附件
[bookmark: _GoBack]食品中2-羟基丙基去甲他达拉非的测定
（高效液相色谱—串联质谱法）
1　 范围
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]本标准规定了食品（含保健食品）基质中2-羟基丙基去甲他达拉非的高效液相色谱—串联质谱检测方法。
本标准适用于酒类、饮料、茶类及其制品、糖果类食品（含保健食品）中2-羟基丙基去甲他达拉非的检测。其他食品及原料可参照本方法定性检测。
2　 原理
试样经甲醇超声提取，过滤后，滤液供高效液相色谱—串联质谱检测。
3　 试剂和材料
除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
3.1　 试剂
3.1.1　 乙腈（C2H3N）：色谱纯。
3.1.2　 甲酸(HCOOH)：色谱纯。
甲醇（CH3OH）。
3.2　 试剂配制
0.1%甲酸水溶液：取甲酸1mL用水稀释至1000mL。
0.1%甲酸乙腈溶液：取甲酸1mL用乙腈稀释至1000mL。
3.3　 标准品
2-羟基丙基去甲他达拉非对照品或标准物质的中文名称、英文名称、CAS登录号、分子式、相对分子量见附录A表A.1，纯度≥98%。
3.4　 标准溶液的配制
标准储备液（100μg/mL）：精密称定2-羟基丙基去甲他达拉非10.0mg,用甲醇溶解并稀释至100mL，摇匀，制成浓度为100μg/mL的标准储备液，-20℃保存，保存期1个月。
标准中间工作液（5μg/mL）：准确吸取标准储备液（3.4.1）0.5mL，用甲醇稀释至10mL，摇匀，制成5μg/mL的标准中间工作液。
标准使用液：吸取标准中间工作液（3.4.2）0.5 mL于25mL容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，制成100ng/mL的标准使用液，临用新制或依仪器响应情况配制适当浓度的标准使用液。
4　 仪器和设备
4.1　 高效液相色谱-串联质谱仪，配有电喷雾离子源（ESI源）。
4.2　 超声波清洗器。
4.3　 电子天平：感量分别为0.0001g和0.01g。
5　 分析步骤
试样制备
固态试样
固态试样取适量粉碎混匀，称取1g试样（精确至0.01 g，胶囊称重包括囊壳）于具塞锥形瓶中，准确加入甲醇50mL，称定重量，超声提取10min，放至室温，再次称重，用甲醇补足减失的重量（若样品中含有油脂，可将样品提取液在-20℃条件下放置24~48 h，时间可视样品是否澄清而定），摇匀，用0.22μm有机相型滤膜过滤，取续滤液作为待测液。
液态试样
取适量摇匀，精确吸取1.0mL于容量瓶中，加入甲醇40mL，超声提取10min，放至室温，用甲醇定容至刻度，摇匀，用0.22 μm有机相型滤膜过滤，取续滤液作为待测液。
空白试验
不加试样按试样同法处理，制得空白溶液。
5.1　 仪器参考条件
液相色谱条件
a) 色谱柱：C18柱，2.1mm×100 mm，1.8 µm，或性能相当者。
b) 流动相：A为0.1%甲酸水溶液（3.2.1），B为0.1%甲酸乙腈溶液（3.2.2）。
梯度洗脱程序见表1。
c) 流速：300 μL/min。
d) 柱温：40℃。
e) 进样量：2μL。
表1 梯度洗脱程序
	时间(min)
	流动相A(%)
	流动相B(%)

	0
	95
	5

	0.5
	95
	5

	3.5
	10
	90

	6
	10
	90

	6.1
	95
	5

	9.0
	95
	5


质谱条件
a) 离子源：电喷雾离子源（ESI源）。
b) 检测方式：多反应监测（MRM）。
c) 扫描方式：正离子模式扫描。
d)毛细管电压（Capillary Voltage）：3.0kV；
e)	源温度（Source Temp）：120℃；
f)	脱溶剂温度（Desolvation Temp）：500℃；
g)	脱溶剂气流量（Gas Flow/Desolvation）：1000L/h；
h)	锥孔气流量（Gas Flow/Cone）：150L/h；
i)	碰撞能量（Collision）：25。
j)定性离子对、定量离子对和质谱分析参数详见表2。
表2 2-羟基丙基去甲他达拉非定性、定量离子对和质谱分析参数
	分析物
	电离方式
	保留时间
（min）
	母离子质荷比
（m/z）
	子离子质荷比
（m/z）

	2-羟基丙基去甲他达拉非
	ESI+
	3.02
	434.1
	312.1*

	
	
	3.02
	
	168.9


*定量离子对。
5.2　 定性判定
按照上述条件测定待测液和标准使用液，如果试样待测液中色谱峰的保留时间与标准使用液中该组分保留时间一致（变化范围在±2.5%之内），试样待测液中色谱峰定性离子对的相对丰度与浓度相当的标准使用液相对丰度一致，相对丰度（k）偏差不超过表3规定的范围，则可判定为试样中存在该成分。
表3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）
	k>50%
	50%≥k>20%
	20%≥k>10%
	k≤10%

	允许的最大偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


6　 检出限
当称样量为1g或1mL，定容体积为50mL时，本方法中2-羟基丙基去甲他达拉非的检出限为50μg/kg或50μg/L，定量限为100μg/kg或100μg/L。
7　 其他
空白试验应无干扰。
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附录A

2-羟基丙基去甲他达拉非的化合物相关信息

表A.1    化合物的中文名称、英文名称、分子式、相对分子质量
	中文名称
	英文名称
	CAS号
	分子式
	相对分子量
	结构式

	2-羟基丙基去甲他达拉非
	[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK1]2-Hydroxypropyl nortadalafil
	1353020-85-5
	[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK17]C24H23N3O5
	433.46
	[image: 说明: C:\Users\liujialing\AppData\Roaming\Tencent\Users\80266582\QQ\WinTemp\RichOle\6XB%I{2SNFN[8`P_LBD3HYC.png]





A 
B 

附录B 

对照品的提取离子色谱图

[image: 说明: C:\Users\liujialing\Documents\Tencent Files\80266582\Image\C2C\][RR@V$[0L@T80MCNLN3(4T.png]

B 
2-羟基丙基去甲他达拉特征离子的提取离子色谱图（浓度：100ng/mL）

本方法负责起草单位：广西-东盟食品药品安全检验检测中心。
验证单位：广西出入境检验检疫局检验检疫技术中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西壮族自治区食品药品检验所、广西壮族自治区产品质量检验研究院。
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