安徽省地方标准编制说明
	标准名称
	发酵茶及茶制品B族和G族黄曲霉毒素测定

	任务来源（项目计划号）
	安徽省市场监督管理局《关于下达2020年第二批安徽省地方标准制修订计划的通知》（皖市监函〔2020〕341号）文件，计划编号为2020-2-47

	负责起草单位
	安徽农业大学 

	单位地址
	安徽省合肥市长江西路130号

	参与起草单位
	安徽省茶业集团有限公司，肥西县农业综合服务中心，云南微生物研究所

	表1　 标准起草人（全部起草人，应与标准文本前言中起草人排序一致）

	序号
	姓名
	单位
	职务
	职称
	电话

	1
	周育
	安徽农业大学
	-
	教授
	18119656757

	2
	管道健
	安徽省茶业集团有限公司
	生产部经理
	
	17681109133

	3
	张海柱
	肥西县农业综合服务中心
	农产品质量安全监管站站长
	高级农艺师
	13956950712

	4
	唐蜀昆
	云南微生物研究所
	所长
	副研究员
	13668787518

	5
	张梁
	安徽农业大学
	-
	教授
	15375462732

	6
	王希春
	安徽农业大学
	-
	教授
	13865984965

	编制情况

	1、编制过程简介

	2020年9月22日，收到《关于下达2020年第二批安徽省地方标准制修订计划的通知》后，成立标准编制小组，成员有周育、王传友、张海柱、唐蜀昆、张梁和王希春。
标准起草过程：编制组根据安徽省市场监督管理局《关于下达2020年第二批安徽省地方标准制修订计划的通知》要求，依据GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》和GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第4部分：试验方法标准》，参照GB/T 5009.1《食品卫生检验方法 理化部分 总则》；认真贯彻落实安徽省市场监督管理局与安徽省农业农村厅关于地方标准制修订要求。2022年1月底完成标准、文献资料收集整理工作，公开征求多方对标准修订的意见。2022年5月中旬完成标准方法草案， 2022年7月底按照通知要求完成《发酵茶及茶制品B族和G族黄曲霉毒素测定》国家标准征求意见稿，按期提交送审稿。
征求意见情况：2022年01月，由工作组牵头负责通过网站宣传、杂志登载、文稿邮寄、会议等方式公开征求意见，共向XX个有关行业单位、科研院所、大专院校及有代表性的标准利益方发函征求意见。截止2022年2月底，本次征求意见共收到XXX家单位XXX条意见，最终XXX条采纳，XXX条未采纳。
审查情况：XXXX年XX月XX日，XXXXX在XX组织召开了《发酵茶及茶制品B族和G族黄曲霉毒素测定》地方标准审查会，来自XXXX等单位专家组成审查专家组。专家委员会认真听取了编制单位的汇报，审阅了相关材料，经质询和讨论，提出了XX条修改建议，并一致认为，XXXXXXXXXXXXXXX，建议修改完善后报批。
报批情况：工作组根据审查意见对标准送审稿作了修改和完善，于XXXX年XX月形成标准报批稿、编制说明及其它相关文件，报至XXXXXXXX。


	2、制定标准的必要性和意义

	必要性：
微生物菌群在发酵茶及含茶食品中普遍存在，正常的微生物菌群对发酵茶叶加工及品质形成有重要作用。然而，在不良环境条件下，也容易造成有害霉菌污染，给发酵茶及含茶食品质量安全带来隐患。目前，全世界仍没有针对于茶叶基质的黄曲霉毒素标准检测方法，不同检测结果可比性小、争议大。因此，制定茶叶基质中的黄曲霉毒素检测标准方法尤为重要。
意义：
近几年，发酵茶中的红茶和黑茶是否存在有害霉菌及曲霉毒素污染，已引起了社会的高度关注。与普通食品基质显著不同，茶叶中含有大量的茶多酚、咖啡碱类次生代谢产物，此类产物会给茶叶中黄曲霉毒素检测形成严重干扰，影响最终的检测结果。因此，针对茶叶基质中茶多酚等次生代谢产物对黄曲霉毒素在检测干扰难题，采用有效的预处理方法，并建立发酵茶及茶制品中黄曲霉毒素检测标准方法具有以下重要意义：
第一，切实有效地提高发酵茶及茶制品中黄曲霉毒素检测的特异性、准确性，排除发酵茶及茶制品中黄曲霉毒素检测的假阳性难题。

第二，提高不同检测机构检测数据可靠性、可比性，提高社会认可度。

第三，减少因采用不同检测方法，造成结果争议和由此造成的经济损失。
第四，增强茶叶产业及消费者对茶叶中霉菌及霉菌毒素污染水平的客观认识。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系。

	本标准依据国家标准“GB 5009.22-2016 食品中黄曲霉毒素B族和G族的测定”的基本原理，并针对茶叶制品中含有超高含量的次生代谢产物，难以采用食品检测标准的难题，改进前处理净化方法。本标准主要特点在茶多酚等次生代谢产物的双柱净化方法，除去检测干扰，填补茶叶中黄曲霉毒素检测技术空白。

	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述（详细说明）

	主要条款：
本标准的章节由：范围、规范性引用文件、方法原理、试剂材料、仪器设备、试验步骤、分析结果计算与表述、精密度及其他等部分组成。其中“试验步骤”和“结果和计算”是本标准的主要技术内容。
    本标准规定了发酵茶叶及茶制品中黄曲霉毒素B1、黄曲霉毒素B2、黄曲霉毒素G1、黄曲霉毒素G2（以下简称AFB1、AFB2、AFG1和AFG2）的测定方法。
主要技术指标、参数：
1、精密度

1.1黄曲霉毒素标准品精密度试验：以浓度为20 μg/L AFB1、5 μg/L AFB2、20 μg/L AFG1和5 μg/L AFG2的混合标准品重复检测5次，检测结果的RSD <1%。

1.2低浓度黄曲霉毒素添加样品的重复性试验

以添加浓度为10 μg/kg AFB1、2.5 μg/kg AFB2、10 μg/kg AFG1和2.5 μg/kg AFG2发酵茶样品，用本标准方法进行提取净化，HPLC进行毒素含量测定，重复5次进样，结果见表1。由表见，低添加浓度下黄曲霉毒素样品定量测定的重复性较好。

表1 低浓度添加样品5次重复测定结果

编号

检测含量 (μg/kg)
编号

检测含量 (μg/kg)
AFB1-1

8.63

AFB2-1

2.33

AFB1-2

9.57
AFB2-2

2.26

AFB1-3

8.65
AFB2-3

2.54

AFB1-4

8.87
AFB2-4

2.45
AFB1-5

9.85
AFB2-5

2.43
AFG1-1

10. 36
AFG2-1

2.37
AFG1-2

9. 87
AFG2-2

2.31
AFG1-3

8.68

AFG2-3

2.42
AFG1-4

8.85
AFG2-4

2.57

AFG1-5

9. 58

AFG2-5

2.55

1.3高浓度黄曲霉毒素添加样品的重复性试验
以添加浓度为60 μg/kg AFB1、15 μg/kg AFB2、60 μg/kg AFG1和15 μg/kg AFG2发酵茶样品，用本标准方法进行提取净化，HPLC进行毒素含量测定，重复5次进样，结果见表2。由表见，低添加浓度下黄曲霉毒素样品定量测定的重复性较好。
表2 高浓度添加样品5次重复测定结果
编号

检测含量 (μg/kg)
编号

检测含量 (μg/kg)
AFB1-1

58. 36
AFB2-1

13.72
AFB1-2

59. 85

AFB2-2

14. 62
AFB1-3

58.69
AFB2-3

15.04

AFB1-4

58.28
AFB2-4

13.45
AFB1-5

59.85
AFB2-5

14.43
AFG1-1

58. 76
AFG2-1

13.37
AFG1-2

59. 66
AFG2-2

14.31
AFG1-3

58.43
AFG2-3

14.42
AFG1-4

58.44

AFG2-4

13.57

AFG1-5

59. 68
AFG2-5

14.55

高添加浓度检测的重复性与低添加浓度样品精密度基本一致，经反复试验，证明AFB1和AFG1添加浓度范围为10-60 μg/kg之间，AFB2和AFG2添加浓度范围为2.5-15 μg/kg之间（即四种黄曲霉毒素添加浓度25-150 μg/kg之间），样品的检测均具有较高的精密度（RSD <5%）。同一批样品，以相同的提取净化处理步骤，采用LC-MS/MS检测方法所获得的检测结果与HPLC检测结果保持一致，5次重复实验RSD <5%。根据目前全世界对于发酵茶叶中黄曲霉毒素检测数据及污染情况的调研结果，茶叶基质中黄曲霉毒素含量整体处于低污染率和低污染浓度，该添加浓度范围可适用于发酵茶及茶制品黄曲霉毒素污染定性、定量检测。如遇到特殊高浓度样品情况，可通过样品稀释，一般控制上机样液中黄曲霉毒素AFB1和AFG1浓度10-60 μg/kg，AFB2和AFG2浓度为2.5-15 μg/kg之间，以保证结果的精确性。若样品中的黄曲霉毒素质量分数低于下限时，应酌情减少用于溶解浓缩后残渣的甲醇体积，以便符合检测方法的线性范围。

2．样品中黄曲霉毒素定性确认

为进一步确认从HPLC图谱上观察到的样品与标准品出峰时间相当的物质是否为黄曲霉毒素，采用不同稀释度黄曲霉毒素乙腈标准液和发酵茶样品提取液，用HPLC-fld（配荧光检测器）和液相色谱－质谱联机进行确认，结果样品中疑为黄曲霉毒素物质的色谱、质谱图与黄曲霉毒素标准的色谱、质谱图完全吻合，证明所测样品中与黄曲霉毒素标准品保留时间相当位置处的峰即是目标毒素。
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10%（或者以其他技术指标表示）。本标准第一法（液相色谱法），当称取样品5 g（或50 mL茶饮料）时，AFB1的检出限为0.04 μg/kg，AFB2的检出限为0.02 μg/kg，AFG1的检出限为0.04 μg/kg，AFG2的检出限为0.02 μg/kg。
本标准第二法（液相色谱法-串联质谱法），当称取样品5 g（或50 mL饮料）时，AFB1的检出限为0.04 μg/kg，AFB2的检出限为0.05 μg/kg，AFG1的检出限为0.1 μg/kg，AFG2的检出限为0.21 μg/kg。
3、回收率实验

称取经检测空白样品发酵茶，分别加入黄曲霉毒素混合标准液，制成0，5, 10, 20, 30, 40, 60 μg/kg 茶叶加标样品，分别进行提取、净化和分析，四种黄曲霉毒素总量回收率在81.5%-101%之间。
表3 不同添加浓度添加样品回收率验证实验
编号
1

2

3

4

5

6

7

添加黄曲霉毒素量 (μg/kg)
0

5

10
20
30
40
60

HPLC 三次测定平均值 (μg/kg) 
-
4.55
8.13
17.7
26.6
38.4
55.5
HPLC 回收率%

-
91%
81.3%
88.5%
88.6%
96%
92.5%
LC-MS/MS 三次测定平均值 (μg/kg)
-
4.15
8.53
16.86
28.2
40.41
57.8
LC-MS/MS 回收率%

-
83%
85.3%
84.3%
94%
101%
96.4%
试验验证论述：

标准制定单位选择6种有代表性的发酵黑茶试样（普洱茶、青砖茶、六堡茶、茯砖茶、安茶和康砖茶），分别用本实验方法对其进行不同发酵茶适用性测试，其回收率结果88.6%-102.2%之间，符合化学污染物分析测试要求。

	5、标准中如果涉及专利，应有明确的知识产权说明

	无

	6、采用国际标准或国外先进标准的，说明采标程度，以及国内外同类标准水平的对比情况

	无

	7、重大分歧意见的处理经过和依据

	无

	8、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法、实施日期等）

	建议标准实施前，有2个月以上的实施前的宣贯培训期、缓冲期和过渡准备时间。

	9、废止现行相关标准的建议

	无

	10、其它应予说明的事项

	无


注：没有的请填写 “无”
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