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[bookmark: _Toc313518859]一、任务来源 
本标准根据国标委《关于下达2010年国家标准制修订计划的通知》（国标委综合[2010]87号）立项，项目编号为：20100301-T-469。 
本标准由全国饲料工业标准化技术委员会归口。 
本标准由国家饲料质量监督检验中心（成都）、成都市产品质量监督检验院起草。 
[bookmark: _Toc313518860]二、标准制订的意义及特点 
苯甲酸雌二醇（Estradiol benzoate）和戊酸雌二醇（Estradiol valerate），属于固醇类激素，呈脂溶性，靶组织众多，包括生殖系统、骨骼、心血管等。自20世纪50年代起激素被广泛用作动物生长促进剂，它可以促进家畜的生产力，降低动物死亡率，缩短动物饲养周期，促进动物性产品产量的增长，具有稳定的增产效果。近年来，国内外由饲料安全问题引发的食品安全及环境污染事件频频发生。无论是临床研究还是动物实验都证明了雌激素受体在恶性肿瘤的发生和发展中扮演着重要的角色。根据实验室研究和流行病学的调查结果，激素类物质可以通过食物链（动物体内残留）和环境残留（饮用水及排泄物）对人和动物健康、社会和生态环境造成直接和潜在危害。我国农业部2002年发布的176号公告，明确规定了禁止在饲料和动物饮用水中使用苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇。农业部第193号公告明确规定了禁止在所有食用动物饲养中使用苯甲酸雌二醇以促生产或其它用途。由于目前还没有饲料中苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇含量的国家标准检测方法，为了保障人类动物源性食品的安全，从饲料源头有效监控激素类物质的摄入，因此建立简便、快速、准确、灵敏的方法用于饲料中苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇的检测迫在眉睫。
目前, 国内外大多文献报道的激素残留检测主要针对动物源食品，关于饲料方面的报道还较少。在饲料雌激素检测方面，对己烯雌酚、17β-雌二醇、雌酮、雌三醇的检测报道较多，对苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的报道甚少。检测方法主要是高效液相色谱法、高效液相色谱-质谱联用法、气相色谱法、气相色谱-质谱联用法以及酶联免疫吸附法。气相色谱法前处理简单较为繁琐，需要对样品进行衍生化处理, 耗时长；免疫分析法易出现假阳性结果，仅能测定少数几种激素；高效液相色谱法前处理简单，方法灵敏重现性好，准确度高。
为了进一步规范我国饲料市场，保证我国饲料质量安全、维护广大消费者的利益，以及为监督管理机构的执法提供科学依据和技术支撑，特制订了《饲料中苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇含量的测定 高效液相色谱法》。本标准方法准确、快速、简便，检出限、重现性、再现性和回收率均符合检测要求。
[image: ]     [image: 979-32-8]
苯甲酸雌二醇                                戊酸雌二醇
[bookmark: _Toc171075621][bookmark: _Toc313518861]三、标准编制原则和依据
本标准编制遵循“先进性、实用性、统一性、规范性”的原则，尽可能与国际通行标准接轨，注重标准的可操作性，严格按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》和GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第4部分：试验方法标准》的要求进行编写。
[bookmark: _Toc171075622][bookmark: _Toc313518862]四、标准主要内容确定依据及主要技术路线
[bookmark: _Toc171075623][bookmark: _Toc313518863]1、标准主要内容确定依据
实验收集了国、内外相关资料，先后查询了美国、日本等国家及欧盟相关标准方法，确定了高效液相色谱法测定饲料中苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇含量的技术路线及主要技术指标（检出限、定量限、精密度、回收率等），并采集市售预混合饲料、配合饲料、浓缩饲料等大量实验样品，获得了大量的第一手数据，通过数据分析整理，为本方法的确定建立打下了坚实的基础。
[bookmark: _Toc171075624][bookmark: _Toc313518864]2、主要技术路线
 (
均匀饲料样品
提取方法选择与优化
液相色谱分析条件优化
建立测定方法
方法性能评价
实际样品测定
测定结果分析
实验室间方法验证
可行
)

[bookmark: _Toc171075625][bookmark: _Toc313518865]
	


  
五、分析条件的选择与优化
[bookmark: _Toc171075626][bookmark: _Toc313518866]1、样品前处理条件优化
1.1 样品提取方法试验
实验对比了QuEChERS、固相萃取法、直接提取进样三种方法对待测物质的提取效率和净化效果。图1是加标饲料样品在三种提取方式下的色谱图。结果显示：采用第二种方法，苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇的提取效率都在85 %以上，且杂质少。因此，实验采用固相萃取法提取样品。
[image: 图2-12 浓缩饲料过柱-QUEC-直接提取]
图1 三种提取方式下加标饲料样品色谱图
（A：直接提取；B：固相萃取法；C：快速萃取法（QuEChERS））
1.2 提取溶剂、体积和时间选择试验
实验比较了甲醇、乙腈、甲醇+水（85+15）、乙腈+水（85+15）作为提取溶剂的提取情况。图2是不同提取剂对同一样品的提取效率比较图。
实验比较了提取剂体积分别为10.0 mL、15.0 mL 、20.0 mL、25.0 mL、30.0 mL、40.0 mL时，提取效率的变化，结果见图3。
实验比较了提取时间分别为10.0 min、15.0 min、20.0 min、25.0 min、30.0 min、40.0 min、50.0 min、60.0 min时被测物质的提取效率，结果见图4。
由图可知：用25.0 mL甲醇+水（85+15）作为提取溶剂，当提取时间为30.0 min时，两种被测物的提取效率最好。


[image: ]
图2 提取剂对提取效率的影响
[image: ]
图3 提取剂体积对提取效率的影响
[image: ]
图4 提取时间对提取效率的影响
1.3 样品提取液稀释比例试验
 被测物质在萃取柱上的保留能力与过柱时样品溶剂的极性有关。移取相同体积的样品溶液，分别按照0.0、1.0、2.0、3.0、3.5、4.0、5.0的倍数用水稀释，考察样品溶剂极性对被测物质在萃取柱上保留的影响，结果见图5。当稀释倍数为3时，两种被测物质的回收率最好。
[image: ]
图5  样品提取液稀释倍数对被测物质回收率的影响
1.4 固相萃取柱的选择试验
实验对比了Cleanert PEP（500 mg/6 mL），Cleanert ODS C18（500 mg/3 mL），Welchrom C18E（500 mg/3 mL），Heaion C18（500 mg/3 mL）四种SPE小柱对饲料样品被测物质的浓缩和净化作用，结果见图6。由图可知：Cleanert ODS C18、Heaion C18回收率更高，应优先选择该两种SPE小柱。实验选用Heaion C18柱。
[image: ]
图6  不同SPE小柱对提取效率的影响
1.5 洗脱溶剂选择和用量试验
在洗脱过程中，分段收集洗脱液1.0 mL、1.0 mL、1.0 mL、1.0 mL、1.0 mL，并在氮气流下吹干，用1.0 mL甲醇溶解后测定，各色谱图见图7，洗脱效率计算结果见表1。
[image: ]
图7 预混合饲料分段洗脱液的色谱图




表1 洗脱剂用量对洗脱效率的影响
	     洗脱效率/%
目标物 
	洗脱用量/mL

	
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0

	苯甲酸雌二醇
	0.000
	59.840
	35.545
	0.031
	0.000

	戊酸雌二醇
	0.000
	61.541
	23.850
	0.045
	0.000



1.6 小结
通过对样品前处理各条件的优化试验，最终确定的样品前处理条件如下：
称取5 g饲料样品于250 mL玻璃具塞三角瓶中，准确加入25 .0mL甲醇+水（85+15），在往复式摇床上以140 r/min的速度振荡提取30 min，再以5000 r/min的速度离心5 min，取上清液2 .0mL于10 mL比色管中，并加入6 .0mL超纯水稀释，混合，摇匀。用6 .0mL甲醇、6 .0mL纯水活化C18（500 mg/3 mL）小柱，待纯水流出小柱平衡完毕，将稀释的样品提取液转入小柱内，保持流速约为1 mL/min，用6 .0mL纯水分三次清洗比色管，再用3.0 mL纯水淋洗小柱。待淋洗液流尽，减压抽干，用4 .0mL甲醇洗脱，在40±1 ℃下用N2吹干，用1 .0mL甲醇溶解残留物，溶液过0.22 μm滤膜后，待分析。
[bookmark: _Toc171075627][bookmark: _Toc313518867]2、仪器分析条件优化
2.1 流动相组成与梯度
     实验比较了采用乙腈和水、甲醇和水、乙腈和乙酸铵（0.02 mol/L）、甲醇和乙酸铵（0.02 mol/L）分别作为流动相，被测物质之间和被测物质与杂质之间的分离度。实验发现采用乙腈和水为流动相进行梯度洗脱可以使被测物质与杂质达到很好的分离效果。
由于两种目标化合物的理化性质差异，其在色谱柱上的保留时间不同，适当运用梯度洗脱有利于节省分析时间，并能达到各组分完全分离的目标。采用表2的梯度洗脱程序对两种目标化合物进行分析。图8为乙腈初始梯度为42 %、44 %、46 %、45 %时浓缩饲料的色谱图。乙腈流动相初始梯度为45 %时，峰形对称，且与杂质分离效果较好。
[image: ]
图8  乙腈初始梯度为42%（A）、44%（B）、46%（C）、45%（D）的浓缩饲料色谱图
（a：苯甲酸雌二醇  b：戊酸雌二醇）
2.2 色谱柱选择试验
     实验对比了Dionex C8（250 mm×4.6 mm, 5 μm）  、DionexC18（250 mm×4.6 mm, 5 μm）、Welch Μltimate XB-C18（250 mm×4.6 mm, 5 μm）三种色谱柱对样品的实际分离效果。结果显示：Dionex C18 和WelchC18对四种饲料样品的分离效果都比较好，各标准物质之间的分离度都大于1.5，满足物质分离要求。预混合饲料在两种色谱柱上分离效果都比较好，浓缩饲料和配合饲料由于杂质含量多，在C8色谱柱上苯甲酸雌二醇与杂质的分离效果较差。实验选用DionexC18作为色谱分离柱。图9为同一条件下浓缩饲料在C8、C18上的色谱图。图10、11、12分别为预混合、配合、浓缩饲料的空白和加标图谱。图13为混合标准溶液色谱图。
[image: ]
图9 浓缩饲料在DionexC18和C8色谱柱上的色谱图
（A: C18  B：C8）

[image: ]
图10 预混合饲料空白（A）、加标（B）的色谱图

[image: ph]
图11配合饲料空白（A）、加标（B）的色谱图
    [image: ]
图12浓缩饲料空白（A）、加标（B）的色谱图

[image: bt]
图13 标准溶液的色谱图(纯甲醇)
2.3 色谱柱柱温、流动相流速、进样体积
实验比较了20.0 ℃、25.0 ℃、30.0 ℃、35.0 ℃、40.0 ℃、45.0 ℃六个温度下，被测物质的保留时间、峰面积、峰高和与杂质的分离效果。实验选择30.0 ℃为实验分析的色谱柱柱温。
实验比较了0.8 mL/min 、1.0 mL/min、1.2 mL/min、1.5 mL/min的流动相流速。实验选用1.0 mL/min为流动相流速。
实验比较了当进样体积分别为5 μL 、10 μL、20 μL、30 μL、40 μL、50 μL时的峰形和分离效果。实验选择20 μL为进样体积。
2.4 检测波长
在190 nm-400 nm紫外波长范围内对苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇进行扫描得到紫外吸收光谱图。图14、15分别为苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的紫外吸收光谱图。结果显示：苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇在λ=230 nm、λ=280 nm处具有特征吸收。图16是混合标准溶液在λ=230 nm、λ=280 nm的色谱图。由图可知，在λ=230 nm处，两种目标化合物的峰面积最大、灵敏度最高。因此，实验选择230 nm作为苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的检测波长。

[image: ]






图14 苯甲酸雌二醇紫外吸收光谱图
[image: ]
图15 戊酸雌二醇紫外吸收光谱图
[image: bc]
图16 苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇在λ=230 nm和λ=280 nm的色谱图

2.5 最终确定的仪器条件
2.5.1 通过上述色谱条件优化试验，得到液相色谱分析参考条件，见表2和表3。
表2 高效液相色谱仪系统的优化参数
	参数
	优化值

	色谱柱
	C18, 250 mm×4.6 mm , 5 μm或相当者

	流动相
	乙腈和水

	流动相流速
	1 mL/min

	进样量
	20 μL

	检测波长
	230 nm

	柱温
	30.0 ℃



表3  梯度洗脱程序
	时间（min）
	泵A（乙腈）/%
	泵B（水）/%
	流速/(mL·min-1)

	0.0-8.5
	45
	55
	1.0

	8.5-9.0
	85
	15
	1.0

	9.0-21.0
	85
	15
	1.0

	21.0-21.5
	45
	55
	1.0

	21.5-30.0
	45
	55
	1.0


2.5.2 液相色谱串联质谱定性确认条件	
    2.5.2.1 液相色谱条件，见表4和表5。
表4液相色谱分析参考条件
	参数
	优化值

	色谱柱
	Waters C18, 50 mm×2.1 mm, 1.7 μm,

	流动相
	乙腈和0.1%氨水

	流动相流速
	0.3 mL·min-1

	进样量
	5 μL

	柱温
	40.0 ℃



表5 流动相梯度洗脱程序
	时间
	乙腈/(%)
	0.1%氨水/(%)
	流速/(mL/min)

	0.00
	40
	60
	0.3

	0.20
	40
	60
	0.3

	3.00
	90
	10
	0.3

	4.50
	40
	60
	0.3

	5.00
	40
	60
	0.3



2.5.2.2 质谱条件
分别配制10.0 ng/mL的苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇标准物质溶液直接通过针泵进样方式进行质谱条件的优化，得到各物质的质谱参数信息，结果见表6。
表6苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的MRM模式采集参数
	物质名称
	分子量
	电离模式
	子离子
	锥孔电压(V)
	碰撞能量(V)

	苯甲酸雌二醇
	377.40
	ESI+
	104.98*
	35
	15

	
	
	
	135.08
	35
	12

	戊酸雌二醇
	355.43
	ESI-
	101.03*
	55
	27

	
	
	
	253.29
	55
	25


注：*定量离子对
2.5.2.3 定性判定
被测组分选择一个母离子，2个以上子离子，在相同实验条件下，样品中待测物质的保留时间与标准溶液中对应的保留时间偏差在2.5%之内；且样品中被测组分定性离子的相对丰度与浓度接近的标准溶液中对应的定性离子的相对丰度进行比较，偏差不超过表7规定的范围，则可判定为样品中存在对应的待测物。
表7 定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差
	相对离子丰度
	>50
	>20-50
	>10-20
	<10

	允许的最大偏差
	±20
	±25
	±30
	±50



六、方法性能评价
1、线性范围
标准储备液：分别准确称取苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇两种标准品，用甲醇溶解配制成标准储备液，浓度均为1000 μg/mL，于-20 ℃冰箱保存。
标准中间储备液：依次准确吸取苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇标准储备液1.0 mL于2个10 mL棕色容量瓶中，用甲醇定容，浓度均为100 μg/mL，于-20 ℃冰箱保存。另准确吸取苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇标准储备液1.0 mL于2个10 mL棕色容量瓶中，用空白配合饲料基质液定容，浓度均为100 μg/mL，于-20 ℃冰箱保存。
分别将用纯甲醇和空白基质液逐级稀释得到的标准工作液0.20 μg/mL、1.0 μg/mL、2.5 μg/mL、10.0 μg/mL、20.0μg/mL、 50.0 μg/mL、100.0 μg/mL进样20 μL，测定结果经线性回归，回归方程（y为峰面积，x为质量浓度，µg/mL）分别为：
苯甲酸雌二醇：
纯甲醇配制：y=50.65x+ 5.845，线性范围0.20～100.0 µg/mL；R2=0.9996。
空白基质溶液配制：y=48.36x- 9.163，线性范围0.20～100.0 µg/mL；R2=0.9991。
基体效应：48.36/50.65=0.955
戊酸雌二醇：
纯甲醇配制：y=15.01x - 5.788，线性范围0.20～100.0 µg/mL；R2=0.9996。
空白基质溶液配制：y=14.26x – 2.303，线性范围0.20～100.0 µg/mL；R2=0.9992。
基体效应：14.26/15.01=0.950
可以看出，存在较弱的基体效应，故本研究采用纯甲醇配制标准溶液。
[bookmark: OLE_LINK6]图17、图18分别为苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的标准曲线。

图17 苯甲酸雌二醇的标准曲线


图18 戊酸雌二醇的标准曲线

[bookmark: _Toc313518869]2、精密度
实验分别选取浓缩饲料、配合饲料、预混合饲料进行精密度试验。
每组准确称取空白样品7份，,每份5.0g,共3组，分别定量加入苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇标准物质，按样品前处理方法处理后进行测定, 每个浓度水平各7份平行样，分别于同一天内连续测定，计算日内精密度，并连续测定5天，计算日间精密度，结果见表8。从表8中可看出，日内精密度为0.74 %~4.57%，日间精密度为1.36 %~6.73 %。
表8   预混合、配合和浓缩饲料中苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇的
日内(n=7)和日间(n=5)精密度
	
样品
	苯甲酸雌二醇
	戊酸雌二醇

	
	添加浓度/(mg/kg)
	日内
精密度/(%)
	日间
精密度
/(%)
	添加浓度/(mg/kg)
	日内
精密度/(%)
	日间
精密度
/(%)

	
预混合饲料
	2.5
	1.08
	2.30
	5.0
	1.11
	1.75

	
	5.0
	1.44
	1.82
	7.5
	1.27
	2.23

	
	7.5
	4.35
	3.98
	10.0
	2.44
	3.09

	
配合
饲料
	2.5
	1.56
	1.80
	5.0
	3.01
	2.89

	
	7.5
	1.03
	1.95
	7.5
	2.66
	2.77

	
	12.5
	2.90
	4.13
	17.5
	4.57
	6.73

	
浓缩
饲料
	2.5
	0.74
	1.45
	7.5
	1.36
	2.19

	
	7.5
	2.37
	3.24
	15.0
	1.15
	1.36

	
	12.5
	1.96
	2.35
	30.0
	2.69
	4.72

















3、回收率
在空白基质样品中按照方法定量限、2倍定量限、10倍定量限不同水平进行加标回收率试验。苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇在预混合、配合和浓缩饲料中的回收率分别为91.4 %～94.9%、91.2%~95.6%、85.5%～92.2%、87.5%~95.3%、86.8%~93.2%、84.9%～91.1%。结果见表9。






表9  空白预混合、配合、浓缩饲料不同水平添加的回收率试验结果（n=6）
	样品
	苯甲酸雌二醇
	戊酸雌二醇

	
	本底值
/(mg/kg)
	添加量
/(mg/kg)
	测定值
/( mg/kg)
	回收率
/(%)
	本底值
/( mg/kg)
	添加量
/( mg/kg)
	测定值
/( mg/kg)
	回收率
/(%)

	预混合饲料
	0.00
	1.75
	1.61
	91.4
	0.00
	2.50
	2.39
	95.6

	
	0.00
	3.50
	3.28
	93.7
	0.00
	5.00
	4.64
	92.8

	
	0.00
	17.5
	16.6
	94.9
	0.00
	25.0
	22.8
	91.2

	配合饲料
	0.00
	2.00
	1.71
	85.5
	0.00
	3.00
	2.64
	87.5

	
	0.00
	4.00
	3.69
	92.2
	0.00
	6.00
	5.58
	93.0

	
	0.00
	20.0
	18.3
	91.5
	0.00
	30.0
	28.6
	95.3

	浓缩饲料
	0.00
	2.50
	2.17
	86.8
	0.00
	3.25
	2.76
	84.9

	
	0.00
	5.00
	4.66
	93.2
	0.00
	6.50
	5.88
	90.5

	
	0.00
	25.0
	23.1
	 92.4
	0.00
	32.5
	29.6
	91.1



[bookmark: _Toc313518870]4、 检出限及定量限
在空白样品中添加混合标准液，以信噪比（S/N）≥3时的空白样品中的添加浓度确定分析物的检出限(LOD)，以信噪比（S/N）≥10时的添加浓度确定为分析物的定量限(LOQ)。按照方法中的步骤操作，进样量为20.0 μL时，样品中苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的检出限和定量限见表10。
表10  方法检出限和定量限
	样品名称
	物质名称

	
	苯甲酸雌二醇
/(mg/kg)
	戊酸雌二醇
/(mg/kg)

	预混合饲料
	检出限
	0.50
	0.80

	
	定量限
	1.75
	2.50

	配合饲料
	检出限
	0.65
	0.85

	
	定量限
	2.00
	3.00

	浓缩饲料
	检出限
	0.75
	1.00

	
	定量限
	2.50
	3.25



[bookmark: _Toc313518872]5、实际样品检测情况
运用本方法对具有代表性的鸡、鸭、鱼、猪等不同种类饲料共计100组样品进行了检测，未检出目标化合物。
七、方法的实验室验证情况
课题组邀请了四川出入境检验检疫局检验检疫技术中心、四川省农业科学院分析测试中心、大连市食品检验所、广州质量监督检测研究院和深圳市计量质量检测研究院等5家实验室进行了方法验证工作。具体验证情况详见表11。













表11 验证结果汇总表（n=3）
	验证实验室
	配合饲料
	浓缩饲料
	预混合饲料

	
	苯甲酸雌二醇
	戊酸雌二醇
	苯甲酸雌二醇
	戊酸雌二醇
	苯甲酸雌二醇
	戊酸雌二醇

	
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%
	加标量
(mg/kg)
	回收率
%
	RSD
%

	1
	2.00
	86.3
	4.1
	3.00
	85.0
	4.5
	2.50
	83.6
	7.7
	3.25
	86.4
	5.9
	1.75
	89.9
	3.0
	2.50
	95.6
	4.7

	
	4.00
	91.4
	3.4
	6.00
	88.7
	2.5
	5.00
	90.6
	2.6
	6.50
	89.9
	3.2
	3.50
	95.4
	2.9
	5.00
	92.7
	1.8

	
	20.0
	92.1
	2.9
	30.0
	94.3
	4.1
	25.0
	90.9
	3.1
	32.5
	89.5
	0.9
	17.5
	94.2
	2.8
	25.0
	92.3
	3.7

	2
	2.00
	84.2
	6.9
	3.00
	87.4
	3.7
	2.50
	85.3
	3.1
	3.25
	85.5
	2.0
	1.75
	93.9
	4.3
	2.50
	91.7
	2.8

	
	4.00
	91.1
	3.1
	6.00
	93.2
	2.3
	5.00
	90.9
	1.7
	6.50
	90.1
	2.1
	3.50
	93.4
	2.2
	5.00
	93.7
	1.0

	
	20.0
	90.4
	2.5
	30.0
	92.6
	1.9
	25.0
	92.1
	0.9
	32.5
	89.8
	2.8
	17.5
	93.5
	2.2
	25.0
	95.5
	1.3

	3
	2.00
	84.3
	2.9
	3.00
	84.8
	2.6
	2.50
	88.3
	2.7
	3.25
	88.0
	3.0
	1.75
	85.0
	5.5
	2.50
	92.4
	2.0

	
	4.00
	92.2
	4.5
	6.00
	91.9
	3.1
	5.00
	87.3
	3.0
	6.50
	89.3
	2.3
	3.50
	93.8
	2.0
	5.00
	95.1
	3.8

	
	20.0
	91.8
	3.6
	30.0
	91.7
	3.7
	25.0
	91.4
	3.0
	32.5
	91.2
	1.5
	17.5
	95.4
	4.5
	25.0
	91.9
	0.8

	4
	2.00
	81.2
	6.5
	3.00
	84.3
	6.4
	2.50
	92.3
	2.9
	3.25
	86.6
	2.0
	1.75
	86.1
	9.0
	2.50
	93.6
	3.0

	
	4.00
	93.9
	3.5
	6.00
	92.1
	4.2
	5.00
	95.3
	2.4
	6.50
	90.2
	2.2
	3.50
	90.0
	5.2
	5.00
	91.9
	1.9

	
	20.0
	91.7
	2.1
	30.0
	91.3
	2.2
	25.0
	93.2
	2.9
	32.5
	90.7
	5.5
	17.5
	94.9
	1.5
	25.0
	94.8
	0.5

	5
	2.00
	81.3
	7.1
	3.00
	83.9
	5.4
	2.50
	88.9
	3.4
	3.25
	83.2
	4.5
	1.75
	89.5
	3.5
	2.50
	90.9
	2.9

	
	4.00
	90.7
	4.9
	6.00
	91.8
	4.0
	5.00
	94.4
	2.4
	6.50
	88.6
	1.8
	3.50
	92.5
	3.4
	5.00
	95.6
	2.0

	
	20.0
	90.9
	1.9
	30.0
	92.7
	4.4
	25.0
	94.2
	2.5
	32.5
	91.4
	2.6
	17.5
	94.7
	2.4
	25.0
	90.8
	1.0



备注：验证实验室名称
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]1：广州质量监督检测研究院    2：四川出入境检验检疫局检验检疫技术中心   3：深圳市计量质量检测研究院
4：四川省农业科学院分析测试中心     5：大连市食品检验所



[bookmark: _Toc170959554][bookmark: _Toc171075632][bookmark: _Toc313518873]八、其他情况说明
1、采用国际标准的程度及对比情况
无。
2、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系
与有关的现行法律、法规和强制性国家标准没有冲突。
3、重大分歧意见的处理经过和依据
无。
4、国家标准作为强制性国家标准或推荐性国家标准的建议
目前，我国还没有《饲料中苯甲酸雌二醇和戊酸雌二醇的测定方法》的国家标准，建议将本标准作为国家推荐标准使用。
5、贯彻国家标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）
为了贯彻实施本国家标准，建议开展本国家标准应用技术的培训工作，并对相关仪器实行统一配备。
6、废止现行有关标准的建议 
无。
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