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《非变性II型胶原蛋白》行业标准
编制说明
[bookmark: _Toc176255764]一、 工作简况
[bookmark: _Toc176255765]1. 任务来源
本标准的制定任务来源于工业和信息化部2023年下达的第一批行业标准制定通知（工信厅科〔2023〕18号）中《非变性II型胶原蛋白》项目（计划号为2023-0500T-QB）。该标准归口单位为全国食品工业标准化技术委员会。
本标准的主要起草单位有中国标准化研究院、安徽盛美诺生物技术有限公司、仙乐健康科技股份有限公司、同仁堂健康股份有限公司、中国科学院过程工程研究所、完美（中国）有限公司。
主要起草人、工作单位及分工见下表1。
表 1  标准主要起草人、工作单位及分工
	序号
	姓名
	工作单位
	职称/职务
	分工

	
	席兴军
	中国标准化研究院 
	研究员
	标准主持起草人，负责国内外相关标准、法律、法规资料的收集，企业调研的组织实施，标准起草和编制说明的撰写、组织、协调等。

	
	王海燕
	安徽盛美诺生物技术有限公司
	正高级工程师/副总经理
	标准主要起草人，参与标准草案讨论、参与企业调研，负责试验方法的研究与开发等。

	
	张贵锋
	中国科学院过程工程研究所
	研究员
	标准主要起草人，负责国内外相关标准资料的收集、参与标准草案讨论、参与企业调研等。

	
	张宏
	同仁堂健康股份有限公司
	正高级工程师/副总经理
	标准主要起草人，参与标准草案讨论、参与企业调研，负责试验方法的研究与开发等。

	
	黄盼
	仙乐健康科技股份有限公司
	工程师/法规部负责人
	标准主要起草人，参与标准草案讨论、参与企业调研，负责试验方法的研究与开发等。

	
	李艳
	完美（中国）有限公司
	法规部经理
	参与标准草案讨论、参与企业调研等。

	
	查圣华
	同仁堂健康股份有限公司
	正高级工程师/研发总监
	参与标准草案讨论、参与企业调研等。

	
	黄树楷
	仙乐健康科技股份有限公司 
	主管
	参与标准草案讨论、参与企业调研等。


[bookmark: _Toc176255766]2. 制定背景
[bookmark: _Toc172793107][bookmark: _Toc176255767]2.1 产业现状
关节炎是世界头号致残性疾病，据统计全世界关节炎患者有3.55亿人。为引起社会各界关注关节炎，世界卫生组织把每年的10月12日定为“国际关节炎日”，用于提醒人们对关节炎要早预防、早诊断、早治疗，防止致残。
近20年我国关节疾病的发病人数不断攀升，骨关节炎是其中最常见的一种关节疾病。截止2015年统计，中国大陆的关节炎患者有1.2亿人，发病率约为13%，平均每10个人就有1个人患病。目前我国60岁以上老人中，有一半以上饱受骨关节炎的困扰。同时由于年轻人运动不当和外伤导致的骨关节炎也越来越常见，骨关节炎已经出现了低龄化的趋势。事实上，骨关节炎的致残率可高达53%，骨关节炎引发疼痛和功能障碍的危害严重程度相当甚至大于心脑血管疾病，公众对骨关节炎危害的认识还远远不够。患者人群上升为关节炎的功能性食品和用药市场带来扩容。我国骨关节炎化学药物市场规模从2008年的36.88亿元增长到2015年的132.48亿元，年复合增长率高达20.04%。预计骨关节炎的市场将会呈继续走高的趋势，在2018年整体市场规模或将会突破228亿元。
在国际医药市场上，以布洛芬、萘普生和双氯芬酸为代表的3大消炎药以及各种可的松类激素药，长期以来一直占据骨关节病药物市场的垄断地位。20世纪90年代末，随着以“万络”和“西络宝”为代表的新一代COX-Ⅱ（环氧合酶-2）抑制剂类强力消炎药物的崛起，布洛芬类老产品一枝独秀的局面被打破。但随着COX-Ⅱ致心肌梗死以及布洛芬、萘普生和双氯芬酸引起胃出血等严重副作用的发生，美国等发达国家厂商开始尝试开发治疗关节疾病的新型保健食品，非变性II型胶原蛋白应运而生，其安全性高、无副作用，效果明显已是未来10年倍受看好的品种。
根据法国Frost&Sullivan调查数据显示，非变性II型胶原蛋白2022年全球销售总额达到1.54亿美金，市场份额最大的地区为北美，占比为37.8.7%，其次为亚太地区（28.6%），欧洲（20.8%）、拉美（8.9%）和中东（3.9%）。其中中国占到亚太地区的销售额70%以上，主要应用在促进关节健康的功能性食品中。
[bookmark: _Toc176255768]2.2 研究与应用现状
非变性II型胶原蛋白目前只有在美国、西班牙和日本这几个国家生产，终端市场代表品牌如维骨力、钙尔奇等都添加了该产品，以增强其改善关节的效果。2017年北京盛美诺生物技术有限公司与中国科学院过程工程研究所合作，采用自主研发专利技术，以动物软骨为原料在低温条件下生产出非变性II型胶原蛋白，打破了国外的技术垄断，并取得了食品生产许可。
[bookmark: _Toc176255769]2.3 标准现状
目前我国已颁布实施的相关标准主要有GB／T 31645《胶原蛋白肽》、GB/T 22729《海洋鱼胶原低聚肽》和QB 2732《水解胶原蛋白》，这些标准规定的范围都是降解成胶原蛋白肽的产品，但是非变性II型胶原蛋白的特点是非变性胶原蛋白质，以上标准均不适用。目前国内尚无非变性II型胶原蛋白相关国家标准或行业标准。
[bookmark: _Toc176255770]2.4 标准制定的目的意义
非变性II型胶原蛋白是从动物软骨中提取出的一种产品。胶原蛋白的工业化生产可追溯至20世纪40年代末，在食品中的应用始于20世纪70年代初，1999年获批美国食品药品管理局（FDA）普遍认为安全（GRAS）认证，2016年卫计委将非变性II型胶原蛋白批准为普通食品。
经科学实验证实，非变性II型胶原蛋白能够缓解关节疼痛，提高关节灵活性，改善骨关节炎，在国内外膳食补充剂中得到广泛的应用。经调查发现非变性II型胶原蛋白市场鱼龙混杂，非变性II型胶原蛋白成分含量没法保障，让消费者真假难辨。经抽样检测数据和广泛市场调研显示，目前市场上非变性II型胶原蛋白产品存在的问题包括非变性II型胶原蛋白纯度存在极大差异；非变性II型胶原蛋白纯度检测方法不统一。 
市场的混乱严重制约了行业的健康发展，经查询，国内尚无非变性II型胶原蛋白相关国家标准或行业标准，无标可依、无标可用，已成为非变性II型胶原蛋白产业亟需解决的重大问题。为了保证产品质量，急需制定一项规范非变性II型胶原蛋白质量的行业标准，以便更好地实现优质优价、规范市场秩序、保护消费者利益，满足市场目前最迫切的标准需求，从而进一步促进产业发展。
[bookmark: _Toc176255771]3. 起草过程
[bookmark: _Toc176255772]3.1  成立标准起草工作组
标准制定计划下达后，2023年8月3日在中国标准化研究院召开了行业标准《非变性II型胶原蛋白》第一次起草工作会议，成立了标准起草工作组，并进行了任务分工。起草单位包括中国标准化研究院、安徽盛美诺生物技术有限公司、仙乐健康科技股份有限公司、同仁堂健康股份有限公司、中国科学院过程工程研究所。
[bookmark: _Toc176255773]3.2  确立工作计划和标准制定原则
按照工作任务要求，工作组进行了任务分解，制定了标准起草工作计划和任务分工表。为保证标准的先进性和适用性，标准起草工作组在充分讨论和研究的基础上，明确了指标选择与确定的以下原则：
（1）结合实验数据确定技术指标；
（2）技术水平与生产实际相结合；
（3）优先体现质量引导和规范作用，兼顾可操作性。
[bookmark: _Toc176255774]3.3  形成标准草案
标准起草工作组首先收集、翻译和整理了国内外有关研究进展和先进国家的相关标准、法规等文献资料，掌握了有关标准现状；并对我国现有非变性II型胶原蛋白相关标准当中的术语、检测方法和检测指标等技术内容进行了归纳和总结，为标准文本的编制奠定理论基础。在《非变性II型胶原蛋白》行业标准第一次起草工作会的基础上，起草工作组及相关单位共同讨论了《非变性II型胶原蛋白》行业标准的技术框架和主要内容，会后经汇总整理初步形成了标准草案。
[bookmark: _Toc176255775]3.4  形成标准讨论稿和编制说明
2023年11月9日，起草工作组组织相关单位和专家在广东省汕头市仙乐健康科技股份有限公司召开了第二次标准起草工作会议。来自中国检验检疫科学院、中国农业大学、清华大学、北京联合大学、厦门海关技术中心等单位的专家对《非变性II型胶原蛋白》行业标准草案中的英文名称、范围、规范性引用文件、质量等级规定等内容提出了详细的意见，会后起草工作组根据专家意见，汇总整理和修改形成了标准讨论稿及其编制说明。
[bookmark: _Toc176255776]3.5  开展非变性II型胶原蛋白产业调研和质量等级指标检测
2023年8月-2024年6月，起草工作组购买了国内市场上的非变性II型胶原蛋白产品，经查阅大量学术文献，制定了科学严谨的质量指标检测、评价实验方案，并进行任务分工，随后起草工作组对这些指标进行了检测，得到30个样本数据，并对数据进行了分析和处理，为标准中指标的确立提供了理论依据。
[bookmark: _Toc176255777]3.6  进行方法学验证
在前期工作的基础上，起草工作组主要针对标准中理化指标中的非变性Ⅱ型胶原蛋白（以干基计）这一指标，开展了深入的方法学研究，最终形成氨基酸分析仪法和高效液相色谱法两种检测方法。起草工作组还对两种方法进行验证，并形成相应的验证报告。
[bookmark: _Toc176255778]3.7  形成标准征求意见稿和编制说明
在前期工作的基础上，起草工作组综合多次专家会讨论结果，结合调研情况、检测结果分析和方法学验证报告，并经过多次讨论修改形成了《非变性II型胶原蛋白》征求意见稿及编制说明。
[bookmark: _Toc176255779]二、标准编制原则、主要内容及其确定依据
[bookmark: _Toc176255780]1. 编制原则
为保证标准的先进性、科学性和适用性，标准起草工作组在充分讨论和研究的基础上，明确了标准制定的以下原则。
[bookmark: _Toc176255781]1.1  与法衔接，适当延伸
遵循国家有关法规和强制性标准的前提下，有针对性的细化和丰富法规的内容和要求，如《食品安全法》、《农产品质量安全法》、《食用农产品市场销售质量安全监督管理办法》等。
[bookmark: _Toc176255782]1.2  特点鲜明，目标明确
首先，本标准为非变性Ⅱ型胶原蛋白的产品标准，主要对其技术要求、生产加工过程的卫生要求、检验规则以及标签、包装、运输、贮存，试验方法等内容进行规定，又要明确适用目标，即适用于以鸡胸软骨为原料，经清洗、消毒、粉碎后加入氯化钾、在低温（≤45℃）条件下干燥、包装等生产工艺制成的非变性Ⅱ型胶原蛋白产品的生产和质量评价。
[bookmark: _Toc176255783]1.3  科学适用，适度超前
本标准通过广泛的企业调研、技术研讨、行业专家征求意见等方式，确保未来标准的执行主体充分参与和征求意见，确保标准颁布后企业在进行产品生产时可执行、可操作。既要对行业起到规范作用，又要引领行业发展。
[bookmark: _Toc176255784]2. 主要内容及其确定依据  
[bookmark: _Toc176255785]2.1  “1 范围”
本文件为产品标准，“范围”第一段写明了规定的内容，即对产品的技术要求、生产加工过程的卫生要求、检验规则以及标签、包装、运输、贮存等方面内容做出了规定与要求。需要注意的是，本文件规定的产品为“非变性Ⅱ型胶原蛋白”，其中也包括“Ⅱ型胶原蛋白软骨粉”，故用括号的表述形式加以说明。另外，本文件还建立了非变性Ⅱ型胶原蛋白产品的检测方法，并作为规范性附录列出，在“范围”中也表述说明一下。
“范围”第二段写明了适用范围，即本文件可用于非变性Ⅱ型胶原蛋白产品的生产和质量评价，并对非变性Ⅱ型胶原蛋白进行展开说明，即以鸡胸软骨为原料，经清洗、消毒、粉碎后加入氯化钾、在低温（≤45℃）条件下干燥、包装等生产工艺制成的产品，此处与后文“术语和定义”中相对应，在此处展开说明是为了让标准使用者更加清晰的了解和适用本文件。
[bookmark: _Toc176255786]2.2  “3 术语和定义”
本文件只列出了“非变性Ⅱ型胶原蛋白”的术语和定义，目的是方便标准使用者了解该产品。该定义参考了众多根据国内外文献的论述，经专家们多次讨论，最终整理修改而成。其中，魏永泽在《非变性Ⅱ型胶原蛋白提取工艺优化及质量验证》一文中，以新鲜鸡胸软骨作为原材料，清洗灭菌后进行破碎处理，经中性盐及碱共作用的方法进行预处理后，使用酸法及酶法相结合的提取方法添加胃蛋白酶提取了非变性Ⅱ型胶原蛋白，指出Ⅱ型胶原蛋白作为关节软骨细胞外间充质的主要结构性成分，其分子结构主要由3条相同的α1(Ⅱ)链以三螺旋的方式构成。周舒扬在《高效液相色谱法测定非变性Ⅱ型胶原蛋白含量的研究》一文中指出，胶原蛋白为三螺旋结构，不同类型的胶原蛋白在分布上有着不同的特点，性质上也存在不同，其中，Ⅱ型胶原蛋白具有致密的纤维结构，与多糖紧密结合，使软骨具有柔韧性，可以吸收冲击和承受负载。研究结果表明，非变性Ⅱ型胶原蛋白（保持完整三螺旋结构的 II 型胶原蛋白）在预防和改善关节炎方面具有良好的效果。特别注意的是，从基因表达的角度层面，非变性Ⅱ型胶原蛋白需要含由编码alpha链的COL2A1基因表达的蛋白质，这也作为重点体现在了定义中。
[bookmark: _Toc176255787][bookmark: _Toc166822770][bookmark: _Toc166823063]2.3  “4 技术要求”
[bookmark: _Toc172793125][bookmark: _Toc174104486][bookmark: _Toc176255788]2.3.1  “4.1 原辅料”
本产品的主要原料为鸡胸软骨，辅料为水和相应的食品添加剂，以上原辅料的质量要求均有相应的国家标准进行规定，选择适合的标准，在本文件中依次罗列即可。值得注意的是，所列标准均为强制性国家标准。
鸡胸软骨应符合GB 2707《食品安全国家标准 鲜（冻）畜、禽产品》的规定。该标准适用于鲜(冻)畜、禽产品，包括活畜(猪、牛、羊、兔等)、禽(鸡、鸭、鹅等)宰杀、加工后，所得畜禽内脏、头、颈、尾、翅、脚(爪)等可食用的产品，原料鸡胸软骨为鲜禽产品加工后所得，术语畜、禽副产品，在此范围内。该标准中对相关产品的技术要求进行了规定：原料要求为屠宰前的活畜、禽应经动物卫生监督机构检疫、检验合格；感官要求对产品色泽、气味、状态做了规定；理化指标要求挥发性盐基氮≤15mg/100g；污染物限量要求符合GB 2762中畜禽肉的规定；农药残留和兽药残留要求符合GB2763和国家有关规定和公告。
水应符合GB 5749《生活饮用水卫生标准》的规定。该标准适用于各类生活饮用水，本产品中的水为食品生产原料，应符合相应规定。该标准中规定了生活饮用水水质常规指标及限值，包括各类微生物指标、毒理指标、感官性状和一般化学指标、放射性指标等，还包括水源水质要求、卫生要求等。
食品添加剂氯化钾应符合GB 25585《食品安全国家标准 食品添加剂 氯化钾》的规定。该标准适用于以氯化镁和氯化钾为主要成分的岩盐光卤石或海盐生产的氯化钾，经精制而得的食品添加剂氯化钾，本产品适用了氯化钾为生产中的食品添加剂，应符合相应规定。该标准中规定了氯化钾的色泽和组织形态等感官要求，也规定了氯化钾、干燥减重、酸碱度、碘和溴、钠、重金属、砷等理化指标，附录中有以上指标对应的检测方法。食品添加剂的使用量应符合GB 2760《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》的规定，该标准规定了食品添加剂的使用原则、允许使用的食品添加剂品种、使用范围及最大使用量或残留量，本产品生产中使用的所有食品添加剂均应符合相关规定。
[bookmark: _Toc174104487][bookmark: _Toc176255789]2.3.2  “4.2 感官指标”
本文件中对于非变性Ⅱ型胶原蛋白感官指标的确定经过了科学严谨的论证。首先是参考了相似的标准，如GB／T 31645《胶原蛋白肽》和QB2732《水解胶原蛋白》中感官指标的描述；第二是起草工作组购买国内市场上的非变性II型胶原蛋白并进行质量指标检测，得到30个样本数据，并对数据进行了分析和处理，总结归纳了样品中共性的感官指标，并对其进行描述；最后经专家反复讨论与斟酌，最终确定了色泽、滋味及气味、组织形态、杂质这4种感官指标，并对其要求进行了描述。同时这四种也是感官指标中最常用和典型的项目。
GB／T 31645《胶原蛋白肽》中对产品的感官要求有3种，分别为色泽要求白色或淡黄色；滋味、气味要求具有产品应有的滋味和气味，无异味；状态为粉末状或颗粒状，无结块，无正常视力可见的外来异物。同时规定了相应的感官指标检验方法。QB2732《水解胶原蛋白》中对产品的感官要求为水解胶原蛋白粉为白色或淡黄色粉末，应保持洁净、均匀、无夹杂物；为透明或淡黄色液体，不应有异味、异臭以及肉眼可见杂质。
综上，将本产品的感官指标最终规定为色泽应为白色或淡黄色；滋味及气味应具有产品特有的滋味和气味，无其它异味；组织形态应呈粉末状，无结块；杂质应无正常视力可见的外来杂质。
[bookmark: _Toc166822772][bookmark: _Toc166823065][bookmark: _Toc172793127][bookmark: _Toc174104488][bookmark: _Toc176255790]2.3.3  “4.3 理化指标”
本文件中对于非变性Ⅱ型胶原蛋白理化指标的确定经过了科学严谨的论证。首先是参考了相似的标准，如GB／T 31645《胶原蛋白肽》和QB2732《水解胶原蛋白》中理化指标的设置；第二是起草工作组购买国内市场上的非变性II型胶原蛋白并进行质量指标检测，得到30个样本数据，并对数据进行了分析和处理，选择最重要的并能代表产品特质的理化指标；最后经专家反复讨论与斟酌，最终确定了蛋白质（以干基计）、非变性Ⅱ型胶原蛋白（以干基计）、水分这3种理化指标，并对其数量值进行规定。
GB／T 31645《胶原蛋白肽》中对产品的理化指标规定有5项，分别为相对分子质量小于10000的胶原蛋白肽所占比例≥90%；羟脯氨酸（以干基计）≥3.0g/100g；总氮（以干基计）≥15.0g/100g；灰分≤7.0g/100g；水分≤7.0g/100g。同时规定了相应的理化指标检验方法，均为国家标准。QB2732《水解胶原蛋白》中对产品的理化指标规定有12项，项目较多，且分为水解胶原蛋白粉和水解胶原蛋白液分别规定，分别为水分、相对分子质量、蛋白质（质量分数）、透射比、灰分（质量分数）、二氧化硫、过氧化物、pH、水不溶物、铬、砷、重金属。
综上，本文件按照根据生产工艺，采用低温干燥，将非变性II型的水分、蛋白质指标设定为： 水分≤10.0g/100g，检测方法按照GB 5009.3第一法执行，蛋白质≥45.00g/100g，检测方法按照GB 5009.5执行，换算系数为5.79，参考QB 2732《水解胶原蛋白》。
而非变性II型胶原蛋白的特点是保留完整的胶原蛋白三螺旋结构，但是胶原蛋白在生产过程中，很容易变性，因此非变性II型胶原蛋白所占比例的限定是本文件要解决的关键问题。根据生产厂家的检测结果，将非变性II型胶原蛋白含量定为6%以上。
根据市场上主流生产厂家进行了调查，结果如下表2所示。通过多批次样品的分析发现，各厂家产品中非变性II型胶原蛋白占比指标基本稳定，能够代表生产工艺技术水平。调研的6个厂家中，两家个厂家产品中非变性II型胶原蛋白占比超过20%，一家超过10%，两家产品的非变性II型胶原蛋白占比超过6%，另外一家几乎未检出有非变性II型胶原蛋白。将非变性II型胶原蛋白的含量定位为6%以上，旨在保障非变性II型胶原蛋白作为高端产品应有的工艺水平，指导生产厂商进一步优化工艺技术。
表2非变性II型胶原蛋白含量
	样品编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	非变性II型胶原蛋白含量（g/100g）
	22.94
	21.09
	11.23
	6.36
	6.17
	未检出


而对于非变性II型胶原蛋白占比例的测定方法，目前国内外文献报道的非变性II型胶原蛋白测定方法主要包括酶联免疫和液相色谱法，考虑到检测成本和便捷性，行业内多采用液相色谱法进行检测。因此，起草工作组拟在本文件中沿用该方法，详见附录 A。换算系数参考NYT3608-2020畜禽骨胶原蛋白含量测定方法。
[bookmark: _Toc174104489][bookmark: _Toc176255791]2.3.4  “4.4 微生物限量”
本文件中对于非变性Ⅱ型胶原蛋白微生物限量的确定经过了科学严谨的论证。首先是参考了相似的标准，如GB／T 31645《胶原蛋白肽》和QB2732《水解胶原蛋白》中微生物限量的规定；第二是起草工作组购买国内市场上的非变性II型胶原蛋白并进行质量指标检测，得到30个样本数据，并对数据进行了分析和处理，在此过程中检测了各类微生物指标；最后经专家反复讨论与斟酌，最终确定了菌落总数、大肠菌群、霉菌和酵母、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌这5种微生物限量指标，并对其限量进行了规定。
GB／T 31645《胶原蛋白肽》中对产品的微生物限量要求只有2种，分别为菌落总数和大肠菌群。同时规定了相应的微生物限量指标检验方法。QB2732《水解胶原蛋白》中对产品的微生物限量要求有3种，分别为菌落总数≤1000cfu/g或mL；大肠菌群≤30MPN/100g或mL；致病菌（沙门氏菌、金黄色葡萄球菌）不应检出。
综上，将本产品的微生物限量指标规定为菌落总数、大肠菌群、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌，另外，根据企业生产实践中的经验，同时经专家反复讨论，最终添加霉菌和酵母这一微生物限量指标，此为该产品生产过程中特别需要检测与控制的微生物，并经归纳总结实践经验，将其限量值规定为≤50cfu/g。特别注意的是，其他指标的采样方案及限量参考了QB2732《水解胶原蛋白》中的表述方式，同时也是微生物限量值的经典表述形式。
[bookmark: _Toc174104490][bookmark: _Toc176255792]2.3.5  “4.5 污染物”
污染物应符合GB 2762《食品安全国家标准 食品中污染物限量》的规定。该标准规定了食品中铅、镉、汞、砷、锡、镍、铬、亚硝酸盐、硝酸盐、苯并[a]芘、N-二甲基亚硝胺、多氯联苯、3-氯-1,2-丙二醇的限量指标。由于非变性Ⅱ型胶原蛋白是以鸡胸软骨为原料，经清洗、消毒、粉碎后加入氯化钾，在低温条件下干燥得到的含纤维状蛋白质的软骨粉，属于肉制品，所以应符合GB 2762中肉与肉制品的所有污染物类型的限量规定。
[bookmark: _Toc174104491][bookmark: _Toc176255793]2.3.6  “4.6 净含量”
产品的净含量应符合JJF《定量包装商品净含量计量检验规则》的要求，此为预包装食品净含量都需遵守的标准与规定，属于常识，不做详细说明。
[bookmark: _Toc176255794]2.4  “5 生产加工过程的卫生要求”
生产加工过程的卫生要求应符合GB 14881《食品安全国家标准 食品生产通用卫生规范》的规定。该标准规定了食品生产过程中原料采购、加工、包装、贮存和运输等环节的场所、设施、人员的基本要求和管理准则。该标准适用于各类食品的生产。非变性Ⅱ型胶原蛋白的生产过程同样也应符合该标准的相关要求。
[bookmark: _Toc176255795]2.5  “6 试验方法”
本章节规定了非变性Ⅱ型胶原蛋白的感官指标、理化指标、微生物限量指标、净含量的试验方法，属于产品标准中必备的内容，与各类指标要求一一对应，明确列出各类指标的检测方法。在产品标准中，检测方法可以在各类指标的章节中罗列，也可以单独成章，本文件将其单独成章，可以更清晰明了。
感官指标的试验方法未有相应的国家标准进行规定，参考GB／T 31645《胶原蛋白肽》中的表述：取2g试样置于洁净的烧杯中，用200mL温开水配制成1%溶液，在自然光下观察色泽和有无沉淀，闻其气味，用温开水漱口，品其滋味。本标准将其略做修改，同时加入观察形态、色泽和杂质的内容，经专家反复讨论后，表述为：称取约5 g样品，散放在白色搪瓷平盘中，在自然光下直接观察样品的形态、色泽和杂质。闻味和品尝，确定其气味和滋味。
蛋白质指标按GB 5009.5《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》规定的方法测定，转换系数为5.79。该标准规定了食品中蛋白质的测定方法，第一法凯氏定氮法和第二法分光光度法适用于各种食品中蛋白质的测定，第三法燃烧法则适用于蛋白质含量在10g/100g以上的粮食、豆类奶粉、米粉、蛋白质粉等固体试样的测定。
非变性Ⅱ型胶原蛋白按附录A规定的方法测定。该方法属于本文件中特有的新研制的非变性Ⅱ型胶原蛋白检测方法，研制过程详见附录A的部分。
水分指标按GB 5009.3《食品安全国家标准 食品中水分的测定》规定的第一法测定。该标准规定了食品中水分的测定方法，第一法为直接干燥法，适用于在101°C~105°C下，蔬菜、谷物及其制品、水产品、豆制品、乳制品、肉制品、卤菜制品、粮食(水分含量低于18%)、油料(水分含量低于13%)、淀粉及茶叶类等食品中水分的测定，不适用于水分含量小于0.5g/100g的样品。
菌落总数指标按GB 4789.2《食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定》规定的方法测定。该标准规定了食品中菌落总数的测定方法，适用于食品中菌落总数的测定。而菌落总数指的是食品检样经过处理，在一定条件下（如培养基、培养温度和培养时间等）培养后，所得每g（mL）检样中形成的微生物菌落总数。
大肠杆菌指标按GB 4789.3《食品安全国家标准 食品微生物学检验 大肠菌群计数》规定的方法测定。该标准规定了食品中大肠菌群计数的方法，第一法大肠菌群MPN计数法适用于大肠菌群含量较低的食品中大肠菌群的计数；第二法大肠菌群平板计数法适用于大肠菌群含量较高的食品中大肠菌群的计数。而大肠杆菌指的是在一定培养条件下能发酵乳糖、产酸产气的需氧和兼性厌氧革兰氏阴性无芽胞杆菌。
霉菌和酵母指标按GB 4789.15《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》规定的方法测定。该标准规定了食品中霉菌和酵母的计数方法，第一法霉菌和酵母平板计数法适用于各类食品中霉菌和酵母的计数。
沙门氏菌指标按GB 4789.4《食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验》规定的方法测定。该标准规定了食品中沙门氏菌的检验方法，适用于食品中沙门氏菌的检验。
金黄色葡萄球菌指标按GB 4789.10《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》规定的方法测定。该标准规定了食品中金黄色葡萄球菌的检验方法，第一法金黄色葡萄球菌定性检验适用于食品中金黄色葡萄球菌的定性检验；第二法金黄色葡萄球菌平板计数法适用于金黄色葡萄球菌含量较高的食品中金黄色葡萄球菌的计数；第三法金黄色葡萄球菌MPN计数适用于金黄色葡萄球菌含量较低的食品中金黄色葡萄球菌的计数。
污染物与净含量的试验方法前往文中已有说明，在此不做赘述。
[bookmark: _Toc176255796]2.6  “7 检验规则”
本章节内容主要根据GB/T 20001.10《标准编写规则 第10部分：产品标准》。该标准规定了产品标准中检验规则为可选要素，针对产品的一个或多个特性，给出测量、检查、验证产品符合技术要求所遵循的规则、程序或方法等内容。同时参考了QB2732《水解胶原蛋白》中检验规则的有关内容，同时经专家讨论后形成此章节。由于本章节内容为产品标准中常见的典型的技术要素，不做展开说明。
出场检验一节中规定了出场检验项目为感官要求、蛋白质、水分、菌落总数、大肠杆菌，应逐批检验，并出具检验报告。检验合格，方可出厂。
型式检验一节中需检测本文件中4.2、4.3、4.4 规定的全部项目，并对需要进行型式检验的情形进行了罗列。
抽样一节中规定了抽样的数量和方法，要求较明确，使用者可对照参考使用。
[bookmark: _Toc176255797]2.7  “8 判定规则”
本章节内容主要根据GB/T 20001.10《标准编写规则 第10部分：产品标准》，要求每一类检验都需要有判定规则，即判定为产品合格或不合格的条件，形成“判定规则”的内容。本章主要针对“7 检验规则”，分别罗列了出厂检验和型式检验后相应的判定规则。同样属于产品标准中常见的典型的技术要素，不做展开说明。
无论是出厂检验还是型式检验，当检测项目全部符合要求时则判为合格品，当微生物指标不符合要求或发现杂质，不得复检，判为不合格品。而除微生物指标外，其他指标不符合要求的，可以进行复检，相应的抽样与附件规则均有详细说明。
[bookmark: _Toc176255798]2.8  “9 9　标志、标签、包装、运输和贮存”
本章节内容主要根据GB/T 20001.10《标准编写规则 第10部分：产品标准》，其规定了产品标准中标志、标签、随行文件为可选要素，可作为相互补充的内容，只要有关应纳入标准，特别是涉及消费品的产品标准，如有需要，标记的方法也应做出规定或建议。本文件规定产品标签应符合GB 7718《食品安全国家标准 预包装食品标签通则》的要求，该标准适用于直接提供给消费者的预包装食品标签和非直接提供给消费者的预包装食品标签；同时应符合GB 28050《食品安全国家标准 预包装食品营养标签通则》的规定，该标准适用于预包装食品营养标签上营养信息的描述和说明。本文件规定外包装标志应符合GB/T 191《包装贮运图示标志》的规定。
GB/T 20001.10《标准编写规则 第10部分：产品标准》同时规定了产品标准中包装、运输和贮存为可选要素，需要时可规定产品的包装、运输和贮存条件等方面的技术要求，这样既可以防止因包装、运输和贮存不当引起危险、毒害或污染环境，又可以保护产品。运输要求的基本内容应包括运输方式（指明运输工具）、运输条件（指明运输时的要求，如遮蓬、密封、保温等）和运输中的注意事项（指明装卸运方面的特殊要求，以及运输危险物品的防护条件等）。贮存要求的基本内容包括贮存场所（指明库存、露天、遮蓬等）、贮存条件（指明温度、湿度、通风、有害条件的影响等）、贮存方式（指明单放、码放等）、贮存期限（指明规定的贮存期限，贮存期内定期维护的要求，以及贮存期内的抽检要求）。本文件中相关内容是根据生产实践经验，总结归纳，并经专家反复讨论后确定的。特别需要注意的是，在符合本标准规定的贮存条件下，本产品保质期为36个月。
[bookmark: _Toc176255799]2.9  “附录A”
目前暂无相关非变性Ⅱ型胶原蛋白含量检测方法的国家标准与行业标准。为了建立理化指标非变性Ⅱ型胶原蛋白含量对应的检测方法，起草工作组进行了相关检测方法的方法学研究与验证。
目前国内外文献报道的非变性II型胶原蛋白测定方法主要包括氨基酸分析仪法、酶联免疫和液相色谱法，考虑到检测成本和便捷性，行业内多采用氨基酸分析仪法和液相色谱法进行检测，因此，起草工作组拟在本文件中采用这两种方法。参照YY/T 1453-2016 《组织工程医疗器械产品 I 型胶原蛋白表征方法》附录 B 方法二进行了方法学研究与优化，形成了高效液相色谱法；参照NY/T 3130-2017《生乳中L-羟脯氨酸的测定》第三法测定酶解沉淀中羟脯氨酸的总含量进行了方法学研究与优化，形成了氨基酸分析仪法。
主要检测原理为非变性II型胶原蛋白在室温或者37℃下不被稀酸、蛋白酶所分解，而变性后的II型胶原蛋白或其他蛋白质能被稀酸、蛋白酶降解，因此通过稀酸和蛋白酶分步作用，将已经变性的II型胶原蛋白和其他杂蛋白降解为可溶性肽或者游离氨基酸去除，留下不溶性物质为非变性II型胶原蛋白，再将不溶性试样在酸性条件下水解后的羟脯氨酸作为非变性Ⅱ型胶原蛋白的标志性水解产物，以羟脯氨酸标准品的保留时间定性，利用氨基酸分析仪采用外标法定量测定羟脯氨酸含量或浓度，通过羟脯氨酸与非变性Ⅱ型胶原蛋白换算系数换算后计算出非变性Ⅱ型胶原蛋白的含量。其中涉及到的换算系数很关键，起草工作组主要参考了NY/T 3608-2020《畜禽骨胶原蛋白含量测定方法 分光光度法》，该标准适用于以畜禽动物骨（包括鸡、猪、牛、羊）为原料，经提取生产的蛋白质产品中胶原蛋白含量的测定。其中胶原蛋白换算系数指的是不同骨源或样品中胶原蛋白含量与羟脯氨酸含量的比值，鸡骨的胶原蛋白换算系数为7.4。
起草工作组还对上述两种检测方法开展了科学严谨详细的方法学验证与比对并形成了验证报告。
对高效液相色谱法检测羟脯氨酸含量的验证中，选用了安徽盛美诺生物技术有限公司的非变性II型胶原样品（20240409F）、源叶公司的L-羟脯氨酸对照品；对方法的线性范围进行了验证，结果表明选取25μg/mL、50μg/mL、100μg/mL、250μg/mL、500μg/mL5个点，在L-羟脯氨酸浓度为25μg/ml ~ 500μg/ml的范围内峰面积呈线性；对方法检出限和定量限进行验证，结果为检出限是2.97μg/ml (试剂空白、3倍信噪比)，定量限是9.90μg/ml (样品空白、10倍信噪比)；依照GB/T27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》，对仪器重复性进行了测定，取25mg/L标品，做6个平行，计算标准偏差，结果表明相对标准偏差为1.84%，满足方法要求；依照GB/T27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》，对精密度进行了测定。取盛美诺20240409F样品，按方法独立测定6次，计算标准偏差，结果表明相对标准偏差为1.32%，符合方法要求；采用加标回收的方法对准确度进行测定，取盛美诺20240409F样品分别加标L-羟脯氨酸标准物质2.5mg、10.0mg，分别做6个平行，计算结果、测定回收率，结果表明加标实验数据回收率分别为103.5%、101.9%，符合质控标准GB/T27417-2017方法要求。
对氨基酸分析仪方法检测羟脯氨酸含量的验证中，选用了安徽盛美诺生物技术有限公司的非变性II型胶原样品（20240317F）、源叶公司的L-羟脯氨酸对照品；对方法的线性范围进行了验证，结果表明选取10μg/mL、20μg/mL、40μg/mL、60μg/mL、80μg/mL5个点，在L-羟脯氨酸浓度为10μg/ml ~80μg/ml的范围内峰面积呈线性，R=0.9999；对方法检出限和定量限进行验证，结果为检出限是0.39μg/ml (试剂空白、3倍信噪比)，相当于固体样品中羟脯氨酸含量为1.95 mg/g,定量限是1.56μg/ml (样品空白、10倍信噪比), 相当于固体样品中羟脯氨酸含量为7.8 mg/g；依照GB/T27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》，对仪器重复性进行了测定，取20mg/L标品，做6个平行，计算标准偏差，结果表明相对标准偏差为0.28%，满足方法要求；依照GB/T27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》，对精密度进行了测定。取盛美诺20240317F样品，按方法独立测定6次，计算标准偏差，结果表明相对标准偏差为2.79%，符合方法要求；采用加标回收的方法对准确度进行测定，取盛美诺20240317F样品分别加标L-羟脯氨酸标准物质0.5mg、2.0mg，分别做6个平行，计算结果、测定回收率，结果表明加标实验数据回收率分别为102%、100%，符合质控标准GB/T27417-2017方法要求。
还对上述两种方法进行了F检验和T检验，并对标准品进行了检测。在F检验中，取20240411F批次非变性样品进行前处理酶解，自由度：1，水解冷却定容后分别取2ml蒸干，2ml复溶，分别用氨基酸分析仪法和液相色谱衍生发测定6次，参照RB/T 208-2016 《化学实验室质量对比 比对实验》中对比试验结果评价。经计算，并查F临界值表，得F0.05(1,5)=6.61，由于F=S_大^2/S_小^2 =1.213＜F0.05(1,5)=6.61，两种结果无显著差别。在T检验中，自由度为10，显著性水平为0.05时，在表中找到对应的t值为1.81，带入公式计算出来的t值为0.45，t计算<t0.05，10，故两种方法测定结果不存在显著差异。在标准品检测中，取中科院过程工程研究所的牛源II型胶原蛋白（20 mg/瓶）标准品一瓶 ，批号20211001，羟脯氨酸含量10.91%±0.42%。直接用盐酸水解定容，分别用两种方法测定3次，结果表明两种检测方法测定牛源II型胶原蛋白结果的羟脯氨酸结果均在标准品范围内。
综上所述，经过F检验和t检验，两种方法结果不存在显著差异，两种方法均可测定非变性II型中胶原蛋白中的羟脯氨酸。测定牛源II型胶原蛋白标准物质两种方法得到的羟脯氨酸结果都在合理误差范围内。以上验证过程与数据详见验证报告。
[bookmark: _Toc176255800]2.10  “附录B”
在附录B中还列出了L-羟脯氨酸氨基酸分析仪的色谱图、流动相梯度洗脱条件和溶液配制，高效液相色谱仪分离L-羟脯氨酸的标准图谱和流动相梯度洗脱条件，以上内容使得检测方法参数更清晰明了，更加方便标准使用者参考对照后进行实验。
3、 [bookmark: _Toc176255801][bookmark: _Toc102581190]试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
根据法国Frost&Sullivan调查数据显示，非变性II型胶原蛋白2022年全球销售总额达到1.54亿美金，市场份额最大的地区为北美，占比为37.8.7%，其次为亚太地区（28.6%），欧洲（20.8%）、拉美（8.9%）和中东（3.9%）。其中中国占到亚太地区的销售额70%以上，主要应用在促进关节健康的功能性食品中。但非变性II型胶原蛋白目前只有在美国、西班牙和日本这几个国家生产，终端市场代表品牌如维骨力、钙尔奇等都添加了该产品，以增强其改善关节的效果。2017年北京盛美诺生物技术有限公司与中国科学院过程工程研究所合作，采用自主研发专利技术，以动物软骨为原料在低温条件下生产出非变性II型胶原蛋白，打破了国外的技术垄断，并取得了食品生产许可。本产品标准的推出，将进一步规范和提升非变性II型胶原蛋白的产品质量，提升产品知名度，产品质量获得消费者认可，更好地实现优质优价，规范市场秩序，保护消费者利益，最终促进非变性II型胶原蛋白产品市场的有序、高效发展，同时，也能为市场监管提供依据，更进一步提升产品质量，达到正向循环的效果。
[bookmark: _Toc176255802]四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
目前我国已颁布实施的与胶原蛋白相关的标准主要有GB／T 31645《胶原蛋白肽》、GB/T 22729《海洋鱼胶原低聚肽》和QB2732《水解胶原蛋白》，但这些标准规定的范围都是降解成胶原蛋白肽的产品，而非变性II型胶原蛋白的特点是非变性胶原蛋白质，因此上述标准相关内容有可以借鉴的地方，但并不完全适用非变性II型胶原蛋白产品。鉴于目前并无相关规范非变性II型质量的行业标准，无法满足当前我国非变性II型胶原蛋白产业发展的需要，因此急需制定本标准。
[bookmark: _Toc176255803]五、 以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因
目前并无相关的国际标准，无法引用或采用。
[bookmark: _Toc176255804]六、与现行法律、行政法规及相关标准的关系
    本项标准草案与有关的现行法律、法规和强制性国家标准无矛盾、冲突关系。
[bookmark: _Toc176255805]七、 重大分歧意见的处理经过和依据
无重大分歧意见。
[bookmark: _Toc176255806]八、涉及专利的有关说明
本标准不涉及相关专利。
[bookmark: _Toc176255807]九、实施标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议
本标准的制定任务来源于工业和信息化部2023年下达的第一批行业标准制定通知（工信厅科〔2023〕18号）中《非变性II型胶原蛋白》项目（计划号为2023-0500T-QB）。该标准归口单位为全国食品工业标准化技术委员会。
如果本标准被批准并发布，为了贯彻好本标准，使其有效发挥作用，建议在标准发布后，在相关企业和检测机构进行宣传和贯彻，并组织有关部门和人员进行学习和培训。在贯彻该标准时应严格执行有关规定，保证标准的规范性和权威性。标准批准、正式发布后，由中国标准化研究院等标准起草单位举办标准宣贯会。
[bookmark: _Toc176255808]十、其他应当说明的事项。
  无。
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