
《粮油检验 苦杏仁苷含量的测定 高效液相色谱法》行业标准编制说明

前言

 苦杏仁苷（Amygdalin），又称维生素B17，属于芳香族氰苷，结构式为：苯羟基乙氰-β-D-葡萄糖苷，它是传统中药苦杏仁等蔷薇科木本植物籽仁中的有效成分，医药上常用于祛痰止咳剂、辅助性抗癌药物，在中医临床治疗中对苦杏仁等药材用量有严格的限制，主要因为苦杏仁苷在苦杏仁酶或胃酸的作用下水解产生氢氰酸，而氢氰酸剧毒，在人体内积累到一定程度会导致人死亡。因此，开发含有苦杏仁苷植物产品如植物油、饼粕等时，均需要考虑到苦杏仁苷对产品食用安全性的影响。目前，我国食品安全检验标准和粮油质量检验标准中均尚未有苦杏仁苷的测定方法，仅在我国药典及文献报道中有测定苦杏仁苷的方法，而药典中的方法主要针对杏仁、桃仁等药材的检测。因此，建立适用于油料、油脂及其副产物饼粕中苦杏仁苷的检测标准是很有必要的，本标准的制定可为科学评价含有苦杏仁苷的油料、油脂及其副产品饼粕安全性提供技术支撑。

（一）工作简况，包括任务来源、协作单位、主要工作过程、标准主要起草人及其所做的工作等；
1 任务来源及起草单位

根据2017年国家粮食局办公室文件国粮办发[2017] 177号《国家粮食局办公室关于下达2017年第二批粮油行业标准制修订计划的通知》的要求，由国家粮食局科学研究院负责《粮油检验 苦杏仁苷含量的测定 高效液相色谱法》的起草工作，为此国家粮食局科学研究院专门成立了标准起草小组，负责进行本标准的各项工作。

2 主要工作过程

（1）为了更好的完成标准任务，起草组查阅标准目录，目前，国内尚无苦杏仁苷含量测定的标准方法。因此，起草组查阅了大量的国内外科技文献及药典，并对搜集到的资料进行整理分析，为本标准的制定提供参考和依据。查阅到的检测苦杏仁苷方法的相关文献如下：

[1]中华人民共和国药典[S].一部，2000.

[2]寇凯，许宁侠，申烨华.反相高效液相色谱法测定长柄扁桃仁产品中苦杏仁苷含量[J].分析科学学报，2013，29（3）：367-370.

[3]吴昭晖，游文玮.HPLC-ELSD法测定苦杏仁中苦杏仁苷含量的研究[J].第一军医大学学报.2015，25（12）：1549-1551.

[4]吴显荣，刘建卫.植物体内的生氰糖苷[J].北京农业大学学报1984，10（4）：345-352.

[5]夏其乐，王涛，陆胜民，等.苦杏仁苷的分析、提取纯化及药理作用研究进展[J].食品科学，2013，34(21)：403-407.

[6] VETTER J. Plant cyanogenic glycosides[J]. Toxicon, 2000，38，11-36.

[7] 孙文基，谢世昌. 天然药物成分定量分析[M].中国医药科技出版社，2003：37.

[8] 李强，徐小琴，李艳，等. 酸法水解苦杏仁苷的研究[J].中国现代中药，2009(1)：23-25.

[9]韩海霞，杨晓君，阿依古丽，等.HPLC法测定新疆巴旦杏中苦杏仁苷的含量[J].新疆农业科学，2008，45(4)：717-721.

[10]刑国秀，李楠，杨美燕，等.天然苦杏仁苷的研究进展[J].中成药，2003，25(12)：1007-1009.

[11] Xiaobing Li,Fuguo Shi,Pan Gu,etal.A sensitive LC–MS/MS method for simultaneous determination of amygdalin and paeoniflorin in human plasma and its application[J]. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis，2014，（92）：160-164.

[12] X. Zhao, W. Zang, X. Zhao, S. Wang, X. Zheng. Zheng, HPLC with column switching coupled to APCI–MS for pharmacokinetic study of amygdalin in rabbit plasma[J]. Chromatographia,2006 (65)：149–153.

[13] X.B. Li, C.H. Liu, R. Zhang, etal.Determination and pharmacokinetics of amygdalin in rats by LC–MS-MS[J].Chromatogr. Sci, 2013 (Epub ahead of print).

[14] B.Y. Ge, H.X. Chen, F.M. Han,etal.Identification of amygdalin and its major metabolites in rat urine by LC–MS/MS [J]. Chromatogr.B, 2007 (857):281–286.

[15]高萌，王跃生，魏惠珍，等.超高效液相色,谱仪-串联四极杆飞行时间质谱和超高效液相色谱-串联三重四极杆质谱用于血浆中苦杏仁苷及其代谢产物野黑樱苷的定性和定量分析[J].色谱，2014，32（6）：591-599.

[16]刘小琴，郭志勇，张若辰，等.微生物发酵脱除橡胶籽粕中氰苷的研究[J].安徽农业科学，2010，38(24):12943-12945.

（2）起草组在相关文献资料的基础上，确定了标准制订方案和工作计划。根据所收集的相关标准及技术资料，优化出不同类型的样品前处理条件、高效液相色谱条件、测定方法的线性范围、方法检出限、回收率等，并进行了实验室间方法精密度的验证。

（3）在大量文献及实验数据的基础上，起草组根据我国粮油检验技术的现状，草拟了标准验证方案和标准的《征求意见稿》，并制备了八个样品，组织七家实验室进行实验室间比对。

（4）通过验证实验和数据分析，完善了标准的《征求意见稿》，并向全国有关大专院校、科研设计院、质检机构、生产经营企业等33家单位征询意见，请相关单位组织油脂生产、检测、科研、销售等相关部门进行讨论，提出修改意见和建议。起草组汇总了反馈的意见和建议，重新修改了方法标准的相关内容，同时对编制说明也进行修改及补充。报送全国粮油标准化技术委员会秘书处，并在网上征询社会各界的建议和意见。
（二）行业标准编制原则和确定国家标准主要内容（如技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等）的论据（包括试验、统计数据），修订行业标准时，应增列新旧国家标准水平的对比；

1编制原则
本标准是根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构与编写规则》和GB/T 20001.4-2009《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的规定进行编制的。

2 标准研究的主要内容及原理
本标准规定了苦杏仁苷含量测定方法的原理、试剂、仪器和设备、试样制备、操作步骤、结果表示及精密度等内容，适用于植物油料、饼粕及植物油中苦杏仁苷的测定。

方法原理：样品经甲醇提取后，采用高效液相色谱分离，在波长210nm条件下测定苦杏仁苷含量，外标法定量。规定了高效液相色谱仪紫外检测器及分析天平等常配备的仪器条件。

操作步骤包括油料样品、饼粕样品及植物油样品前处理方法，液相色谱条件及样品测定的内容等。

结果表示确定了计算公式和结果保留位数的要求等。

（三）主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果；

1苦杏仁苷最佳检测波长的确认
苦杏仁苷20%甲醇液进行紫外光谱扫描。苦杏仁苷最佳检测波长为210nm。

2苦杏仁苷提取溶剂的优化

根据药典及文献报道主要为70%甲醇和甲醇对样品进行超声或回流提取。因此，本研究以60%甲醇、 70%甲醇、80%甲醇、90%甲醇、100%甲醇为提取溶剂进行超声提取，所测含量见表1。
表1 不同提取液提取的苦杏仁苷含量

	提取液
	苦杏仁苷含量（%）

	60%甲醇
	3.04

	70%甲醇
	4.63

	80%甲醇
	5.13

	90%甲醇
	5.55

	100%甲醇
	5.63


由表1可以看出，苦杏仁苷会随着提取液中水的比例减少而增加，因此，选用100%甲醇作为苦杏仁苷提取溶剂。
3方法学验证

3.1苦杏仁苷高效液相色谱线性范围
苦杏仁苷高效液相方法线性范围为0.5μg/ml～300μg/ml，标准曲线Y=9.9868X-1.6653，R2=0.9999。

3.2苦杏仁苷高效液相色谱检出限的确认

根据GB/T 5009.1-2003《食品卫生检验方法 理化部分 总则》附录A中A.2.1色谱法检出限公式进行计算，对于油料、饼粕及油脂中苦杏仁苷高效液相色谱检出限分别为40mg/kg、80mg/kg、2mg/kg。

3.3苦杏仁苷高效液相色谱加标回率

按确认的条件，验证不同样品类型（油料、饼粕及油脂样品）中苦杏仁苷加标回收率，详见表2～表4。
表2 油料样品添加三个水平的苦杏仁苷加标回收率和精密度结果

	水平
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	90.48 
	96.1 
	9.1 

	
	91.76 
	
	

	
	106.16 
	
	

	2
	92.60 
	90.1 
	2.6 

	
	88.00 
	
	

	
	89.58 
	
	

	3
	85.67 
	87.3 
	6.8 

	
	93.83 
	
	

	
	82.37 
	
	


表3 饼粕样品添加三个水平的苦杏仁苷加标回收率和精密度结果

	水平
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	106.16 
	105.9 
	6.1 

	
	112.30 
	
	

	
	99.32 
	
	

	2
	98.28 
	100.2 
	6.0 

	
	106.99 
	
	

	
	95.48 
	
	

	3
	107.37 
	105.8 
	1.4 

	
	104.60 
	
	

	
	105.32 
	
	


表4 油脂样品添加三个水平的苦杏仁苷加标回收率和精密度结果

	水平
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	104.61 
	105.4 
	0.7 

	
	105.95 
	
	

	
	105.61 
	
	

	2
	103.04 
	103.7 
	1.1 

	
	105.05 
	
	

	
	103.04 
	
	

	3
	100.84 
	101.6 
	1.4 

	
	103.26 
	
	

	
	100.68 
	
	


从表2～表4可以看出，苦杏仁苷油料加标平均回收率为87.3%～96.1%，，精密度为2.6%～9.1%，饼粕加标平均回率为100.2%～105.9%，精密度为1.4%～6.1%，油脂样品平均加标回收率为101.6%～105.4%，精密度为0.7%～1.4%。

3.4实验室间协同验证结果及数据统计

起草单位与七家验证单位对8个验证样品（见表6）进行实验室间协同验证，已返回的测试结果按GB/T6379.1和GB/T6379.2进行统计分析，确定了本方法的精密度。在重复条件下获得的两个独立测试结果的绝对差小于等于重复性限（r）的情况应大于95%。在再现性条件下获得的两个独立测试结果的绝对差小于等于再现性限（R）的情况应大于95%。实验室间验证结果统计表见表7。

表5 验证单位

	编号
	验证单位

	实验室1
	国家粮食局粮油质检中心

	实验室2
	陕西省粮油产品质量监督检验中心

	实验室3
	天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心

	实验室4
	中储粮镇江粮油质量检测中心有限公司

	实验室5
	山东三星玉米集团有限公司研发中心

	实验室6
	山东龙大植物油有限公司

	实验室7
	山东香驰粮油有限公司


表6 验证样品

	样品编号
	样品名称

	1
	油料样品1

	2
	油料样品2

	3
	油料样品3

	4
	饼粕样品1

	5
	饼粕样品2

	6
	植物油

	7
	植物油

	8
	植物油


表7 测试结果统计分析

	样品
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	实验室数目
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	参加统计实验室数目
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	离群实验室数目
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	平均值/(mg/kg)
	4.648 
	2.759 
	0.131 
	6.275 
	3.384 
	<检出限
	74.827 
	145.407 

	重复性标准偏差，Sr
	0.117 
	0.072 
	0.006 
	0.095 
	0.107 
	/
	2.100 
	5.556 

	重复性限，r
	0.327 
	0.201 
	0.017 
	0.266 
	0.300 
	/
	5.880 
	15.556 

	重复性变异系数/%
	2.515 
	2.607 
	4.671 
	1.516 
	3.167 
	/
	2.807 
	3.821 

	再现性标准偏差，SR
	0.176 
	0.090 
	0.022 
	0.116 
	0.331 
	/
	6.049 
	11.056 

	再现性限，R
	0.492 
	0.253 
	0.063 
	0.324 
	0.926 
	/
	16.936 
	30.957 

	再现性变异系数/%
	3.784 
	3.272 
	17.211 
	1.844 
	9.773 
	/
	8.084 
	7.604 


（四）采用国际标准和国外先进标准的程度，以及与国际、国外同类标准水平的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况；

目前，我国标准中尚未制定苦杏仁苷含量测定方法，只有相关文献方法。起草组根据我国粮油检测技术水平，研究制定了本标准的相关内容。我国粮油检验机构均具有本标准规定的试剂和仪器的要求，本标准方法经多家检验机构不同型号仪器验证确认，验证结果准确稳定，该方法科学、可行、实用。
    本标准颁布实施后，有利于解决行业中测定苦杏仁苷无标准可依的现状。

（五）与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系；

本标准为测定方法标准，与现行的法律、法规及国家、行业标准没有矛盾。

（六）重大分歧意见的处理经过和依据；

    无。
（七）国家标准作为强制性国家标准或推荐性国家标准的建议；
建议将本标准列为行业标准。 

（八）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）；

1首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及时得到文本。这是保证新标准贯彻实施的基础。

2发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传。

3要对标准的不同使用对象，消费者、生产厂家、质量监管部门等，有侧重点地进行培训、宣传。

4实施的过渡期宜定为6个月。

（九）废止现行有关标准的建议；
 无。
（十）其他应予说明的事项。
无。

   《粮油检验 苦杏仁苷含量的测定 高效液相色谱法》行业标准起草组
2018年9月3日  

