
《白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的测定方法 液相色谱-串联质谱法》

地方标准编制说明

一、标准制定背景

我院从2010年来承担了我省每年的白酒风险监测和监督抽查工作，发现生产企业违规添加甜味剂的检出率在2%左右，小作坊的检出率更高，白酒中滥用甜味剂已成为行业潜规则。一些白酒生产企业为迎合消费者需求，在白酒中加入甜味剂以增加白酒的甜味和回甜感来改善口感，从而赚取高额利润 。在实际检测工作中发现现有国家标准针对不同甜味剂采用不同的检测方法，检测效率低，前处理较繁琐，且容易出现假阳性。据报道目前我国白酒中甜味剂的添加呈现出多样少量的特点，企业加到白酒中的甜味剂仅需微量甚至痕量即可改善白酒的口感，因此传统的色谱法并不能有效地对白酒中的微量甜味剂进行监控 。本标准拟建立高效液相色谱-串联质谱法同时检测白酒中四种甜味剂，该检测手段拥有灵敏度高、特异性好等优点，通过同时检测改善目前检测工作繁琐低效的现状，大大提高工作效率，减少误判，准确定量。

2013年贵州省卫生厅组织了食品安全地方标准审评委员会专家组召开了评审会议，通过了《白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的测定方法 液相色谱-串联质谱法》地方标准的立项，项目批准文号为：黔卫函【2014】26号。                                                                                                                                                                                                                                                                                 
二、主要工作过程

（一）标准起草小组的成立

《白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的测定方法 液相色谱-串联质谱法》地方标准任务下达后，我院于2014年2月成立了以贵州省产品质量监督检验院、贵州茅台酒厂（集团）习酒有限责任公司两家单位组成的标准起草小组，对职责进行分工，确定工作计划，由贵州省产品质量监督检验院负责起草。

（二）收集资料及市场调研

标准起草小组按标准的编制计划，组织技术人员对白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的测定方法 液相色谱-串联质谱法进行了方法资料查找收集，了解了目前我省白酒的生产情况，主要香型为酱香型白酒居多，同时生产的还有浓香型白酒、兼香型白酒、少量清香型白酒和普通白酒。在实验方案设计的时候，为了覆盖全面，我们用五种香型的白酒都做了回收率试验。
（三）试验形成标准草案

根据计划，贵州省产品质量监督检验院组织了技术骨干进行了多次的试验，2014年2月-2014年5月经过三个月实验室的条件摸索，确定了最终方法的色谱质谱条件和样品前处理方法，进行了方法学的验证工作。

1质谱条件的确定:目前已有标准中甜蜜素的检测方法有SN/T1948-2007《进出口食品中环己基氨基磺酸钠的检测方法 液相色谱-质谱/质谱法》，我们参照该标准确定了甜蜜素的母离子和子离子178.1/80.0，该化合物只找到一个子离子，同时对质谱参数进行了优化。糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖目前只有液相色谱的检测标准，没有液相色谱-质谱联用的检测方法标准，于是我们查找并参考相关文献确定了这三种物质的母离子和子离子及质谱参数，即糖精钠为181.9/42.1和181.9/106.0,其中181.9/106.0这对离子响应比较灵敏及稳定，故作为定量离子对；同理安赛蜜为161.8/78.0和161.8/81.9,其中161.8/81.9为定量离子，三氯蔗糖也只找到一个碎片离子，但是由于该化合物带有三个氯原子，所以我们选择了他的同位素峰作为另外一对离子，为395.0/359.0和397.0/361.0,其中395.0/359.0为定量离子。

2 色谱条件的确定：四种化合物极性相差较大，我们采用了梯度洗脱保证四种化合物能够灵敏快速的检出，流动相的选择我们试验了水-甲醇、水-乙腈、乙酸铵-甲醇、乙酸铵-乙腈系统，结果发现纯水和有机相作为流动相时，四种化合物的保留比较弱且保留时间容易偏移，尤其对前面出峰的安赛蜜和糖精钠影响较大，峰形较差；采用缓冲盐水溶液后保留增强保留时间稳定，峰形尖锐重现性好。考虑到四种被测物极性较强，故采用反相C-18柱分离，且流动相的洗脱能力不宜过强，最终我们选择了乙酸铵水溶液-甲醇流动相系统，通过优化梯度洗脱程序，最终使四种化合物在10min内完成分离。

3 样品前处理方法的确定:最初我们参照了SN/T1948-2007的方法对白酒直接进样测定，结果发现回收率只有30%左右，估计是白酒本身的基质效应。后来我们采用了取10mL白酒水浴挥干后用纯水定容10mL进样，回收率良好，所以确定白酒本身的基质对测定是有影响的，但该法比较麻烦。最后我们采用了取5g酒样，用纯水定容至50mL后进样，通过水的稀释，白酒的基质效应大大减弱，回收率良好，操作简单方便。

确定了方法后，我们进行了方法验证，精确量取适量的四种甜味剂标准工作液用水稀释成浓度分别为5.0ng/mL、10.0 ng/mL、20.0 ng/mL、40.0 ng/mL、60.0 ng/mL、80.0 ng/mL、100.0 ng/mL、200.0 ng/mL、400.0 ng/mL浓度系列标准工作溶液，供液相色谱-串联质谱检测。将固定浓度的标准系列工作液按照浓度由低到高进样，测定相应的信号响应值，以标准工作液和内标的相对浓度为横坐标，以相对峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，计算出回归方程和相应系数。检出限（LOD）采用向空白样品中逐级降低加标浓度的方法来确定。以3倍信噪比（S/N=3）对应的目标物浓度作为检出限（LOD）。

在酱香型白酒、浓香型白酒、兼香型白酒、清香型白酒和普通白酒五种样品中进行添加回收试验，在优化的色谱和质谱条件下分析。在低、中、高三种添加水平下四种甜味剂的平均回收率在81.1%-115.8%之间，相对标准偏差（RSD,n=6）在1.3%-8.9%之间。方法的回收率和精密度符合GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》对回收率和精密度的要求。

2. 实验室间验证结果

 2014年6月-2014年7月试制了阳性样品分别送到四川省质检院、贵州省药检所、贵州省进出口检验检疫局三家实验室进行了比对，统计比对结果，比对结果满意。

（四）、形成标准征求意见稿

根据试验方法的确定，组织编制人员及技术人员就标准的结构、技术要求、检验方法等进行了多次探讨，达成一致意见，形成标准征求意见稿。

三、标准编制原则
本标准为首次制定，主要技术参数是质谱色谱条件的确定和样品前处理方法的摸索。
标准编制原则

     为保证白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的准确定性定量，在制定本标准的过程中，汲取国内同类相关先进的检测标准及编制的先进经验和方法，力求以实事求是的原则使本标准具有较强的科学性、先进性、可靠性和可操作性。

主要技术内容确定的依据

      在进行大量实验室研究的基础上，对白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的液相色谱-串联质谱方法进行了试验摸索，确定了具体的、可操作的、快速高效的检测方法，确定实验室间误差在10%以内。考虑到贵州省白酒产业的情况，我们选用了目前贵州省内的主要五种香型的白酒进行了方法确认。
四、采纳国内外先进标准情况

本标准在制定过程中参考了SN/T 1948-2007《进出口食品中环己基氨基磺酸钠的检测方法 液相色谱-质谱/质谱法》、GB/T 5009.28-2003《食品中糖精钠的测定》、GB/T 5009.140-2003《饮料中乙酰氨基磺酸钾的测定》。本标准在编制中无重大分歧意见，本标准完全符合现行法律法规和强制性标准，不存在与现行法律、法规和强制性标准相违背之处。

五、制订标准的意义

本标准的制定，建立了白酒中甜蜜素、糖精钠、安赛蜜和三氯蔗糖四种甜味剂的液相色谱-串联质谱检测方法，拥有灵敏度高、特异性好等优点，能够同时检测白酒中的四种甜味剂，可大大提高工作效率，减少误判，准确定量。
六、标准是否强制的有关建议

建议将本标准定为推荐性地方标准。
标准起草小组
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