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1、 研究背景、 制定标准的必要性和意义

环氧大豆油（Epoxidized soybean oil,ESBO）是由精炼大豆油采用过氧化处理而制得的一种混合甘油三酯化工产品。其具有良好的耐热性、耐光性，与聚氯乙烯（poly vinyl chloride,PVC）相容性好，且低毒稳定、生物可降解，是国际认可的食品包装材料的增塑剂和稳定剂，被广泛用于金属瓶盖的PVC密封圈和贴膜中。但又有研究发现ESBO对皮肤和眼睛有刺激性，有人怀疑其对动物肝、肾、睾丸和子宫会造成一定的影响。在食品的包装、灭菌和储藏过程中，若过量的ESBO迁移到食品中，就会对消费者的健康造成一定威胁。在我国环氧大豆油（Epoxidized soybean oil,ESBO）被认为是一种绿色环保的增塑剂，国标GB 9685-2016《食品安全国家标准 食品接触材料及制品用添加剂使用标准》将其列为允许使用的食品包装材料添加剂，且没有规定相关的使用限量，目前只有迁移量要求。此物质早期在欧盟国家也被认为是安全的增塑剂，但1997年欧盟食品科学委员会规定ESBO的日耐受量为1 mg/(kg.bw)。EU 10/2011 规定ESBO在普通食品中的特定迁移量为60 mg/kg，婴儿食品中为30 mg/kg，欧盟针对ESBO在食品及其包装材料中含量检测有相应的方法标准。而我国目前只有针对食品接触材料中的ESBO的检测方法标准，即出入境检验检疫行业标准SN/T 3549-2013《食品接触材料 高分子材料 食品模拟物中环氧大豆油的测定 气相色谱-质谱法》。针对食品中的ESBO含量的检测，我国还尚未出台相关标准。

2019年初，我国某著名食品企业的出口油辣椒产品在欧洲检出ESBO，被勒令下架，对企业的产品出口及海外声誉造成了不良影响。随着全球经济一体化和贸易自由化的深化发展，技术性贸易壁垒在国际贸易中的影响日益明显。食品安全方面的技术性贸易壁垒，直接表现为美国、欧盟、日本等发达国家和地区凭借其技术、科研、设备设施方面的绝对优势，制定的适用于本国食品安全的技术法规、技术标准、合格评定程序、卫生检疫规定等，以较为严格的市场准入条件，限制或阻止从发展中国家进口食品。严格苛刻的技术性贸易壁垒使得一些在我国已经达到合格标准的食品无法通过检验而丧失出口的机会，从而使我国食品失去了优势，增加了我国食品出口的成本。

因此，食品中ESBO检测技术的开展，不仅有利于帮助企业预防控制ESBO迁移，消除生产、运输及储存中的误区，切实解决ESBO迁移超标问题，提高企业的产品安全指数，切实保障消费者饮食健康安全，维护消费者权益；另一方面，为完善国家食品安全监管预警系统以及提高我们在国际食品贸易中的竞争能力，促进食品行业的健康、可持续发展，提供了有力的技术支持，有助于提高我国特色食品在国际食品贸易中的竞争能力，消除国际贸易中的技术壁垒，为我国特色食品走上世界铺平道路。

本标准起草人参考国内外学术研究的方法，查阅了最新的相关资料和文献，结合我国国情和国内实验室的特点，起草了本标准—食品中环氧大豆油的测定 液相色谱-质谱法（LC-MS/MS）。
二、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）

本项目由贵州省卫生健康委组织了食品安全地方标准评审委员会专家组进行评审并通过立项，由贵州省产品质量检验检测院负责研制。主要起草人为：张建、彭小东等。

开展方法学的研究包括样品前处理方法的选择、色谱柱及流动相的选择，确立了方法性能检验指标，如检出限及定量限、线性范围、重复性及准确度等。组织3家省内外实验室对线性范围、精密度、回收率及准确度进行方法的协同性验证。经过数据的汇总，形成制订该地方标准的征求意见稿及编制说明。

3、 研究思路与有关国家标准的关系

本标准编制遵循“先进性、 实用性、 统一性、 规范性” 的原则，注重标准的可操作性，遵循的GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分： 标准的结构和编写》、GB/T 20001.4-2001《标准编写规则 第4部分：化学分析方法》、GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》及GB/T 27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》相关规定要求编写。

四、主要试验的研究论证报告和技术性能分析
本标准中的环氧大豆油为一种混合甘油三脂，首先通过LC-MS/MS对标准品进行测定，确定其主要组成成分及比例，然后经有机溶剂提取，外标法定量，测定食品中的环氧大豆油。该方法快速、准确、具有较高的灵敏度。具体实验结果如下：

1 样品前处理方式选择：环氧大豆油溶于大多数有机溶剂和烃类，不溶于水，本实验对乙腈、甲醇、正己烷、二氯甲烷等提取试剂进行了实验比对，结合参考了国内外相关文献资料，最终确定：植物油脂、油辣椒及含油类调味料产品采用二氯甲烷作为提取溶剂；酒类产品采用乙腈作为提取溶剂。

2 色谱条件的选择：
2.2 色谱柱：考察了不同长度、孔径、粒径的色谱柱，结合响应、分离度及分析时长等因素，最终选择了C18色谱柱（2.1×100 mm，1.7 μm）。
2.3流动相：考虑到要对含油类产品进行色谱分析，而油脂易在色谱柱中残留，影响色谱柱的分析，因此实验中在流动相中加入一定比例的丙酮进行洗脱，通过实验，选择A：15mM乙酸/乙腈：50/850（V/V）；B：丙酮；梯度洗脱，洗脱梯度见表1、表2。
表1 流动相梯度洗脱程序（白酒）
	时间（min）
	A（%）
	B（%）

	0.0
	95
	5

	1
	95
	5

	3
	70
	30

	4
	70
	30

	5
	95
	5

	6
	95
	5


表2 流动相梯度洗脱程序（（植物油脂 、油辣椒及含油调味料类）
	时间（min）
	A（%）
	B（%）

	0.0
	95
	5

	3
	95
	5

	11
	90
	10

	14
	90
	10

	15
	12
	88

	25
	12
	88

	26
	95
	5

	30
	95
	5


2.4 主要成分的确定：经LC-MS/MS对环氧大豆油标准物质的信号强度检测，发现环氧大豆油主要由5种组分构成（占90%），见表1，本方法以这5种组分作为环氧大豆油的定量组分。

表3 环氧大豆油5种主要组分
	组分
	母离子（m/z）
	分子式
	各组分占比（%）

	M1
	1012
	C57H96O13
	14

	
	
	
	

	M2
	998
	C57H98O12
	34

	
	
	
	

	M3
	984
	C57H100O11
	25

	
	
	
	

	M4
	971
	C57H102O10
	14

	
	
	
	

	M5
	943
	C57H106O8
	13

	
	
	
	


2.5 质谱条件

a)   离子化模式：电喷雾电离正离子模式（ESI+）；

b）  质谱扫描方式：多反应监测（MRM）；
c）  分辨率：单位质量分辨率。

d）  其他参考质谱条件参见表4

表4 环氧大豆油的定性离子对、定量离子对、碰撞气能量和去簇电压
	目标化合物
	母离子（m/z）
	子离子(m/z)
	碰撞能量（CE）
	去簇电压（DP）

	M1
	1012
	699.0
	71
	100

	
	
	349.4
	75
	100

	M2
	998
	685.0
	71
	100

	
	
	335.6
	74
	100

	M3
	984
	671.0
	71
	100

	
	
	335.0
	71
	100

	M4
	971
	671.0
	69
	100

	
	
	655.0
	70
	100

	M5
	943
	630.0
	66
	100

	
	
	335.0
	72
	100


在此仪器条件下，环氧大豆油的各组分具有较好的分离度和响应，色谱图见图1:
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图1
3 线性范围：白酒产品的线性范围为：10 μg/L~1000 μg/L，油脂类产品的线性范围：1 mg/L~50 mg/L，实际的样品测定过程中可根据含量不同调整最佳的线性范围，各相关系数R>0.995。

4 方法检出限及定量限：依据GB/T 27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》中5.4.2.2 的方法，上机测定计算检出限及定量限。白酒中环氧大豆油的检出限、定量限分别为0.2 mg/kg、0.6 mg/kg；油脂类产品中环氧大豆油的检出限、定量限分别为5.0 mg/kg、 15.0 mg/kg。
5 精密度：对含不同浓度环氧大豆油的样品基质各测试3次，计算相对标准偏差（RSD），结果RSD≤6.39%。

6 回收率：对白酒及油脂类样品进行加标回收试验:1）选用白酒进行加标实验，分别称取3组样品，每组3个平行样，进行加标实验，取样量均为2.00g，各样品标准品添加量为：①组：白酒加标量为42.5 μg/kg；②组：白酒加标量为62.5 μg/kg；③组：白酒加标量为125.0 μg/kg。2）选用油辣椒进行加标实验，分别称取3组样品，每组3个平行样，进行加标实验，取样量均为2.00g，各样品标准品添加量为：①组：加标量为25 mg/kg；②组：加标量为50 mg/kg；③组：加标量为100 mg/kg。

结果见表5、表6，白酒样品的回收率为：81.77%~101.33%，RSD≤4.98%；油脂类产品的回收率范围为82.18%~99.83%，RSD≤6.98%。

表5 环氧大豆油回收率（白酒）

	测试组分
	加标组
	空白样品含量（μg/kg）
	理论加标量

（μg/kg）
	加标回收量（μg/kg）
	平均

回收率（%）
	RSD（%）

	M1
	①
	0
	42.5
	34.75
	81.77 
	1.53 

	
	②
	
	62.5
	57.50
	92.00 
	3.79 

	
	③
	
	125.0
	117.00
	93.60 
	1.96 

	M2
	①
	0
	42.5
	38.95
	91.65 
	3.37 

	
	②
	
	62.5
	59.83
	95.73 
	1.93 

	
	③
	
	125.0
	117.33
	93.87 
	3.82 

	M3
	①
	0
	42.5
	37.47
	88.16 
	1.90 

	
	②
	
	62.5
	63.33
	101.33 
	3.56 

	
	③
	
	125.0
	117.67
	94.13 
	4.30 

	M4
	①
	0
	42.5
	39.65
	93.29 
	4.19 

	
	②
	
	62.5
	61.50
	98.40 
	0.81 

	
	③
	
	125.0
	120.17
	96.13 
	1.73 

	M5
	①
	0
	42.5
	36.83
	86.67 
	4.98 

	
	②
	
	62.5
	58.50
	93.60 
	2.26 

	
	③
	
	125.0
	113.33
	90.67 
	0.92 


表6 环氧大豆油回收率（油辣椒）

	组分
	加标组
	空白样品含量（mg/kg）
	理论

加标量

（mg/kg）
	加标

回收量（mg/kg）
	平均

回收率（%）
	RSD（%）

	M1
	①
	0
	25
	22.65
	90.60 
	0.44 

	
	②
	
	50
	44.43
	88.87 
	1.72 

	
	③
	
	100
	94.83
	94.83 
	0.81 

	M2
	①
	0
	25
	24.17
	96.67 
	0.52 

	
	②
	
	50
	49.92
	99.83 
	1.11 

	
	③
	
	100
	95.50
	95.50 
	1.39 

	M3
	①
	0
	25
	23.60
	94.40 
	1.18 

	
	②
	
	50
	47.68
	95.37 
	6.98 

	
	③
	
	100
	98.50
	98.50 
	0.51 

	M4
	①
	0
	25
	24.15
	96.60 
	1.80 

	
	②
	
	50
	47.43
	94.87 
	0.76 

	
	③
	
	100
	92.83
	92.83 
	0.31 

	M5
	①
	2.475
	25
	24.15
	86.70 
	0.83 

	
	②
	
	50
	43.57
	82.18 
	0.86 

	
	③
	
	100
	91.33
	88.86 
	0.32 


7 稳定性：标准储备溶液（1 mg/mL）在0~4℃条件下，1个月内稳定性良好。
8 干扰情况：LC-MS/MS法对油脂类产品进行分析时，试剂配制的标准溶液与油基质加标配制成的标准溶液，二者响应差别明显。因此在对油脂类产品进行分析测定时，采用基质（阴性）加标作为标准曲线定量分析，消除基质干扰；白酒产品的基质加标与试剂配制的标准溶液，响应差异不明显。

五、 方法验证
1 方法验证：协同性验证实验由省外1家实验室及省内2家实验室完成，分别是深圳市计量质量检测研究院、贵阳海关综合技术中心、贵州省食品检验检测院。开展了线性、回收率、精密度及阳性样品实验室比对实验的验证。选用ESBO阳性油辣椒实际样品1个，测定结果准确度和精密度均符合要求（见表7）。
表7 ESBO油辣椒阳性样品实验室比对结果

	检测结果（mg/kg）
	各实验室结果的相对标准偏差RSD（%）

	贵阳海关
	深圳计检院
	贵州省食检所
	省质检院
	

	173.45
	155.18
	161.27
	161.77
	4.68


2 经实验验证：该检测方法操作方便、快捷，定量定性准确，可用于测定植物油、油辣椒、白酒等食品中的环氧大豆油的测定。

3 样品测定：实验室对白酒、油脂类产品中的环氧大豆油进行了测定，样品种类包括不同酒度、不同包装的白酒；不同种类植物油脂（菜籽油、花生油、大豆油、橄榄油等）、油脂类制品（油辣椒、辣子鸡等）；并在贵州省范围内的油辣椒企业中开展了环氧大豆油的风险监测工作。结果表明，本方法能够满足食品中环氧大豆油的测定要求。

6、 征求意见情况及重大意见分歧处理结果

本标准共向3个单位征求意见：深圳市计量质量检测研究院、贵阳海关综合技术中心、贵州省食品检验检测院单位专家意见，并将结果汇总，结果并无重大意见分歧。
7. 实施标准的建议

本标准《食品中环氧大豆油的测定》起草工作组通过搜集国内外相关法律法规以及检测方法资料， 经过大量实验摸索， 完成了标准的制定工作，能够解决食品中环氧大豆油的定性定量分析工作，填补了现有国家标准的空白。因此该方法对于监督抽查、风险监测及各种专项检查具有重要的作用及价值，所以本标准可以推荐使用。

八、其他需要公开说明的事项

无。
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