安徽省地方标准编制说明
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	编制情况

	1、编制过程简介

	2021年9月，收到安徽省市场监督管理局关于下达《区域性地震安全性评价技术规范》等298 项地方标准计划的通知（皖市监函〔2021〕357号）后，立即成立标准编制小组，成员有张居舟、邓小芳、李静、张安、等。
标准起草过程：
2021年3月，安徽省食品药品检验研究院等单位向安徽省食品质量安全检验方法标准化技术委员会提交《食品安全抽检监测承检机构建设规范》等2项地方标准立项申请。经过答辩、公示等程序，2021年9月，《芽菜类蔬菜中喹诺酮类物质的测定 高效液相色谱-质谱/质谱法》被批准正式立项，随后成立标准编制小组。编制小组制定了规范的编制计划、方法步骤和具体分工。
2021年9月至10月，系统查阅了豆芽中喹诺酮类物质的分析方法、前处理技术等相关技术资料，系统全面的整理立项标准的关键点和创新点，准备标准样品，设计方法方案（如图1）。
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2021年11月至12月，通过试验研究，确定了芽菜类蔬菜中喹诺酮类物质的检测技术，完成初稿的起草。2022年01月，在前期调研和对相关政策文件研究的基础上，参考相关标准内容，并经多次征询相关专家的意见对标准初稿进行了修改完善，形成征求意见稿。
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：
豆芽是一种较为脆弱的芽菜类蔬菜，在生长过程中容易受到各种微生物的侵蚀，如革兰氏阴性杆菌、大肠杆菌等，如果豆芽在生产前没有剔除发霉豆种和豆种本身带有的病菌，未进行有效消毒处理、生产用容器等清洗消毒不彻底、生产用水不清洁或豆芽生产过程中淋水不及时、不均匀等原因均为导致豆芽腐烂，且豆芽发生腐烂后会逐渐扩大蔓延，严重时整个容器内的豆芽全部腐烂，如不及时防治，会造成严重损失。喹诺酮类药物是化学合成的广谱抑菌剂，在预防和治疗畜禽的细菌性感染及支原体病方面有良好效果，具有抗菌谱广、杀菌活性强、毒副作用较小的优点，只能用在动物养殖当中，但不法商贩利用恩诺沙星等药物的防腐等特点，在豆芽的生长周期里滥用此类药物，保持豆芽的新鲜的颜色，防止豆芽腐烂，提高产量。然而，目前豆芽中喹诺酮类化合物的检测技术仍处于缺失状态。
意义：
2019年我省已经发现豆芽中非法添加恩诺沙星的现象，而长三角的其他省份发现了添加诺氟沙星的现象，添加喹诺酮类物质已成为这一食品业内的潜规则。因此，建立芽菜类蔬菜中喹诺酮类物质的测定方法，不仅填补了此领域检测方法的空白，还能有效解决这类食品潜规则的现实问题，也是落实食品安全党政同责的重要技术手段之一。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系

	编制原则：
本标准在制定过程中，遵循“统一性、协调性、适用性、一致性、规范性”原则，注重标准的先进性和可操作性。按照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DB34/T 2800-2020《地方标准制修订工作指南》的相关要求进行编写，在术语定义、结构版式以及单位符号等方面保持一致性。另在编制过程中：① 符合相关法律法规、现行国家标准和技术法规的要求；②符合食品安全法、国家相关食品的安全标准要求。
编制依据：
1.相关的政策法规；《中华人民共和国标准化法》；《安徽省地方标准管理办法》（皖市监发[2019]32号）。
2.相关标准：《食品安全国家标准 食品中农药最大残留限量》GB/T 2763-2021等。

	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、原理、试术语和定义、试剂和材料、仪器和设备、试样制备、分析步骤、分析结果的表述、精密度、其它和附录组成。其中“分析步骤”体现出方法的具体操作和检测的详细内容，“分析结果的表述、精密度和其它”重点说明本方法的计算和方法的精确度水平。
主要技术指标、参数：
方法原理：采用超高效液相色谱-质谱/质谱法技术建立了同时测定芽菜类蔬菜中喹诺酮类物质的方法。样品经0.3％甲酸-乙腈溶液提取，提取液经PRiME HLB小柱净化后，采用C18色谱柱分离，以乙腈-0.1％甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，在电喷雾正离子模式下，多反应监测（MRM）模式测定，基质外标法定量。
（1）提取条件
试验对乙腈、0.1％甲酸-乙腈、0.2％甲酸-乙腈、0.3％甲酸-乙腈、0.5％甲酸-乙腈、0.8％甲酸-乙腈、1％甲酸-乙腈的提取效果进行了比较。由于豆芽试样中含有一定量的水分，提取液与水混溶，给定容体积带来了不确定性，因此，试验同时比较加入盐使有机相分层后的提取效果。加盐提取的不同甲酸―乙腈浓度时的提取回收率如下图：
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由图可知，恩诺沙星、奥比沙星、莫西沙星、妥苏沙星、西诺沙星和氟甲喹等6种化合物，每种提取剂的提取效果均较好。吡派酸的提取效果随着甲酸浓度增加，由37％上升到80％，选择1％甲酸-乙腈更适合，但麻保沙星、氟罗沙星等7种化合物的提取回收率明显下降。当0.3％甲酸-乙腈提取时，除培氟沙星的回收率为124％外，其余化合物的回收率为70％～120％，其中吡派酸的回收率为70％。当0.2％甲酸-乙腈提取时，除吡派酸为55％外，其它化合物的回收率均满足检验要求（73％～135％）。因此，为兼顾大多数化合物，试验选择0.3％甲酸-乙腈作为提取剂，同时加入NaCl分层。
（2）液相色谱条件
色谱柱：C18柱，2.1×50 mm，粒径1.8 μm；流速：0.3 mL/min；进样体积：1 μL；柱温：35 ℃。流动相：A相为0.1％甲酸溶液，B相为乙腈，梯度洗脱程序如下：
	时间/min
	VA
	VB

	0
	95
	5

	1.0
	95
	5

	2.0
	90
	10

	3.0
	87
	13

	5.0
	85
	15

	7.0
	35
	65

	8.0
	10
	90

	9.0
	10
	90

	9.1
	95
	95

	10.0
	95
	95


（3）质谱条件
毛细管电压：3000 V；离子源温度：230 ℃；干燥气流速：18 L/min；雾化气压力：35 psi；鞘气温度：335℃；鞘气流速：11 L/min。
（4）基质效应评价
基质效应（ME）是指在测定过程中，由于待测化合物的离子化效应被样品基质改变，从而响应信号受到增强或者抑制的现象。目前评价基质效应的方法有标准曲线法和相对响应值法，本文采用标准曲线法来考察喹诺酮类化合物在豆芽中的基质效应,ME=基质匹配溶液斜率/溶剂标准溶液斜率×100％。当ME＞115％时，为基质增强效应；当85％≤ME≤115％时基质效应可以忽略；当ME＜85％时为基质抑制效应。以绿豆芽为基质，进行基质效应研究，结果如下表：
	化合物
	ME绿豆芽/％
	化合物
	ME绿豆芽/％
	化合物
	ME绿豆芽/％

	吡派酸
	112
	洛美沙星
	89
	莫西沙星
	140

	麻保沙星
	115
	丹诺沙星
	160
	吉米沙星
	94

	依诺沙星
	138
	恩诺沙星
	87
	巴洛沙星
	110

	氟罗沙星
	86
	奥比沙星
	105
	妥苏沙星
	125

	诺氟沙星
	128
	加替沙星
	105
	西诺沙星
	115

	氧氟沙星
	93
	沙拉沙星
	80
	恶喹酸
	72

	培氟沙星
	155
	双氟沙星
	134
	萘啶酸
	94

	环丙沙星
	124
	司帕沙星
	73
	氟甲喹
	114

	甲硝唑
	98
	羟基甲硝唑
	91
	/
	/


由表可知，沙拉沙星、司帕沙星和恶喹酸为基质抑制效应；培氟沙星、诺氟沙星、培氟沙星等8种化合物为基质增强效应；氟罗沙星、氧氟沙星等13种化合物的基质效应可以忽略。基质效应的消除方法通常有基质匹配曲线、同位素内标、基质净化法等，本文选择基质匹配曲线法以减弱基质效应对待测物定量结果的影响。
（5） 定量限和线性范围
	化合物
	定量限/(μg/kg)
	线性范围/(μg/L)
	r2

	吡派酸
	1.0
	1.0～20.0
	0.998

	麻保沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	依诺沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.996

	氟罗沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	诺氟沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	氧氟沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.998

	培氟沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	环丙沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.995

	洛美沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.997

	丹诺沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	恩诺沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.995

	奥比沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.998

	加替沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	沙拉沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.998

	双氟沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.997

	司帕沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.993

	莫西沙星
	2.0
	2.0～20.0
	0.995

	吉米沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.994

	巴洛沙星
	1.0
	1.0～20.0
	0.997

	妥苏沙星
	2.0
	2.0～20.0
	0.999

	西诺沙星
	2.0
	1.0～20.0
	0.999

	恶喹酸
	0.5
	0.5～20.0
	0.998

	萘啶酸
	0.5
	0.5～20.0
	0.999

	氟甲喹
	0.5
	0.5～20.0
	0.998

	甲硝唑
	1.0
	1.0～20.0
	0.999

	羟基甲硝唑
	1.0
	1.0～20.0
	0.999


（6） 精密度和正确度
添加浓度为1倍、2倍、10倍定量限（LOQ），回收率范围和相对标准偏差（RSD）如下表，1倍、2倍、10倍LOQ时的平均回收率依次为81.0％～96.4％、84.9％～98.1％、88.0％～102.2％，RSD≤12.4％。满足标准GB/T 27417-2017对精密度和正确度的要求。
	化合物
	空白豆芽基质加标浓度

	
	1倍LOQ
	2倍LOQ
	10倍LOQ

	
	回收率、平均回收率、RSD/%
	回收率、平均回收率、RSD/%
	回收率、平均回收率、RSD/%

	吡派酸
	69.1～90.4；81.6；9.1 
	77.0～104.6；86.2；12.0 
	80.3～98.6；90.1；7.5 

	麻保沙星
	83.9～96.5；90.0；5.2 
	74.0～98.6；87.2；10.8 
	87.0～98.8；91.8；4.4 

	依诺沙星
	78.4～91.4；84.6；6.9 
	74.3～94.9；87.3；9.1 
	75.3～96.2；88.5；8.5 

	氟罗沙星
	80.2～98.4；90.1；7.7 
	79.8～96.9；91.2；7.0 
	80.4～99.6；90.1；8.8 

	诺氟沙星
	78.5～90.4；84.8；6.4 
	74.5～94.5；85.3；8.8 
	80.1～99.5；88.0；8.1 

	氧氟沙星
	72.0～93.4；86.4；9.2 
	81.9～99.0；89.8；7.2 
	80.7～97.0；90.4；7.0 

	培氟沙星
	78.7～94.3；87.0；7.0 
	80.0～99.4；90.2；7.8 
	81.5～98.4；90.6；6.2 

	环丙沙星
	68.1～91.0；81.0；12.1 
	74.9～94.4；85.7；7.7 
	80.9～98.0；91.4；8.1 

	洛美沙星
	76.8～98.9；89.3；9.3 
	78.9～98.4；90.0；8.0 
	76.1～98.2；90.6；8.7 

	丹诺沙星
	82.5～98.7；90.1；5.9 
	79.4～94.0；86.5；7.7 
	81.6～108.2；93.0；10.1 

	恩诺沙星
	82.8～98.9；91.3；7.4 
	83.0～98.9；90.3；7.5 
	80.7～109.2；92.8；10.3 

	奥比沙星
	83.0～98.4；91.9；6.9 
	83.4～98.9；90.0；6.8 
	80.9～100.9；92.1；7.6 

	加替沙星
	86.1～99.8；93.7；5.4 
	83.4～99.0；94.0；6.7 
	80.2～103.1；91.6；9.0 

	沙拉沙星
	86.3～98.6；92.4；5.4 
	78.9～99.0；91.4；8.7 
	80.6～98.1；90.7；7.2 

	双氟沙星
	84.6～99.3；93.1；5.7 
	84.8～97.9；91.1；5.7 
	80.7～107.0；91.6；10.3 

	司帕沙星
	86.5～106.0；95.1；7.0 
	80.3～96.4；89.7；6.2 
	78.1～100.7；90.2；10.1

	莫西沙星
	90.4～103.2；95.6；5.3 
	80.6～103.0；90.6；9.9 
	80.1～101.3；91.5；7.9 

	吉米沙星
	74.7～91.0；83.3；7.6 
	73.8～93.5；84.9；8.4 
	82.0～96.5；90.1；5.6 

	巴洛沙星
	68.0～92.5；83.0；10.6 
	78.5～98.9；89.3；8.6 
	80.2～97.5；90.3；6.8 

	妥苏沙星
	89.4～99.0；94.4；4.2 
	76.7～100.3；87.0；10.4 
	81.0～98.0；90.9；6.2 

	西诺沙星
	88.1～104.8；96.4；6.7 
	77.4～97.8；90.9；8.7 
	90.2～112.0；102.2；7.8 

	恶喹酸
	81.1～108.4；92.9；11.7 
	84.2～101.4；91.1；7.0 
	79.6～102.9；90.2；11.1 

	萘啶酸
	80.3～100.8；92.4；9.5 
	88.5～109.1；98.1；8.5 
	80.9～98.2；95.8；8.7 

	氟甲喹
	84.0～99.7；91.6；7.7 
	84.8～103.1；93.8；7.6 
	90.9～111.6；96.7；8.0 

	甲硝唑
	77.0～90.6；85.1；6.4 
	81.9～104.9；95.2；8.0 
	80.4～109.7；95.6；12.4 

	羟基甲硝唑
	75.9～89.0；83.1；6.5 
	78.7～98.4；90.6；7.6 
	81.0～105.2；92.2；9.7 


（7）实验室间方法验证
本文件形成草案后，于2021年12月，在3家实验室进行验证试验，添加浓度为1倍、2倍、10倍定量限，每个加标浓度平行测定6次。
正确度度是验证方法检测结果准确与否的重要指标，以样品基体加标后测定回收率的方式来考查方法的准确度，回收率为80.1％～102.4％。各实验室在重复性条件下，用6次独立测试结果的重复性变异系数（RSD）评价测定结果的精密度，RSD在4.7％以下。各验证实验室的重复性检测结果的精密度符合标准GB/T 27417-2017的要求。
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	本标准不涉及任何专利。
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	本标准没有采用国际标准。 
本标准制定过程中未查到同类国内外标准。 
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	标准一经发布，在安徽省范围内组织实施，并按标准实施保护。
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