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请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由XXXX提出。

本文件由中国养蜂学会归口。

本文件起草单位：。

本文件主要起草人：。

城步野桂花蜂蜜
范围
本文件规定了城步野桂花蜂蜜的蜜源，限制，技术，抽样，检验规则，包装，标志和标签，运输和贮存要求，描述了相应的试验方法。
本文件适用于湖南省城步县境内采集、加工的野桂花蜂蜜。
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，仅注日期的版本适于本文件。凡是不注明的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。
GB/T 191     包装储运图示标志
GB 2762
食品安全国家标准   食品中污染物限量
GB 2763     食品安全国家标准   食品中农药最大残留限量

GB 5009.8     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

GB 7718     食品安全国家标准 预包装食品标签通则

GB/T 8170     数值修约规则与极限数值的表示和判定
GB 14963     食品安全国家标准 蜂蜜

GB/T 18932.16     蜂蜜中淀粉酶值的测定方法   分光光度法
GB/T 18932.18     蜂蜜中羟甲基糠醛含量的测定方法   液相色谱-紫外检测法
GB/T 31650     食品安全国家标准   食品中兽药最大残留限量
GB/T 31650.1     食品安全国家标准   食品中41种兽药最大残留限量
GB/Y 18932.6     蜂蜜中甘油含量的测定方法   紫外分光广度法
GH/T 1316     蜂蜜中松二糖、松三糖、吡喃葡糖基蔗糖、异麦芽糖和蜜三糖含量的测定   高效液相色谱法
NY/T 391     绿色食品   产地环境质量
SN/T 0852-2012     进出口蜂蜜检验规程
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 城步野桂花蜂蜜   Osmanthus yunnanensis ( Franch．) P． S． Green Honey
蜜蜂仅采集来自城步县野桂花（Osmanthus yunnanensis ( Franch．) P． S． Green）的花蜜、分泌物或蜜露，与其自身分泌物混合后，经过转化、沉积、去水、贮藏于蜂巢中，并在蜂巢内转化直至成熟。
3.2 山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷
是城步野桂花蜂蜜中的特有成分，用于区分城步野桂花蜂蜜和其他蜂蜜的特征性成分。

蜜源要求
蜜源地应远离工业生产和农业养殖污染源。产地环境应符合 NY/T 391的规定。
半径 5km 范围内无雷公藤（Tripterygium wilfordii  Hook.F.）、博落回[Macleaya cordata （Willd.）R.Br]、狼毒（Stellera chamaejasme L.）等有毒蜜源植物.
5  限制要求

     不应使用化学或生化处理等方法影响蜂蜜质量或改变蜂蜜结晶变化。

6  技术要求
6.1  感官要求
应符合表 1 的规定。
表 1 感官要求
	项目
	要求

	色泽
	色泽均匀一致，呈琥珀色。结晶状态下为乳白色

	滋味、气味
	具有特有的滋味、气味，无异味

	状态
	常温下呈粘稠流体状，或部分及全部细腻结晶状

	杂质
	不含有蜜蜂肢体、幼虫、蜡屑及正常视力可见杂质


6.2  理化要求
应符合表 2 的规定。


表 2 理化指标
	项目
	要求
	检验方法

	水分/％
	
	≤20
	SN/T 0852

	果糖和葡萄糖/（g/100g）
	
	≥60
	GB 5009.8

	蔗糖（g/100g）
	
	≤5
	

	淀粉酶活性（1％淀粉溶液）/[mL/(g·h)]
	
	≥8
	GB/T 18932.16

	5-羟甲基糠醛/（mg/kg）
	
	≤20
	GB/T 18932.18

	松二糖/（g/100g）
	
	≥1
	GH/T 1316

	甘油/（mg/kg）
	
	≤300
	GB/T 18932.6

	山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷（mg/kg）
	
	≥2.0
	附录A


6.3 安全卫生要求

6.3.1 微生物限量
应符合 GB 14963 的规定
6.3.2  污染物限量
应符合 GB 2762 的规定。
6.3.3 兽药残留限量
应符合 GB 31650 和 GB 31650.1 及相关规定。
6.3.4 农药残留限量

应符合 GB 2763 及相关规定

7  抽样

按照SN/T 0852-2012 中 4.1 规定执行
         8  检验规则
8.1 组批
8.1.1 原料品质、工艺条件、生产班次、规格、包装相同的产品为一批。
8.1.2 原料品质和工艺条件相同、班产量小于 80 kg 时，可把生产时间接续的 2 个班次产品合为一批。
8.2 出厂检验
产品出厂前，应有生产方最终检验部分按 6.1~6.3 的规定进行检验。检验合格后方可出厂。
8.3 型式检验
型式检验项目为第 6 章规定的所有项目，在正常生产情况下，每年至少进行 1  次型式检验。在有下列情况之一时，也应进行型式检验：
——产品进行定型投产时；
——生产工艺、配方或主要原料来源有较大改变，可能影响产品质量时；
——停产 3 个月以上，重新恢复生产时；
——出厂检验结果与上次型式检验结果有较大差异时。
8.4 判定规则
8.4.1 所验项目全部合格，判定为该批次产品合格。
8.4.2 检验结果中有任何指标不符合本文件规定时，可自同批产品中重新加倍取样进行复检。复检结果即使有一项指标不符合本文件规定，则判定该产品不合格。微生物指标不应复检。
8.4.3 除微生物指标外，各项目指标的极限数值判定按 GB/T 8170 中全数值比较法执行。
9  包装、标志和标签
9.1 包装
应符合食品卫生安全标准要求。
        9.2 标志

        应符合 GB/T 191的规定。
        9.3 标签

       应符合 GB  7718 的规定。

10  运输和储存

10.1 运输

运输工具应清洁卫生，不应与有毒、有害、有腐蚀性、有异味、易挥发的货物混装运输。
10.2 贮存

储存环境应避雨、避光和防风，干燥卫生，低温或常温。储存场所应远离污染源，不应与有毒、有害、有腐蚀性、有异味、易挥发的其他物品混存。
附  录  A

（规范性）
城步野桂花蜂蜜中山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷的测定  高效液相色谱-串联质谱法
A.1   原理

蜂蜜中的山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷经乙腈提取后，采用高效液相色谱-三重四级杆质谱检测，外标法定量。
A.2  试剂或材料

A.2.1 水:GB/T 6682,一级水。
A.2.2 甲醇:色谱纯。
A.2.3 乙腈：色谱纯。
A.2.4 甲酸:色谱纯。
A.2.5  0.1%甲酸溶液: 准确量取1 mL 甲酸（A.2.4）并定容至1000 mL，混匀，超声溶解，临用现配。
A.2.6  0.1%甲酸乙腈溶液: 准确量取1 mL 甲酸（A.2.4）并用乙腈定容至1000 mL，混匀，超声溶解，临用现配。
A.2.7 标准储备溶液(1000 mg/L):准确称取山奈酚-3-O-β-D槐糖苷标准品(CAS: 19895-95-5,纯度>98%)10 mg(精确至0.1 mg)，用甲醇(A.2.2)溶解并定容至 10 mL，棕色容量瓶中，混匀，4 ℃及以下避光保存, 有效期 6 个月。
A.2.8 标准中间溶液(100 mg/L):准确移取山奈酚-3-O-β-D槐糖苷标准储备液(A.2.7)1mL于10 mL棕色容量瓶中,用甲醇(A.2.2)定容,混匀。4℃及以下避光保存,有效期2个月。
A.2.9 标准工作溶液:准确移取适量标准中间溶液(A.2.8)，用甲醇 (A.2.2)配制成浓度为0.1 mg/L、0.2 mg/L、0.5 mg/L、1.0 mg/L、5.0 mg/L、10.0 mg/L，标准工作溶液。临用现配。
A.2.10 微孔尼龙滤膜:0.22 μm。
A.3   设备和仪器

A.3.1  电子天平：感量为0.1 mg和 0.01 g。
A.3.2  离心机：转速≥8000r/min，容量10mL，50mL。 

A.3.3  氮气吹干仪。
A.3.4  高效液相色谱-三重四级杆质谱仪。
A.4   样品

对无结品的试样,将其搅拌均匀。对有结晶的试样,在密闭情况下，置于不超过 45 ℃的水浴中温热，振荡，待试样全部融化后搅匀，迅速冷却至室温。制备好的试样置于样品瓶中，密封，于常温下保存。

A.5  试验步骤

称取5 g 试样（精确至0.01g ）于50 mL离心管中，依次加入加入 5 mL水，涡旋1 min，再加入 10 mL乙腈，涡旋混合 5 min。随后加入盐包（4 g MgSO4、1 g NaCl、1 g 柠檬酸钠、0.5 g 柠檬酸二钠盐），涡旋15min，4 ℃下离心5 min，待溶液分层后，吸取 8 mL上清液，于氮吹仪中吹至近干。残留物用1 mL甲醇溶解，60 kHz功率超声10 min，待测。
A.6 测定

A.6.1 液相色谱参考条件

条件如下：

a)   色谱柱： C18，2.1mm×100 mm，1.8 μm，或相当者；

b)   柱温：40℃；

c)   进样量：5 µL；

d)   流速：0.3mL/min 
e)   流动相：A相为0.1%甲酸水溶液  B相为0.1%甲酸乙腈；梯度洗脱条件见表A.1.
f)   后运行时间：3min
表A.1 流动相梯度洗脱条件
	时间/ min
	A/ %
	B/ %

	0
	92
	8

	5
	85
	15

	10
	30
	70

	10.5
	5
	95

	14
	5
	95


A.6.2 质谱参考条件

条件如下：
a)   离子源：电喷雾ESI;


b)   扫描模式：负离子MRM；

c)   雾化器温度：200℃；
d)   雾化器压力：45psi；
e)   雾化器流速：15 L/min；
f)   鞘气温度：330℃；
g)   鞘气流速：12 L/min；
h)   毛细管电压：3500 V；
  定性离子对、定量离子对和碰撞能量见表
表A.2 定性离子对、定量离子对和碰撞能量
	物质
	定性离子对
m/z
	定量离子对
m/z
	碰撞能量
eV

	山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷
	   611/286.6
611/431
	611/286.6
	40


A.6.3 定性

按照液相色谱-质谱条件测定样品和标准工作液，如果样品中待测物质的保留时间与标准工作液一致，保留时间偏差在± 2.5 %以内，并且所监测的离子均出现（信噪比≥10），而且定性离子对的相对丰度（使用相对于最强离子丰度的强度百分比表示）与浓度相当的标准工作溶液的相对丰度允许偏差不超过表 A.3 规定的范围，则可判断样品中存在对应的待测物质。
表A.3 定性确证时相对离子丰度最大允许偏差
	相对离子丰度/％
	＞50
	20~50
	10~20
	≤10

	允许的最大偏差/％
	±20
	±25
	±30
	±50


A 6.4 定量
本方法采用外标法定量测定。将标准工作液和样品依次注入液相色谱-串联质谱仪中,按外标曲线法,以峰面积定量。标准溶液与样品溶液中待测物质的响应值均应在仪器检测的定量线性范围内,如超出线性范围,应采用流动相溶液稀释至适当浓度。本方法的标准物质液相色谱质谱监测质量色谱图参见图 A.1。
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图 A.1 山奈酚-3-O-β-D-槐糖苷标准品溶液色谱图 
A．7 计算结果与表述
试样中山奈酚-3-O-β-D槐糖苷残留量以[image: image2.wmf]w

计，数值以毫克每千克（mg/kg）表示，按公式（A.1）计算：

[image: image3.png]Cxn 1000
—



  …………………………………(A.1)

式中：

C——从标准工作曲线上得到的试样溶液中山奈酚-3-O-β-D槐糖浓度，单位为毫克每升（mg/L）;
V——待测试样溶液体积，单位为毫升（mL）；

[image: image4.png]


——试样液稀释倍数；
m——试样质量，单位为克（g）；

测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留3位有效数字。

A．8 方法精密度
在重复性条件下两次独立测试结果的绝对差值不大于算术平均值的15％。
A．9 其他

本方法山奈酚-3-O-β-D槐糖苷的检出限为 0.005 mg/kg，定量限为 0.02 mg/kg。
