附件7

《广西食品安全地方标准

甜茶中甜茶苷含量的测定》编制说明
一、 工作概况

(一)任务来源：本课题依据“自治区卫生健康委办公室关于印发2020年广西食品安全地方标准项目计划的通知”（2020年5月9日）及广西食品安全地方标准制修订项目委托协议书（桂地标食2020003号），开展标准制定工作。
（二）负责制定单位：广西壮族自治区疾病预防控制中心。
（三）本标准合作单位：广西轻工产品质量检验站、桂林莱茵生物科技股份有限公司

（四）本标准主要起草人：甘宾宾、白  芸、李永芳、陆建梅、易永基、蒋志维、廖艳华、周能志、梁  川、张  瑞。

（五）简要起草过程: 按照广西卫健委和项目委托协议书的要求，本标准负责制定单位与合作单位协商，于2020年5月成立了标准制定起草小组，标准主要起草人员认真学习了中华人民共和国标准法、标准化工作导则汇编、标准制定和产品标准编写规定等有关文件资料，研究确定具体实施方案。首选广泛收集了有关甜茶中甜茶苷的检测技术、相关标准和相关文献资料，采集我区的金秀、平乐、灵川等区内不同地区甜茶样品，全面了解有关“甜茶”的货物来源、生产加工过程、供销、贮存等环节，广泛征求意见。通过对不同产地、不同时期的“甜茶”样品中甜茶苷检测方法进行系统的分析研究，确定制定甜茶中甜茶苷含量检测标准的具体内容。按照GB/T1.1－2020及国家的相关规定，标准中主要包括范围、原理、试剂、仪器设备、分析步骤、色谱条件、前处理方法及有关图谱、精度等内容。通过实验和摸索，草拟甜茶中甜茶苷含量测定方法的修改稿。在2020年10月完成对甜茶中甜茶苷含量测定方法的验证（送检三家同级检验机构实验室验证），同时邀请5-10位区内有关监管部门、检验机构、有关企业及行业协会等有关专家征求意见，根据反馈意见修改形成送审稿报送广西卫生健康委员会食品安全地方标准评审委员会秘书处。

二、标准制定的目的和意义

甜茶（Rubus Suavissimus S. Lee），又名甜叶悬钩子，是蔷薇科悬钩子属的一种植物，为广西九万大山地区（包括大苗山和大瑶山）的特产植物，多产于广西金秀、平乐、融安、乐业、环江等地，生长于海拔500至1000米的丘陵山地常绿阔叶林或沟谷、林缘、灌丛中。

甜茶在我国的食用历史悠久，在国外也有一些国家将甜茶作为普通食品、新食品原料来应用。欧盟已将甜茶列入新型食品目录中,甜茶的市场前景和科研前景都非常广阔，可以产生巨大的经济效益。

广西仙草堂制药有限责任公司为国内首家向国家卫健委成功申办甜茶新食品原料的企业，该企业经食品安全性风险评估，确定婴幼儿、孕妇、哺乳期妇女以外的其他人群食用量≤5g/d的甜茶干品是安全的。2019年广西壮族自治区轻工产品质量检验站和广西仙草堂制药有限责任公司制定了广西的《食品安全地方标准 甜茶》。该地标选择了甜茶苷作为甜茶的特征性指标。

甜茶苷（Rubusoside,又称甜茶素）是甜茶中特有的活性成分，也是构成甜茶甜味的主要成分，其甜度约为蔗糖的300倍，热量为蔗糖1%,是理想的甜味替代品。尤其适用于糖尿病、高血压、肥胖症、高血脂等患者以及不宜食糖人群，广泛用于食品、饮料、冷藏制品、调味品、医药工业、保健品、美容化妆品、天然非糖甜味剂等。目前，甜茶中甜茶苷的测定还没有相对应的国标、行标和地标。《食品安全地方标准 甜茶》中“甜茶苷”的检测方法，原采用了“T/CCCMHPIE 1.40—2018”方法，而“T/CCCMHPIE 1.40—2018植物提取物 甜茶苷” （中国医药保健品进出口商会团体标准）中的检测方法是针对“甜茶的叶子为原料，经水煮提取、纯化、干燥、包装等工艺精制而成的提取物（含量≥90%）”的测定方法。此法不适用于该地标中甜茶样品的检测。《食品安全地方标准 甜茶》制定过程中，由于时间和经费有限，故对“甜茶”标准附录中的甜茶中甜茶苷的测定方法的摸索研究还需补充更多数据进行完善，对于重新制定的方法，还需进行摸索和验证。本标准是《食品安全地方标准 甜茶》的配套检测方法。

为确保甜茶产品中的甜茶苷成分检测方法能够得到较为准确、可靠和科学的确证，为保证甜茶产品的质量与安全等，亟待建立与食品安全地方标准中甜茶样品相适应的检测方法，以满足实际检测的需要，同时作为这一特色食品的组织生产、品质控制、贮运、销售等相关过程中执行的依据，制定该检测方法的食品安全地方标准已经成为较紧迫的任务。

对广西的甜茶这一特色食品进行标准化规范化的管理，即重点抓住广西当地有发展前景的优秀农产品项目，从生产质量标准入手，健全和完善符合国内外市场和农产品质量安全的生产技术规程及有关标准体系，以适应国内外同行的标准化建设要求，为促进区域农业，提高区域创新能力和竞争力提供了技术支撑，对加强东盟自由贸易区标准合作与相互支持，应对国际技术性贸易壁垒，推进名牌和标准化的战略，扩大出口创汇，促进中国-东盟自由贸易区建设和“一带一路”贸易健康发展，促进广西经济和社会发展等具有重要的社会和经济效益。

三、与我国、我区有关法律法规及其他标准的关系

课题组查阅了国内及全国各省份有关标准，包括国内外专门针对甜茶苷的法规及食品安全标准，以及全国各省有关甜茶苷的行业和地方标准。目前尚未有关于甜茶中甜茶苷测定的国标、行标、地标等。本标准是《食品安全地方标准 甜茶》的配套标准。

四、国外、国内有关法律法规及标准情况的说明

本标准的制定主要基于T/CCCMHPIE 1.40—2018、GB/T16631、GB/T 6041、GB/T 1.1—2020等国家标准及团体标准及国内外参考文献的主要技术指标做为参考，同时也参考了类似产品甜菊糖苷的检测方法，如：日本食品添加物公定书（第八版）-2009及国际食品法典委员会（CAC）推荐的JECFA2016甜菊糖苷检测方法。结合广西甜茶的特点，制定与实际应用相适应的检测方法，保证检验方法的可靠、准确、实用，确保不同产地原料，不同厂家的产品的质量及安全的需求。

五、本标准起草原则

为了制定与《食品安全地方标准 甜茶》相配套的甜茶苷含量的测定标准。按照标准与国内外相关标准接轨的原则，参考了相关的国内外参考文献的主要技术指标及国家标准、行业标准及地方标准的主要技术指标以及检验方法。并结合广西甜茶的特点，遵循科学性、适用性、先进性的原则，力求做到科学规范、指标准确、操作易行，既与国家标准接轨，又符合广西区情。

六、国内外检测方法及标准技术情况

近些年来国内关于甜茶苷的测定方法主要采用高效液相色谱法、液相色谱-质谱法等。美国、日本等国家也主要采用了类似检测技术。

本标准通过实验条件的摸索，采用高效液相色谱分离技术结合紫外检测器（包括二极管阵列检测器）进行定性定量，液相色谱-质谱联用技术进行定性确证，方法简单快速、选择性强、重现性和回收率较好，样品中甜茶苷的定性定量未受到杂质干扰影响，分析方法适用于成分较复杂的甜茶样品的检测。

七、样品前处理、色谱条件的选择及各指标检测

1.基本信息 

甜茶苷基本性质见表1

表1甜茶苷基本信息

	名称
	性质
	英文名称
	CAS NO.
	分子式及分子量
	结构式

	甜茶苷

(甜茶素）
	吸湿性结晶，熔点198℃，旋光度-39.3°(c=5.7，水)。可溶于：水、乙醇、甲醇、乙腈、二甲基亚砜，不溶于：石油醚、氯仿、苯、甲苯、二氯甲烷。
	Rubusoside
	64849-39-4
	C32H50O13（642.73）
	[image: image1.png]o
I

HOmu

HO






2.样品制备

取适量样品(样品分别采于平乐、灵川、荔浦、金秀等)，用粉碎机将

样品打成粉未状，过80目筛待测。

3.样品提取溶剂的选择

综合各参考文献和实际条件，我们选择了常用的甲醇、乙腈、乙醇、水溶剂，按不同比例对样品进行提取，同一份均匀样品各取约1g（3个平行样）于150mL锥形瓶中，加入各比例溶剂约70mL，置85℃水浴提取60min（水浴达到85℃后计时），取出锥形瓶立即冷水冷却至室温，全量转移至100mL容量瓶，用相对应溶剂多次重复冲洗锥形瓶，洗液一并转移至容量瓶中，用相对应溶剂定容至刻度，摇匀，静置，取适量上清液过0.45μm滤
	甲醇︰水（V:V）
	0︰100
	20︰80
	40︰60
	60︰40
	70︰30
	80︰20
	90︰10
	100︰0

	甜茶苷均值（g/100g）
	4.76
	4.88
	　

4.96
	5.00
	　

5.06
	　

5.01
	　

4.90
	　

4.8

	乙醇︰水（V:V）
	0︰100
	20︰80
	40︰60
	60︰40
	70︰30
	80︰20
	90︰10
	100︰0

	甜茶苷均值（g/100g）
	4.76
	4.88
	4.97
	5.03
	4.99
	4.90
	4.88
	3.79

	乙腈︰水（V:V）
	0︰100
	20︰80
	30︰70
	40︰60
	50︰50
	60︰40
	80︰20
	100︰0

	甜茶苷均值（g/100g）
	4.76
	4.97
	5.04
	5.01
	4.60
	4.50
	4.31
	1.39


膜，滤液供HPLC检测。甜茶苷检测结果见表2。

表2 各溶剂提取甜茶苷含量

从表2中可知，甜茶在70%甲醇、60%乙醇、30%乙腈的溶剂提取时，样品中甜茶苷的提取率最高。因考虑到乙腈的毒性较大，不利于环保，同时价格也较贵，70%甲醇提取液与流动相最为接近等因素，实验选择70%甲醇做为样品提取液较合适。

4.加热回流提取法提取时间、温度的选择

用70%甲醇为样品的提取溶剂，对同一甜茶苷样品各取约1g（三个平行样）于150mL的锥形瓶，加入70%甲醇约70mL，分别在50℃、60℃、70℃、80℃、90℃和30min、40min、50min、60min、70min、90min进行提取，取出锥形瓶立即冷水冷却至室温，全量转移至100mL容量瓶，用70%甲醇多次重复冲洗锥形瓶，洗液一并转移至容量瓶中，用70%甲醇定容至刻度，摇匀，静置，取适量上清液过0.45μm滤膜，滤液供HPLC检测。甜茶苷检测结果见表3。
表3 加热回流法不同时间、温度提取甜茶中甜茶苷含量

	 
	　加热回流时间（min）

	
	　30
	　40
	　50
	　60
	　70
	　90

	　温度（℃）
	　甜茶苷均值（g/100g）

	50
	4.53
	4.58
	4.62
	4.62
	4.67
	4.79

	60
	4.63
	4.70
	4.70
	4.80
	4.89
	4.95

	70
	4.95
	4.97
	5.00
	5.01
	5.01
	5.02

	80
	4.96
	4.97
	5.01
	5.06
	5.02
	5.01

	90
	4.98
	5.00
	5.02
	5.03
	5.02
	5.01


从实验中可知，当温度在70℃以上，提取时间在50 min以上时，样品中甜茶苷的提取含量已经趋于最大值并基本一致，考虑到各样品可能的差异及溶剂的沸点等因素，实验选择80℃，60 min作为加热回流提取条件较合适。

5.超声提取法提取时间的选择

用超声波清洗器（500W，40KHZ），取与加热回流提取法同一批甜茶苷样品约1g（三个平行样）于150mL带磨口塞的锥形瓶中，加入70%甲醇约70mL，分别超声提取20min、30min、40min、50min、60min、130min，取出锥形瓶冷却至室温，全量转移至100mL容量瓶，用70%甲醇多次重复冲洗锥形瓶，洗液一并转移至容量瓶中，摇匀，静置，取适量上清液过0.45μm滤膜，滤液供HPLC检测。检测结果见表4。

表4 超声提取法不同时间提取甜茶苷含量

	
	超声提取时间（min）

	
	20
	30
	40
	50
	60
	130

	序  号
	甜茶苷均值（g/100g）

	样1
	4.70
	4.86
	4.99
	5.04
	5.06
	5.05

	样2
	4.71
	4.83
	5.04
	5.05
	5.05
	5.06

	样3
	4.72
	4.82
	5.03
	5.06
	5.05
	5.04

	平均值
	4.71
	4.84
	5.02
	5.05
	5.05
	5.05


从实验可知，超声提取在50min以上，样品中甜茶苷提取含量趋于最大值并基本一致，检测结果与加热回流提取基本一致，考虑到各样品可能的差异等因素，实验选择超声60 min作为提取时间条件较合适。

6色谱条件的选择

1).流动相的选择

国内外甜茶苷的检测主要使用高效液相色谱法，所采用的流动相主要包括用乙腈、甲醇、磷酸溶液、磷酸盐溶液、三氟乙酸溶液、甲酸溶液等按不同比例混合。根据实验室的实际情况，考虑到乙腈毒性较强，对环保不利，价格较贵，三氟乙酸腐蚀性较强，为防溶剂效应等因素，通过实验比较，选择了与提取液最为相近的甲醇﹣0.1%磷酸水（70∶30，V/V）为流法相，采用该流动相对标准和各样品进行了检测，所测项目与杂质得到较好的分离，峰形较好。标准与样品色谱图见图1、图2。
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图1甜茶苷标准色谱图
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图2甜茶中甜茶苷色谱图

2).检测波长的选择

配制浓度为308 μg/mL的甜茶苷标准溶液，在确定的流动相条件下，通过二极管阵列检测器获得190 nm～900 nm波长范围内甜茶苷标准溶液紫外光谱图（见图3），从图中可知，甜茶苷在200 nm处有最大吸收，考虑到在200 nm处溶剂及杂质会有效大的响应，为减少干扰，故选择210 nm为甜茶苷测定时的检测波长，在此波长下，甜茶苷的响应值也效大，峰形较好。
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图3甜茶苷紫外光谱图

3).色谱柱的选择

化合物在色谱柱中的保留值依不同键合相的性质而有所不同，并且通常随着键合相键长增加或键合相的疏水性增强而增大。长链烷基键合相有较高的碳含量和较好的疏水性，对于各种类型的样品分子均有较强的适应能力。甜茶苷可溶于水、甲醇等，因此选用最常用的C18 色谱柱进行分析。

采用四种通用型、高惰性的C18色谱柱，包括资生堂公司CAPCELL PAK C18 MGⅡ（4.6 mm×250 mm，5 µm）、安捷伦公司Alltima C18（4.6 mm×150 mm，5 µm，）、Waters公司Diamonsil C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）、绿百草LUBEX Kromasil C18（4.6 mm×250 mm，5 µm）对甜茶苷进行HPLC测定，测定结果均达到分析要求，四种C18色谱柱用于甜茶苷的测定均较理想。

7.校准曲线、线性范围和相关系数

精密称取适量甜茶苷对照品（98%,CAS号：64849-39-4），加入70%甲醇溶解稀释配制成标准液，按标准所选色谱条件做线性回归方程和相关系数（每个点进样6次，取峰面积平均值），以甜茶苷对照品的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标。所测结果见表5。
表5甜茶苷的校准曲线
	标准溶液浓度（mg/mL）     
	甜茶苷峰面积值
	峰面积
均值
	峰面积
RSD（%）

	0.002711
	27.4274
	27.4870
	27.2883
	27.4600
	27.5800
	27.3456
	27.5480
	0.83

	0.1355
	391.79541
	392.3142
	391.55597
	392.53558
	390.67139
	391.34613
	391.7025
	0.17

	0.2711
	762.91614
	763.23145
	762.53467
	763.88867
	761.10449
	763.86255
	762..9230
	0.14

	0.4066
	1133.31921
	1134.9397
	1135.6787
	1134.20007
	1135.63403
	1134.65442
	1134.7377
	0.08

	0.5421
	1507.68677
	1508.66211
	1507.79517
	1508.09058
	1507.00098
	1506.07129
	1507.5512
	0.06

	1.0842
	2992.70117.
	2991.5957
	2990.86621
	2991.45605
	2992.92676
	2993.70605
	2992.2087.
	0.04

	2.1684
	5964..72
	5965.63
	5963.92969
	5964.67
	5962.87
	5962.71
	5964.0883
	0.02

	校准曲线
	数学方程     y  =2741.2x +20.34
线性范围  0.002711mg/mL～ 2.1684mg/mL
相关系数  r=1.0000


从表5中说明，在0.002711mg/mL～ 2.1684mg/mL范围内，甜茶苷的线性良好，经查阅相关文献和实际样品检测，甜茶中甜茶苷含量一般在2.5 g/100g～6 g/100g之内，即取样量约1g，定容100mL时，甜茶苷浓度在0.1mg/mL～ 1.0mg/mL范围内的校准曲线已经能够满足日常检测的需要。因此，标准中标准曲线各点浓度可设定在0.1mg/mL～ 1.0mg/mL之间的5个点，本标准选择了0.1mg/mL～ 0.8mg/mL之间的5个点。

8.方法的精密度和检测结果

取约1g粉碎的甜茶1号样品，同一天内按标准所选定的加热回流法和超声提取法方法各处理样品6份，按标准所选定的色谱条件测定。表6为检测结果。

表6精密度实验结果
	序号
	加热回流提取法
	
	超声提取法

	
	甜茶苷含量
（g/100g）
	甜茶苷保留时间(min)
	时间精密度RSD（%）
	含量精密度
RSD（%）
	
	甜茶苷含量
（g/100g）
	甜茶苷保留时间(min)
	时间精密度RSD（%）
	含量精密度
RSD（%）

	1
	5.38
	12.878
	
	
	
	5.34
	12.872
	
	

	2
	5.33
	12.868
	
	
	
	5.33
	12.865
	
	

	3
	5.41
	12.873
	0.11
	0.37
	
	5.38
	12.866
	0.20
	0.42

	4
	5.36
	12.881
	
	
	
	5.33
	12.907
	
	

	5
	5.39
	12.893
	
	
	
	5.32
	12.929
	
	

	6
	5.32
	12.905
	
	
	
	5.34
	12.883
	
	


取约1g粉碎的甜茶2号、3号、4号样品，按标准所选定的加热回流法和超声提取法方法各处理样品6份，按标准所选定的色谱条件测定甜茶苷含量。检测结果见表7。

表7   2号、3号、4号样品甜茶苷含量
	样品名称
	加热回流提取法  时间精密度  含量精密度
	
	超声提取法     时间精密度  含量精密度

	
	甜茶苷含量均值   RSD(%)      RSD(%)
（g/100g）
	
	甜茶苷含量均值   RSD(%)     RSD(%)
（g/100g）

	2号样品
	4.99          0.10          0.33
	
	4.97           0.19        0.38

	3号样品
	5.45          0.11          0.35
	
	5.40           0.18        0.40

	4号样品
	5.75          0.10          0.37
	
	5.72           0.20        0.37


表6和表7的结果，加热回流和超声提取这两种提取方法甜茶苷含量基本一致，两种方法的保留时间精密度RSD分别为0.10%～0.11%、0.18%～0.20%，甜茶苷含量的精密度RSD分别为0.33%～0.37%、0.37%～0.42%，所选提取和检测条件检测结果精密度较好，能够满足实际检验的要求。

9.方法的准确度
取甜茶苷对照品（纯度85%,4℃冰箱保存）约650mg置250mL容量瓶中，加入70%甲醇溶解定容配制成储备液(溶液浓度约2.21mg/mL)。取甜茶粉末1号样品约500mg于36个150mL锥形瓶中，分成两组（各组18份），第一组分别加入储备液 5.00mL、10.00mL、20.00mL于18个锥形瓶中（每个浓度加6份样品），分别再加入70%甲醇35 mL、30 mL、20 mL（使各瓶中样品提取液均约为40mL），按所选定的加热回流提取法提取，测定；另一组重复以上加标步骤（18份）按所选定的超声提取法提取，测定。检测结果见表8。

表8 回收率实验结果
	本底值
（g/100g）
	加热回流提取法
	
	超声提取法

	
	加标浓度
（g/100g）
	测得值(g/100g)
	回收率（%）
	精密度
RSD（%）
	
	加标浓度
（g/100g）
	测得值(g/100g)
	回收率（%）
	精密度
RSD（%）

	5.36（加热法）
	2.2075 
	7.6051 
	101.70 
	0.79
	
	2.2017 
	7.5628 
	100.96 
	0.41

	5.34（超声法）
	2.2150 
	7.5729 
	99.91 
	
	
	2.1967 
	7.5615 
	101.13 
	

	
	2.1694 
	7.5325 
	100.14 
	
	
	2.1843 
	7.5261 
	100.09 
	

	
	2.2087 
	7.6062 
	101.70 
	
	
	2.2279 
	7.5911 
	101.04 
	

	
	2.2101 
	7.5860 
	100.72 
	
	
	2.2119 
	7.5667 
	100.67 
	

	
	2.2070 
	7.5720 
	100.23 
	
	
	2.2262 
	7.5751 
	100.40 
	

	
	4.3712 
	9.7747 
	100.99 
	0.50
	
	4.4308 
	9.8660 
	101.70 
	0.69

	
	4.3859 
	9.7692 
	100.53 
	
	
	4.4387 
	9.8501 
	101.61 
	

	
	4.4140 
	9.8168 
	100.97 
	
	
	4.3260 
	9.7179 
	101.20 
	

	
	4.4596 
	9.8354 
	100.35 
	
	
	4.3201 
	9.6712 
	100.26 
	

	
	4.4329 
	9.8597 
	101.51 
	
	
	4.3685 
	9.7094 
	100.02 
	

	
	4.3801 
	9.7466 
	100.15 
	
	
	4.3628 
	9.7376 
	100.80 
	

	
	8.7372 
	14.1331 
	100.41 
	0.77 
	
	8.3604 
	13.6970 
	99.96 
	0.30

	
	8.8262 
	14.1188 
	99.24 
	
	
	8.6895 
	13.9722 
	99.34 
	

	
	8.8702 
	14.0704 
	98.20 
	
	
	8.7378 
	14.0384 
	99.55 
	

	
	8.8153 
	14.1715 
	99.96 
	
	
	8.8246 
	14.1133 
	99.42 
	

	
	8.7943 
	14.1111 
	99.51 
	
	
	8.6556 
	13.9703 
	99.71 
	

	
	8.7789 
	14.0525 
	99.02 
	
	
	8.7402 
	14.0217 
	99.10 
	


10.方法的检出限和定量限

取样品色谱图（n=20次）中甜茶苷出峰时间前或后约1分钟内噪音的3倍计算检出限，噪音的10倍计算定量限。

表9检出限和定量限
	检出浓度
（mg/mL
	定量浓度
（mg/mL）
	检出限
（g/100g）
	定量限
（g/100g）
	备注

	0.0016
	0.0053
	0.016
	0.053
	取样量1g,定容至100mL


11.液相色谱-质谱确证实验

     根据甜茶苷的分子结构，及国内外相关资料，选择电子喷雾离子源（ESI）作为电离模式，将甜茶苷的标准品溶液通过全扫描方式找出其母离子，使用子离子扫描（Daughters Scan）的方式选择待征离子，母离子选准分子离子m/Z 643或选其带入钠离子的准分子离子m/Z 665，实验过程逐步加大诱导碰撞能量，从20V、30V、40V、45V随着母离子丰度逐渐减少，子离子丰度逐渐增加，45V时，使得捕获子离子的测试灵敏度相应提高。获得子离子最大丰度，确定了其最佳诱导碰撞能量的范围，在MRM方式中进一步调整碰撞能量，最后选择甜茶苷的碎片离子中存在的碎片离子m/Z481、m/Z319作为定性离子。本标准所用的液相色谱-质谱仪为安捷伦三重四极杆液-质谱联用仪（G6495），离子源：电子喷雾离子源；监测模式：多反应监测（MRM）；离子源电压：3500V；检测模式：正离子模式；碰撞电压：45eV；支簇电压：5eV 。 色谱柱：AgilentZORBAX SB-C18 ；流速：0.2mL/min；柱温：35℃；流动相：甲醇︰0.1%甲酸水=70︰30；进样量:5uL

样品处理及标准配制采用已经确定的高效液相色谱法的方法。甜茶苷标准的离子流图和质谱图见图4、图5。按液相色谱-质谱的常规要求，表10对定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差做了相应要求。
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表10 定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差
	相对离子丰度（%）
	k>50
	50≥k>20
	20≥k>10
	k≤10

	允许的最大偏差（%）
	± 20
	± 25
	± 30
	± 50


12.标准溶液的有效期
    配制甜茶苷浓度约为2.00mg/mL的标准储备液，置于4℃±2℃冰箱中冷藏，分别于配制当天、配置后的5天、20天、40天、60天、70天、80天、90天取标准储备按标准方法当天配制，进行HPLC测定，甜茶苷的峰面积测定结果的RSD为0.15%<1%，说明甜茶苷标准溶液保存于4℃±2℃冰箱中放置三个月之内稳定。

八．验证试验

为验证方法的可靠性和有效性，本课题研究小组委托了南宁海关技术中心、广西壮族自治区产品质量检验研究院和广西分析测试研究中心3家单位，采用本标准的方法进行了验证实验。

本课题组与验证单位选用了同样的甜茶苷对照品（纯度85%,4℃冰箱保存）约650.0mg置250mL容量瓶中，加入70%甲醇溶解制定容制成储备液(溶液浓度约2.21mg/mL)。精密吸取储备液0.10 mL、0.5 0mL、1.00 mL、2.00 mL、3.00 mL、5.0 0mL分别至10mL容量瓶中，用70%甲醇定容至刻度，摇匀，配制成浓度约为0.0221 mg/mL、0.111 mg/mL、0.221mg/mL、0.442 mg/mL、0.663mg/mL、1.105mg/mL标准液，与储备液2.21mg/mL共七个点，按所制定标准的色谱条件做线性回归方程和相关系数（每个点进样6次，取峰面积平均值），以甜茶苷对照品的浓度(mg/mL)为横坐标，峰面积为纵坐标。检测结果填表11。

方法的检出限、定量限、检出浓度和定量浓度结果见表12。甜茶1号样品（6个平行样），采用标准中两种处理方法和色谱条件测定甜茶苷含量。精密度结果填表13。加标回收率和精密度结果见表14。四个甜茶样品测定比对结果见表15。HPLC-MS-MS确证实验结果见表16.

采用本标准方法，课题组与3家验证单位所测得的方法定量限浓度均值为0.053g/100g,检出限均值为0.016 g/100g，取均值做为标准的参考值。加标回收两种方法回收率分别为95.4%～104.6%和96.0%～104.9%，对应的RSD分别为0.1%～1.4％和0.3%～1.2%。4个实际样品测定结果相对标准偏差≤5.0%。液相色谱-质谱确证实验在满足标准中液相色谱-质谱条件下，选择的定性离子均为一致。通过验证说明本方法具有较高的稳定性、重复性、重现性，满足甜茶中甜茶苷分析的要求。

九．征求意见的采纳情况

本标准征求意见稿向区内7位相关专家征求了意见，共收到 35 条意见，其中一位专家无意见，采纳 15条意见，不采纳15条意见，部分采纳4条意见。具体见附件1。

表11  甜茶苷校准曲线
	
	课题组
	南宁海关技术中心
	广西产品质量检验研究院
	广西分析测试研究中心

	数学方程
	y=2726.8x+20.344
	y=2639.1x+31.637
	y=2728.3x+21.084
	Y=2752.9x+14.191

	线性范围
	0.0221mg/mL～2.21mg/mL
	0.0221mg/mL～2.21mg/mL
	0.0223mg/mL～

2.23mg/mL
	0.0221mg/mL～2.21mg/mL

	相关系数
	1.0000
	0.9999
	0.9999
	0.9999


表12  甜茶苷检出限、定量限、检出浓度和定量浓度

	             课题组
	南宁海关技术中心
	广西产品质量检验研究院
	广西分析测试研究中心
	平均值
	备注

	检出限
	0.016
	0.016
	0.017
	0.015
	0.016
	取样1g，定容至100mL

	（g/100g）
定量限
	
	
	
	
	
	

	
	0.053
	0.053
	0.057
	0.050
	0.053
	取样1g，定容至100mL

	（g/100g）
	
	
	
	
	
	

	检出浓度
	0.0016
	0.0016
	0.0017
	0.0015
	0.0016
	取样1g，定容至100mL

	（mg/mL）
	
	 
	
	
	
	

	定量浓度

（mg/mL）
	0.0053
	0.0053
	0.0057
	0.0051
	0.0053
	取样1g，定容至100mL


表13  甜茶苷精密度实验结果

	
	加热回流提取法

	
	甜茶苷含量

（g/100g）
	         甜茶苷保留时间

              (min)
	保留时间精密度

RSD（%）
	甜茶苷含量精密度
RSD（%）

	课题组
	5.32～5.41
	          12.868～12.905
	0.11
	0.37

	南宁海关技术中心
	5.31～5.39
	          11.395～11.418             
	0.07
	0.60

	广西产品质量检验研究院
	5.41～5.44
	          11.015～11.020
	       
	       0.10
	
	     0.20
	
	

	广西分析测试研究中心
	5.35～5.39
	          13.946～13.975
	       0.15
	       0.34

	
	
	超声提取法
	

	
	甜茶苷含量

（g/100g）
	甜茶苷保留时间

(min)
	保留时间精密度

RSD（%）
	甜茶苷含量精密度
RSD（%）

	课题组
	5.32～5.38
	12.865～12.929
	0.20
	0.42

	南宁海关技术中心
	5.36～5.49
	11.312～11.388
	0.26
	0.90

	广西产品质量检验研究院
	5.34～5.44
	11.019～11.031
	       0.10
	      0.60

	广西分析测试研究中心
	5.36～5.40
	13.905～13.976
	0.15
	0.32


表14  甜茶中甜茶苷加标回收率和精密度结果
	加热回流提取法

	课题组
	南宁海关技术中心
	广西产品质量检验研究院
	广西分析测试研究中心

	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)

	5.36
	2.17～2.22
	99.9～101.7
	0.79
	5.36
	2.14～2.19
	101.3～103.8
	0.3
	5.43
	2.18～2.30
	  95.4～98.7
	1.4
	5.37
	  2.57～2.66
	  98.3～99.8
	0.6

	5.36
	4.37～4.46
	100.2～101.5
	0.50
	5.36
	4.28～4.34
	9.84～9.90
	0.2
	5.43
	  4.15～4.38
	  96.2～99.4
	1.3
	5.37
	  3.87～4.35
	  98.1～99.7
	0.6

	5.36
	8.74～8.87
	98.2～100.4
	0.77
	
	8.45～8.57
	102.0～  104.6
	0.3
	5.43
	  8.51～8.90
	  97.5～99.5
	0.8
	5.37
	  7.52～8.46
	  99.2～99.7
	0.1

	超声提取法

	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)
	本底值(g/100g）
	加标浓度(g/100g)
	回收率(%)
	精密度RSD(%)

	5.34
	2.18～2.23
	 99.1～100.2
	0.41
	5.43
	2.17～2.22
	99.8～104.9
	0.7
	5.40
	 2.10～2.38
	 96.0～98.6
	1.1
	5.37
	 1.98～2.15
	 98.1～99.4
	0.4

	5.34
	 4.32～4.44
	 99.6～101.7
	0.69
	5.43
	4.28～4.37
	99.3～103.3
	0.5
	5.40
	 4.11～4.42
	 96.1～99.6
	1.2
	5.37
	 4.00～4.17
	 98.4～99.6
	0.5

	5.34
	 8.36～8.82
	 99.1～99.7
	0.30
	5.43
	8.74～8.88
	 97.1～102.2
	1.1
	5.40
	 8.55～8.87
	 96.1～97.7
	0.8
	5.37
	 7.72～8.09
	 98.6～99.6
	0.5


表15  四个甜茶样品测定结果 
	加热回流提取法甜茶中甜茶苷含量含量均值（g/100g）
	RSD

(%)
	超声提取法甜茶中甜茶苷含量含量均值（g/100g）
	RSD

(%)

	序号
	课题组
	南宁海关技术中心
	广西产品质量检验研究院
	广西分析测试研究中心
	
	课题组
	南宁海关技术中心
	广西产品质量检验研究院
	广西分析测试研究中心
	

	1号样品
	5.36
	5.36
	5.43
	5.37
	0.63
	5.34
	5.43
	5.40
	5.37
	0.72

	2号样品
	4.99
	4.92
	5.06
	5.00
	1.2
	4.97
	4.98
	4.96
	5.04
	0.72

	3号样品
	5.45
	5.47
	5.55
	5.45
	0.87
	5.40
	5.51
	5.52
	5.49
	1.0

	4号样品
	5.75
	5.73
	5.77
	5.75
	0.28
	5.72
	5.77
	5.79
	5.73
	0.79


表16  HPLC-MS-MS测定甜茶中甜茶苷结果

	检测部门
	仪器品牌
	色谱柱
	离子源
	监测模式
	离子源电压

(V)
	检测模式
	碰撞电压

(V)
	母离子

（m/z）
	子离子

（m/z）

	课题组
	安捷伦三重四极杆液质谱联用仪（G6495）
	AgilentZORBAX

C18
	ESI
	MRM
	3500
	正离子
	45
	643
	319、481

	南宁海关技术中心
	AB SCIEX QTRAP 5500
	SHIM-PACK XR-ODS Ⅲ
	ESI
	MRM
	5500
	正离子
	21/40
	643.4
	319.4、481.3

	广西产品质量检验研究院
	AB液相串联质谱仪5500
	ACCLAIM RSLC120 C18
	ESI
	MRM
	5500
	正离子
	46
	643
	319、481

	广西分析测试研究中心
	AB SCIEX QTRAP 5500
	十八烷基健合硅胶柱
	ESI
	MRM
	4500
	正离子
	25
	643.1
	319.1、481.1
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	序号
	标准章条编号
	提出单位
	姓名
	职称/职务
	意见及建议
	采纳与否其理由

	1

2

3

4

5

6

7

8
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	标准征求意见稿的编制说明
标准征求意见稿的编制说明
标准征求意见稿的编制说明
1

3.6
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5.2.1

5.3

8
	广西壮族自治区食品药品检验所
	许杨彪
	主任药师/科长
	表2， 表中 比例90:00错误，应为90:10。

P3页第3行：......中的检测方法是争对甜茶的叶子为原料......，“争”应为“针对”。
P5中，表2下的第1段文字：因考滤到......，“考滤”应为“考虑”。
P9中，加入70%甲醇溶解制定容制成储备液，应删除“制”。

P5中：4 加热回流提取法提取时间、温度的选择 一段中，样品应该加入回流瓶，而非锥形瓶，应与总结中回流瓶一致。
且甲醇的沸点65℃，当样品选择50℃、60℃至90℃时，回流的温度选择是否合理？
（1）缺乏实验样品的代表性，是否考虑将“甜茶”改为“广西甜茶”。
（2）建议将“当信噪比S/N=3、当信噪比S/N=10”删除。
删除“70%甲醇溶液：用甲醇与水按70︰30的比例配制”。

（1）标准规定标准品≥98%，编制说明中标准品纯度为85%。建议根据实际情况修改标准规定。
（2）“C32H50O13”与编制说明中的“C32H50O16”不一致，请核实。
“80℃水浴提取60min”改为“80℃水浴加热回流提取60min”。

线性范围（0.100mg/mL-0.800mg/mL）与编制说明中规定（0.1mg/mL-1.0mg/mL）不一致，请核实。
建议色谱图作为资料性附录。
	采纳，已修改。

采纳，已修改。

不采纳，锥形瓶即为回流瓶。提取液不是纯甲醇，65℃为参考值，从表3实验检测结果来合理选择，并得到多家单位验证。

不采纳。没有相关规定。

采纳，已删除。

部分采纳，85%不是市售常规标准。课题组已用≥98%标准验证。编制说明中“16”已修改。

不采纳，原稿较简明。

采纳，已经核实，（0.100mg/mL-0.800mg/mL）已能满足日常样品检测需要。

不采纳，需听取大部分专家意见。

	1

2

3

4

5

6
	2 原理

3试剂和材料

3.6 
3.9
9.1

结束线
	广西检验检疫标准化技术委员会
	赵永锋
	高工/副秘书长
	建议修改为：试样用甲醇溶液提取，高效液相色谱法测定，外标法定量。

建议增加“除另有规定外，所有试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682规定的一级水。”，删除3.2

删除“70%甲醇溶液：用甲醇与水按70︰30的比例配制”

建议改为：准确称取20mg（精确至0.01mg）

5μL
结束线不标准。
	不采纳，过于简单。

不采纳，原文表述较清楚。

采纳，已经删除。

不采纳，原稿已经明确。

采纳，已修改。

不采纳，该线由“TCS”版本产生。

	1

2
	1. 范围：本标准适用于甜茶中甜茶苷的测定
5.2.2超声提取法
	广西大学
	林莹
	教授/副院长
	建议修改为：本标准适用于甜茶（拉丁名）中甜茶苷的测定。
超声提取60min，建议给出超声强度。
	采纳，已增加拉丁名。

不采纳，在4.3已经给出相关数据。

	1

2

3

4

5
	3.3磷酸（H3PO4）: 分析纯。

5.2.1

5.2.2

7

9.2
	广西壮族自治区粮油质量检验中心
	柳永英
	高工/主任
	磷酸（H3PO4）: 优质纯。

…….置加热回流装置上，于80℃水浴提取60min（水浴温度达到80℃后开始计时），取出锥形瓶或圆底烧瓶立即用冷水冷却至室温，提取液全部转移至100mL容量瓶，用25mL70%甲醇溶液分多次重复冲洗锥形瓶或圆底烧瓶，……
…….用25mL 70%甲醇溶液分多次重复冲洗锥形瓶，洗液一并转移至容量瓶中，用70%甲醇溶液定容至刻度，摇匀，静置，…….

在重复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%。

…….其允许偏差不超过表2规定的范围……….
	不采纳，该试剂用量较少，分析纯已能满足要求。

部分采纳，已经修改。经过回流，转移，不一定加“25mL”可到刻度。

部分采纳，已经修改。经过回流，转移，不一定加“25mL”可到刻度。

采纳，已经修改。

采纳，已经修改。



	1

2

3

4

5

6

7

8

9
	3.6

5.2.1

5.4.1

5.4.4

5.5

7

8

9.1

编制说明
	广西食品药品检验所
	许有诚
	副主任药师
	“70%甲醇溶液：用甲醇与水按70︰30的比例配制”改为“。”

“置80℃水浴提取60min”改为“置80℃水浴回流提取60min”。

“250mm×4.5mm”改为“250mm×4.6mm”。

“检测波：210nm”改为“检测波长：210nm”。

“试样液”改为“试样溶液”。

“两次独立测定结果”改为“两次独立测定结果之差”。

图下图注：“图1”和“图2”后加空格。

“进样量:5uL”改为“进样量:5μL”。

1.“七.7.”表5中“相关系数r=1”改为“相关系数r=0.9999”，表5下方一段文字，字体有部分小四号、部分四号，请修改为一致。

2.“九”表11中“相关系数r=1”改为“相关系数r=0.9999”。
	采纳，已经修改。

不采纳，前面已经说明置加热回流装置上。

采纳，已经修改。

采纳，已经修改。

采纳，已经修改。

不采纳，后面已有“差”。

采纳，已经修改。

采纳，已经修改。

部分采纳，已修改。相关系数统一按仪器软件计算结果取小数点后4位。

	1

2

3


	七、5.超声提取法提取时间的选择

七、6.1).流动相的选择

七、10.方法的检出限和定量限


	广西壮族自治区产品质量检验研究院
	温韬
	高级工程师
	建议增加所采用超声波提取的温度和超声波功率。

6.1中图2甜茶中甜茶苷色谱图中3min，有个较高的色谱峰，是为何种物质，如果是溶剂峰，为何图1甜茶苷标准色谱图中没有，建议说明。

取样品色谱图（n=20次）中甜茶苷出峰时间前或后约1分钟内噪音的3倍计算检出限，噪音的10倍计算定量限。”应为仪器检出限，而非方法检出限。
	不采纳，按标准中4.3要求已能满足要求。

不采纳，该峰对检验结果没有影响。图2为样品，有较大的杂质峰为正常，标准不应出现。

不采纳，取样品色谱图的噪音，应为方法检出限。

	无
	无
	广西分析测试研究中心
	杨益林
	高级工程师
	无修改意见
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图4  甜茶苷标准质谱图
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图5  甜茶苷标准总离子流图
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