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[bookmark: _Toc102051962]一、编制背景及任务来源
（1） [bookmark: _Toc102051963]标准编制背景
稻谷是一种禾本科植物，脱壳后即为大米，是世界三大主要粮食作物之一。我国水稻常年种植面积3000万公顷、产量2亿吨左右，是世界上水稻产量第一、种植面积第二大的国家[1]。广西优质稻种植源远流长，历史悠久，是长江以南稻米的重要产区，全区每年水稻种植面积稳定在 3000 万亩左右，稻谷年产量在 1200 万吨以上，优质稻年产超 300 万吨以上。广西稻米一直有“北有五常稻花香，南有广西晚百香”的美誉[2]。大米中富含多种氨基酸和蛋白质、生物碱、维生素以及人体必需的营养成分。随着居民消费水平升级，人们对于大米的要求不再局限于饱腹，而是对其口感及绿色生态特性更为重视，具有优质香味的大米更受青睐。2-乙酰基-1-吡咯啉（2-AP）是目前已经探明的香米的特征风味物质，其含量的高低直接影响香米的品质与价格。但由于该成分在天然大米中的含量通常低至微克每千克，在采用现代分析检测方法测定时，可能受到样品基质干扰、色谱分离共流出的等问题的影响[3]。
[bookmark: _GoBack]2-乙酰基-1-吡咯啉（2-AP），分子式C6H9NO（化学结构式如图1）为淡黄色液体，是一种天然香物质，易溶于热水、乙醇和乙醚，是一种沸点比较低的小分子杂环化合物，其相对分子质量为111.14[3]。目前，常见的2-乙酰基吡咯啉的鉴定方法可分为定性分析和定量分析。定性分析方法主要为咀嚼法、热水法、氢氧化钾浸泡法3种，均是传统的感官评鉴方法，应用这些方法存在人员感官差异较大，鉴定结果准确性和可靠性难以保证以及缺乏定量分析结果等缺陷。但目前应用于稻米香气收集的技术，如超临界流体萃取（SPE）、溶剂萃取法、固相微萃取（SPME）、同时蒸馏萃取（SDE）和柱吸附等技术，存在设备投资高、样品及试剂消耗量大、操作步骤复杂和收集浓缩耗时等缺点，难以满足育种工作中大批量试验材料的鉴定工作[4]。常用的检测方法主要有气相色谱（GC）法或气相色谱－质谱（GC-MS）法、气相色谱－嗅觉测试（GC-olfactory，GC-O）法、高效液相色谱－串联质谱（HPLC-MS/MS）法等[3]。
[image: ]
图1:2-AP化学结构式
因此，本标准的制定，意义在于通过测定大米2-AP含量能够为市售香米的真假鉴别提供借鉴，同时筛选优质稻米品种，提高大米生产水平，实现大米的可持续性健康发展。
（2） [bookmark: _Toc102051964]任务来源
《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》标准涉及测定大米2-乙酰基-1-吡咯啉含量，属于新制定标准，由广西壮族自治区分析测试研究中心提出。
[bookmark: _Toc102051965]二、编制过程
(1) [bookmark: _Toc102051966]项目启动
为确保团体标准《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》编制工作的顺利开展，2022年3月，广西壮族自治区分析测试研究中心、广西西大检测有限公司等组建了项目编制组，明确工作职责，定期召开会议研究工作。项目课题组按GB/T1.1、GB/T1.2的要求，各编写小组人员开展了资料收集与分析、方法优化与调查等相关工作。从科研与生产实践两方面出发，进行前期广泛调查及数据收集，汇集各方面的资料，确定了编制时间进度安排，编写了《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》（征求意见稿）。
(2) [bookmark: _Toc102051967]收集国内外相关资料
[bookmark: _Toc102051968][bookmark: _Toc73045679][bookmark: _Toc23086]（1）相关研究资料	
编制工作启动后，收集同行相关研究报告，征求了相关院校、生产单位、国内同行和专家的意见，汇总整理，形成了标准编制所需的基础资料。
[bookmark: _Toc102051969]（2）国内相关标准概况
根据检索，截止2022年4月30日，目前我国现行的国标及行业标准中，还没有相应的测定大米中2-乙酰基-吡咯琳含量的方法，有必要建立大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量测定的标准，规范实验室现有分析手段。本标准制定及实施后，能够填补大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量分析方法的空白。本方法适应目前场地调查的要求，分析方法准确、适用。
[bookmark: _Toc102051970][bookmark: _Toc22078][bookmark: _Toc73045680]（3）国外相关标准概况
目前为止，暂未查询到关于大米中2-乙酰基-吡咯琳含量测定方面的国际标准和国外标准等。
(3) [bookmark: _Toc102051971]标准编写
项目课题组按照《中华人民共和国标准化法》、《团体标准管理规定》的要求，并结合广西大米实际情况，起草了团体标准《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》（讨论稿）。
8月，项目编制组充分讨论《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》（讨论稿），再次对讨论稿进行了详细研究，并修改完善形成《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》（征求意见稿）。
(4) [bookmark: _Toc102051972]征求意见
12月，项目编制组通过讨论，充分征求相关院校、国内同行和专家对《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳气相色谱-质谱法》（征求意见稿）的意见，并修改完善标准，形成《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》（送审稿）。
[bookmark: _Toc102051973]三、编制原则和主要内容确定
(1) [bookmark: _Toc102051974]编制原则
标准制定以保证适用的前提下，内容力求完整、准确、易于理解，充分注重标准的科学性、先进性、适用性、经济合理性、安全可靠性、切实可行及协调统一性为基本原则。编制本标准遵循如下依据：
GB/T1.1-2020《标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》
GB/T27417-2017《合格评定化学分析方法确认和验证指南》
GB/T27404-2008 实验室质量控制规范 食品理化检测
(2) [bookmark: _Toc102051975]主要内容确定
本标准规定了大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量测定的前处理方法、仪器检测方法、检出限及定量限，适用于测定大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量。
[bookmark: _Toc102051976]（1）前处理方法的选择
大米试样脱壳后经冷冻研磨仪研磨成粉状，保存于-80摄氏度冰箱。准确称取1.0g（精确至0.0001g）试样至12mL螺纹盖培养管中，加入1mL提取剂，水浴加热后，涡旋混匀，静置冷却20min，用1mL注射器吸取上层清液过0.22μm聚四氟乙烯滤膜，待测。
本标准结合应兴华等、赖政炀等建立的前处理方法基础上 [5]，对比了提取溶剂、提取时间影响因素的提取效率，优化提取工艺以确保得到最适最优的提取效率。实验数据汇总详见下列图表。
表1 不同提取溶剂的提取效率对比
	提取条件
	2-AP
回收率

	提取溶剂
	提取时间h
	提取温度℃
	

	二氯甲烷
	3
	80
	75.32%

	无水乙醇
	3
	80
	72.97%

	二氯甲烷+无水乙醇（1+1）
	3
	80
	93.96%



表2 不同提取时间的提取效率比对
	提取条件
	2-AP
回收率

	提取溶剂
	提取时间h
	提取温度℃
	

	二氯甲烷+无水乙醇（1+1）
	2
	80
	71.35%

	
	3
	80
	93.96%

	
	4
	80
	64.38%



[image: ]
图2 不同提取试剂的2-AP（约6.4min）峰型对比
实验表明，在现有的仪器条件下，二氯甲烷提取的试样的峰型较宽，无水乙醇提取的回收率相对较低，因此方法选择了以二氯甲烷+无水乙醇（1+1）作为提取剂，提取时间为3h继续试验。
实际的实验操作中，结合仪器条件，仍可以采用较合适的溶剂，只要能够证明其能有效得从样品中提取出待测组分。
[bookmark: _Toc102051977]（2）仪器参数
由于2-AP属于微量成分，选择离子SIM模式采集离子少，用于检测选定质荷比离子的离子流时间变长，因此选择SIM模式能够提高分析灵敏度。
气相色谱条件:
     a）仪器型号：安捷伦气相质谱联用仪7890A-5975C
b) 色谱柱：TG-5MS（30m × 0.25mm× 0.25μm）毛细管气相色谱柱或等效柱
     c) 载气条件：流速1.0ml/min,不分流
     d) 进样口温度：200℃，进样量：1μL
     e) 柱温箱升温程度：炉温初始为50℃，保持2min，以8℃/min升温至100℃保持2min，以50℃/min升温至280℃，保持2min；
     f) 溶剂延迟时间：4min
质谱条件:
   a) 选择离子监测（SIM）：2-AP（m/z）：83（定量离子）,111,69,43；
     b) 电离方式：电子轰击电离源（EI源，电子能量70eV）
     c) 离子源温度：230℃
     d) MS四级杆温度：150℃ 
e) 电离电压：-70V
[bookmark: _Toc102051978]（3）检出限及定量限
[bookmark: _Toc102051979]参照国际纯粹与应用化学联合会（IUPAC）和GB/T 5009.1-2003的方法，以3倍基线噪声作为检出限，10倍基线噪声作为定量限[6]。称样量为1g,定容体积为1mL时，检出限为2.5μg/kg，定量限为10μg/kg。
（4）标准曲线的建立和线性范围的确定
取1000mg/L 2-乙酰基-1-吡咯啉储备液，用空白基质溶液稀释，配成质量浓度分别10，20,50,100,200,500,1000ng/ml的标准工作溶液（参考浓度，可根据实际需要调整）。
由低质量浓度到高质量依次对标准系列溶液进样，以标准系列溶液中目标组分浓度为横坐标，以其对应的定量离子（83）峰面积为纵坐标，建立校准曲线。校准曲线的相关系数≥0.995，否则重新绘制校准曲线。
表3 标准曲线
	编号
	浓度ng/ml
	峰面积Ab*s

	Std1
	10
	202

	Std2
	20
	391

	Std3
	50
	1336

	Std4
	100
	2992

	Std5
	200
	5952

	Std6
	500
	14536

	Std7
	1000
	28785

	回归曲线
	Y=28.9X-19.581

	相关系数
	R2=0.9998


[bookmark: _Toc102051980]（5）标准方法的验证数据
    详见验证报告。
[bookmark: _Toc102051981]四、标准实施建议
(1) [bookmark: _Toc102051982]广泛宣传
《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》作为广西今后大米香味评估的参考，各相关单位应充分利用多种形式广泛宣传，营造一个良好氛围。
(2) [bookmark: _Toc102051983]组织实施
待标准发布后，相关单位应尽快制定指导计划，促使相关单位和个人组织实施。
(3) [bookmark: _Toc102051984]评价和改进
定期对《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳含量的测定 气相色谱-质谱法》开展科学性、有效性、适宜性的评价，通过评价工作发现目前标准中存在问题和改进的方向，对现有标准进行完善。
五、标准水平
（一）、与现有标准及修订中的标准协调配套情况
本文件与现有标准及修订中的标准协调配套，未发现冲突情况。
（二）、涉及国内外专利及处置情况
经查，本文件没有涉及国内外专利。
六、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系
本文件与有关现行法律、法规和强制性国家标准具有一致性，无冲突之处。
七、重大分歧意见的处理经过和依据
无。
八.标准作为强制性或推荐性国家（或行业）标准的建议
无。
九.贯彻标准的要求和措施建议
无。
十、废止现行有关标准的建议
无。
十一、其他应予以说明的事项
无。

《大米中2-乙酰基-1-吡咯琳气相色谱-质谱法》
                                    标准编制组
2022年12月20日
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