
图A.4　 葵花籽原油蜡与甘油三酯共流出典型色谱图
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I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
图A.5　 大豆油蜡组成的典型色谱图
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y—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
图A.6　 米糠油蜡组成的典型色谱图
[image: image12.png]1ipA &

10 >
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 timin




I—色谱响应
t—时间
1—内标物正三十六烷，溶液浓度：1mg/mL（正己烷溶液）
图A.7　 玉米油蜡组成的典型色谱图
附　录　B 
（资料性附录）
联合试验结果

来自4个国家7家实验室参与了国际化的协同试验，测试了8个样品（4个为重复样品）。获得的测试结果经过统计分析与GB/T 6379.1和GB/T 6379.2保持一致，具体的精确数据如表B.1中所示。
表A.1　 联合试验结果

	项目
	不同葵花籽油样品

	
	未冬化原油
	10%精炼油和未冬化原油
	脱色油和未冬化原油
	精炼油、冬化

	实验室数目
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	参加统计实验室数目
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	测试结果数目
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	平均值/（mg/kg）
	406.9
	379.6
	107.8
	100.4
	241.0
	241.6
	39.6
	37.0

	重复性标准偏差，Sr
	21.4
	9.9
	17.2
	6.8
	9.09
	9.1
	1.9
	3.2

	重复性变异系数/%
	59.8
	27.6
	48.3
	19.1
	24.4
	25.6
	5.4
	8.9

	重复性限，r
	5
	3
	16
	7
	4
	4
	5
	9

	再现性标准偏差，SR
	66.6
	61.0
	22.6
	26.7
	49.9
	30.6
	12.1
	10.9

	再现性变异系数/%
	186.5
	170.8
	63.2
	74.7
	139.6
	85.8
	33.8
	30.4

	再现性限，R
	16
	16
	21
	27
	21
	13
	31
	29


附　录　C 
（资料性附录）
葵花籽蜡的制备

C.1　 试剂和材料

分析过程中，除非另有说明，所用试剂均为分析纯。

C.1.1　 正己烷。

C.1.2　 二氯甲烷。

C.1.3　 丙酮。

C.1.4　 定量滤纸，80g/m2。

C.1.5　 葵花籽油冬化饼粕，含有葵花油、葵花蜡和助滤剂，葵花籽油质量分数为50-70%。

C.1.6　 干燥的脱胶葵花油，蜡含量≥500mg/kg。

C.1.7　 助滤剂，Clarcel、Perfil或其他相似的产品。

注： 产品有市售。提供此信息是为了方便本标准的使用者，并不作为本标准对该产品的认可。

C.1.8　 脱色土，已酸化。

C.2　 仪器

C.2.1　 磁力搅拌器。

C.2.2　 玻璃漏斗，直径120mm。

C.2.3　 圆底烧瓶，500mL。

C.2.4　 圆底烧瓶，2000mL。

C.2.5　 烧杯，1000mL。

C.2.6　 锥形瓶，500mL。

C.2.7　 旋转蒸发器。

C.2.8　 布氏漏斗，内径80mm。

C.3　 操作步骤

C.3.1　 以葵花籽油冬化饼粕制备葵花蜡

C.3.1.1　 样品制备

称取约100g饼粕（葵花籽油冬化处理后的过滤残渣）（C.1.5），加入350mL正己烷（C.1.1），放置于磁力搅拌器上搅拌1h；待相分离后，轻轻倒出含油的上层正己烷溶剂，将剩下的残留物放在通风橱中使残留正己烷挥发。

C.3.1.2　 蜡的提取

加入100mL二氯甲烷（C.1.2）到上述饼粕（C.3.1.1）中，搅拌10min，待沉淀物和溶剂分离后，通过滤纸（C.1.4）将上层溶剂过滤至圆底烧瓶中并用300mL二氯甲烷冲洗残留物，收集溶剂后采用旋转蒸发器将溶剂蒸干，剩余残留物为蜡粗提物。

C.3.1.3　 蜡的纯化

加入60 mL丙酮（C.1.3）到上述蜡粗提物中，然后将其倒入烧杯（C.3.1.2），置于磁力搅拌器（C.2.1）上搅拌5 min后静止使两相分离，通过滤纸（C.1.4）对上层溶剂进行过滤，之后继续加入60mL丙酮（C.1.3）冲洗残留物，重复冲洗至少4-5次，冲洗后将全部残留物转移到滤纸上，然后用50mL的丙酮冲洗，冲洗后放置在通风橱中将残留溶剂脱除。

为了脱除痕量的助滤剂颗粒，将分离的蜡溶解在二氯甲烷中，然后通过滤纸进行过滤，并用二氯甲烷冲洗滤纸，收集后的溶剂采用旋转蒸发器蒸干，将残留物蜡放在烘箱中105 ℃烘干待用。

蜡的纯度通过气相色谱进行鉴定。

注： 以葵花籽油饼粕为原料制备的葵花蜡标准品的典型组成（见表C.1）。

C.3.2　 以脱胶葵花籽油为原料制备葵花蜡

C.3.2.1　 样品制备

称取约1000g干燥的脱胶葵花籽油（C.1.6）于圆底烧瓶（C.2.4）中，加热至70℃，然后加入2%的脱色白土（C.1.8），开启磁力搅拌装置（C.2.1），连上真空装置调节真空度为10 kPa，升高温度至100℃开启反应，反应时间30min；反应结束后保持真空度不变冷却反应体系，断开真空装置，通过布氏漏斗(C.2.8)、滤纸（C.1.4）过滤反应溶液，滤纸上铺有20mm的助滤剂（C.1.7）。

C.3.2.2　 蜡的提取

将脱色油倒入具塞玻璃容器中，密封放置于冰箱（0±2 ℃）中2天以上。结晶的蜡会在容器中形成沉淀，除去上层油相，将残留物加热至130 ℃，搅匀后称取20g样品到玻璃烧瓶中，加入50mL丙酮（C.1.3）后磁力搅拌5min，待相分离后取出上层用滤纸（C.1.4）进行过滤。

添加50mL丙酮冲洗下层残留物，重复进行上述操作5-6次。

在最后一次冲洗后，将所有的蜡残留物转移到滤纸上，用30mL丙酮进行冲洗，在通风橱中除去多余的残留溶剂，采用气相色谱鉴定蜡的纯度和组成。

注： 以脱胶葵花籽油为原料制备葵花蜡的典型组成如表C.2所示。
表A.2　 以葵花籽油冬化饼粕制备2个葵花蜡的典型组成示例
	蜡组分
	无预先脱蜡处理
质量分数/%
	预先脱蜡处理
质量分数/%

	C42
	5.3
	5.9

	C43
	0.7
	0.9

	C44
	19.7
	23.2

	C45
	1.9
	2.0

	C46
	22.0
	23.3

	C47
	1.8
	1.5

	C48
	15.1
	14.9

	C49
	1.2
	1.0

	C50
	9.7
	8.9

	C51
	1.0
	0.8

	C52
	8.8
	7.2

	C53
	0.9
	0.7

	C54
	5.3
	4.3

	C55
	0.6
	0.4

	C56
	3.1
	2.4

	C57
	-
	0.3

	C58
	1.8
	1.4

	C59
	-
	-

	C60
	1.1
	0.8


表A.3　 以脱胶葵花籽油为原料制备葵花蜡的典型组成示例
	蜡组分
	质量分数/%

	C42
	2.3

	C43
	0.5

	C44
	15.1

	C45
	1.6

	C46
	21.1

	C47
	1.5

	C48
	16.6

	C49
	1.2

	C50
	11.2

	C51
	1.1

	C52
	10.1

	C53
	1.1

	C54
	6.6

	C55
	0.7

	C56
	4.0

	C57
	0.5

	C58
	2.5

	C59
	0.3

	C60
	1.6
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