安徽省地方标准编制说明

	标准名称
	水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定液相色谱-串联质谱法

	任务来源
	安徽省市场监督管理局（原安徽省质量技术监督局）《关于下达2018年第一批安徽省地方标准制修订计划的函》 [皖质函（2018）326号]第160项

	负责起草单位
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所

	单位地址
	安徽省合肥市庐阳区农科南路40号

	参加起草单位
	农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）、阜阳市农产品质量安全监测中心、池州市农产品质量安全监测中心、合肥市农产品质量安全监测中心、繁昌县农业技术推广中心

	标准起草人

	序号
	姓名
	单位
	职务
	职称
	电话

	1
	董旭
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	
	助研
	0551-65160945

	2
	孙明娜
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	研究室副主任
	助研
	0551-65160945

	3
	褚玥
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	
	助研
	0551-65160945

	4
	童舟
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	
	助研
	0551-65160945

	5
	许四五
	池州市农产品质量安全监测中心
	主任
	高级农艺师
	18956699545

	6
	商鲁宁
	合肥市农产品质量安全监测中心
	副主任
	农艺师
	18919662892

	7
	范希芹
	阜阳市农产品质量安全监测中心
	办公室主任
	农艺师
	13515585329

	8
	高宗仙
	繁昌县农业技术推广中心
	
	高级农艺师
	18010751885

	9
	朱松涛
	潜山市植物检疫保护站
	
	农艺师
	13955699700

	10
	吴彩萍
	潜山市梅城镇农业技术推广站
	
	农艺师
	18156945789

	11
	王梅
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	
	研究员
	0551-65160945

	12
	段劲生
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	研究室主任
	副研
	0551-65160945

	13
	高同春
	安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）
	
	研究员
	0551-65160945

	编制情况

	1、编制过程简介

	2018年2月份本单位申报编制《水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定液相色谱-串联质谱法》地方标准，2018年8月6日参加由安徽省质监局举办的地方标准立项评估会答辩；2018年9月27日，收到安徽省质量技术监督局《关于下达2018年第一批安徽省地方标准制修订计划的函》（[皖质函（2018）326号]）之后，成立标准编制小组，成员由来自安徽省农业科学院植物保护与农产品质量安全研究所、农业部农产品质量安全风险评估实验室（合肥）、阜阳市农产品质量安全监测中心、池州市农产品质量安全监测中心、合肥市农产品质量安全监测中心、繁昌县农业技术推广中心。

制订任务下达后，编制小组制定了规范的编制计划、方法步骤和具体分工。2018年12月通过系统查阅了与真菌毒素在水果蔬菜中的分析方法、前处理技术，等相关技术资料，充分借鉴了国内外有关研究成果，经系统全面的整理，在对所收集的资料进行全面分析、比较的基础上，2018年3月通过试验研究，确定了水果蔬菜中六种链格孢霉毒素检测技术。2019年6月按照GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的要求和格式，经起草小组多次协商，起草了本规范。规范制订后，于2019年6月至7月间在上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所、江苏省农业科学院农产品质量安全与营养研究所进行了验证。

于2020年5月形成标准征求意见稿、编制说明及其它相关文件，报至安徽省市场监督管理督局挂网征求意见。

	2、制定标准的必要性和意义

	必要性：

第一、链格孢菌是污染水果蔬菜最普遍的真菌之一。它不仅可在田间、运输及贮藏过程中引起果蔬的霉变，还可在低温潮湿的环境下生长繁殖，导致冷藏水果、蔬菜的腐烂变质，产生并积累各种真菌毒素，甚至会迁移到相关加工制品中，引起潜在的食用风险。此外，链格孢菌属真菌可使果实内部腐烂而表皮无明显变化，不能通过清洗等操作去除链格孢霉毒素，进而增加了食用的安全隐患。
第二、链格孢霉毒素是水果蔬菜受链格孢菌侵染后产生次级代谢产物，根据化学结构和理化性质的不同可分为五类，不同的水果蔬菜中常见六种毒素包括交链格孢酚（Altemario, AOH），交链孢酚单甲醚（Altemariol methyl ether, AME）、交链孢烯（Altenue, ALT）、 腾毒素（Tentoxin, Ten）、细交链格孢酮酸（Tetramic acid, TeA）和细格菌素（Altenuesin, ALS）等。鲜食水果蔬菜的食用过程中消费者习惯会去除腐烂部位后直接食用健康组织，所以水果蔬菜中的真菌毒素污染并没有引起足够的重视。但已有研究表明，腐烂部位周围的健康组织也会有不同程度的真菌毒素检出，其中细交链格孢菌酮酸（Tetramic acid, TeA）、交链格孢酚单甲醚（Altemariol methyl ether, AME）和交链格孢酚（Altemario, AOH）在各类水果及其制品等食品中检出率较高，且已被证明具有强致癌性，相互间存在协同效应，是污染果蔬的主要链格孢霉毒素也是毒性较的链格孢霉毒素。
第三、目前链格孢霉毒素的研究主要集中水果蔬菜中三至五种链格孢霉毒素研究，现行有效的国际和我国标准还未规定链格孢霉毒素在饲料、食品及农产品中的限量值，检测标准目前仅我国制定了SNT 4259- 2015《出口水果蔬菜中链格孢菌毒素的测定 液相色谱-质谱质谱法》，但该标准分析步骤复杂，分析成本高，并且只能分析四种链格孢霉毒素。因此，应用液相色谱串联质谱仪开展水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的残留检测方法标准非常必要。

意义：

第一、水果、蔬菜在生长、采收、贮藏、运输、销售等过程中，易受到病原微生物污染，特别是在低温贮藏期间，由链格孢菌侵染引起的水果采后腐烂变质，产生并积累多种链格孢霉毒，当人或动物摄入被这些毒素污染过的农作物时，会对人类和动物的健康造成一定危害，已成为一种新的食品安全隐患，所以对链格孢霉毒的关注与研究有非常重大的意义。

第二、与传统方法相比，本试验采用基于QuEChERS原理的快速净化方法，结合超高效液相色谱串联质谱技术建立了水果蔬菜中六种链格孢霉毒素检测方法。该方法简便快速，灵敏度高，可操作性强，免去繁琐的SPE净化步骤，可以快速准确筛查水果蔬菜中的链格孢霉毒素。

第三、制定水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定标准规程，不仅可以更好地检测真菌毒素残留，从而更科学指导水果蔬菜特别是即食生鲜水果蔬菜的安全消费，而且能为制定相关行业标准或国家标准提供科学依据，为提高链格孢霉毒素监测技术提供技术支撑。

第四、该标准在保障我国农产品进出口、打破国外贸易壁垒、促进我国与其他国家的双边贸易、为解决相关贸易争端提供技术支持、实现农业的可持续发展以及创造更多社会经济效益等方面也具有重大意义。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系，特别是强制性标准的协调性

	本规范按照GB/T 1.1-2009 《标准化工作导则 第1部分： 标准的结构和编写规则》的要求编写。编制遵循“先进性、实用性、统一性”的原则，尽可能与国家标准接轨，注重了标准的可操作性，确保本规程能在全省实施。



	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述

	主要条款：
本标准的章节由：水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的检测方法标准的范围、规范性引用文件、原理、试剂与材料、主要仪器和设备、分析步骤、结果计算、方法的准确度和精密度以及相关附录9部分组成。其中条款六体现出方法的具体操作和检测的详细内容，条款七和八重点说明本方法的计算和方法的精确度水平。该标准的各项标准均符合国家有关法律法规，体系中主要的条款所遵循的基本原则，符合公开、公平、公正和诚实信用，依法高效的原则。
主要技术指标、参数：
本项目通过添加回收试验，优化组合应用溶剂提取、分散固相萃取净化技术和超高效液相色谱串联质谱检测技术，检测水果蔬菜中六种链格孢霉毒素，筛选出快速、准确、环保、经济的提取、净化方法，通过对提取试剂、吸附剂选择条件进行前处理优化、确定液相及质谱检测参数和检测条件。前处理方法试样用水和含0.1 %甲酸的乙腈混合溶液高速均质提取后，经分散固相萃取净化，用超高效液相色谱反相分离，三重四极杆质谱仪测定，外标法定量。方法在 0.01和0.2 mg/kg添加浓度的平均回收率分别为88.9%、91.4%（交链格孢酚）、89.8%、89.0%（交链孢酚单甲醚）、88.6%、88.4%（交链孢霉烯）、96.9%、89.4%（细格菌素）、90.5%、87.4%（细交链格孢酮酸）、87.4%、90.7%（腾毒素），重现性和精密度符合要求。

试验论证的论述：

方法成熟后与2019年6月份在上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所进行了验证，称取梨、葡萄、猕猴桃、苹果、柑桔、西红柿、黄瓜、白菜、辣椒匀浆混合试样2.5 g加入10 mL（含0.1%甲酸）乙腈和2.5mL超纯水，于50 mL聚四氟乙烯离心管中，12000r/min高速均质2分钟，加入3.0g无水硫酸镁和1.0g氯化钠，3000r/min涡旋2 min，室温静置10min后，4000r/min离心10分钟，移取上清液4.0 mL至10 mL离心管，氮吹近干，加入1 mL乙腈-5mM乙酸铵溶液复溶（20/80，v/v）,过0.22μm PTFE聚四氟乙烯滤膜，供UPLC-MS\MS测定，方法在 0.01和0.2 mg/kg添加浓度的回收率分别为97.5%、89.9%（交链格孢酚）、93.9%、95.6%（交链孢酚单甲醚）、85.3%、94.4%（交链孢霉烯）、95.8%、90.6%（细格菌素）、91.3%、92.6%（细交链格孢酮酸）、91.2%、93.7%（腾毒素）。2019年7月份在江苏省农业科学院农产品质量安全与营养研究所进行了验证，基质和前处理方法同上，方法在 0.01和0.2 mg/kg添加浓度的回收率分别为87.6%、93.6%（交链格孢酚）、91.9%、89.6%（交链孢酚单甲醚）、84.9%、90.2%（交链孢霉烯）、91.9%、89.6%（细格菌素）、88.9%、90.0%（细交链格孢酮酸）、94.3%、93.1%（腾毒素）。

通过以上过程，最终建立水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定的标准方法，为制定链格孢霉毒素限量标准提供技术支撑，从而满足日益增长的农产品质量安全监测需求，促进农产品安全生产与消费。

	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、作为推荐性标准或者强制性标准的建议及其理由

	鉴于目前国内外尚无关于《水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定液相色谱串联质谱法》的国家标准或行业标准，根据《标准化实施条例》，建议将《水果蔬菜中六种链格孢霉毒素的测定液相色谱串联质谱法》作为安徽省地方推荐性标准在全省农产品质量安全监测系统实施。


	9、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）

	为本标准的贯彻，建议：

1、 印发至地市的农业技术检测部门；

2、 结合项目实施，通过举办检验检测培训班，在检验部门开展技术培训，通过学术研讨，技术交流，检测能力验证等多种形式，扩大宣传。

3、建议使用日期为2019年-2028年。



	10、废止现行相关标准的建议

	 无

	11、其它应予说明的事项

	 无


附 图
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图1  交链格孢酚色谱图
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图2  交链孢酚单甲醚色谱图
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图3  交链孢霉烯色谱图
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图4  细格菌素色谱图
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图5  细交链格孢酮酸色谱图
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图6  腾毒素色谱图
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图7  交链格孢酚质谱图
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图8  交链孢酚单甲醚质谱图
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图9  交链孢霉烯质谱图
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图10  细格菌素质谱图
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图11  细交链格孢酮酸质谱图
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图12  腾毒素质谱图
安徽省地方标准征求意见汇总表

	序 号
	提 出 单 位
	标准条款
	意  见  内  容
	处理意见及理由

	1
	安徽化工研究院
	标题
	标题中液相色谱与5.1超高效液相色谱应一致
	采纳

	2
	安徽化工研究院
	正文
	除封面和前言外其他应标注页码
	采纳，模板固定无法增加页码，将在下一步文稿修订时增加

	3
	安徽化工研究院
	3.
	四级杆的“级”应修订为“极”
	采纳

	4
	安徽化工研究院
	4.13.1
	色谱乙腈应修改为乙腈或者色谱纯乙腈
	采纳

	5
	安徽化工研究院
	4.13.2
	色谱乙腈应修改为乙腈或者色谱纯乙腈
	采纳

	6
	安徽化工研究院
	4.13.3
	色谱乙腈应修改为乙腈或者色谱纯乙腈
	采纳

	7
	安徽化工研究院
	4.8
	交链孢酚单甲醚分子量需核查
	采纳，已核查

	8
	安徽化工研究院
	5.2
	应注明转速≥12000r/min
	采纳

	9
	安徽化工研究院
	5.3
	应注明转速≥4000r/min
	采纳

	10
	安徽化工研究院
	全文
	文本格式需要按规范再完善
	采纳

	11
	安徽农业大学
	题目
	删除题目中的“residues”
	采纳

	12
	安徽农业大学
	6.2
	部分数值和单位之间需要空一格，全文应保持一致
	采纳

	13
	安徽农业大学
	7.1
	 “残留量”改为“含量”
	采纳


