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工作简况
(一) 任务来源
2009年 ，起草小组向全国畜牧业标准化技术委员会提出申请，报农业农村部批准制定《蜂产品中葡萄糖、果糖、蔗糖和麦芽糖的测定》农业行业标准项目，项目计划号为：农财发[2009]105号文件及其附件《2009年农业行业标准制定和修订项目资金分配表》206。本标准由中华人民共和国农业农村部提出，由全国畜牧业标准化技术委员会(SAC/TC 274)归口。起草单位：XXXX等。
（二）制定背景
蜂产品是我国传统的出口农产品，其品质与质量安全关系到出口贸易和人民身体健康。随着社会发展和生活水平的提高，消费者对食品的品质与安全的重视日益增强，食品的质量与安全成为全社会关注的热点。我国一直很重视蜂产品的质量安全问题，近些年制定了大量的蜂产品质量标准与检测方法的国标与行业标准。但这些标准主要针对蜂蜜产品，对消费量较大的蜂王浆与蜂花粉产品涉及很少。蜂产品中的有效碳水化合物（主要是果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖）是人体必要的营养素之一，是人体热能的主要来源，糖含量一直是蜂产品质量控制的一个重要指标。传统的化学滴定方法只能测定总糖，无法将果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖分离并分别测定其含量。这给不法商贩提供机会，在蜂产品添加价格较低的蔗糖，麦芽糖或其他糖类来以次充好，获得高额利润。这种行为不仅严重扰乱蜂产品消费市场，也给消费者的身体健康带来安全隐患，因此建立够能同时测定蜂产品中的果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖的方法是非常必要的。

农业行业标准的制定是保障农产品质量与安全和促进农产品公平贸易的重要措施。产品标准和检测方法的落后不仅仅关系到进出口贸易问题，也直接影响的消费者的健康。在蜂产品中，除了蜂蜜外，一直以来以“总糖”的方法来评价蜂花粉和蜂王浆的质量，这种方法通过滴定来测定分析蜂产品中糖的含量，不能区分糖的种类，无法准确评价蜂花粉和蜂王浆的品质，给蜂花粉和蜂王浆产品的消费带来安全隐患，因此在农业行业标准制定和修订规划中，提出制定蜂产品中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖检测定标准是非常必要和适时的。建立蜂产品中（主要为蜂花粉和蜂王浆）中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖检测方法标准，完善现有的蜂产品质量安全检测体系，为我国蜂产品质量安全与监控提供必须的技术支撑。

糖测定的方法主要化学滴定法，气相色谱/火焰离子检测器（GC-FID）、离子色谱法(IC)、液相色谱蒸发光检测（HPLC-ELSD）和液相色谱/示差检测器（HPLC-RI）等，其中，化学滴定方法对人员操作要求较高，不能区分糖的种类；用气相色谱，需要对糖进行衍生，步骤较繁琐；离子色谱具有高灵敏度，但离子色谱普及较差，作为标准推广，有一定的局限；液相色谱蒸发光或示差检测器设备简单，运用范围较广，其中，示差检测器应用较早，重复性和稳定性较好，是标准方法首选，因此本标准选择了液相色谱示差检测器作为测定设备。

2003年，秦皇岛出入境检验检疫局庞国芳院士课题组制定了蜂蜜中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖的检测方法-液相色谱示差折光检测法(GB/T 18932.22-2003)。这是首个我国制定的有关蜂蜜糖的仪器测定方法国家标准，此标准为应对蜂蜜出口贸易壁垒，蜂蜜的质量控制起到了至关重要的作用，但这个方法仅适用于蜂蜜中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖的测定，对于基质复杂的蜂王浆和蜂花粉中的糖则无法有效测定。本标准在借鉴已有方法和标准的基础上，通过优化净化、提取和分析条件，建立了适用于蜂王浆和蜂花粉中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖的标准测定方法。

（三）主要工作过程

第一阶段：标准文件起草阶段

1.成立起草小组

2009年计划任务下达后，由XXXX等单位的专家及科研人员组成标准起草小组。
2.查阅文献，开展验证分析
XXXX组织有关单位对标准中涉及的样品提取，检测方法等有关信息开展调研和实际样品验证分析，查阅并搜集、翻译了国内外相关技术资料，针对蜂产品中糖的测定整理相关标准和技术资料。

2.1前期工作

2009年，按照要求，各主要起草单位和起草人通过培训学习、考察、学术和经验交流，搜集、分析整理相关资料，起草小组在标准草案的基础上，修改标准的总体框架和具体内容，形成了标准文件草稿。

2.2起草阶段
2012年6月，起草小组邀请来自科研单位、高校、企业单位的领域专家开展研讨，研讨内容涉及文本和方法参数等，重点了解对标准文件草稿的意见和建议，同时收集与本标准相关的已在执行中的技术标准和规范以及执行过程中发现的问题。起草小组根据专家意见，修改完善了标准文件草稿，形成标准文件讨论稿。

2012年9月，组织标准起草组专家召开标准讨论会议，对主要检测方法条件进行讨论。根据专家提出的意见和建议，考虑标准内容与我国现行法律和法规的协调性及标准的结构和编写规则，起草小组对标准文件讨论稿进行修改完善，形成定向征求意见稿。

2.3 试验验证情况

2012年，制标单位委托国家兽药残留基准实验室（中国农业大学）、农业部畜禽产品质量监督检验测试中心、中国农业大学理学院三家检测机构（实验室）对标准草案检测方法的检测灵敏度、检测限、重复性、重现性、检测范围进行复核验证实验。验证结果表明，该标准方法设计合理，实用有效。标准符合验证报告见附件1。
第二阶段：定向征求意见阶段
2012年，起草小组在全国范围内向蜂业领域专家、管理者及其他的蜂业从业人员发送定向征求意见稿13份，收到回函9份，共50条意见或建议。经过研究与甄别，采纳43条意见，不采纳5条意见，认为2条意见不适用本标准。详细情况见征求意见汇总处理表。经过对定向征求意见稿进行修改完善，形成标准预审稿。

第三阶段：第一次标准审查阶段
2.4 预审会

2012年12月28日，起草组召开行业标准预审会，预审会专家组由许彦君、邱静、单吉浩、王锋、杨寒冰、胡福良和武玉波组成；胡福良任专家组组长。7名专家共提出17条意见，采纳了15条，未采纳2条。主要的意见为增加蜂蜜的测定要求，标准格式问题，以及计算公式的统一表达等；详见附件3《预审会专家评审意见》。根据预审会专家组意见，起草人员修改完善了标准文件，形成了标准文件送审稿，并向畜牧业标委会提请召开标准审查会。

2.5审查会

2014年6月5日，畜牧业标准化技术委员会组织了标准的终审会。与会专家提出了11条修改意见，《审查会意见汇总处理表》见附件2。主要是适应范围，检出限计算方法，编制说明进一步细化的问题。专家组一致同意通过审定，并建议标准起草小组根根据专家意见进一步修改后形成报批稿，报请农业农村部作为推荐性标准，《送审稿审查意见》见附件4。
第四阶段：制标工作中断及重新启动
2.6 制标工作中断

2014年~2022年间，由于制标单位发生机构改革以及制标人员工作调动的原因，经过专家组审定通过的标准文件未能及时形成报批材料，制标工作中断。

2.7重新成立标准起草小组并召开工作讨论会
2022年12月，制标单位重新组织了标准起草小组。同时对标准起草工作进行明确分工，明各自任务和职责，以确保项目的顺利实施。起草小组成员见表1。薛晓锋研究员任首席专家。

表1  起草小组成员一览表

第五阶段：公开征求意见阶段
标准起草工作小组整理了制标过程的历史资料，并查阅近期国内外相关文献，学习了GB/T 1.1—2020 《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》，于2023年3月15日，召开标准研制讨论会，围绕标准中技术内容的适用性开展了研讨与论证，根据最新标准文件编制要求规范了标准文本及编制说明，修改了标准化文件，形成公开征求意见稿，提请畜牧业标准化技术委员会开展公开征求意见。
标准编制原则和主要技术内容确定的依据

（一）制标原则

1. 本标准的编制原则：在其适用范围内，内容力求完整准确，易于理解，并具备先进性、实用性（可操作性）和权威性。

2. 本标准在制定过程中严格遵循GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的要求，以及《国家标准管理办法》中心相关规定，立足推动蜂产品品质检测的行业需求，针对蜂产品（蜂蜜，蜂王浆和蜂花粉）糖的检测要求，制定了该标准。

3.标准技术要求和指标符合我国现行的有关法律、法规和政策，并与相关标准相协调。

4.标准借鉴国内外蜂蜜标准的糖的检测参数设定，充分考虑对标国内外糖的检测方法要求，保证标准的科学性和先进性。

5.标准技术要求和指标的确定充分考虑我国蜂蜜产品的质量现状和未来发展的要求。

6.标准技术要求和指标的确定兼顾从标准发布实施到复审阶段的可持续发展需要。

7.标准内容通俗易懂，便于生产操作。

（二）主要技术内容确定的依据

1. 方法条件的优化与分析 

1.1 净化方法的选择

蜂花粉和蜂王浆含有一定量的色素、脂肪和蛋白，仪器测定前需要去除大部分色素、脂肪和蛋白质，以利于糖类物质的液相色谱检测，并保护液相色谱系统不受损害。

去除色素和脂肪的方法主要有液液萃取法和固相萃取法。液液萃取主要是选择糖不溶的溶剂，如二氯甲烷，乙醚和石油醚在样品提取前或提取后，通过液液提取的方式来萃取脂肪和色素达到净化的目的。固相萃取法主要是利用糖、脂肪和色素间极性的差异，糖溶液通过固相萃取柱时较弱极性的色素和脂肪保留，极性大的糖分不被保留的方式来达到净化目的。本标准用一个蜂花粉和一个蜂王浆样品，通过操作过程、使用成本，回收率和重复性来比较以下5种净化方法。比较结果见表1。 

表1 5种净化方式结果比较

*成本主要计算方式：每个样品所用的试剂或耗材的价格。回收率：用添加10%的果糖来计算，每个样品重复3次。萃取后，用热水提取后直接测定，考察脂肪和色素萃取步骤，是否影响回收率。

	净化方法
	试剂或耗材
	操作过程
	使用成本（元/样品）
	测定回收率（以果糖计）±SD（%）

	液液萃取
	二氯甲烷
	色素和脂肪萃取效果较好，蜂王浆有乳化现象
	5
	蜂花粉
	86±9.2

	
	
	
	
	蜂王浆
	92±7.6

	
	乙醚
	蜂花粉色素萃取效果一般，蜂王浆有乳化现象
	4
	蜂花粉
	93±5.4

	
	
	
	
	蜂王浆
	96±10.1

	
	石油醚
	色素和脂肪萃取效果较好
	5
	蜂花粉
	97±4.3

	
	
	
	
	蜂王浆
	96±5.1

	固相萃取
	C18(500mg,

6mL)
	操作简便，一次净化有效去除色素和脂肪
	40
	蜂花粉
	79±8.9

	
	
	
	
	蜂王浆
	82±9.3

	
	OASISHLB(500mg,6mL)
	操作简便，一次净化有效去除色素和脂肪
	60
	蜂花粉
	83±7.6

	
	
	
	
	蜂王浆
	82±9.4


从表1可以看出，固相萃取方法去除色素和脂肪的效果较好，操作简单，但成本较高，且回收率比液液萃取的方法低。考虑到成本，及标准的易于推广性，本标准选择液液萃取作为萃取脂肪和色素的方法。液液萃取中，使用石油醚萃取后，蜂花粉和蜂王浆的回收率较高，重复性好，因此本方法选择石油醚作为萃取色素和脂肪的溶剂。通过优化，最终确定了石油醚的用量。在称取样品5.0g时，使用90mL石油醚分三次萃取样品中的脂肪和色素。

蛋白的去除方法主要有有机试剂沉淀法，酸沉淀和盐溶液沉淀方法等。本标准采用了GB 9697-2008中蜂王浆总糖测定方法中的沉淀方法-乙酸锌（ρ=219g/L）和亚铁氰化钾法(ρ=106g/L)。实验发现这种方法可有效沉淀蜂花粉和蜂王浆提取水溶液中的蛋白，具有很好的净化效果。

1.2 提取温度和次数的选择

为了优化提取温度和提取次数，试验中选择1个蜂花粉样品，添加5%的蔗糖，每个样品测定2次，通过计算平均回收率来优化提取温度和次数。

称取均匀的蜂花粉样品5.0 g，精确至0.1 mg，置于50 mL离心管中，添加5%浓度水平的蔗糖后，加入30 mL石油醚，漩涡振荡3 min，2000 r/min离心5 min，移去上层石油醚。重复上述步骤2次。用氮吹仪在50 ℃蒸发残留的石油醚后，用25 mL 室温（20-30℃）、40、50、60和70 ℃ 热水溶解净化后的样品，漩涡振荡3 min，10000 r/min离心5 min将样品转移至100 mL容量瓶中，重复上述提取步骤2次，合并提取液至100 mL容量瓶中。

提取液放置室温后，缓慢加入乙酸锌溶液和亚铁氰化钾溶液各5 mL，再加水定容至100 mL，摇匀后，取适量液体置于离心管中，5000 r/min离心5 min,后，上清液用0.45 μm微孔滤膜过滤后，液相色谱测定蔗糖的含量，并计算回收率。计算结果见下图1。
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               图1 不同温度和提取次数蔗糖的回收率结果

    从图1 可以看出随着温度和提取次数的增加，蔗糖的回收率在逐渐升高，温度在50、60和70℃时，提取3次时回收率最高，达到92%以上。过高的温度和4次提取，回收率未明显增加，考虑到操作的简便性，本方法选择了用60℃热水，每次3 min，分3次提取样品中的四种糖。

1.3 仪器测定条件的选择

检索有关糖含量测定的文献和标准资料，糖含量的测定时多采用液相色谱示差检测器测定。为满足标准的可推广性，本标准沿用了蜂蜜中果糖，葡萄糖，蔗糖和麦芽糖的检测方法-液相色谱示差折光检测法(GB/T 18932.22-2003)中液相色谱测定条件。为了降低分析时杂峰的干扰，提高分析速度和提高灵敏度，修改了其中的流动相比例（乙腈+水=77+23修改为乙腈+水=80+20）、流速（1.0 mL/min修改为1.2 mL/min和进样量（15μL修改为20μL）。修改后的仪器条件如下：

色谱柱：Waters碳水化合物分析柱 3.9 mm × 300 mm，10 μm；

柱温：30 ℃；
检测池温度：35 ℃；

流动相：乙腈+水=80+20；

流速：1.2 mL/min；

进样体积：20 μL

修改后的仪器条件可以满足蜂王浆和蜂花粉样品中四糖的测定，标准溶液，蜂王浆和蜂花粉样品的分析色谱图，见下图2。
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 图2 标准溶液（A），蜂王浆样品（B）和蜂花粉样品（C）液相色谱分析色谱图

1.4 方法学评价

1.4.1耐受性（robust）检验

通过比较不净化与净化处理时仪器的柱压和糖分离度的变化来检验仪器方法的耐受性。

不净化方法的操作步骤：分别选取一个蜂王浆样品和一个蜂花粉样品，称取5.0 g,用60-70℃水溶解后，放置室温直接定容至100 mL，高速离心后，滤膜过滤。按照4.3的仪器测定，每个样品连续进针50次，开始柱压为1120psi，测定完成后仪器柱压为1410 psi。

不净化处理的方法，测定完成后柱压明显升高，说明不净化处理，会将一些杂质引入到色谱柱内，导致柱压上升，四糖的分离度有明显下降，影响分离和定量的准确性。

净化方法操作步骤：分别选取一个蜂王浆样品和一个蜂花粉样品，称取5.0 g,置于50 mL离心管中，加入30 mL石油醚，漩涡振荡3 min，2000 r/min离心5 min，移去上层石油醚。重复上述步骤2次。用氮吹仪在50 ℃蒸发残留的石油醚后，用25 mL 60-70 ℃ 热水溶解净化后的样品，漩涡振荡3 min，10000 r/min离心5 min将样品转移至100 mL容量瓶中，重复上述提取步骤2次，合并提取液至100 mL容量瓶中。

提取液放置室温后，缓慢加入乙酸锌溶液和亚铁氰化钾溶液各5 mL，再加水定容至100 mL，摇匀后，取适量液体置于离心管中，5000 r/min离心5 min后，上清液用滤膜过滤，按照4.3的仪器测定，每个样品连续进针50次，开始柱压为  1090psi，测定完成后仪器柱压为1135psi。

采用净化方法处理后，前后柱压没有明显变化，且四糖的分离度与进针前没有明显变化。说明采用净化处理是非常必要的，通过净化步骤去除大量的色素，脂肪和蛋白质，可以有效的保护分析色谱柱，明显提高检测方法的耐受性。

1.4.2 线性范围和检出限

	糖类
	线性范围（g/L）
	线性方程
	相关系数（R2）

	果糖
	1-20
	Y=1.14e+006X+4.32e+003
	0.99998

	葡萄糖
	1-20
	Y=1.05e+006X-5.89e+003
	1.0000

	蔗糖
	0.5-10
	Y=1.17+006X-8.22e+003
	0.99997

	麦芽糖
	0.5-10
	Y=8.43e+005X-2.6e+004
	0.99996


配制果糖、葡萄糖浓度范围分别为1 g/L， 2 g/L， 4 g/L，10 g/L和 20 g/L；蔗糖和麦芽糖分别为0.5 g/L， 1 g/1L，2 g/L， 5 g/L和 10 g/L的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，果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖在浓度范围内均呈线性关系，符合定量要求，其线性范围、线性方程见表2。

表2.果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖线性方程和校正因子

配制果糖、葡萄糖浓度为0.1 g/L，蔗糖和麦芽糖0.25 g/L混合标准溶液在选定的色谱条件下测定时，果糖的信噪比（S/N）为14.1，葡萄糖为12.3，蔗糖为12.6，麦芽糖为10.2，按照称取样品5g,定容至100mL时计算方法的检出限：果糖和葡萄糖为0.2%，蔗糖和麦芽糖为0.5%。

     1.4.3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，分别选择1个蜂王浆和1个蜂花粉样品，添加3个不同浓度，计算方法的回收率。见表3和表4。

从表3和表4可以看出，蜂王浆4种糖在三个水平添加的回收率在96.63%-99.50%，相对标准偏差（RSD）在0.53%-2.62%。蜂花粉4种糖在三个水平添加的回收率在95.70%-99.00%，相对标准偏差（RSD）在0.49%-2.02%。

1.4.4 实际样品分析

用建立的方法对200多份蜂王浆和蜂花粉样品进行分析，部分样品的分析结果见下表5。
表5.部分样品的测定结果

	名称
	果糖

（%）
	葡萄糖

（%）
	蔗糖

（%）
	麦芽糖

（%）

	鲜王浆
	6.94
	7.11
	0.72
	ND

	王浆冻干粉
	14.20
	10.76
	6.74
	ND

	油菜花粉
	19.80
	17.0
	ND
	ND

	荷花花粉
	22.62
	17.30
	ND
	6.09

	虞美人花粉
	23.55
	20.19
	ND
	2.91

	野花花粉
	19.38
	16.57
	0.68
	2.56

	茶花粉
	16.89
	13.76
	2.74
	ND

	杏花花粉
	19.64
	17.32
	ND
	ND

	荞麦花粉
	22.04
	22.78
	ND
	2.02

	蜂花粉
	20.32
	19.17
	ND
	1.71


1.4.5 重复性测定（实验室日内与日间）

选择1个花粉样品，在一天内的不同时间，按照上述处理方法处理3次，测定结果见表6。

                   表6 实验室内日内重复性测定数据

	重复次数
	果糖（%）
	葡萄糖（%）
	蔗糖（%）
	麦芽糖（%）

	1
	22.62
	17.30
	ND
	6.09

	2
	22.49
	17.22
	ND
	5.98

	3
	22.56
	17.19
	ND
	6.12

	平均值（%）
	22.56
	17.24
	/
	6.06

	SD
	0.07
	0.06
	/
	0.07

	RSD (%)
	0.29
	0.33
	/
	1.22


选择同样的蜂花样品，连续测定3天，每天各1次，重复测定结果见表7。                

表7 实验室内日间重复测定数据

	天数
	果糖（%）
	葡萄糖（%）
	蔗糖（%）
	麦芽糖（%）

	1
	22.56 
	17.24 
	ND
	6.06 

	2
	22.61 
	17.31 
	ND
	5.94 

	3
	22.46 
	17.13 
	ND
	6.01 

	平均值（%）
	22.54 
	17.23 
	/
	6.00 

	SD
	0.08 
	0.09 
	/
	0.06 

	RSD (%)
	0.35 
	0.52 
	/
	1.00 


从表6和表7的数据分析，可以看出方法有着很好的日内重复性和日间重复性（实验室内）。

	表3蜂王浆中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖添加收率数据
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	实验次数
	果糖
	葡萄糖

	
	5%
	10%
	20%
	5%
	10%
	20%

	
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率

	1
	5.02
	100.40
	9.85
	98.50
	19.87
	99.35
	4.87
	97.40
	9.67
	96.70
	19.68
	98.40

	2
	4.92
	98.40
	9.67
	96.70
	19.98
	99.90
	4.85
	97.00
	9.81
	98.10
	19.48
	97.40

	3
	4.91
	98.20
	9.56
	95.40
	19.74
	98.70
	4.71
	94.20
	9.78
	97.80
	19.70
	98.50

	4
	4.86
	97.20
	9.59
	95.90
	19.84
	99.20
	4.86
	97.20
	9.90
	99.00
	19.47
	97.35

	5
	4.79
	95.80
	9.56
	95.60
	19.79
	98.95
	4.87
	97.40
	9.84
	98.40
	19.56
	97.80

	6
	4.96
	99.20
	9.77
	97.70
	19.61
	98.05
	4.91
	98.20
	9.59
	95.90
	19.49
	97.45

	平均值
	4.91
	98.20
	9.67
	96.67
	19.81
	99.03
	4.85
	96.90
	9.77
	97.65
	19.56
	97.82

	SD
	0.08
	
	0.12
	
	0.13
	
	0.07
	
	0.11
	
	0.10
	

	RSD %
	1.62
	
	1.25
	
	0.63
	
	1.43
	
	1.17
	
	0.53
	　

	实验次数
	蔗糖
	麦芽糖

	
	1%
	3%
	5%
	1%
	3%
	5%

	
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率

	1
	0.98
	98.00
	2.96
	98.67
	4.84
	96.80
	0.97
	97.00
	2.88
	96.00
	4.79
	95.80

	2
	1.02
	102.00
	2.95
	98.33
	4.87
	97.40
	0.97
	97.00
	3.02
	100.67
	4.94
	98.80

	3
	0.98
	98.00
	2.89
	96.33
	4.83
	96.60
	0.96
	96.00
	2.97
	99.00
	4.86
	97.20

	4
	1.01
	101.00
	2.87
	95.67
	4.90
	98.00
	0.98
	98.00
	2.87
	95.67
	4.81
	96.20

	5
	0.98
	98.00
	2.91
	97.00
	4.88
	97.60
	0.91
	91.00
	2.96
	98.67
	4.75
	95.00

	6
	1.00
	100.00
	2.88
	96.00
	4.78
	95.60
	0.95
	95.00
	2.95
	98.33
	4.84
	96.80

	平均值
	1.00
	99.50
	2.91
	97.00
	4.85
	97.00
	0.96
	95.67
	2.94
	98.06
	4.83
	96.63

	SD
	0.02
	
	0.04
	
	0.04
	
	0.03
	
	0.06
	
	0.07
	

	RSD %
	1.77
	
	1.29
	
	0.88
	
	2.62
	
	1.94
	
	1.36
	　


	表4蜂花粉中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖添加回收率数据
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	实验次数
	果糖
	葡萄糖

	
	5%
	10%
	20%
	5%
	10%
	20%

	
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率

	1
	4.87
	97.40
	9.65
	96.50
	19.73
	98.65
	4.75
	95.00
	9.68
	96.80
	19.72
	98.60

	2
	4.91
	98.20
	9.77
	97.70
	19.55
	97.75
	4.78
	95.60
	9.75
	97.50
	19.55
	97.75

	3
	5.03
	100.60
	9.81
	98.10
	19.85
	99.25
	4.80
	96.00
	9.69
	96.90
	19.54
	97.70

	4
	4.91
	98.20
	9.59
	95.90
	19.64
	98.20
	4.76
	95.20
	9.82
	98.20
	19.49
	97.45

	5
	5.01
	100.20
	9.63
	96.30
	19.69
	98.45
	4.88
	97.60
	9.63
	96.30
	19.51
	97.55

	6
	4.82
	96.40
	9.86
	98.60
	19.92
	99.60
	4.84
	96.80
	9.75
	97.50
	19.44
	97.20

	平均值
	4.93
	98.50
	9.72
	97.18
	19.73
	98.65
	4.80
	96.03
	9.72
	97.20
	19.54
	97.71

	SD
	0.08
	
	0.11
	
	0.14
	
	0.05
	
	0.07
	
	0.10
	

	RSD %
	1.64
	
	1.13
	
	0.69
	
	1.04
	
	0.69
	
	0.49
	

	实验    次数
	蔗糖
	麦芽糖

	
	1%
	3%
	5%
	1%
	3%
	5%

	
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率
	测定值
	回收率

	1
	1.01
	101.00
	2.83
	94.33
	4.79
	95.80
	0.99
	99.00
	2.97
	99.00
	5.01
	100.20

	2
	0.98
	98.00
	2.86
	95.33
	4.76
	95.20
	0.96
	96.00
	2.92
	97.33
	4.92
	98.40

	3
	0.96
	96.00
	2.78
	92.67
	4.80
	96.00
	0.98
	98.00
	2.89
	96.33
	4.89
	97.80

	4
	1.00
	100.00
	2.83
	94.33
	4.82
	96.40
	0.98
	98.00
	2.88
	96.00
	4.88
	97.60

	5
	0.98
	98.00
	2.87
	95.67
	4.78
	95.60
	0.95
	95.00
	2.93
	97.67
	5.02
	100.40

	6
	1.01
	101.00
	2.76
	92.00
	4.76
	95.20
	0.97
	97.00
	2.98
	99.33
	4.94
	98.80

	平均值
	0.99
	99.00
	2.82
	94.06
	4.79
	95.70
	0.97
	97.17
	2.93
	97.61
	4.89
	97.80

	SD
	0.02
	
	0.04
	
	0.02
	
	0.01
	
	0.04
	
	0.06
	

	RSD %
	2.02
	
	1.54
	
	0.49
	
	1.51
	
	1.39
	
	1.22
	


表8 蜂王浆实验室间验证结果汇总和数据分析

	验证单位
	果糖
	葡萄糖
	蔗糖
	麦芽糖

	
	5.00%
	10.00%
	20.00%
	5.00%
	10.00%
	20.00%
	1.00%
	3.00%
	5.00%
	1.00%
	3.00%
	5.00%

	中国农业大学理学院
	5.02
	9.87
	19.93
	4.78
	9.86
	19.53
	1.00
	2.87
	4.87
	0.86
	2.76
	4.83

	
	5.11
	9.75
	19.88
	4.69
	9.88
	19.58
	0.98
	2.79
	4.85
	0.84
	2.79
	4.85

	
	5.08
	9.83
	19.95
	4.87
	9.78
	19.56
	1.01
	2.82
	4.77
	0.87
	2.82
	4.88

	农业部畜禽产品质量监督检验测试中心
	4.99
	9.66
	19.79
	4.86
	9.75
	19.65
	0.97
	2.83
	4.69
	0.86
	2.85
	4.92

	
	5.02
	9.69
	19.89
	4.89
	9.78
	19.65
	1.00
	2.78
	4.80
	0.86
	2.87
	4.90

	
	4.97
	9.77
	20.10
	4.78
	9.80
	19.68
	0.99
	2.86
	4.76
	0.87
	2.87
	4.93

	农业部兽药安全监督检验测试中心（北京）
	5.08
	9.69
	20.04
	4.69
	9.79
	19.66
	0.95
	2.85
	4.69
	0.86
	2.88
	4.85

	
	5.07
	9.80
	19.87
	4.72
	9.76
	19.69
	0.98
	2.88
	4.70
	0.87
	2.90
	4.87

	
	4.98
	9.82
	20.19
	4.77
	9.80
	19.71
	0.97
	2.87
	4.68
	0.88
	2.91
	4.92

	m
	5.04
	9.76
	19.96
	4.78
	9.80
	19.63
	0.98
	2.84
	4.76
	0.86
	2.85
	4.88

	回收率（%）
	100.8
	97.6
	99.8
	95.6
	98.0
	98.2
	98.0
	94.7
	95.2
	86.0
	95.0
	97.6

	SD
	0.043843
	0.062893
	0.131614
	0.065744
	0.035901
	0.022852
	0.015275
	0.034157
	0.044721
	0.011055
	0.020548
	0.026874

	RSD %
	0.90
	0.64
	0.66
	1.38
	0.37
	0.12
	1.56
	1.20
	0.94
	1.29
	0.72
	0.55

	
	
	
	
	


表9 蜂花粉实验室间验证结果汇总和数据分析
	验证单位
	果糖
	葡萄糖
	蔗糖
	麦芽糖

	
	5.00%
	10.00%
	20.00%
	5.00%
	10.00%
	20.00%
	1.00%
	3.00%
	5.00%
	1.00%
	3.00%
	5.00%

	中国农业大学理学院
	5.02
	9.91
	20.02
	5.02
	9.98
	19.82
	1.01
	2.90
	4.90
	0.91
	2.79
	4.85

	
	4.97
	9.93
	20.00
	4.99
	10.02
	19.77
	0.97
	2.87
	4.77
	0.90
	2.84
	4.88

	
	5.06
	9.86
	19.98
	4.96
	9.90
	19.75
	0.98
	2.85
	4.87
	0.91
	2.80
	4.88

	农业部畜禽产品质量监督检验测试中心
	5.00
	9.86
	19.86
	4.87
	9.97
	19.79
	0.98
	2.89
	4.79
	0.89
	2.83
	4.94

	
	5.06
	9.78
	19.88
	5.01
	9.88
	19.87
	1.02
	2.90
	4.85
	0.91
	2.85
	4.89

	
	5.01
	9.88
	19.98
	4.89
	9.98
	19.74
	0.98
	2.85
	4.78
	0.88
	2.84
	4.92

	农业部兽药安全监督检验测试中心（北京）
	4.87
	9.91
	20.00
	4.79
	10.00
	19.78
	0.96
	2.90
	4.79
	0.87
	2.87
	4.94

	
	4.93
	9.81
	19.87
	4.78
	10.01
	19.73
	0.98
	2.95
	4.77
	0.89
	2.85
	4.90

	
	4.96
	9.79
	20.10
	4.87
	9.98
	19.76
	0.99
	2.88
	4.76
	0.90
	2.84
	4.93

	m
	4.99
	9.86
	19.97
	4.91
	9.97
	19.78
	0.99
	2.89
	4.81
	0.90
	2.83
	4.90

	回收率（%）
	99.8
	98.6
	99.8
	98.2
	99.7
	98.9
	99.0
	96.3
	96.2
	90.0
	94.3
	98.0

	SD
	0.041500
	0.052387
	0.077100
	0.054975
	0.048305
	0.045583
	0.020000
	0.029627
	0.045826
	0.018559
	0.018559
	0.021344

	RSD %
	0.83
	0.53
	0.39
	1.11
	0.48
	0.23
	2.02
	1.03
	0.95
	2.06
	0.66
	0.44


试验验证分析、预期的社会，经济和生态效益

试验验证分析
为证实本方法的有效性，制标单位委托国家兽药残留基准实验室（中国农业大学）、农业部畜禽产品质量监督检验测试中心、中国农业大学理学院三家检测机构（实验室）对标准草案检测方法的检测灵敏度、检测限、重复性、重现性、检测范围进行复核验证实验。蜂王浆中四种糖的回收率在86.0%-100.8%,RSD在0.37%-1.56%；蜂花粉中四种糖的回收率在90.0%-99.8%，RSD在0.23%-2.06%。验证结果表明，该标准方法设计合理，实用有效，在不同实验室间，有着良好的重现性。标准符合验证报告见附件1。
（二）预期的社会，经济和生态效益
    葡萄糖、果糖、蔗糖和麦芽糖的含量是评价蜂花粉和蜂王浆质量的重要参数，但是目前没有测定这两种产品糖的标准方法。 该行业标准的建立将是蜂产品质量评价标准体系重要的补充，加强对蜂花粉、蜂王浆产品质量的安全监管，提升两类产品的质量，提升我国蜂产品在国际市场上的地位，出口蜂产品价值提升，创汇增加。企业生产积极性增加，蜂农收入提高，蜂群规模增大，蜜蜂作为传粉昆虫的生态作用将进一步发挥，将有利推动乡村产业振兴，产生重要的社会效益和生态效益。蜂业是典型的生态农业，蜜蜂授粉对于生物多样性发挥重要作用。

与国际、国外同类标准技术内容的对比情况

目前，我国测定蜂蜜中糖的方法为 GB 5009.8-2016 食品安全国家标准 食品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的测定 。该标准仅仅适用于蜂蜜中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的测定，没有规定蜂花粉和蜂王浆的测定方法。GB 5009.8—2016 中四种糖的检出限为0.2%，与本标准基本一致。精密度要求在重复条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%，与本标准要求一致。
国际标准的采用情况
本标准不采用国际标准。相关产品标准、方法标准均不涉及国际标准。

与现行法律法规和强制性标准的关系

本标准修订过程中收集了相关的法律法规及政策措施，对形成新的技术语言要素加以规范。本标准制定符合《中华人民共和国标准化法》、《中华人民共和国畜牧法》、《中华人民共和国农产品质量安全法》等有关法律和法规文件的相关规定。本标准相关内容的规定与现行的法律法规相辅相成，没有冲突。

因此，本标准的内容和现行法律法规未有任何抵触。
重大分歧意见的处理经过和依据

在制定行业标准的过程中我们广泛征求了意见，并经过多次多层面反复磋商，未出现重大分歧。

涉及专利的有关说明
本标准制定过程中未涉及专利内容。
贯彻标准的要求和措施建议
组织相关企业学习本标准内容，加大对标准的宣传及贯彻力度，建议农业行政主管部门加大对采用本文件技术方法对蜂产品葡萄糖、果糖、蔗糖和麦芽糖的含量进行的企业开展指导工作。
十、其他应予说明的事项

由于标准承担人工作单位发生变更，2014年标准已经通过终审，但是未提交标准报批申请。2023年，研究所重新组建标准工作组，对标准的文本和编制说明按照GB/T 1.1-2020最新要求修改，并经过专家组讨论后，重新提交全国畜牧业标准化技术委员会进行公开征求意见。        
中国农业科院蜜蜂研究所
2023年3月24日
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附件1 标准复核验证报告
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附件2  预审会专家评审意见
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附件3 审查会意见汇总处理表
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附件4 送审稿审查意见

[image: image31.png]GRINE E |- T
«ﬁFﬁ#%ﬁ~ﬁﬁﬁ\%ﬁﬂiﬁﬁé§%M%

RSB GRSy R 2R,
%R%%%%%ﬂ%é%,éﬂﬁﬁﬂﬁ@%ﬁﬁéﬁ

é%&»%%%ﬂﬁT%iogﬁﬁm%%ﬁ@M@\Eﬁ
%\%ﬁ\@%ﬁ\$£\ﬁ¢¥\%ﬁ\ﬁ%%\%W%
9Aﬁ&o?%ﬁ&%ﬁ?ﬁ@ﬁﬁ%%ﬁﬁ%%%i,ﬁ
&%@Hﬁ@%%ﬁﬁﬁT%E%ﬁ%ﬁ@ﬁ,#ﬁ%?%
il 3
LRAINR:
~\Kﬂﬁﬂﬁ@<ﬁﬁﬁ¢%%\%ﬁﬁ\ﬁ%ﬁi
%ﬁﬁ%%%ﬁ?%ﬂﬁﬁ@%&»%Wﬁ%ﬁ%%%ﬁﬁ
E%i%%ﬁﬁ%%%oﬁﬁ@ﬁ%%W§ﬂﬁE%,E?
e LB,
:\ﬁ@%%i%%mﬁﬁ%ﬁﬁWEH%&EMﬁ%
ﬁ%ﬁﬁ\ﬂ%,ﬁEW%%ﬁ\&ﬂ\ﬁ@%éo
E\H@Eﬁ%ﬁﬁ¢ﬁaﬁ%ﬁﬁﬁ%ﬁﬁTﬁﬁ%
ﬁﬁﬁ%,ﬁ@%&ﬁﬁﬁﬁ*ﬁ%%TﬁWﬁ%%ﬁ?%




[image: image32.png]%%mﬁ@w,%ﬁ%%ﬁ@ﬁé&ﬁﬁﬁﬂﬁ%%%ﬁ,
ﬁﬁ%ﬁﬁ\ﬂ%ﬁ‘iﬁﬁﬂﬂﬁﬁﬁoﬁ@m¥ﬁﬁw
SEiE K

W, LM
U)ﬁ@%%ﬁﬁ“ﬁi%ﬁ%%%¢%ﬁ\%%%\ﬁ
%ﬁ%ﬁ%ﬁﬁﬁ%ﬁ?%ﬁﬁﬁé%&’%CD%E&E%
ﬁ@%%ﬁﬁi%(ﬁﬁf%ﬂ@?%)ﬁ%%%;G)ﬁ
*ﬁﬂﬁﬁ@%%%%%ﬁ;M)ﬁ~iﬁﬁi$%ﬁ%ﬁ
.

T BREAMS S AEE TR, FE U B
ARG & 5K B 5 2 WL — BEBIETEARIMR, RisE 5 &
MeE A HEFE AT ARAE, e S

LRHMA K. fg ﬁg}'

o2 /sy SHLR




A





B





C








PAGE  
9

_1234567890.xls
Chart1

		室温		室温		室温		室温

		40°C		40°C		40°C		40°C

		50°C		50°C		50°C		50°C

		60°C		60°C		60°C		60°C

		70°C		70°C		70°C		70°C



1次

2次

3次

4次

60

76

88

88

66

81

90

89

78

87

93

93

87

93

97

97

86

94

98

97



Sheet1

		static time		Temperature		Solvent				Recovery (%)

		(min)		(°C)				ATP		ADP		AMP

		5		40		ethanol/water (7:3 v/v)		60.3		64.2		78.1

		5		60		ethanol/water (7:3 v/v)		65.9		68.5		82.5

		5		80		ethanol/water (7:3 v/v)		76.3		69.7		84.3

				100		ethanol/water (7:3 v/v)		62.4		64.3		104.5

		5		120		ethanol/water (7:3 v/v)		54.4		60.2		110.5

		5		40		ethanol/water (6:4 v/v)		70.2		71.2		75.4

		5		60		ethanol/water (6:4 v/v)		76.6		78.4		80.6

		5		80		ethanol/water (6:4 v/v)		84.3		84.8		80.1

				100		ethanol/water (6:4 v/v)		79.5		78.6		107.4

		5		120		ethanol/water (6:4 v/v)		70.4		75.4		120.3

		5		40		ethanol/water (5:5 v/v)		79.4		76.2		74.3

		5		60		ethanol/water (5:5 v/v)		80.3		82.7		84.5

		5		80		ethanol/water (5:5 v/v)		90.4		89.8		95.6

				100		ethanol/water (5:5 v/v)		74.7		76.3		106.4

		5		120		ethanol/water (5:5 v/v)		72.3		73.2		123.1

		5		40		ethanol/water (4:6 v/v)		80.4		79.9		73.2

		5		60		ethanol/water (4:6 v/v)		87.5		86.4		76.4

		5		80		ethanol/water (4:6 v/v)		90.3		90.3		80.6

				100		ethanol/water (4:6 v/v)		80.7		88.9		104.4

		5		120		ethanol/water (4:6 v/v)		74.2		71.3		121.3

								1次		2次		3次		4次

						室温		60		76		88		88

						40°C		66		81		90		89

						50°C		78		87		93		93

						60°C		87		93		97		97

						70°C		86		94		98		97

								1000		1500		2000

						5		88.2		91.3		92.1

						10		90.1		91.9		93.4

																Intra-day precision(n=4)

														Day 1		Day2		Day 3

								Analyte		origin concentration		spike level(mg l-1								Inter-day precision

								ATP

								ADP

								AMP

						Analyte		Linear equation		r2		LOD (mg l-1)		LOQ (mg l-1)		RT (min)		recovery( spiked 20 (mg l-1))		recovery( spiked 50 (mg l-1))		recovery( spiked 100  mg l-)

						ATP		y=3.7629x +1.1521		0.9991		0.05		0.15		4.23 (3.95)		87.6 (5.2)		90.2 (4.8)		92.4 (3.6)

						ADP		y=3.7595x + 1.2196		0.9997		0.045		0.13		4.66 (4.23)		89.1(5.4)		88.6 (5.3)		90.8 (4.1)

						AMP		y = 2.6652x + 0.5008		0.9999		0.04		0.12		6.19 (4.50)		92.4 (4.3)		90.9 (4.9)		94.2(3.9)

								Analyte		Linear equation		r2		LOD		LOQ		RT (min)				Recovery		spike 20 mg l-1

														(mg l-1)		(mg l-1)				spike 20 mg l-1		spike 20 mg l-1

								ATP		y=3.7629x +1.1521		0.9991		0.05		0.15		4.23 (3.95)		87.6 (5.2)		90.2 (4.8)		92.4 (3.6)

								ADP		y=3.7595x + 1.2196		0.9997		0.045		0.13		4.66 (4.23)		89.1(5.4)		88.6 (5.3)		90.8 (4.1)

								AMP		y = 2.6652x + 0.5008		0.9999		0.04		0.12		6.19 (4.50)		92.4 (4.3)		90.9 (4.9)		94.2(3.9)

																				Analyte						Intra-day precision

																				ATP

																				ADP

																				AMP

												50.2±0.6		64.3±1.0		704.3±6.1

																										Inter-day

								Analyte						Intra-day precision				Inter-day precision

										Analyte				(n=4)				(n=3)

												Day 1		Day 2		Day3

										ATP		50.2 (4.4)		49.1 (4.9)		51.4(5.2)		50.2 (2.3)

										ADP		64.3 (4.9)		67.3 (5.3)		63.1 (6.4)		64.9 (3.4)

										AMP		704.3 (6.8)		715.3(8.5)		705.8 (7.7)		708.5 (0.9)

												8.95		9.11		9.02		9.0266666667		0.0802080628		2.3

												64.3		67.3		63.1		64.9		2.1633307653		3.4

												704.3		715.3		705.8		708.4666666667		5.9651767227		0.9

										Analyte		ATP		ADP		AMP

										Sample number		Content ( mg/kg)		Content ( mg/kg)		Content ( mg/kg)

										1		50.2		64.3		704.3

										2*		120.3		130.2		1810.8

										3		12.3		13.2		900.4

										4*		185.4		196.4		2109

										5		ND		39.8		49.4

										6		60.7		65.4		700.2

										7		90.4		140.3		760.2

										8		30.5		ND		430.5

										9		ND		ND		34.6

										10		42.3		ND		65.2

										11		98.4		101.4		600.6

										12		43.6		50.6		500.4

										13		98.9		102.5		646.7

										14*		135.6		140.8		2435.2

										15		ND		ND		69.4

										16		49.4		54.6		424.7
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