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前    言 

本文件参照 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》，GB/T 

20001.4-2015《标准编写规则 第 4 部分：试验方法标准》的规定起草。 

T/CSTM 00745 —2022与T/CAIA/SH 018-2022一致程度为等同（IDT）。 

本文件由中国材料与试验团体标准委员会综合标准领域委员会（CSTM/FC99）和中国分析测试协

会共同提出。 

本文件由中国材料与试验团体标准委员会科学试验领域委员会（CSTM/FC98）和中国分析测试协

会共同归口。 
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引    言 

本文的发布机构提请注意，声明符合本文件时，可能涉及到 1 条与 6.1 超临界流体色谱—反相液相

色谱联用系统（SFC-RPLC）相关的专利的使用。 

本文件的发布机构对于该专利的真实性、有效性和范围无任何立场。 

该专利持有人已向本文件的发布机构承诺，他愿意同任何申请人在合理且无歧视的条款和条件下，

就专利授权许可进行谈判。该专利持有人的声明已在本文件的发布机构备案。相关信息可以通过以下联

系方式获得： 

专利持有人姓名：岛津企业管理（中国）有限公司 

地址：中国上海市上海自由贸易试验区富特西一路 381 号汤臣园区 A1 楼第 6 层 B 部位 

请注意除上述专利外，本文件的某些内容仍可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的

责任。 
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植物油  苯并(a)芘测定                                    

超临界流体色谱在线净化-反相高效液相色谱法 

重要提示： 使用本文件的人员应有正规实验室工作的实践经验。本文件并未指出所有可能的安全

问题。使用者有责任采取适当的安全和健康措施，并保证符合国家有关法规规定的条件。 

1 范围 

本文件规定了使用超临界流体色谱在线净化-反相高效液相色谱法测定植物油中苯并(a)芘的方法。 

本文件适用于植物油中质量分数为 0.5 μg/kg~50 μg/kg 的苯并(a)芘的测定。 

注：本文件规定的范围是经过实验室间共同试验验证过的，通过改变试料量可能能够扩大测定范围。一旦扩展了测

定范围，实验室应采用实验手段加以确认。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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 6682—2008 分析实验室用水规格和试验方法 

3 术语和定义 

 下列术语和定义适用于本标准。 

3.1  

超临界流体 supercritical fluid 

SCF 

处于临界温度和临界压力以上的流体。 

3.2  

超临界流体色谱法 supercritical fluid chromatography 

SFC 

以超临界流体作为流动相的一种色谱方法。 

4 原理 
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试料经正己烷溶解后，使用超临界流体色谱（SFC）-反相液相色谱（RPLC）二维系统对该溶液进

行在线超临界流体色谱分离净化后，用中心切割的方式将苯并(a)芘导入到第二维的反相高效液相色谱

系统进行分离，荧光检测器检测，外标法定量。 

5 试剂或材料 

5.1 除非另有说明，在分析中仅使用确认为色谱纯的试剂和 GB/T 6682-2008 规定的一级水。 

5.2 正己烷。 

5.3 异丙醇。 

5.4 甲醇。 

5.5 乙腈。 

5.6 甲苯。 

5.7 液体二氧化碳 

纯度≥99.99 %（质量分数）。 

警示：苯并(a)芘是一种已知致癌物质，所有相关工作均应在通风橱中进行，佩戴手套以减少暴露。 

5.8 苯并(a)芘标准储备液，100μg/mL 

称取 1.0 mg 苯并(a)芘标准品（纯度不低于 99.0 %（质量分数）），精确到 0.01 mg。置于 10 mL

容量瓶中，用甲苯（见 5.6）溶解，定容。避光保存在 0 ℃~5 ℃冰箱中，保存期 1 年。 

5.9 苯并(a)芘标准中间液，1.0 μg/mL 

移取 0.1 mL 苯并(a)芘标准储备液（见 5.8），用乙腈（见 5.5）定容到 10 mL。避光保存在 0 ℃~5 ℃

冰箱中，保存期 1个月。 

5.10 苯并(a)芘标准工作液 

将苯并(a)芘标准中间液（见 5.9）用异丙醇（见 5.3）稀释，得到浓度分别为 0.05ng/mL、0.2ng/mL、

0.5ng/mL、1.0ng/mL、2.0ng/mL、5.0ng/mL 的校准曲线溶液，用时现配。 

6 仪器设备 

6.1 超临界流体色谱—反相液相色谱联用系统（SFC-RPLC） 

配有高压两位六通阀和荧光检测器，或性能相当者。超临界流体色谱在线净化系统配置图和工作原

理参见附录 A中图 A.1 和图 A.2。 

6.2 涡旋振荡器 

转速不低于1000rpm。 

6.3 分析天平 
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感量为 0.01 mg 和 1 mg。 

6.4 玻璃具塞刻度试管 

10 mL。 

6.5 玻璃样品瓶 

约 1mL，配有可密封的盖子。 

7 样品 

按照GB/T 5524的规定扦样。在采样过程中，注意防止样品污染。 

8 试验步骤 

8.1 试液制备 

称取1.00 g样品，精确到0.001 g。 

将试料置于10 mL玻璃具塞刻度试管（见6.4）中，加入正己烷（见5.2）定容。用涡旋振荡器（见

6.2）振荡1 min，混匀，转移至1 mL玻璃样品瓶（见6.5），待测。 

8.2 推荐的仪器条件 

  推荐的仪器条件如下： 

a)SFC色谱净化柱：二醇基柱，柱长250 mm，内径4.6 mm，粒径5 µm，或性能相当者； 

b)预处理柱：C18柱，柱长50 mm，内径4.6 mm，粒径5 µm，或性能相当者； 

c)分析色谱柱：C18柱，柱长150 mm，内径2.1 mm，粒径5 µm，或性能相当者； 

d)柱温：40°C； 

e)SFC流动相组成、梯度洗脱、阀切换参考条件见附录A； 

f)分析流动相组成：乙腈水混合溶液（体积比：9:1）； 

g)分析流动相流速：1 mL/min； 

h)洗针液：异丙醇； 

i)进样量：20L； 

j)荧光检测器：激发波长384nm，发射波长406nm； 

k)室温：控制在18°C ~30°C范围内。 

8.3 校准曲线的绘制 

将苯并(a)芘标准工作液（见5.10）分别注入系统，测定相应色谱峰。以标准系列工作液的浓度为横

坐标，以峰面积为纵坐标，得到校准曲线回归方程，苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图，见附录B。 

8.4 试样溶液的测定 

将待测试液（见8.1）进样测定，得到苯并(a)芘色谱峰面积。根据校准曲线回归方程，计算试液中

苯并(a)芘的浓度。 

9 试验数据处理 
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试样中苯并(a)芘的含量按式（1）计算： 

 

                           
   

 
 
    

    
.............................(1) 

式中： 

    ——试样中苯并(a)芘含量，单位为微克每千克（μg/kg）； 

 ——由校准曲线得到的试液浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；             

V ——试液定容体积，单位为毫升（mL）； 

m ——样品质量，单位为克（g）； 

1000 ——分别为 ng 到 μg 和 g 到 kg 的转换因子。 

试验结果保留到小数点后一位。 

10 精密度 

本文件的精密度已通过试验验证，精密度原始数据见附录C。 

苯并(a)芘含量与试验结果的重复性限（r）和再现性限（R）间呈对数关系，见表1。 

表1 精密度 

苯并(a)芘含量   

μg/kg 

重复性限 

r 

再现性限 

R 

0.5~50 lgr=0.7190lgw-0.7452 lgR=0.7249lgw-0.2695 

注：w为测量结果的平均值。 

在重复性条件下，获得的两次独立测量结果的绝对差值应不大于重复性限r，以大于重复性限r的情

况不超过5%为前提。 

在再现性条件下，获得的两次独立测量结果的绝对差值应不大于再现性R，以大于再现性限R的情况

不超过5%为前提。 

11 质量控制 

建立校准曲线后，应用质控样品确认校准曲线的有效性。 

在样品测定过程中，每隔一段时间应注入校准溶液或质控样品进行检查，如测定值与标准值的差值

超过测定平均值的±10%（使用质控样品应考虑不确定度），重新绘制校准曲线。校准溶液或质控样品

的浓度以限量值或被测物附近的浓度为宜。 

12 试验报告 

试验报告至少应给出以下几个方面的内容： 

a） 识别样品、实验室和试验日期所需的全部资料； 

b） 引用文件号； 

c） 结果及其表示； 
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d） 测定中发现的异常现象； 

e） 对结果可能已产生影响的本文件中未作规定的各种操作或任选的操作。 

13 其他 

本方法检出限应不大于0.2μg/kg，定量限应不大于0.5 μg/kg。 
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附录 A 

（资料性） 

 

超临界流体色谱—反相液相色谱联用系统（SFC-RPLC）配置和流动相条件 

 

 

A.1 SFC-RPLC系统及工作原理 

使用高压切换六通阀将超临界流体色谱（SFC）与液相色谱（LC）联用，配合荧光检测器，进行

植物油样品的在线净化和其中苯并(a)芘的检测定量。超临界流体色谱在线净化系统配置图参见图A.1。 

A.2 样品分析 

样品分析主要分以下三步： 

a) 当六通阀处于图A.2 a）所示位置时，Diol柱通过六通阀直接和背压控制器BPR连接，正己烷稀

释后的植物油样品通过自动进样器注入，在超临界二氧化碳流体和夹带剂甲醇的共同作用下，弱极性的

苯并(a)芘被保留在Diol柱上，非极性的脂质被优先洗脱下来，通过BPR流入废液； 

b) 在苯并(a)芘即将从Diol柱中溶出时，六通阀的位置切换至图A.2 b）所示位置。此时，Diol柱通

过六通阀与C18预处理柱串联后，进一步和BPR进行连接。使用甲醇将苯并(a)芘从Diol柱中洗脱下来，

进入到C18预处理柱中并被保留。在这个过程中，系统中的超临界二氧化碳流体被优先洗脱到废液当中。 

c) 在苯并(a)芘即将从C18预处理柱中溶出时，六通阀切换至图A.2 c）所示位置。此时，C18预处理

柱和C18分析柱串联，在第二维分析流动相的作用下，苯并(a)芘从预处理小柱进入到分析柱中，与杂质

进行分离后，使用荧光检测器检测。 

 

 

 

图A.1 SFC-RPLC系统配置图 
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a) 植物油净化 

 

 b）二氧化碳去除 

 

 c) 苯并(a) 芘分离检测。 

图 A.2  样品分析示意图。 
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A.3 超临界流体色谱在线净化系统流动相参考条件 

超临界流体色谱在线净化系统流动相参考条件如下： 

a) SFC流动相组成：A.超临界二氧化碳流体；B.甲醇。 

b) SFC流动相参考梯度条件见表 A. 1。 

c) 背压调节器（BPR）压力：15MPa，温度：50ºC。 

表A.1 超临界流体色谱洗脱条件 

时间/min A超临界二氧化碳(%) B 甲醇(%) 流速(mL/min） 六通阀位置 

0.00  98 2 3 1-6 

9.49 98 2 3 1-6 

9.50 0 100 1 1-2 

13.49  0 100 1 1-2 

13.5  98 2 3 1-6 

20 98 2 3 1-6 
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附录B 

（资料性） 

苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图 

 苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图见图B.1和图B.2。 

 

 

 

 

图 B.1 苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图（15.5 min ~18.5min） 

 

图B.2 苯并(a)芘标准溶液的液相色谱图（0~20min） 
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附录 C 

（资料性） 

精密度原始数据 

本文件的精密度是参考 ISO 15302:2017 和 GB 5009.27-2016 的精密度，并结合 8 组实验室验证的结

果给出的，精密度的原始数据列于表 C.1。 

 

表C.1 精密度 

苯并(a)芘含量 

μg/kg 

重复性限 

r 

再现性限 

R 

0.5 0.1 0.3 

1 0.2 0.6 

2 0.3 0.9 

5 0.6 1.8 

10 0.9 2.7 

20 1.4 4.2 

50 3.2 10 
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附录 D 

（资料性） 

起草单位和主要起草人 

本标准起草单位：岛津企业管理（中国）有限公司、国家粮食和物资储备局科学研究院、中关村

材料试验技术联盟、钢研纳克检测技术股份有限公司、张家口市食品药品检验中心。 

本标准主要起草人：郭彦丽、滕晓宇、许康、罗倩华、曹磊、李晓东、杨晓春、谢刚、黎睿、唐

凌天、唐本玲、杜佳欢、宫晓平、董琨、崔璐璐。 
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