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DB13/T 1080-2009

乳及乳制品中p一内酞胺酶的测定

第一法  杯碟法

1 范围

本标准规定了乳及乳制品中R一内酞胺酶的检验方法一杯碟法。

本标准适用于生鲜乳、巴氏杀菌乳及灭菌乳中具有活性且对舒巴坦敏感的卜内酞胺酶的检验。
木方法的检出限为4 U/:nLo

2 原理

    该方法采用对青霉素类药物绝对敏感的标准菌株，利用舒巴坦特异性抑制p一内酞胺酶的活性，并

以青霉素作为指示物，通过比对加人R一内酞胺酶抑制剂与未加人抑制剂的样品所产生的抑菌圈的大小

来间接测定样品中的R一内酞胺酶。

3 设备和材料

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

抑菌圈测量仪或测量尺。

恒温培养箱:36℃土19Co
高压灭菌器。

无菌培养皿:内径90 mm，具陶瓦盖。

无菌牛津杯:外径 (8.0土0.1) mm，内径 (6.0土0.1) mm，高度 (10.010.1) mm,
麦氏比浊仪或标准比浊管。

无菌吸管:1mL (0.01 mL刻度值)，10 mL (0.1 mL刻度值)。
加样器:5 5L̂20 5L, 20 5L-200 5L及配套吸头。

4 培养基和试剂

    除另有规定外，所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682中规定的三级水。

4.1试验菌种:藤黄微球菌 (Micrococcus luteus, CMCC (B) 28001)，使用菌株代数3-14代。
4.2 磷酸盐缓冲溶液:按附录A中A.1规定。

4.3 生理盐水 (8.5 g/L):按附录A中A.2规定。
4.4 青霉素标准溶液:按附录A中A.3规定。

4.5  (3一内酞胺酶标准溶液:按附录A中A.4规定。
4.6 舒巴坦标准溶液按附录A中A.5规定。

4.7 营养琼脂培养基:按附录A中A.6规定。

4.8 抗生素检测用培养基II:按附录A中A.7规定。

4.9 空白牛奶:按附录A中A.8规定

5 操作步骤

5.1 菌悬液的制备

    将藤黄微球菌接种于营养琼脂斜面上，经3611℃培养18ĥ-22h，用无菌生理盐水洗下菌苔即为
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菌悬液，测定菌悬液浓度，终浓度应大于1 X 1010 CFU/mL, 4℃保存，贮存期限2周。

5.2 样品的制备

    将待检样品充分混匀，取1 mL待检样品于1.5 mL离心管中共4管，分别标为:A, B, C, D，每

个样品做三个平行。

5.3 对照的制备

5.3.1 阴性对照，每次检验应取空白牛奶 1 mL加人到1.5 mL离心管中共四管，分别标为:A, B,

C, D，每次实验均做三个平行作为对照。

5.3.2 阳性对照，取空白牛奶1 mL加入到1.5 mL离心管中，加人p一内酚胺酶标准溶液25 5L，共做
四管，分别标为A, B, C, D，每次实验均做三个平行作为对照。

5.4 检验用平板的制备

    取90 mm灭菌培养皿，底层加 10 mL灭菌的抗生素检测用培养基丑，凝固后上层加入5 mL含有

浓度为1 X 108 CFU/mL藤黄微球菌的抗生素检测用培养基II，每个检验用平板上均匀放置4个无菌牛

津杯。

5.5 样品的测定

    按照下列顺序分别将青霉素标准溶液、p一内酞胺酶标准溶液、舒巴坦标准溶液加人到5.2各离心
管中:

    A 青霉素5 5Lo
    B 舒巴坦25 5L、青霉素5 pLo

    c p一内酞胺酶25 pL(终浓度4 U/mL)、青霉素5 5Lo

    D  R一内酞胺酶25 5L(终浓度4 U/mL)、舒巴坦25 5L、青霉素5 pLo
    将上述A-D试样混匀后各取200林L加人放置于检验用平板上的4个无菌牛津杯中，36土1℃培养

18-22 h,测量抑菌圈直径。取三组平行试验平均值。

6 结果观察

    各平行试验结果差异应小于2.0 mm;阴性对照与阳性对照结果应符合表1实验现象，则可进行结

果报告。

                                      表 1 实验现象对应表

阴性对照 阳性对照

A抑菌圈直径应在20土2.0 mm范围内

B、D均产生抑菌圈 B. D均产生抑菌圈

C抑菌圈与D抑菌圈差异大于等于3.0 mm C抑菌圈与D抑菌圈差异大于等于3.0 mm

A抑菌圈与B抑菌圈差异小于3.0 mm A抑菌圈与B抑菌圈差异大于等于3.0 mm

7 结果报告

7.1 样品结果同阳性对照结果实验现象一致可判定检验结果阳性。

7.2 如样品结果同阴性对照结果现象一致可判定检验结果阴性。
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第二法  高效液相色谱一质谱/质谱法

1 范围

本标准规定了乳及乳制品中具有活性的p一内酞胺酶的高效液相色谱一串联质谱的定性检测方法。

本标准适用于生鲜乳、巴氏杀菌乳及灭菌乳中具有活性的p一内酞胺酶的定性检验。
本方法对p一内酞胺酶的检测低限为4 U/mL0

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后

所有的修改单 (不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协

议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本
标准。

    GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法 (GB/T 6682-2008, ISO 3696:1987, MOD) 0

3 原理

    利用p一内酞胺酶酶解青霉素族药物的原理，在试样中加人一定量氨节青霉素，酶解后，试样中氨
节青霉素经乙睛一水溶液提取，提取液浓缩后，用缓冲溶液溶解，固相萃取净化，浓缩，液相色谱一质

谱/质谱测定，外标法定量，通过试样中氨节青霉素酶解率，间接定性p一内酞胺酶。

4 试荆

    除另有说明外，所有试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
4.1 乙睛:高效液相色谱级。

4.2 甲醇:高效液相色谱级。

4.3 甲酸:高效液相色谱级。

4.4 氯化钠。

4.5 氢氧化钠。

4.6 磷酸二氢钾。

4.7 磷酸氢二钾。

4.8 0.1 mol/L氢氧化钠:称取4g氢氧化钠，并用水稀释至1 000 mLo
4.9 乙睛+水 (15+2，体积比)。

4.10 乙睛+水 (30+70，体积比)。

4.11  0.05 mol/L磷酸盐缓冲溶液 (pH=7.0):称取3.4 g磷酸二氢钾，超纯水溶解，稀释至1 000 mL,
用氢氧化钠调节pH至7.0士0.10

4.12  0.01 mol/L乙酸钱溶液 (pH=4.5 ):称取0.77 g乙酸按，超纯水溶解，稀释至1 000 mL，用甲酸
调节pH=4.5土0.10
4.13 氨节青霉素标准品:纯度大于等于95%0

4.14 标准储备溶液 (100 5g/mL):称取适量标准品 ((4.14)，用超纯水溶解并定容至1 000 mL，置
于一18℃冰箱避光保存，保存期5 d0

4.15 标准工作溶液:吸取适量的氨节青霉素标准储备液 (4.15)，用空白样品提取液稀释成适当浓度
的基质标准工作溶液，用时现配。

4.16  Oasis HLB固相萃取小柱，或相当者:500 mg, 6 mL，使用前用甲醇和水预处理，即先用2 mL
甲醇淋洗小柱，然后用1 mL水淋洗小柱。
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5 仪器

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

液相色谱一质谱/质谱仪 (LC-MS/MS):配有电喷雾离子源。

旋转蒸发器。

固相萃取装置。

低温冷冻离心机。

均质器。

涡旋混合器。

PH计。
氮吹仪。

6 试样制备与保存

取代表性样品，混匀后，装人洁净容器中，密封，并标明标记，于0-4℃冷藏存放。

7 分析步骤

7.1 氨节青霉素的加入

    称取lOg样品(精确到0.01 g)于50 mL离心管中，加人0.1mL氨节青霉素标准储备液((4.15)，混匀。
7.2 酶解

    将7.1试样置于37℃恒温水浴，酶解I ho

7.3 提取

    在7.2酶解后的试样中加人20 mL乙睛 (4.9)，均质提取30 s, 4 000 r/mh，低温冷冻离心5 min，上

清液转移至50 mL离心管中;另取一离心管，加人10 mL乙睛水溶液 (4.9)，洗涤均质器刀头，用玻璃
棒捣碎离心管中的沉淀，加人上述洗涤均质器刀头溶液，在涡旋混合器上振荡I min, 4 000 r/min低温

冷冻5 min，上清液合并至50 mL离心管中，重复用10 mL乙睛水溶液 (4.9)洗涤刀头并提取一次，上

清液合并至50 mL离心管中，用乙睛水溶液 (4.9)定容至50 mL。准确移取25 mL于100 ml鸡心瓶。

    将鸡心瓶于旋转蒸发器上 (37℃水浴)蒸发除去乙睛，易起沫样品可加人4 mL饱和氯化钠溶液。

7.4 净化

    迅速向已除去乙睛的鸡心瓶中加人25 mL磷酸盐缓冲溶液 (4.11),涡旋混匀1 min，用0.1 mol/L

氢氧化钠调节pH为8.5,通过经过预处理的固相萃取柱，流速控制在1 rnllmin，先用2mL磷酸盐缓
冲溶液 (4.11)淋洗2次，再用1 mL超纯水淋洗，然后用3 mL乙精洗脱，流速控制在1 mL/min。将

洗脱液于45℃下氮气吹干，用0.025 mol/L磷酸盐缓冲溶液 ((4.12)定容至1 mL，过0.22 5m滤膜，供

LC-MS/MS分析。

7.5 测定

7.5.1 参考色谱条件

7.5.1.1色谱柱:ODS-C 18柱，250 rnmx4.6 mm，粒度55m，或相当者。

7.5.1.2 流动相:A组为0.01 mol/L乙酸按溶液 (甲酸调pH至4.5); B组为乙睛。A:B=90:100

7.5.1.3 流速:1.0 m[�min0

7.5.1.4 进样量:10 5L0

7.5.2 参考质谱条件

7.5.2.1离子源:电喷雾离子源。

7.5.2.2 扫描方式:正离子扫描。
7.5.2.3 检测方式:多反应监测 (MRM) 0

7.5.2.4 毛细管电压:4 000 V 0
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7.5.2.5 雾化气压力:0.055 MPa0

7.5.2.6 干燥气流速:10 Umin 0

7.5.2.7 离子源温度:35090

7.5.2.8 定性离子对、定量离子对等参数见表10

  表 1

名称

氨节青霉素定性离子对、定量离子对、碰撞气能量和碰撞电压

  ”一 ’}’.-.一 ’定性 } 定量 } 碰撞气
离子对

(m/z)

能量

(V)

碰撞

电压

(V)

氨节青霉素

ampicillin

离子对

  (m/z)

350/192

350/160
350/160

7.5.3 液相色谱一质谱/质谱测定

7.5.3.1 定性测定

    选择氨节青霉素的I个母离子，2个及以上子离子，在相同试验条件下，样品中待测物质的保留
时间与基质标准溶液中对应物质的保留时间偏差在士2.5%之内;样品色谱图中各定性离子相对丰度与

浓度接近的基质标准溶液的色谱图中离子相对丰度比，若偏差不超过表2规定的范围，则可判定为样

品中存在对应的待测物。

                    表2 定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差 %

相对离子丰度

允许的最大偏差

> 50 > 20- 50 >10-20

士20 士25 士30

成 10

士50

7.5.3.2 足量测足

    用氨节青霉素标准储备溶液配成的基质标准溶液 (4.16)进样分析，以标准工作溶液浓度为横坐

标，以峰面积为纵坐标，绘制标准工作曲线，标准曲线的相关系数要求不小于0.995。根据试样中被测

物的含量情况，选取响应值相近的标准工作液进行单点校准，外标法计算。

7.5.4 本底实验

    除不加氨节青霉素外，均按上述操作步骤进行。

8 结果计算与表述

8.1 试样中氨节青霉素含量的计算

    试样中氨节青霉素的含量 (5g/kg或FLgfL ):按式 (1)计算

X=A竺xV
      As xW

(1)

式中:

x— 试样中氨节青霉素的含量，单位为微克每千克或微克每升 (W叭g或5叭);

A— 试样溶液中氨节青霉素的峰面积;

AS一 标准工作液中氨节青霉素的峰面积;

CS— 标准工作液中氨节青霉素的浓度，单位为微克每千克或微克每升(W叭g或Wg/L) ;

V— 试液最终定容体积，单位为毫升 (mL) ;

W— 最终样液代表的试样质量，单位为克 (g)0

计算结果以平行测定值的算术平均值表示，保留3位有效数字。

计算结果需折算回收率。
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8.2 重复性

    在重复性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%0

8.3 回收率

    本方法在试样中添加0.5 m叭g-2 m叭g浓度时回收率为80%-110%

9 定性判定

9.1 氮节青霉素的酶解率

    酶解后试样中氨节青霉素的酶解率 (%):按式 (2)计算

                        。=co -(C-(卫X100
                                            Co

(2)

      式中:

    Y- 酶解后试样中氨节青霉素的酶解率，单位为百分比 (%);

    Co 酶解前试样中氨节青霉素的加人浓度，单位为微克每千克或微克每升 伽叭g或ILg/L);

    C- 酶解后试样中氨节青霉素的含量，单位为微克每千克或微克每升 (FLg/kg或林昨);

    Cs- 酶解后试样本底中氨节青霉素的含量，单位为微克每千克或微克每升 伽眺g或W叭)。

9.2 结果判定

    酶解率多30%，则判定为阳性。

    酶解率<30%，则判定为阴性。
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第三法  碘量法

1 范围

    本标准规定了鲜乳中p一内酞胺酶的快速碘量法检测方法。
    本标准适用于鲜乳中R-内酞胺酶的测定。

    本方法对p一内酞胺酶的检测低限为5 U/mL,

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单 (不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方
研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

    GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法 (GBIT 6682-2008, ISO 3696:1987, MOD).

3 原理

    R一内酞胺酶能裂解青霉素的R一内酞胺环形成青霉a哇酸，它与淀粉竞争游离碘，破坏了碘和淀粉

的兰色复合物，使兰色变为白色。如果牛奶中的卜内酞胺酶浓度高于检测限，检测结果为白色。

4 试剂

    除另有说明外，所有试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
4.， 可溶性淀粉:按附录C中C.1规定。

4.2 碘:按附录C中C.2规定。

4.3 碘化钾:按附录C中C.3规定。

4.4 盐酸:按附录C中C.4规定。

4.5 青霉素钠:按附录C中C.5规定。

4.6  (3一内酞胺酶对照品:按附录C中C.6规定。

4.7 不含R一内酞胺酶的乳品:按附录C中C.7规定。

5 仪器

5.， 冷冻干燥机。
5.2 恒温干燥箱:40CC,

5.3 微量振荡器。

5.4 分析天平:精度0.001 g0

5.5 微波炉。
5.6 移液器:10 AL, 40 5L, 150 AL.

5.7 冰箱。

5.8 微孔板。

6 试样制备与保存

    取代表性样品，混匀后，装人洁净容器中，密封，并标明标记，于0-4℃冷藏短期存放。

7 对照制备

7.1 取阳性对照，用移液器注人500 pL水，振荡，充分溶解备用;
7.2 取阴性对照:用移液器注人500 5L水，振荡，充分溶解备用;
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8 测定

8.1 根据检测样品数量取适量的检测孔，每孔检测一个样;

8.2 取阳性对照150 5L加人1个小孔中;

8.3 取阴性对照150 5L加人1个小孔中;

8.4 样品处理:取奶样，去除悬浮物，用微量移液器吸取奶样150 5L分别加人到检测孔中;
8.5 所有样品加完后，贴封口膜，置微量振荡器上振荡10分钟;

8.6 放人40℃恒温箱中，保温20分钟;

8.7 取出检测孔，除去封口膜，用微量移液器吸取1%的淀粉溶液，每孔加人40 5L，振荡混匀;
8.8 用微量移液器吸取碘液，每孔40 pL，用移液器吹吸均匀;

8.9 振荡2分钟，观察结果。

9 检测注意事项

    混匀要彻底，但不要产生泡沫，严禁将样品溅出。

10 结果判定

    白色为阳性。

    蓝色为阴性。
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                                              附 录 A

                                      (规范性附录)

                                              培 养 基

A.1磷酸盐缓冲溶液 (pH 6.0)

    无水磷酸二氢钾8.0 g

    无水磷酸氢二钾2.0 g
    蒸馏水        加至1 000 mL

A.2 生理盐水 (8.5叭 )

    氯化钠 8.5 g
    蒸馏水 1 000 mL

    121℃高压灭菌15 min.

A.3 青霉素标准溶液

    准确称取适量青霉素标准物质，用磷酸盐缓冲溶液溶解并定容为0.1 mg/mL的标准溶液。当天配
制，当天使用。

A.4 p一内酞胺酶标准溶液

    准确量取或称取适量R一内酞胺酶标准物质，用磷酸盐缓冲溶液溶解并定容为160 U/mL的标准溶

液。当天配制，当天使用。

A.5 舒巴坦标准溶液

    准确称取适量舒巴坦标准物质，用磷酸盐缓冲溶液溶解并定容为1 mg/mL的标准溶液，分装
后一20℃保存备用，不可反复冻融使用。

A.6 营养琼脂

    蛋白月东 10 g

    牛肉膏 39

    氯化钠 59
    琼脂 15-20 g

    蒸馏水 1 000 mL

    将上述成分加人蒸馏水中，搅混均匀，分装试管每管约5̂'8 mL, 120℃高压灭菌15 min，灭菌后
摆放斜面。

A.7 抗生素检测培养基11

    蛋白陈 10 g
    牛肉浸膏 39

    氯化钠 59
    酵母膏 3g

    葡萄糖 19
    琼脂 14 g
    蒸馏水 1 000 mL

    将上述成分加人蒸馏水中，搅混均匀，120℃高压灭菌15 min，其最终pH值约为6.6.
A.8 空白牛奶

    脱脂奶粉标准品 2g
    蒸馏水 20 mL

    准确称取脱脂奶粉标准品2 g,蒸馏水定容至20 mL
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附 录 B

                  (资料性附录)

氨节西林标准品的总离子流图和定量、定性离子对色谱图
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  附 录 C

(规范性附录)

    试剂

C.3

C.4

试剂保存

试剂配制好，装人洁净容器中，密封，并标明标记，于0̂-4℃冷藏存放。

青霉素工作液配置

取青霉素钠，充分溶解，配成20 m岁ml
96孔板点板

吸取青霉素工作液加人到96孔板小孔中，50 ul/孔。

1%的淀粉溶液

称取5g可溶性淀粉，溶于沸水，定溶500 m10
碘液

35 gKI溶于800 ml水，在加入13 gI2，溶解，加人500 ul盐酸，混匀，定溶到1 000 ml，闭光保

，
.

内
‘

C

C

C.5

氛
C.6

C.7

阳性样品

取不含p一内酞胺酶的乳品0.5 ml，加人100单位p一内酞胺酶，冷冻干燥。
阴性样品

取不含R一内酞胺酶的乳品0.5 ml，冷冻干燥。
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