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	编制情况

	1、编制过程简介

	安徽省质量技术监督局下达“关于申报2017年安徽省地方标准制修订项目的通知（皖质函〔2017〕31号）”任务后，由安徽瑞思威尔科技有限公司联合安徽古井贡酒股份有限公司组织召开了《白酒中7种非挥发性有机酸的测定      超高效液相色谱-串联质谱法》地方标准制定研讨会，会议成立了标准制定小组，并经研讨，制定了标准研制推进计划，计划安排于2017年9月完成标准制定工作。标准制定小组依据标准制定程序和要求，查阅了国内外的相关资料，本着标准应符合我国国情，方便快速、实用性强的原则，对方法的技术参数进行了研制，按标准化工作导则编写标准检验方法和编制说明。

	2、制定标准的必要性和意义

	国内外对酒与健康的关系进行了广泛的研究，发现白酒中含有很多健康的功能性成分。在健康中国的背景下，提出了优化健康服务，发展健康产业的理念，以人民健康为目标的“三步走”战略目标，而白酒是生活中不可缺少的必需品，是人民感情的联络剂，所以对白酒中健康成分的研究十分必要。

安徽白酒酿造历史悠久，具有很高美誉度。近年来，我省白酒产业出现了恢复性发展，质量和效益显著提高，对推动地方经济发展做出了重要贡献。白酒产业是安徽传统优势产业，在全国占有重要的地位。安徽省高度重视白酒产业发展，明确指出科学合理引导全省白酒产业健康可持续发展。

非挥发性酸类物质的存在对白酒的风格特征具有重要的作用。目前有关酒体中挥发性香气物质的研究报道和标准比较完善，然而，酒体中存在丰富的非挥发性健康物质如苹果酸、阿魏酸等，还没有成熟的分析方法和技术标准。

白酒风味是决定其品质的重要特征，有关白酒中挥发性香气物质的研究报道非常多，例如采用最先进的全二维气相飞行时间质谱仪可从浓香型白酒中鉴定出上千种物质。然而，白酒是固态发酵蒸馏的产物，这种固态蒸馏的方式使得白酒中存在一定的非挥发性物质。例如，非挥发性物质乳酸即是白酒中的重要组成成分，对白酒的风味形成和品质起着非常重要的作用。

据文献报道，非挥发性物质的存在对于白酒的风格特征产生了重要的作用：第一、潜在的重要呈味物质，构成了白酒口感的丰富性和复杂性；第二、与挥发性物质产生相互作用，调节挥发性物质的挥发性能，改变并协调白酒的香气结构，如对放香强度与香气持久性产生调节作用；第三、独特和重要的生物活性功能和效果。

本标准所开发的方法准确快速，显著提高了分析效率，节约了分析时间。该方法对酒类产品品质分析具有重要意义。方法的建立为酒体设计人员进行产品设计提供依据，为酒类品质的稳定和精细化控制提供数据支撑。本方法前处理操作简单，解决前处理耗费时间长的问题。7种非挥发有机酸分析时间仅为7min，可以为酒类样品中7种非挥发有机酸的准确判定、快速检测提供科学依据。该方法的建立，对研究酒类样品非挥发性有机酸等健康因子具有重要的指导意义。


	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

	本标准的制定是以现有的《白酒中有机酸的检测技术》、《有机酸的检测原理和方法》等有关书籍、论文为基础，针对现有白酒中有机酸测定方法存在的不足，进行分析研究、方法优化，确保分析结果更精确，同时使所制定的标准具有一定的先进性、节时性、科学性和可操作性。国内外对于有机酸的分析研究较多，但是针对酒体中非挥发有机酸的分析检测方法较少，且绝大部分都是单一的有机酸的检测，分析时间较长，目前没有形成统一的标准。《GB 10345-2007 白酒分析方法》中仅规定了白酒中挥发性组分的气相色谱测定方法。《DB34/T 2003-2013 白酒基酒中乳酸的测定方法》中仅规定了白酒基酒中乳酸含量的液相色谱测定方法。本标准的制定致力于填补白酒中非挥发性有机酸的测定相关标准的空白。

	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述

	本标准指标如下：

1.各项技术条件的确定

1.1色谱条件的选择

分离有机酸常用的流动相有甲醇和乙腈、乙酸铵，李晶等[15]报道了向流动相中添加一定的酸作为调节剂，不仅可以延长有机酸的保留时间，并对多种物质的分离也有较好的帮助作用。因此，本论文考虑了乙酸-乙酸铵：甲醇、乙酸-乙酸铵：乙腈两种流动相体系。Storm等报道了NH4+浓度过大会影响质谱检测的灵敏度，考虑到乙酸铵浓度对有机酸分离过程的影响，通过实验验证对比，最终选用0.1%（v/v）乙酸-1mmol/L乙酸铵溶液：乙腈作为流动相，按照表1中的梯度洗脱条件，各物质均有较好的响应，且能够实现良好的分离。

色谱柱为HSS T3色谱柱， 2.1 x 50 mm，1.8 μm；

色谱柱温为:45℃；进样体积:2μL；

流动相：A相为乙腈（含有0.1%的乙酸）；B相为0.1%乙酸水溶液；

流速为:0.6mL/min；洗脱方式:梯度洗脱；运行时间： 7.0 min；

表1 超高效液相色谱梯度洗脱条件
时间/Time

0.0

3.0

4.0
6.0
流动相体积分数/%

A

1

40
40

1

B

99
60
60

99
梯度曲线

6

6

6

6

1.2质谱条件的选择

先配制一个合适浓度的待测物混合标准工作溶液，采用流动注射泵连续注入质谱检测器，利用IntelliStartTM技术，在ESI负离子扫描模式下，对7种待测物分别进行一级质谱全扫描和二级质谱扫描，采集特异性MRM数据，并对各参数进行适当调节使信号达到最强的程度，以确定最佳质谱参数条件。质谱条件如下:
ESI 负离子检测模式，毛细管电压3.5kV，锥孔电压38V，萃取锥孔电压3V，离子源温度110℃，脱溶剂气（N2）温度500℃，脱溶剂气（N2）流速1000L/Hr；锥孔气（N2）流速50L/Hr，碰撞气为高纯氩气。采用多反应监测（MRM）模式测定。质谱参数见表2。

表2 质谱监测参数条件
分析物
母离子
子离子
定量离子对
锥孔电压(V)
碰撞电压(eV)
没食子酸
168.90

78.95

168.90﹥106.95

32

24

106.95
16
绿原酸
352.95
84.93
352.95﹥191.01

10
42
191.01
16
咖啡酸
178.93
79.02
178.93﹥106.96

30
22
106.96
20
苹果酸
133.0
114.9
133.0﹥114.9
38
24
70.80
22
对香豆酸
162.94
92.96
162.94﹥119.33

26
24
119.33
20
阿魏酸
192.97
116.92
192.97﹥177.99

28
16
177.99
14
酒石酸
149.1
86.98
149.1>102.9
64
34
102.9
26
使用中间标准工作液配制质量浓度范围在20-200μg/L的一系列标准混合液，采用上述色谱条件进行标准溶液的测定，以待测物的峰面积对其相应的质量浓度进行线性回归，线性相关系数均大于0.99，以3倍信噪比测定方法的检出限（S/N=3），具体结果如下：

表3 .7种有机酸的线性回归方程、相关系数和检出限
分析物
线性范围/(μg/L)
线性方程
相关系数r
检出限/(μg/L)
没食子酸
20-200
Y=1.6215X+40.4033
0.9992
2.0
绿原酸
20-200
Y=21.4217X+171.9850
0.9976
2.0
咖啡酸
20-200
Y=2.2198X+30.6459
0.9922
1.0
苹果酸
20-200
Y=1.9097X+7.9037
0.9910
2.0
对香豆酸
20-200
Y=9.1058X+9.3177
0.9950
4.0
阿魏酸
20-200
Y=7.5775X+16.9874
0.9997
4.0
酒石酸
20-200
Y=10.7048X+76.6362
0.9945
1.0
3．方法的验证(方法精密度和加标回收率)
选用同一个白酒样品经前处理后作为空白样品，分为3份，分别加入混合标准工作液进行加标回收实验，3个质量浓度加标水平分别为40μg/L、100μg/L、200μg/L，在上述实验条件下，将每个浓度水平进行6次重复性实验，计算得出平均回收率为81.25%~101.15%，相对标准偏差均小于5.0%，方法精密度和加标回收率均良好，具体结果见表4。
表4 .7种有机酸的加标回收率和精密度（n=6）
分析物
加标水平/(μg/L)
平均回收率/%
RSD/%
没食子酸
40.00
100.50%
1.42%
100.00
97.40%
4.32%
200.00
94.40%
2.45%
绿原酸
40.00
81.25%
3.03%
100.00
86.49%
2.76%
200.00
85.68%
4.64%
咖啡酸
40.00
87.50%
2.24%
100.00
91.90%
1.69%
200.00
89.45%
3.05%
苹果酸
40.00
91.25%
2.43%
100.00
97.30%
2.66%
200.00
101.15%
1.78%
对香豆酸
40.00
89.50%
1.58%
100.00
90.90%
2.62%
200.00
99.85%
2.82%
阿魏酸
40.00
90.00%
2.56%
100.00
84.00%
4.68%
200.00
89.50%
3.62%
酒石酸
40.00
94.00%
2.96%
100.00
92.80%
1.89%
200.00
91.40%
3.92%
结果说明使用超高效液相色谱-三重四级杆串联质谱仪建立了应用于白酒中没食子酸、阿魏酸、酒石酸、咖啡酸、苹果酸、绿原酸和对香豆酸7种非挥发性有机酸同时检测的分析方法。白酒样品经氮吹浓缩处理后进样分析，方法可实现7种有机酸的完全分离，平均回收率为81.25%~101.15%，相对标准偏差均小于5.0%，能够满足7种非挥发性有机酸的检测，且方法简便快捷、科学可靠，在白酒中有机酸检测方面具有良好的应用前景。

	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

	作为推荐性标准。
    该标准技术内容科学，通过对原有有机酸的测定方法的优化实验，建立了新的有机酸的测定方法，从而对白酒中有机酸的准确测定和快速检测提供科学依据。本标准主要指标的分析方法准确可靠，能为白酒中有机酸的检测提供有效的依据，从而进一步的提高白酒的口感和风味

	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）

	第一阶段于2017年底前在亳州市执行；

第二阶段于2018年底前在全省范围内执行。

	10、废止现行相关标准的建议

	无。

	11、其它应予说明的事项

	无。
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