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前   言
本标准依据GB/T 1.1《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》给出的规则起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本标准由中国食品发酵工业研究院有限公司提出。
本标准由中国酒业协会团体标准审查委员会归口。
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I
[bookmark: _Toc29772][bookmark: _Toc28953][bookmark: SectionMark4]饮后酒精代谢能力评价方法
1 [bookmark: _Toc13352][bookmark: _Toc171934552][bookmark: _Toc171934580][bookmark: _Toc21183]范围
本文件规定了饮后酒精代谢能力的术语和定义、原理、试剂和材料、实验步骤、评价方法。
本标准适用于饮用同类型饮料酒、同酒精度（1%vol以内），饮后酒精代谢能力评价，为满足试验方法的可操作性进行了基于酒精度的实验组别划分。
2 [bookmark: _Toc31207][bookmark: _Toc171934581][bookmark: _Toc7593][bookmark: _Toc171934553]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于文件；不注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 2757 食品安全国家标准 蒸馏酒及其配制酒
GB 2758 食品安全国家标准 发酵酒及其配制酒
GB 5009.225 食品安全国家标准 酒和食用酒精中乙醇浓度的测定
GB 5749 生活饮用水卫生标准
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB 14924.1 实验动物 配合饲料通用质量标准
GB 14925 实验动物 环境及设施
GB/T 17204 饮料酒术语和分类
GB19522 车辆驾驶人员血液、呼气酒精含量阈值与检验
GB/T 42430 血液、尿液中乙醇、甲醇、正丙醇、丙酮、异丙醇和正丁醇检验
GA/T 842 血液酒精的含量方法
JJF 1074 酒精密度-浓度测量用表
RB/T 010 实验动物屏障和隔离装置评价通用要求
RB/T 018 实验动物福利和人员职业健康安全检查指南
RB/T 019 实验动物设施性能及环境参数验证程序指南
GA/T 1073 生物样品血液、尿液中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙酮和正丁醇的顶空-气相色谱检验方法
SN/T 2881 化学品毒理学安全性评价 良好试验室规范
SN/T 3986 实验动物饲养、运输、使用过程中的动物福利规范
3 [bookmark: _Toc22755][bookmark: _Toc171934554][bookmark: _Toc13191][bookmark: _Toc171934582]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1  饮料酒 Alcoholic beverages
酒精度在0.5%以上的酒精性饮料。
[来源：GB/T 17204, 3.1]
[bookmark: _Toc31625][bookmark: _Toc171082208][bookmark: _Toc171934555][bookmark: _Toc171934583]3.2  饮酒 Drinking
机体单次摄入饮料酒（3.1），从入口下喉开始。
[bookmark: _Toc171934585][bookmark: _Toc171934557][bookmark: _Toc171082210]3.3  饮后酒精代谢能力 Metabolism ability
饮酒（3.2）后，将酒精转化为乙醛，进而转化为乙酸，最终经三羧酸循环代谢为二氧化碳和水排出体外的能力，指机体身体内处理酒精的速度和效率。
4 [bookmark: _Toc171934586][bookmark: _Toc171934558]原理 
在通过给模式动物（小鼠、大鼠）摄入适当剂量的饮料酒的条件下，用顶空-气相色谱检验法的方法，对饮后24 h内关键时间点的血液中的乙醇和乙醛含量进行评价，得到同一个体在不同饮料酒的饮后酒精代谢能力。
饮料酒的主要成分是乙醇，乙醇在体内主要通过肝脏中的乙醇脱氢酶（ADH）途径代谢成乙醛，然后再经乙醛脱氢酶（ALDH）转化为乙酸。通过测量血液中乙醇和乙醛的浓度，可以推测关键代谢酶的活性水平，间接反映出同一个体对不同饮料酒的酒精代谢能力。同时模式动物（小鼠、大鼠）具有取材容易、操作简便的特点，用于实验更科学、准确和重复性好，能够严格控制实验条件，增强实验结果的可比性。
5 [bookmark: _Toc171934559][bookmark: _Toc171934587]试剂和材料
5.1  试验动物
5.1.1  动物品系和数量
大鼠品系和数量：SD大鼠，雄性，清洁Ⅱ级，平均体重200 g，鼠龄42天；每个酒样至少10只。
小鼠品系和数量：C57BL/6J小鼠，清洁Ⅱ级，雄性，平均体重20 g，鼠龄6-8周；每个酒样至少10只。
5.1.2  饲养条件
5.1.2.1 喂养环境应符合国家规定普通研究及试验清洁Ⅱ级环境，室内温度18~26℃，湿度50~70%，光照150 lx，噪音≤60 dB，室内用排风扇通风换气，保证室内氨浓度≤14 mg/m3，具体应符合GB 14925的规定；
5.1.2.2 所喂饲料需符合GB 14924.1规定；
5.1.2.3 饮用水应符合GB 5749规定（自动饮水器供水）；
5.1.2.4 实验场所需符合SN/T 2881、RB/T010、RB/T019要求；
5.1.2.5 实验人员需符合RB/T018要求；
5.1.2.6 动物福利规范需符合RB/T018、SN/T 3986规范。
[bookmark: _Hlk171941956]5.2  试剂和材料
实验用水，应符合GB/T 6682中规定的一级水。
肝素钠溶液(Heparin Sodium,浓度为0.5%,625 U/mL以上)，或相当者。
乙醇（Ethyl Alcohol，C2H5OH，CAS号：64-17-5，分析纯级）。
乙醛（Acetaldehyde，CH3CHO，CAS号：75-07-0，分析纯级）。
1.5 mL 离心管。
5.3  仪器与设备
洁净工作台。
微量移液器：10 μL、100 μL、1000 μL。
精密电子天平：感量为0.001 g。
超低温冰箱:-80℃。
冰箱：-20℃。
冷冻离心机:转速最高12,000 r/min。
恒温培养箱:37℃。
气相色谱仪，配氢火焰离子检测器（FID），配顶空进样器，或相当者。
[bookmark: _Toc171934561][bookmark: _Toc171934589]6实验步骤
6.1  试样分组
每个酒样对应一组动物，每组动物至少10只，选择的饮料酒应符合GB 2757和GB 2758的规定。
[bookmark: _Hlk179987841]对于啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐成年男性标准适量饮酒范围中的最低酒精摄入剂量，每天20.3 g酒精，选择SD大鼠；
对于24%vol＜酒精度≤40%vol的白酒、露酒饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐成年男性标准适量饮酒范围中的最高酒精摄入剂量，每天30 g酒精，选择SD大鼠。
[bookmark: _Hlk179623849]对于酒精度＞40%vol的白酒、露酒类型饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定中的最大摄入酒精剂量，每天60 g酒精选择C57BL/6J小鼠；
6.2  剂量
为确保试验对象对饮料酒有明显的代谢表现，提高可操作性，保证试验结果有效性，对不同类型和酒精度的饮料酒按下列分类进行。
[bookmark: _Hlk179987873]当试样类型为啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒时，乙醇摄入量选用《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》推荐的成年男性标准适量饮酒剂量最低标准，每天20.3 g酒精，折算为SD大鼠用量；
当试样类型为白酒、露酒且酒精度24%vol＜酒精度≤40%vol时，乙醇摄入量选用《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》推荐的成年男性标准适量饮酒剂量最大值，每天30 g酒精，折算为SD大鼠用量。
当试样类型为白酒、露酒且酒精度＞40%vol时，乙醇摄入量选《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》成年男性标准饮酒剂量最大值，每天60 g酒精，折算为C57BL/6J小鼠用量；

不同类型饮料酒在相应酒精度下的饮用量按式（1）计算。
················（1）
式中：
V1——摄入饮料酒量，单位为毫升（mL）；
m——乙醇摄入量，当试样类型为啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒时，m取0.38 g；当试样类型为白酒、露酒且酒精度≤40%vol时，m取0.57 g；当试验类型为白酒、露酒且酒精度＞40%vol时，m取0.123 g。
C——试样酒精度，单位为%vol；
[bookmark: _Hlk182832749]ρ乙醇密度——按照JJF 1074中附录D和GB 5009.225中表 A.1酒精水溶液密度与乙醇浓度(酒精度)对照表(20 ℃)执行。
计算结果保留三位有效数字。
6.3  绘制标曲
6.3.1 色谱参考条件
6.3.1.1仪器型号：Aoutosystem XL气相色谱仪，TurboMatrix 40自动顶空进样器，Perkin Elmer Corporation，或相当者。
6.3.1.2色谱柱：Agilent J&W-GC型30 m×0. 53 mm×1.00 m 硅烷化石英柱或等效色谱柱。
6.3.1.3升温程序：柱温起始温度40 ℃，以10 ℃/min升到60 ℃，保持0 min，再以20 ℃/min升到120 ℃，保持0 min，再以 40 ℃/min升到240 ℃，顶空55 ℃，加热时间30 min。
6.3.1.4检测器温度：250 ℃。
6.3.1.5进样口温度：240 ℃。
6.3.1.6恒流模式：8.0 mL/min。
6.3.1.7进样量：顶空进样。
6.3.1.8分流比：1:1。
6.3.1.9载气流速：N2，8 mL/min；H2，45 mL/min；空气，450 mL/min。
6.3.1.10出峰时间：乙醛1.40 min/L，乙醇3.30 min/L。
注：以上为参考条件，可根据不同品牌仪器和不同样品等实际情况进行调整。  
6.3.2 标样制定
[bookmark: _Hlk176440878]参照GB/T 42430进行，采用校准曲线法定量，其配制的标准溶液乙醇质量浓度为0.10 mg/mL、0.20 mg/mL、0.50 mg/mL、0.80 mg/mL、1.00 mg/mL、2.00 mg/mL、3.00 mg/mL。
配制系列浓度乙醇和乙醛标准溶液，每个浓度取与样品等量的乙醇和乙醛标准溶液一份，得到系列浓度的添加样品，与样品平行操作。样品中目标物浓度应在校准曲线的线性范围内，配制的质量浓度溶液浓度无需严格一致，相关系数(r)不小于0.997即可。若样品的浓度超出线性范围，需用水稀释样品或重新制作校准曲线，使样品的浓度在校准曲线的线性范围内。标准曲线见附录A。
6.3.3  标曲建立
根据乙醇和乙醛的出峰面积和标准液浓度绘制标准曲线，记录检材样品和添加样品中乙醇和乙醛的峰面积值，以添加样品中乙醇和乙醛的峰面积为纵坐标、添加样品中乙醇和乙醛的质量浓度为横坐标进行线性回归，得到线性方程。
6.4  血样采集
将灌胃后不同时间点的鼠尾部取血，每次取50 μL全血，放入提前用肝素钠溶液润洗的抗凝试管内，混匀，4 ℃保存。
样品采集时间点为饮酒后2 h,饮酒后5 h,饮酒后24 h。
6.5  指标检测
    用ddH2O将血样稀释至0.5 mL，放入顶空进样瓶中，采取顶空进样方式，按照（6.3.1 色谱参考条件）测定乙醇和乙醛的出峰面积，根据（6.3.3 标曲建立）标准曲线计算出全血中乙醇和乙醛的浓度。
血浆中的乙醇和乙醛的含量检测方法应符合GA/T 842、GB/T 42430、GA/T 1073规定。
7饮后酒精代谢能力评价
7.1  指标区间
每组所有指标平均结果后落于指定范围内，且组内误差≤10%，表示该样品符合相应代谢结果等级。
7.2  结果判定
[bookmark: _Hlk171288948]最终指标结果判别应符合表1-3规定，以乙醇结果为主、乙醛结果为辅助判定。
[bookmark: _Toc171934601]表1指标结果判定
	项  目
	时间点（h）
	三级
	二级
	一级
二等
	一级
一等
	优级
二等
	优级
一等

	乙醇/（mg/L）≤
	2
	9000
	6300
	5040
	3800
	3800
	1600

	
	5
	6300
	5040
	3800
	3800
	1600
	1600

	
	24
	5040
	3800
	1600
	1600
	630
	630

	乙醛/（mg/L）≤
	2
	8
	6
	5
	5
	4.5
	4.5

	
	5
	6
	5
	4
	4
	3
	3

	
	24
	5
	4
	3
	3
	2
	2

	适用于白酒、露酒且酒精度＞40%vol的试样。


表2指标结果判定
	项  目
	时间点（h）
	三级
	二级
	一级
二等
	一级
一等
	优级
二等
	优级
一等

	乙醇/（mg/L）≤
	2
	4500
	3150
	2520
	1900
	1900
	800

	
	5
	3150
	2520
	1900
	1900
	800
	800

	
	24
	2520
	1900
	800
	800
	315
	315

	乙醛/（mg/L）≤
	2
	8
	6
	5
	4
	3
	3

	
	5
	6
	5
	4
	4
	3
	3

	
	24
	5
	4
	3
	2
	2
	2

	适用于白酒、露酒且酒精度24%vol＜酒精度≤40%vol的试样。


表3指标结果判定
	项  目
	时间点（h）
	三级
	二级
	一级
二等
	一级
一等
	优级
二等
	优级
一等

	乙醇/（mg/L）≤
	2
	3000
	2100
	1680
	1250
	1250
	550

	
	5
	2100
	1680
	1250
	1250
	550
	550

	
	24
	1680
	1250
	550
	550
	210
	210

	乙醛/（mg/L）≤
	2
	8
	5
	2
	1
	0.5
	0.2

	
	5
	6
	4
	2
	0.5
	0.2
	0.2

	
	24
	5
	3
	1
	0.5
	0.2
	0.2

	适用于啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒的试样。




附录A 
（资料性）
乙醇和乙醛标准曲线
[image: 微信截图_20170517100941]
图A.1乙醇标准曲线图

[image: 乙醛]
图A.2乙醛标准曲线图
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