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休闲食品中丙烯酰胺的测定 液相色谱-串联质谱法

1　 范围

本标准规定了薯类及膨化制品等休闲食品中丙烯酰胺的液相色谱-串联质谱测定方法。

本标准适用于薯类及膨化制品等休闲食品中丙烯酰胺的检测。

2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的引用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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 6682   分析实验室用水规格和实验方法（GB/T 6682-2008，neq ISO3696：1997）

3　 原理

试样用甲醇水混合溶剂提取，提取液经乙酸乙酯萃取、浓缩，固相萃取净化等处理，液相色谱-串联质谱法检测，内标法定量。

4　 试剂和材料

除另有说明外，所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
4.1　 甲醇：色谱纯。
4.2　 乙腈：色谱纯。
4.3　 甲酸：色谱纯。

4.4　 正己烷。

4.5　 乙酸乙酯。

4.6　 硫酸铵。

4.7　 提取溶剂：甲醇+0.1%甲酸水（1+9，体积比）。

4.8　 洗脱液：甲醇+0.1%甲酸水（2+8，体积比）。

4.9　 滤膜：0.22 µm，有机系。

4.10　 固相萃取柱：HLB或相当者（200 mg，6 mL），临用前依次加5 mL甲醇和5 mL水预处理，保持柱体湿润。
4.11　 丙烯酰胺标准品（分子式C3H5NO，CAS No.：79-06-1）：纯度大于≥99%。
4.12　 甲基丙烯酰胺标准品（分子式C4H7NO，CAS No.：79-39-0）：纯度大于98%，内标。
4.13　 丙烯酰胺标准储备溶液：称取0.1 g（精确到0.1 mg）丙烯酰胺至100 mL棕色容量瓶中，用甲醇（4.1）溶解并定容，浓度为1mg/mL，在0～4 ℃下避光保存，贮存期3个月。

4.14  甲基丙烯酰胺标准储备溶液：称取0.1 g（精确到0.1 mg）甲基丙烯酰胺至100 mL棕色容量瓶中，用甲醇（4.1）溶解并定容，配制甲基丙烯酰胺使用标准溶液1 mg /mL，在0～4 ℃下避光保存，贮存期3个月。

标准曲线工作溶液如下表1，建议现用现配。

· 标准曲线工作溶液

	丙烯酰胺标准使用溶液（ng/mL）
	10
	25
	50
	100
	250
	500

	甲基丙烯酰胺内标溶液（ng/mL）
	100


5　 仪器和设备

5.1　 液相色谱-串联四级杆质谱仪：配有电喷雾离子源。

5.2　 冷冻离心机：转速10 000 r/min，配有25 mL或50 mL离心管。

5.3　 离心机：转速3 000 r/min，配有100 mL离心管。

5.4　 漩涡混合器。

5.5　 粉碎机(或均质机)。

5.6　 天平：感量0.01 g。

5.7　 精密天平：感量0.1 mg。
5.8　 旋转蒸发仪。
6　 仪器参考条件

6.1　 色谱条件
a) 色谱柱：C18柱〔150 mm×2.1mm (i.d)，3.5 µm〕或柱效相当的色谱柱；

b) 流动相：乙腈+0.1％甲酸水溶液（5+95，体积比）；

c) 柱温：35℃；

d) 流速：0.2 mL/min；

e) 进样量：10 μL。

6.2　 质谱条件

a）离子源：电喷雾离子源（ESI）；

b）扫描方式：正离子扫描；

c）检测方式：多反应监测（MRM）；

d）干燥气温度：350 ℃；

e）干燥气流速：11 L/min；

f）雾化器压力；40 psi；

g）毛细管电压：4000V；

i）最佳的碰撞电压及定性离子对、定量离子对、保留时间及碰撞能量见下表1。

表1  多反应监测模式（MRM）参数

	名称
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	驻留时间（ms）
	碰撞电压（V）
	碰撞能量（eV）

	丙烯酰胺
	72
	55.1 (定量)
	100
	50
	2

	
	
	44.0 (定性)
	100
	50
	6

	甲基丙烯酰胺
	86
	69.1 (定量)
	100
	40
	10

	
	
	58.2 (定性)
	100
	40
	10


7　 分析步骤
7.1　 制样
取样品，放入粉碎机(或均质机)中粉碎均匀，分出0.1 kg作为试样。
7.2　 提取
称取4.0 g（精确至0.01 g）试样，置于50 mL离心管中，加0.2 mL内标溶液(1 μg/ mL)和20 mL提取溶剂（4.5），漩涡均匀，超声提取10 min，离心5 min（转速10000 r/min），将上清液转移至100 mL离心管中；再加10 mL提取溶剂（4.5）二次提取，离心5 min（转速10000 r/min），合并上清液。

7.3　 净化

在提取液（7.2）中加入10 mL 正己烷剧烈震荡，弃去上层正己烷层；下层中加入约10 g硫酸铵至饱和状态，加入20 mL乙酸乙酯，剧烈震荡，离心（转速3000 r/min），转移乙酸乙酯层至鸡心瓶，再用乙酸乙酯20 mL萃取一次，合并乙酸乙酯，真空浓缩至近干（40 ℃水浴）。

加入2 mL水溶洗鸡心瓶，溶洗液经0.22 μm膜过滤后转移至固相萃取柱（4.8）中，在流速不超过2 mL/min下过柱；同样条件下再重复一次；最后用2 mL洗脱液（4.6）淋洗固相萃取柱（流速不超过2 mL/min），收集流出液，定容至2.0 mL供测试。

7.4　 测定

7.4.1　 工作曲线制备

按表 2 配制标准曲线系列工作溶液，分别进样，以峰面积为纵坐标，标准工作液浓度为横坐标绘制标准工作曲线。
· 标准曲线工作溶液

	丙烯酰胺标准使用溶液（ng/mL）
	10
	25
	50
	100
	250
	500

	甲基丙烯酰胺内标溶液（ng/mL）
	100


7.4.2　 试样测定

在上述仪器条件下的丙烯酰胺保留时间约为3.21 min，母子离子的相对丰度为72:55=1.05:1。液相色谱-质谱/质谱的MRM离子流图参见附录Ａ。保留时间、各母子离子及相对丰度满足要求，即可确定样品中含有丙烯酰胺。

7.4.3　 空白试验

除不加试样外，按上述测定步骤进行。

7.5　 结果计算
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X-食品中丙烯酰胺的含量（μg/kg）；

C-测定液中丙烯酰胺的浓度（ng/ mL ）；

V-测定液体积（mL）；

m-试样质量（g）。

8　 测定低限、回收率、精密度

8.1　 最低检出限

本标准测定低限为：10 μg/kg。

8.2　 回收率

丙烯酰胺添加浓度在25 μg/kg～1000 μg/kg范围，回收率为80％～106％。

8.3　 精密度

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20%。
附　录　A 
（资料性附录）
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图A.1　  丙烯酰胺标准物质多反应监测（MRM）色谱图
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安徽省食品安全地方标准

休闲食品中丙烯酰胺的测定 

液相色谱-串联质谱法

编制说明

摘 要

本标准为采取固相萃取（SPE）、高效液相色谱-质谱/质谱（HPLC-MS/MS）测定休闲食品中丙烯酰胺方法。方法的灵敏度、准确性、精密度均达到丙烯酰胺的检测要求，可以满足我省对休闲食品中丙烯酰胺检测和监管的需要。
术语表

高效液相色谱仪       HPLC

高效液相色谱-质谱/质谱联用仪           HPLC-MS/MS
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1.  项目来源   

 丙烯酰胺（ acrylamide）系结构简单的小分子化合物，是聚丙烯酰胺合成中的化学中间体（单体），结构式为CH2=CHCONH2。

2002年4月瑞典国家食品局和斯德哥尔摩大学科学家公布的研究结果却引起了全球的极大关注。他们发现在炸薯条、面包等经高温处理的食品中广泛存在较高水平的丙烯酰胺。随后，世界各国的科学家对食品中丙烯酰胺的形成机制、不良反应、检测方法以及人群暴露水平等各个方面进行了深入研究。

    安徽省食品安全地方标准“休闲食品中丙烯酰胺的测定---HPLC-MS/MS法”研究是根据安徽省食品安全委员会办公室下达（原安徽省卫生厅下达）的地方标准计划，由国家农副加工食品质量监督检验中心（安徽国家农业标准化与监测中心）、安徽省农科院加工所联合研究制订。
2.  项目概述

2.1 项目背景

丙烯酰胺（ acrylamide）系结构简单的小分子化合物，是聚丙烯酰胺合成中的化学中间体（单体），结构式为CH2=CHCONH2。

2002年4月瑞典国家食品局和斯德哥尔摩大学科学家公布的研究结果却引起了全球的极大关注。他们发现在炸薯条、面包等经高温处理的食品中广泛存在较高水平的丙烯酰胺。随后，世界各国的科学家对食品中丙烯酰胺的形成机制、不良反应、检测方法以及人群暴露水平等各个方面进行了深入研究。

食品中丙烯酰胺形成机理主要在高碳水化合物、低蛋白质的植物性食物高温加热(120°C 以上)烹调过程中形成。丙烯酰胺的主要前体物为游离天门冬氨酸（土豆和谷类中的代表性氨基酸）与还原糖，二者发生Maillard反应生成丙烯酰胺。

近年来，欧盟、美国等国家和地区不断进行食品中丙烯酰胺的风险研究并发布风险管理措施。丙烯酰胺在体内和体外试验均表现有致突变作用，可引起哺乳动物体细胞和生殖细胞的基因突变和染色体异常。动物试验研究发现，丙烯酰胺主要引起神经毒性、为生殖、发育毒性。国际癌症研究机构（IARC）1994年对其致癌性进行了评价，可致大鼠多种器官肿瘤，包括乳腺、甲状腺、睾丸、肾上腺、中枢神经、口腔、子宫、脑下垂体等，将丙烯酰胺列为2类致癌物（2A）即人类可能致癌物，其主要依据为丙烯酰胺在动物和人体均可代谢转化为其致癌活性代谢产物环氧丙酰胺。急性毒性试验结果表明，大鼠、小鼠、豚鼠和兔的丙烯酰胺经口LD50为150-180 mg/kg，属中等毒性物质。

煎炸食品是我国居民主要食物，为减少丙烯酰胺对健康的危害，我国应加强膳食中丙烯酰胺的监测与控制。2005年我国发布了《食品中丙烯酰胺含量的测定方法GB/T5009.204-2005》，以及后来发布《食品中丙烯酰胺的检测方法同位素内标法SN/T 2096-2008》，这两种方法皆为GC-MS法。2002年6月FDA公布食品中丙烯酰胺含量测量方法为LC-MS/MS法，目前国内尚无此类方法标准，为了与国际方法接轨，共享国际丙烯酰胺含量数据，以便于数据比对，填补国内LC-MS/MS方法空白。因此建立食品中丙烯酰胺检测方法LC-MS/MS势在必行。

2.2 研究对象的选择

休闲食品从广义而言指的是正餐、主食之外的所有食品，即人们主要为休闲消遣而选择的食品。具体来讲，休闲食品主要有：谷物膨化、油炸果仁、油炸薯、油炸谷物、糖食、干制果蔬等。休闲食品在加工过程中易产生丙烯酰胺的主要是以淀粉为原料加工的食品，有焙烤谷物、油炸谷物、油炸果仁、油炸薯类、焙烤薯类等。此次项目研究主要选择了洽洽食品公司的喀吱脆（焙烤薯类）作为实验载体，并以方便面（油炸谷物）、薯片（油炸薯类）为研究对象。

2.3 研究方法的选择

    近年来，对食品中丙烯酰胺的分析方法有不少研究报道，一般测定方法有气相色谱法、气质联用法、高效液相色谱法和液质联用法。 2005年我国发布了《食品中丙烯酰胺含量的测定方法GB/T5009.204-2005》，以及后来发布《食品中丙烯酰胺的检测方法同位素内标法SN/T 2096-2008》，这两种方法皆为GC-MS法。2002年6月FDA公布食品中丙烯酰胺含量测量方法为LC-MS/MS法，目前国内尚未此类方法标准，因此本次选择LC-MS/MS法测定食品中丙烯酰胺。
本标准结合实际工作需要，在参考相关文献的基础上，对丙烯酰胺的提取和净化方式进行重点研究， 建立了休闲食品中丙烯酰胺检测的分析方法。
3  原理

休闲食品用溶剂提取，提取液经过乙酸乙酯萃取、固相萃取净化处理，液相色谱质谱分析，内标法定量。
4 试剂、材料、仪器设备
4.1 试剂、材料、仪器设备

试剂：甲醇、乙睛、异丙醇、甲酸等，分析纯或色谱纯；

材料：移液器：100μL 、1 mL各1支；

固相萃取柱或相当者：HLB（200mg，6mL），临用前依次加5mL甲醇和5mL水预处理，保持柱体湿润；

仪器设备：液相色谱质谱仪：安捷伦6410；旋转蒸发仪、分析天平、粉碎机等。

4.2标准溶液配制

丙烯酰胺(AM)标准品纯度：≥99%，

甲基丙烯酰胺标准品纯度：≥98%，内标。
4.2.1标准储备溶液 

称取0.1 g（精确到0.1 mg）丙烯酰胺至100 mL棕色容量瓶中，用甲醇（4.1）溶解并定容， 在0～4 ℃下避光保存，贮存期3个月。

称取0.1 g（精确到0.1 mg）甲基丙烯酰胺至100 mL棕色容量瓶中，用甲醇（4.1）溶解并定容，配制甲基丙烯酰胺使用标准溶液1 μg/mL，在0～4 ℃下避光保存，贮存期3个月。

4.2.2标准曲线工作溶液

标准曲线工作溶液如下表，建议现用现配。

表  标准曲线工作溶液

	丙烯酰胺标准使用溶液（ng/mL）
	10
	25
	50
	100
	250
	500

	甲基丙烯酰胺内标溶液（ng/mL）
	100


4.2.3标准溶液储存时间

对标样储备标液(10mg/ml)的进行储存时间试验，储备标液在避光0℃～4℃保存，3个月基本无影响，第4个月标液测试浓度略有降低。

根据试验数据，方法中储备液可以在4℃条件下储存3个月，使用时建议现用现配。
5 方法研究
5.1试样中丙烯酰胺的提取、净化
称取3.0~4.0 g试样，置于50 mL离心管中，加0.2 mL内标溶液(1 μg. mL-1)和10 mL提取溶剂，漩涡均匀，超声提取10 min，离心5 min（转速10000 r(min-1），将上清夜转移定至100 mL离心管中；再加10 mL提取溶剂二次提取，离心，合并上清液。

在提取液中加入10 mL 正己烷剧烈震荡，弃去正己烷层；提取液中加入10 g硫酸铵和20 mL乙酸乙酯，剧烈震荡，离心（转速3000 r(min-1），转移乙酸乙酯层至鸡心瓶，再用乙酸乙酯20 mL×2萃取，合并乙酸乙酯，真空旋转浓缩近干（40 ℃水浴）；加入2 mL水洗涤鸡心瓶，洗涤液经0.22 μm的膜过滤后转移至固相萃取柱中，流速不超过2 mL(min-1；再加入2 mL水洗涤鸡心瓶，将洗涤液转移至固相萃取柱淋洗；用2 mL洗脱液至固相萃取柱，收集流出液，供测试。

5.2空白试剂影响

    除不加试样外，按上述测定步骤进行，没有干扰和影响。
5.3提取、净化条件的优化

1、参考FDA发布食品中丙烯酰胺的定量检测方法，结合中国休闲食品特点，进行优化提取、净化条件。

2、前处理条件优化采取分段加标回收，运用液相色谱紫外检测器和液相色谱质谱两种仪器测定，外标法定量。

5.3.1提取方式的选择

FDA方法简要：1g样品加10mL0.1%甲酸，加内标提取， 离心（9000转/分 30 分钟）后取上清液过滤。

休闲食品一般含淀粉量高，水提取易糊化，按FDA提取方法试验，离心后无法得到澄清提取液。

丙烯酰胺是极性小分子物质，一般采用水或极性强的有机溶剂萃取。目前用于萃取的溶剂有：水、甲醇、乙醇、正丙醇等，其中甲醇不提取淀粉和多糖，能获得更澄清的提取液，但甲醇提取率比水低（简单试验比较，甲醇提取率仅是水的一半）。结合甲醇和水各自优缺点，运用甲醇水复合溶剂提取，经试验：10%甲醇+0.1%甲酸水2次提取、离心，提取率达到80%左右，取得较好的提取效果。

5.3.2 样品净化方式的优化

FDA方法简要：上清液加入OASIS HLB 固相提取柱，用 1 mL水冲洗，用2 mL洗脱液(10%甲醇：90%水：0.1%甲酸)从SPE 柱提取丙烯酰胺 。

试验1：以提取溶剂（10%甲醇+0.1%甲酸水）配制丙烯酰胺标液，取HLB柱两种规格（60mg3cc，200mg6cc）进行萃取条件系列试验，确定为：200mg6cc HLB固相萃取柱，提取液加入固相萃取柱中，流速不超过2 mL(min-1；加入2 mL水淋洗，用2 mL洗脱液（20%甲醇+0.1%甲酸水）至固相萃取柱，收集流出液，回收率达90%以上。

试验2：提取液（提取溶剂经样品提取、离心后）加标，HLB柱净化，测试。

液相色谱法测试结果：回收率90%；

液相色谱-质谱/质谱测试结果：20%，峰形差。

原因分析：基质干扰，影响离子化效率，液质测试结果低，需进一步净化。

试验3：溶剂转换净化。相关文献报道乙酸乙酯可以很好地将水相中的丙烯酰胺萃取出来。分别在15ml纯水相（提取液）、饱和盐液1（提取液+氯化钠）、饱和盐液2（提取液+硫酸铵）等加标，乙酸乙酯萃取（20ml×3），旋转浓缩近干，加2ml水洗涤，加入HLB固相萃取柱净化，测试。经试验确定：15ml提取液中加入10 g硫酸铵和乙酸乙酯（20 mL×3），剧烈震荡，离心（转速3000 r(min-1），转移乙酸乙酯层至鸡心瓶，再用乙酸乙酯20 mL×2萃取，合并乙酸乙酯，真空旋转浓缩近干（40 ℃水浴）；加入2 mL水洗涤鸡心瓶，洗涤液经0.22 μm的膜过滤后转移至固相萃取柱中，流速不超过2 mL(min-1；再加入2 mL水洗涤，将洗涤液转移至固相萃取柱淋洗；用2 mL洗脱液至固相萃取柱，收集流出液。

含油脂样品：提取液中加入适量的正己烷去脂。即：提取液中加入10 mL 正己烷剧烈震荡，弃去正己烷层。

总结：在FDA方法基础上，结合我国休闲食品特点，对提取和净化等步骤优化，测定休闲食品中丙烯酰胺，外标法回收率达70%，内标法回收率90%以上。内标法满足检测要求。

5.3.3 内标物选择

内标法是将一定量的纯物质作内标物，加入到准确称量的试样中，根据被测试样和内标物的质量比及其相应的色谱峰面积之比，来计算被测组分的含量。 选择内标物必须满足：1.内标物应是该试样中不存在的纯物质；2.它必须完全溶于试样中，不与分析物反应；3. 被分析物质的物理化学性质要相似（如：沸点、极性、化学结构等）。

FDA发布《食品中丙烯酰胺的定量检测方法》以同位素丙烯酰胺作为内标物，《食品中丙烯酰胺的检测方法同位素内标法SN/T 2096-2008》也是同位素丙烯酰胺作为内标物，相关文献基本以同位素丙烯酰胺作为内标物。从分析技术上，同位素丙烯酰胺作为内标是最佳选择，但同位素丙烯酰胺国内无生产，价格贵（10mg，2千多人民币），购买时间长（订货基本要3周时间），不易保存等等。

此次试验选择C3丙烯酰胺（同位素）和甲基丙烯酰胺作为内标，按试验方法进行前处理，经仪器测试。定量结果基本一致。C3丙烯酰胺（同位素）与丙烯酰胺

5.4其他方法试验探索

参考国内外相关文献，模拟和重现其试验，有较好效果的方法有：

上海质检中心葛宇的《超高效液相色谱-串联质谱法测定高温热加工食品中的丙烯酰胺》，该方法水提取，加适量氯化钠，乙酸乙酯溶剂转换，HLB柱净化，内标法测定。重现该方法得到：外标法回收率达60%，内标法回收率90%以上。

中国农大食品科学与营养工程学院的简黎黎《HPLC-MS/MS法定量测定方便面中的丙烯酰胺》，该方法水提取，加氯化钠、硫酸镁、乙腈净化萃取，氮吹定容，内标法测定。重现该方法得到：外标法回收率达40%，内标法回收率达到80%，但进样液颜色较深。

完全按照FDA发布《食品中丙烯酰胺的定量检测方法》，对休闲食品中丙烯酰胺测定，外标法回收率达20%，内标法回收率达到50%，而且峰形不好；液相色谱法测定，外标法回收率达70%，内标法回收率达到90%。
5.5  液相色谱分析条件的研究

参考FDA发布《食品中丙烯酰胺的定量检测方法》推荐的色谱条件和质谱条件，结合本实验室试验仪器实际状况确定如下：

5.5.1液相色谱条件

1、 流动相组成：0.1% 甲酸水溶液，10 %甲醇； 
2、 流速：200 μL/min；

3、 注射体积：20 μL；

4、 柱温：26 °。

5.5.2质谱条件

1）离子源：电喷雾离子源（ESI）；

2）扫描方式：正离子扫描；

3）检测方式：多反应监测（MRM）；

4）干燥气温度：350 ℃。

5）干燥气流速：10 L/min。

6）雾化器压力；40 psi。

7）毛细管电压：4000V。

8）最佳的碰撞电压及定性离子对、定量离子对、保留时间及碰撞能量见下表。

表  多反应监测模式（MRM）参数
	名称
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	驻留时间（ms）
	碰撞电压（V）
	碰撞能量（eV）

	丙烯酰胺
	72
	55.1（定量）
	100
	50
	2

	
	
	44.0（定性）
	100
	50
	6

	甲基丙烯酰胺
	86
	69.1（定量）
	100
	40
	10

	
	
	58.2（定性）
	100
	40
	10


6 标准方法评价参数研究
6.1 线性范围

分析方法的线性是在给定范围内获取与样品中供试物浓度成正比的试验结果的能力。换句话说，就是供试物浓度的变化与试验结果(或测得的响应信号)成线性关系。所谓线性范围是指利用一种方法取得精密度、准确度均符合要求的试验结果，而且成线性的供试物浓度的变化范围。 

线性与范围的确定可用作图法(响应值Y／浓度X)或计算回归方程(Y＝aX+b)来研究建立。 运用基质配制浓度（ng/ml）10、25、50、100、250、500六个梯度测试，得到线性方程y=392.16x+485.56，相关系数0.9995。
6.2 检出限的研究

方法标准中样品能检出的被测组分的最低浓度（量）一般称为方法检测限，一般采用统计的方法确定。国内目前普遍使用的是根据空白样品加标实验测定LOD，一般为信噪比（S/N）3:1时的浓度（对其测定的准确度和精密度没有确定的要求。）为定性检出限, 信噪比（S/N）10:1时的浓度为定量检出限。

我们重复测定6次不含有研究对象的处理液样品为背景低浓度的加标溶液进行，并测定其并信噪比。由10倍信噪比浓度，根据方法标准推算出方法的检出下限为10 mg/kg。

6.3 添加回收试验结果分析（准确度）

为了确定本方法的准确度,根据GB/T5009.1-2003，我们选定2种不同空白基质：焙烤谷物(洽洽喀吱脆）、油炸马铃薯片，在其中加入不同量的混合标液，按照试验方法进行处理和测定，根据标准曲线的回归方程计算回收率，试验结果如表。

表　休闲小食品中丙烯酰胺添加回收率测定结果

	序号
	名称
	3g基质样品M0(mg)
	添加质量

Mj(mg)
	测定质量

M1(mg)
	回收率

(%)
	备注

	1
	焙烤谷物（3g）
	1.05
	2.00
	2.88
	91.5
	(M1-M0)/Mj*100%

	
	
	1.10
	
	2.98
	94.0
	

	
	
	1.05
	
	2.94
	94.5
	

	
	
	1.09
	
	2.90
	91.0
	

	
	
	1.03
	
	3.04
	100.5
	

	
	
	1.02
	
	2.75
	86.5
	

	2
	油炸马铃薯片（3g）
	1.41
	4.00
	5.07
	91.5
	

	
	
	1.44
	
	5.04
	90.0
	

	
	
	1.37
	
	5.34
	99.2
	

	
	
	1.46
	
	4.85
	84.8
	

	
	
	1.40
	
	5.17
	94.2
	

	
	
	1.36
	
	4.99
	90.8
	


通过测试结果可见回收率在80-105%之间，平均回收率为92.7%，完全能足检测的需要。
6.4精密度（重现性和再现性）

由我中心统一制备样品（以未经过高温加工配料作为背景样品），进行不同水平加标，同时发送到4个参加方法验证的实验室进行精密度测定。每个样品共测定6次，并计算平均值、标准偏差、相对标准偏差及G值（格拉布斯检验）。

国家农标中心实验室内精密度见下表
	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5

	1
	19.3
	48.9
	105.0
	262.9
	492.8

	2
	20.4
	48.9
	105.5
	262.5
	492.9

	3
	20.0
	48.4
	102.9
	263.4
	498.4

	4
	19.3
	50.0
	103.5
	260.6
	489.5

	5
	19.5
	49.0
	104.2
	266.2
	491.7

	6
	18.6
	49.8
	102.4
	264.5
	493.1

	平均值ng/ml
	19.5
	49.2
	103.9
	263.4
	493.1

	标准偏差
	0.6242
	0.6088
	1.2056
	1.8939
	2.9371

	相对标准偏差（RSD ％）
	3.2
	1.2
	1.2
	0.7
	0.6

	绝对差值/平均值
	9.2%
	3.2%
	3.0%
	2.1%
	1.4%

	G
	1.44
	1.31
	1.33
	1.48
	1.80

	备注
	查表获得Grubb’s检测临界值G临 ：

当n=6，а=1%时 G5×0.01=1.972 ；а=5%时 G5×0.05=1.887


在重复性条件下，获得的独立测定结果的绝对差值与算术平均值1.4~9.2%，试验测定其变异系数为0.6~3.2%。
6.5相关验证单位验证分析

安徽出入境检验检疫局化学技术分中心

1.精密度见下表

	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5
	水平6
	平均值
	绝对差值/平均值
	RSD(％)

	1
	21.14
	21.71
	21.62
	21.40
	21.54
	21.65
	21.51
	2.6%
	1.0

	2
	109.79
	107.16
	107.52
	106.88
	108.62
	109.93
	108.32
	2.8%
	1.2


2.线性范围、方程及相关系数

Y=0.5366x+0.0335，R2=0.9995

3.25ug/kg加标回收率86.8%

安徽省食品药品检验所精密度见下表

1.精密度见下表

	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5
	水平6
	平均值
	绝对差值/平均值
	RSD(％)

	1
	29.56
	30.79
	33.35
	31.43
	31.67
	33.65
	31.74
	13%
	4.9

	2
	108.88
	109.69
	111.292
	101.03
	105.90
	101.21
	106.33
	9.6%
	4.1


2.线性范围、方程及相关系数

Y=62.4890x+436.88，R2=0.9998

3.25ug/kg加标回收率97.2%

山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心精密度见下表

1.精密度见下表

	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5
	水平6
	平均值
	绝对差值/平均值
	RSD(％)

	1
	23.2
	24.4
	23.7
	23.9
	23.7
	24.5
	23.90
	5.4%
	2.0

	2
	100.1
	104.0
	103.7
	101.3
	103.5
	103.8
	102.73
	4.0%
	1.6


2.线性范围、方程及相关系数

Y=0.009x+0.0196，R2=0.9991

3.25ug/kg加标回收率90.2%
国家加工食品质量监督检验中心（福州）精密度见下表

1.精密度见下表

	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5
	水平6
	平均值
	绝对差值/平均值
	RSD(％)

	1
	22.49
	21.59
	21.71
	21.90
	20.78
	21.07
	21.59
	7.9%
	2.8

	2
	102.75
	103.08
	103.80
	101.95
	104.20
	103.42
	103.20
	2.2%
	0.8


2.线性范围、方程及相关系数

Y=0.6088x+0.0727，R2=0.9991

3.25ug/kg加标回收率89.0%

天津市产品质量监督检测技术研究院精密度见下表

1.精密度见下表

	重复次数
	水平1
	水平2
	水平3
	水平4
	水平5
	水平6
	平均值
	绝对差值/平均值
	RSD(％)

	1
	23.5
	24.1
	22.6
	26.8
	23.1
	26.6
	24.62
	17.0%
	3.6

	2
	96.2
	103.4
	102.5
	104.8
	98.6
	93.7
	100.53
	9.7%
	5.2


2.线性范围相关系数

R2=0.9989

3.25ug/kg加标回收率95.2%

结论：经5家验证单位验证，取得较满意的结果：

室内相对标准偏差（RSD％）为0.8~5.2%之间；

线性范围(10、25、50、100、250、500 ng/ml)相关系数0.9989~0.9998；

加标回收率86.8~97.2%;

独立测定结果的绝对差值与算术平均值的比值：共10组6平行数据，9组的比值2.6~17%。

综合精密度试验和实验室间的验证试验，设定精密度要求：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20%。
7样品分析

样品以谷类和薯类高温加工食品为主，涉及油炸薯条、油炸薯片、方便面、饼干、油炸玉米、油炸锅巴、油条、麻花、大麦茶等。

谷类食品检测54组样品，丙烯酰胺的平均含量为0.308mg/kg，最高含量为2.37mg/kg；油炸类食品的丙烯酰胺平均含量为0.245 mg/kg；烘烤类食品的丙烯酰胺平均含量为0.392 mg/kg。

薯类食品检测31组样品，丙烯酰胺的平均含量为1.01mg/kg,最高含量为4.98mg/kg。

从测定结果还可以看出薯类油炸和烘烤食品中的丙烯酰胺的含量要普遍高于谷类油炸和烘烤食品，薯类食品中的丙烯酰胺的平均含量高出谷类食品接近于3倍。

丙烯酰胺国家专项抽查结果与不同数据来源比较分析表

	            数据来源

数据
	试验

结果

（mg/kg）
	JECFA 64次会议数据（mg/kg）
	中国疾控中心营养与食品安全研究所（mg/kg）

	样品类型
	抽样数量（组）
	食品范围
	
	
	

	谷类食品
	54
	方便面、饼干、膨化食品、油条、锅巴、大麦茶、麻花
	平均含量：0.308
最高含量：2.37
	平均含量：0. 313

最高含量：7.834
	油炸平均含量：0.15

最高含量：0.66

烘烤平均含量：0.13

最高含量：0.59

	薯类食品
	31
	油炸和

烘烤食品
	平均含量：1.01

最高含量：4.98
	平均含量：0.477

最高含量：6.312
	平均含量：0.78

最高含量：3.21


8 研究结果总结

建立了休闲食品丙烯酰胺的测定方法-液相色谱/质谱联用分析检测方法。本研究考察了方法的精密度、线性范围、检出限、添加回收、重现性等技术参数。

研究结论：相对标准偏差（RSD）在≤10%之间，检出限在10 μg/kg之间，添加回收率80%~105%，目标物在各自的线性范围内线性关系良好，并且在不同的实验室能够得到满意的重现性及回收率等结果。
9不同实验室对方法标准的反馈意见

为使本标准更加完善，我们将方法标准草稿分别寄到多家单位征求意见，他们与我们进行了深入交流和沟通，形成了共识意见。结果见下表：

	序号
	标准条款
	意见内容
	提出单位
	修改意见
	处理意见及理由

	1
	条款4.1
	甲醇、乙腈：色谱纯
	安徽出入境检验检疫局化学技术分中心

安徽省食品药品检验所

山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心

国家加工食品质量监督检验中心（福州）

天津市产品质量监督检测技术研究院
	要分成两条写
	采纳

	2
	条款4.9
	甲基丙烯酰胺：≥98%
	
	要注明内标
	采纳

	3
	条款7.3
	用2ml洗脱液至固相萃取柱
	
	用2ml洗脱液（4.7）至固相萃取柱
	采纳

	4
	条款7.3
	定容测试
	
	规定定容液和体积
	采纳

	5
	条款7.4.2
	母子离子的相对丰度
	
	列出相对离子丰度比的最大允许偏差
	采纳

	6
	条款7.5
	x=c.v/m
	
	规范格式
	采纳

	7
	全文
	地方标准文本格式以国家标准格式规范，统一
	安徽省食品安全委员会办公室
	按照要求进行了规范和统一
	采纳

	8
	编制说明
	说明查重情况
	
	补充了查重情况
	采纳

	9
	编制说明
	适当充实参考文献
	
	补充了最新的文献
	采纳

	10
	编制说明
	文字表达应该精炼、准确和统一，字符应全文一致（包括大小写、字体等）
	
	按照要求做了规范和统一
	采纳

	11
	全文
	标准文本中，1范围中，应有最低检出浓度
	
	检出浓度在“8测定低限、回收率、精密度，8.1最低检出限”条款中
	未完全采纳


10编制原则

10.1适用性原则

所制定的标准中的全部内容具有可操作性，便于标准的实施。

10.2统一性原则

标准的内容与现行相关标准的内容尽量统一，不发生冲突。

10.3先进性原则统一性原则

标准的制定在考虑适合国情的前提下，尽量向国际先进技术靠拢，促进我国产品检测技术进步。
11查重情况

经标准查重，目前国内已有食品中丙烯酰胺的检测方法标准，但检测方法不同。（详见查重报告）。

2005年我国发布了《食品中丙烯酰胺含量的测定方法GB/T5009.204-2005》，以及后来发布《食品中丙烯酰胺的检测方法同位素内标法SN/T 2096-2008》，这两种方法皆为GC-MS法。2002年6月FDA公布食品中丙烯酰胺含量测量方法为LC-MS/MS法，目前国内尚无此类方法标准，为了与国际方法接轨，共享数据。因此建立食品中丙烯酰胺检测方法LC-MS/MS势在必行。
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