《食品安全地方标准 豆芽中4-氯苯氧乙酸、4-氟苯氧乙酸、6-苄基腺嘌呤、异戊烯腺嘌呤、吲哚乙酸、吲哚丁酸、赤霉素7种植物生长调节剂及福美双的测定》（征求意见稿）
编制说明

一、标准起草的基本情况（包括简要的起草过程、主要起草单位、起草人等）
（一）任务来源、主要起草单位、起草人

2013年9月，北京市卫生与计划生育委员会发布了《关于征集2014年度食品安全地方标准制（修）订立项建议的通告》。本标准制订小组根据《通告》要求，在大量文献调查和实验室研究工作的基础上，向北京市卫生与计划生育委员会提出了对北京市地方标准 《DB11 /T379—2006豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠、6-苄基腺嘌呤、2,4-滴、赤霉素、福美双的测定》进行修订，得到了卫计委的立项批准，项目编号为spaqdfbz-2014-10。本标准由北京市疾病预防控制中心牵头起草。
主要起草单位：北京市疾病预防控制中心、北京市海淀区产品质量监督检验所（国家食品质量安全监督检验中心）
主要起草人：第一法（仲裁法）刘平、范赛、吴国华、赵榕、刘伟、赵旭东；
            第二法：曹红、金瑛、刘艳琴、许华、王浩、田艳玲、林立。 
（二）简要的起草过程

2014年5月，北京市疾病预防控制中心营养与食品卫生所抽调技术人员组成标准修订小组，开始制定实验方案，在前期大量文献调查和实验室研究工作的基础上建立检测方法。2014年8月开始开展方法回收率、精密度、测定低限以及线性范围等一系列技术内容的确定研究。2015年5月底形成标准检测方法草案。2015年7月，组织公安部物证鉴定中心、卫生部食品安全风险评估重点实验室、北京市海淀区产品质量监督检验所（国家食品质量安全监督检验中心）等3家单位进行了方法的协同性验证试验，验证结果表明方法的各项技术指标满足豆芽中4-氯苯氧乙酸、4-氟苯氧乙酸、6-苄基腺嘌呤、异戊烯腺嘌呤、吲哚乙酸、吲哚丁酸6种植物生长调节剂测定的要求，至此第一法建立完毕。因2,4-滴已建立国标方法，将原标准中2,4-滴的检测方法删掉，并对原标准结构进行调整，与新建立的仲裁方法合并为现标准方法。
二、标准的重要内容及主要修改情况
本标准代替DB11/T379-2006《豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠、6-苄基腺嘌呤、2,4-滴、赤霉素、福美双的测定》
本标准与DB11/T379-2006相比，主要变化如下：

1.修改了标准的中文名称，标准中文名称改为《豆芽中4-氯苯氧乙酸、4-氟苯氧乙酸、6-苄基腺嘌呤、异戊烯腺嘌呤、吲哚乙酸、吲哚丁酸、赤霉素7种植物生长调节剂及福美双的测定》；
2.建立了4-氯苯氧乙酸、4-氟苯氧乙酸、6-苄基腺嘌呤、吲哚乙酸、吲哚丁酸、异戊烯腺嘌呤6种植物生长调节剂的液相色谱-质谱联用检测方法，建立了多组分高通量检测方法并作为第一法仲裁方法； 
3.对原标准方法进行结构调整，由于2,4-滴已经建立了国标检测方法，本标准中不再建立该组分的检测方法，调整后的原标准方法作为第二法。

原标准于2006年首次发布，本次为第一次修订。
本标准新增了液相色谱-质谱检测方法作为第一法仲裁方法，并对该法的范围、原理、试剂材料、仪器设备、分析步骤、分析结果的表述、精密度以及定量限等重要内容进行了规定和说明。
（一）待测组分的确定
近年来PGR在豆芽中滥用及使用不当导致的食品安全问题与日俱增，为缩短生产周期、增加产量、改善豆芽外观以便于销售，在豆芽生产过程中常非法添加“AB粉”（A粉含6－苄基腺嘌呤、B粉含赤霉素）、“无根豆芽素”（含4－氯苯氧乙酸钠等）、福美双等化学物质。2013年，浙江省开展的专项监测活动还在豆芽中检出吲哚乙酸残留，在抽检的69份豆芽样品中，检出吲哚乙酸13份，检出率18.8%。2014年北京市抽检的33份豆芽中，检出吲哚乙酸和4－氯苯氧乙酸8份，检出率24.2%，除此之外，吲哚丁酸、4-氟苯氧乙酸、异戊烯腺嘌呤等植物生长调节剂也常在豆芽的生产过程中非法添加。豆芽中植物生长调节剂污染形势严峻。
本标准根据以上监测结果，对北京市地标原有标准的检测项目和检测方法进行了修订，增加了吲哚乙酸、吲哚丁酸、4-氟苯氧乙酸、异戊烯腺嘌呤4个组份，并建立了多组份高通量检测方法，对检测步骤和条件进行了进一步优化，以及对检测过程进行了规定。经过多家单位的协同性验证试验，证明标准方法的各项技术指标能够满足上述豆芽中植物生长调节剂测定的要求。
（二）检测方法的选择
原标准检测方法为液相色谱法和气相色谱法，受灵敏度制约，需要使用固相萃取、旋转蒸发浓缩等复杂样品前处理方法，且每个组份均采用独立的检测方法，工作量大，难以满足实际工作需要。特别是吲哚乙酸等组份易发生脱羧反应，复杂漫长的样品前处理过程会造成目标物的损失，影响检测结果的准确性。修订后的方法建立了超高效液相色谱-电喷雾串联质谱检测法（UPLC-ESI-MS/MS），该方法综合利用了高效液相色谱的高分离度特性和电喷雾串联质谱的高灵敏度特性，只需要将样品提取、稀释即可进样，大大简化了样品前处理步骤，降低了方法检出限，且准确度更高，定性更准确，能够更好的满足豆芽中植物生长调节剂测定的需求，因此将新建立的方法作为第一法仲裁方法。考虑到液相色谱仪和气相色谱仪的普及性，将原标准方法进行结构调整后作为第二法。
（三）分析条件的优化和选择
在对实验条件反复优化的基础之上，本标准对样品的提取和净化步骤进行了详细的规定，给出了样品上机测定时液相色谱和质谱的参考条件。标准方法中主要技术内容的确定依据如下：
在仪器分析条件的优化过程中，考察了电喷雾正、负离子模式对目标物响应值的影响，结果显示6-苄基腺嘌呤、异戊烯基腺嘌呤在正离子扫描模式下具有更高的响应值；吲哚乙酸、吲哚丁酸、对氟苯氧乙酸、对氯苯氧乙酸在负离子扫描模式下具有更高的响应值。比较了含1‰甲酸的5mmol/L乙酸铵溶液/乙腈、含有1‰甲酸的水溶液/甲醇、含有1‰氨水的水溶液/乙腈以及超纯水/乙腈四种流动相，由于检测组分分别采取了正离子和负离子的电喷雾形式，含有1‰甲酸的5mmol/L乙酸铵溶液/乙腈体系对正离子电离有明显抑制作用。超纯水/乙腈体系虽然正负离子峰型均较好，但离子化效率不稳定，影响工作曲线的线性。含有1‰甲酸的水溶液/甲醇体系正离子响应高，峰型好。含有1‰氨水的水溶液/乙腈体系负离子响应高，峰型好。最终采用正负离子分别扫描进行质谱测定，正离子采用1‰甲酸的水溶液/甲醇作为流动相，负离子采用1‰氨水的水溶液/乙腈作为流动相，两次扫描之间应用高比例水相超纯水/乙腈体系冲洗系统。
在提取溶剂的优化中，考察了10 mL乙腈、含1%甲酸的乙腈对豆芽中PGR的提取效率的影响。两种提取溶剂对豆芽中6-苄基腺嘌呤、异戊烯基腺嘌呤、吲哚乙酸、吲哚丁酸、对氟苯氧乙酸、对氯苯氧乙酸6种PGR的提取效率均较为理想，回收率均大于90%。这可能是因为样品提取过程中加入了二水合柠檬酸钠和柠檬酸二钠盐缓冲体系，提供了较为稳定的酸性环境，有利于酸性及嘌呤类PGR 的提取，少量甲酸的加入对该缓冲体系影响不大，因此最终选择乙腈作为提取溶剂。

在提取方式的优化中，考察了常用的超声、涡旋、摇床震荡三种提取方式对加标回收率的影响，对超声、摇床震荡分别做了2min、10min、20min、0.5h、1h的不同提取时间比对；涡旋提取做了2min、10min的不同时间比对，发现超声提取、摇床震荡提取在不同时间下得到的各组分回收率均为85%~90%，涡旋提取不同时间下的各组分回收率均为95%~105%。综合考虑样品提取效率及时间，最终确定涡旋2min作为样品提取方法。

在样品净化方式的优化过程中，主要考察了PSA、C18和石墨化炭黑用量对对化合物回收率和背景污染的影响。结果显示，除6苄基腺嘌呤加入20mgPSA时回收率还能维持在80%以上，其余组分在添加5mgPSA时回收率均低于80%。6-BAP和z-IP受石墨化炭黑影响严重，加入20mg石墨化炭黑后两组分的回收率降低至40%以下，其余组分加标回收率均在80%左右。所有待测组分回收率在C18用量为75mg时趋于稳定，在C18用量为100mg时，回收率基本稳定，因此在样品净化时，添加100mgC18去除杂质。
此外，本标准还考察了溶剂效应和不同稀释倍数对基质效应的影响，最终确定样品稀释液为超纯水，稀释倍数为10倍，进样体积为5μL时基本无溶剂效应，基质效应降低至20%以下。
三、国内国际相关标准情况
目前，我国尚无豆芽中植物生长调节剂检测的国标方法，北京市和浙江省分别建立了地方标准DB11/T 379—2006《豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠、6-苄基腺嘌呤、2,4-滴、赤霉素、福美双的测定》和DB33/T 625.3-2007无公害豆芽第3部分：6－苄基腺嘌呤残留量和4－氯苯氧乙酸钠残留量的测定》，但上述标准均采用不同的方法对单一组分分别检测，所提供的方法繁琐、零碎，检测成本高，效率低，且上述方法仅覆盖了部分
豆芽中使用的植物生长调节剂，无法满足现行食品安全标准对PGR监管的要求。

国际食品法典委员会（CAC）,欧盟、美国、澳大利亚和日本虽然建立了很多与植物生长调节剂相关的标准，但均未涉及到豆芽产品。
四、其他需要说明的事项

无。
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