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非变性Ⅱ型胶原蛋白
[bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc97195091][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26648465]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233334]本标准规定了非变性Ⅱ型胶原蛋白（含Ⅱ型胶原蛋白软骨粉）的术语和定义、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，建立了试验方法。
本标准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: _Toc26718931][bookmark: _Toc97195092][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772]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本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 191  包装储运图示标志
GB 2760  食品安全国家标准  食品添加剂使用标准
GB 2762  食品安全国家标准  食品中污染物限量
GB 2763  食品安全国家标准  食品中农药最大残留限量
GB 4789.1  食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则
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
GB 4789.3  食品安全国家标准 大肠菌群计数
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
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
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
GB 5009.3  食品安全国家标准 食品中水分的测定
GB 5009.5  食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定
GB 5009.12  食品安全国家标准 食品中铅的测定
GB 5749  生活饮用水卫生标准
GB 7718  食品安全国家标准 预包装食品标签通则
GB 14881  食品安全国家标准 食品生产通用卫生规范
GB 25585  氯化钾
JJF 1070  定量包装商品净含量计量检验规则
[bookmark: _Toc97195093]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

非变性Ⅱ型胶原蛋白
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由编码alpha链的COL2A1基因表达的且具有三螺旋结构的纤维状蛋白质的软骨粉。
技术要求
原辅料
原料
鸡胸软骨应符合GB 2707的规定。
水
水应符合GB 5749的规定。
食品添加剂
氯化钾应符合GB 25585的要求，其他添加剂应符合相应添加剂产品标准要求。
添加剂的使用量应符合GB 2760的规定。
感官指标
应符合表1的规定。
感官指标
	项  目
	要  求

	色泽
	白色或淡黄色

	滋味及气味
	具有产品特有的滋味和气味，无其它异味

	组织形态
	呈粉末状，无结块

	杂质
	无正常视力可见的外来杂质


理化指标
应符合表2的规定。
理化指标
	项  目
	[bookmark: _GoBack]指标 

	蛋白质（以干基计），g/100g                         
	≥45.0

	非变性Ⅱ型胶原蛋白（以干基计），g/100g                       
	≥6.0

	水分,g/100g                                      
	≤10.0


微生物限量
应符合表3的规定。
微生物指标
	项    目
	采样方案及限量（若非指定，均以/25g表示）      

	
	n
	c
	m
	M

	菌落总数，CFU/g
	5
	2
	103
	104

	大肠菌群，CFU/g
	5
	2
	10
	102

	霉菌和酵母，CFU/g
	≤50

	沙门氏菌，CFU/g
	5
	0
	0
	-

	金黄色葡萄球菌，CFU/g
	5
	0
	0
	0

	注：n为同一批次产品应采集的样品件数；c为最大可以超出m值的样品数；m为可接受水平的限量值；M为指标最高的安全限量值。样品的采样及处理按 GB 4789.1执行。


污染物
应符合GB 2762中肉及肉制品对应的相关规定。
净含量
按照JJF 1070 的要求执行。
生产加工过程的卫生要求
应符合GB 14881的规定。
试验方法
感官指标
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
按GB 5009.5规定的方法测定，转换系数5.79。
非变性Ⅱ型胶原蛋白
按附录A规定的方法测定。
水分
按GB 5009.3规定的第一法测定。
菌落总数
按GB 4789.2规定的方法测定。
大肠菌群
按GB 4789.3规定的方法测定。
霉菌和酵母
按GB 4789.15规定的方法测定。
沙门氏菌	
按GB 4789.4规定的方法测定。
金黄色葡萄球菌
按GB 4789.10规定的方法测定。
污染物
按GB 5009.12规定的方法测定。
净含量
按JJF 1070 规定的方法测定。
检验规则
检验分类
出厂检验
出厂检验项目包括：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
型式检验的项目包括4.2、4.3、4.4 中规定的全部项目。常年生产的产品每半年应进行一次型式检验，但有下列情况之一时也应进行型式检验：
新产品投产时；
原料、工艺有较大改变时；
长期停产后恢复生产时；
出厂检验结果与上次型式检验结果有较大差异时；
国家质量监督机构提出进行型式检验要求时。
抽样
组批
同一批原料、同一班次生产的同一规格的产品为一批。
抽样数量和方法
从每批产品中随机抽取不少于3个包装，所取试样不得少于50 g样品，用取样工具伸入每袋的 3/4处取样。
将采取的试样混匀，装入清洁、干燥、带磨口玻璃瓶中，瓶上粘贴标签，注明生产批次、产品类别、批号、取样日期和地点。
微生物检验按照无菌操作取样。
判定规则
 出厂检验
1. 出厂检验项目全部符合本标准要求的产品判为合格品。
出厂检验项目中微生物指标不符合本标准或发现杂质，不得复检，判为不合格品。
出厂检验项目中除微生物提到的指标外，其他指标不符合本标准，可在同批产品中加倍抽样，对不合格项目进行复检，复检结果仍不符合本标准规定，判为不合格品。
型式检验
1. 型式检验项目全部符合本标准要求的产品判为合格品。
型式检验项目中微生物指标不符合本标准或发现杂质，不得复检，判为不合格品。
型式检验项目中除7.1.2提到的指标外，其他指标有两项不符合本标准，可在同批产品中加倍抽样，对不合格项目进行复检，复检结果仍不符合本标准规定，判为不合格品。
标志、标签、包装、运输和贮存
标志、标签
产品标签应符合GB 7718、GB 28050的规定，外包装标志应符合GB/T 191规定。
包装
包装容器应符合食品安全的要求和相关规定。
运输
运输产品的车辆和工具应清洁、卫生、干燥，无污染物。运输产品过程中，应有遮盖，防雨防晒，不应与有毒、有害、有异味的产品混运。
贮存
1. 产品不能露天堆放。成品仓库应清洁、干燥、通风，无鼠虫害。
产品堆放应有垫板，离地10 cm以上，离墙20 cm以上。
产品不应与有毒、有害、有异味、易腐败变质或潮湿的物品同仓库存放。
保质期
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: BookMark5]


（规范性）
非变性Ⅱ型胶原蛋白含量检测方法
原理
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；利用氨基酸分析仪或者高效液相色谱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。
氨基酸分析仪法
实验试剂
除非另有说明，在分析中仅使用确认为分析纯的试剂，水为GB/T 6682中规定的一级水。
三羟甲基氨基甲烷
盐酸（HCl，ρ=1.19 g/mL）：优级纯。
胃蛋白酶抑制剂（Pepstatin A, sigma P5318）
碘乙酰胺
乙二胺四乙酸
α-糜蛋白酶（Sigam C4129）
茚三酮显色液及反应液
L-羟脯氨酸标准物质（纯度≥99.0%）
实验仪器
低温离心机
恒温培养箱
恒温水浴锅
氨基酸自动分析仪：配有自动进样装置、梯度洗脱系统
电热恒温干燥箱：±1℃。
玻璃水解管：配有聚四氟乙烯密封盖。
分析天平：感量0.1 mg。
定性滤纸：直径11 cm。
0.45 μm水相过滤膜：直径13 mm。
氮吹仪。
试剂配制
1M Tris-HCl pH 7.4  
称取121.1 g Tris 置于 1 L 烧杯中，加入约 800 ml 的去离子水，充分搅拌溶解。缓慢加入浓盐酸约70 ml使溶液pH调至7.4，将溶液定容至 1 L。高温高压灭菌后，室温保存。
A.1.3.2  0.02 mol/L盐酸溶液
吸取盐酸（A2.1.2）1.7 mL，用水定容至1 L，混匀。
A.1.3.3 Tris-EDTA缓冲液 
准确称取10mg 胃蛋白酶抑制剂*，0.185g 碘乙酰胺，0.292g EDTA，置于1L烧杯中，量取100ml 的1M Tris-HCl溶液 ，加入适量去离子水溶解，定容至1L。
胃蛋白酶抑制剂比较难溶，可以将购得的胃蛋白酶抑制剂固体用乙醇配成1mg/mL溶液，于不超过60℃水浴使其完全溶解，分装，-20℃保存。
4M 盐酸胍溶液  
称取76.42g盐酸胍，用Tris-EDTA缓冲液溶解并定容至200mL。
1mg /ml的α-糜蛋白酶溶液 
每个样品需用20ml 的Tris-EDTA缓冲液溶液溶解20mg a-糜蛋白酶，混匀，临用现配。
茚三酮显色液及反应 
可参照附录B中表B.1配制，也可以根据仪器要求配制或购买氨基酸分析仪厂家售卖茚三酮试剂。
L-羟脯氨酸标准储备液（1000 mg/L）
称取100.0 mg L-羟脯氨酸标准品（C5H9NO3，CAS：51-35-4，纯度≥99.0%），用0.02 mol/L盐酸溶液（A.2.3.2）溶解后定容至100 mL。于4℃冰箱内储存，有效期6个月。
L-羟脯氨酸标准工作液（100.00 mg/L）
准确吸取L-羟脯氨酸标准储备液（A.2.3.7）10.00 mL于100 mL的容量瓶内，用0.02 mol/L盐酸溶液（A.2.3.2）定容。于4℃冰箱内储存，有效期1周。
实验步骤
样品的制备
盐酸胍胍洗 
用称量纸称取样品 0.2g ，转移至50mL离心管中，加入25ml 4M 盐酸胍，置于4℃ 中放置16h进行胍洗。胍洗结束后在4℃、11000r/min的条件下离心20min。离心完成后去除上清液后，加入Tris-EDTA缓冲液25mL左右，混匀，4℃放置1h。在4℃、11000r/min的条件下离心20min，去除上清液，再加入25mLA.1.3.3溶液重复洗涤1次。
α-糜蛋白酶酶解
向上述离心管中加入20ml 的α-糜蛋白酶溶液，于37℃搅拌反应48h，酶解结束后迅速放入离心机中，在4℃、11000r/min的条件下离心20min，离心后弃去上清液，再水洗离心一次。将沉淀全部转移到水解管中，用5~7ml的6mol盐酸于110 ℃水解22h。
羟脯氨酸的测定
110 ℃水解完成后冷却至室温；将酶解液用滤纸过滤并转移至100mL容量瓶中，用去离子水多次清洗水解管和滤纸确保酶解液完全转移至容量瓶中，用去离子水定容至刻度线。取1mL定容后的水解液，氮吹或减压蒸干挥发干多余的盐酸，冷却后用0.02mol/L盐酸溶液复溶。
参考NY/T 3130-2017 生乳中L-羟脯氨酸的测定第三法：将样品工作液和试液，分别注入氨基酸分析仪。按保留时间定性，以标准工作液单点或多点进行校准，并用标准工作液峰面积比较定量。
色谱分析条件
分离柱：60 mm×4.6 mm不锈钢柱，交换树脂为磺酸型阳离子交换树脂或其他相当的分析柱；
柱温：57℃；
流速：0.400 mL/min；
进样体积：20 μL；
检测波长：440 nm。
注：流动相配制及梯度洗脱条件分别见表B.2和表B.3，也可根据仪器自身条件进行调整。

定量测定
将标准工作液和试液，分别注入氨基酸分析仪。按照保留时间定性，以标准工作液单点或多点进行校准，并用标准工作液峰面积比较定量。在上述色谱条件下，标准品色谱图参见图B.1。
结果计算
羟脯氨酸含量
以一系列羟脯氨酸标准工作溶液浓度（µg/mL）为横坐标，以羟脯氨酸峰面积为纵坐标绘制标准曲线，得到回归方程和相关系数。
X=C*V*f/1000……………(1)
式中：
C——羟脯氨酸浓度，µg/ mL；
X——羟脯氨酸质量，mg；
V ——定容体积，mL；
f——稀释倍数；
1000 ——换算系数；
A.1.6.2 非变性胶原蛋白含量
根据下方公式计算非变性胶原蛋白含量：
W=X*7.4/m×100%………………(2)
式中：
W——非变性II型胶原蛋白含量，%
X——测得羟脯氨酸质量，mg
m ——称量总质量，mg
7.4——折算系数
精密度
在重复性条件下获得的2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
高效液相色谱法
实验试剂
三羟甲基氨基甲烷
浓盐酸（HCl）
胃蛋白酶抑制剂（Pepstatin A, sigma P5318）
碘乙酰胺
乙二胺四乙酸
α-糜蛋白酶（Sigam C4129）
乙腈：色谱纯
2，4-二硝基氟苯：DNFB
碳酸氢钠
磷酸二氢钠
乙酸钠
实验仪器
低温离心机
恒温培养箱
恒温水浴锅
液相色谱仪

试剂配制
1M Tris-HCl pH 7.4  
称取121.1 g Tris 置于 1 L 烧杯中，加入约 800 ml 的去离子水，充分搅拌溶解。缓慢加入浓盐酸约70 ml使溶液pH调至7.4，将溶液定容至 1 L。高温高压灭菌后，室温保存。
Tris-EDTA缓冲液 
准确称取10mg 胃蛋白酶抑制剂*，0.185g 碘乙酰胺，0.292g EDTA，置于1L烧杯中，量取100ml 的1M Tris-HCl溶液 ，加入适量去离子水溶解，定容至1L。
胃蛋白酶抑制剂比较难溶，可以将购得的胃蛋白酶抑制剂固体用乙醇配成1mg/mL溶液，于不超过60℃水浴使其完全溶解，分装，-20℃保存。
4M 盐酸胍溶液  
称取76.42g盐酸胍，用Tris-EDTA缓冲液溶解并定容至200mL。
1mg /ml的α-糜蛋白酶溶液 
每个样品需用20ml 的Tris-EDTA缓冲液溶液溶解20mg a-糜蛋白酶，混匀，临用现配。
DNFB乙腈溶液
取1ml DNFB与99ml 纯乙腈混合。
实验步骤
样品的制备
盐酸胍胍洗 
用称量纸称取样品 0.2g ，转移至50mL离心管中，加入25ml 4M 盐酸胍，置于4℃ 中放置16h进行胍洗。胍洗结束后在4℃、11000r/min的条件下离心20min。离心完成后去除上清液后，加入Tris-EDTA缓冲液25mL左右，混匀，4℃放置1h。在4℃、11000r/min的条件下离心20min，去除上清液，再加入25mLA.2.3.2溶液重复洗涤1次。
α-糜蛋白酶酶解
向上述离心管中加入20ml 的α-糜蛋白酶溶液，于37℃搅拌反应48h，酶解结束后迅速放入离心机中，在4℃、11000r/min的条件下离心20min，离心后弃去上清液，再水洗离心一次。将沉淀全部转移到水解管中，用5~7ml的6mol盐酸于110 ℃水解22h。
羟脯氨酸的测定
110 ℃水解完成后冷却至室温；将酶解液用滤纸过滤并转移至50mL容量瓶中，用去离子水多次清洗水解管和滤纸确保酶解液完全转移至容量瓶中，用去离子水定容至刻度线。取5mL定容后的水解液，氮吹或减压蒸干挥发干多余的盐酸，冷却后将样品转移至10 mL容量瓶中，加入一定体积纯水定容至10 mL。
水解产物的衍生：取出200 μl定容后的样品，分别加入100 μL 0.5 M NaHCO3缓冲液和100 μL的DNFB溶液，在60℃下恒温避光反应1 h；取出后加入600 μl 0.1 M NaH2PO4 (pH 7.0)终止反应。0.22 μm滤膜过滤（或10000 r/min离心 10 min）后进行HPLC分析。
羟脯氨酸标准溶液配置：准确称取一定量羟脯氨酸标准品（纯度＞99.0%），用纯水定容，并稀释至10-400 µg/ml，以纯水做空白对照。每组取出200 μl标准品（空白组加入200 μl纯水），分别加入100 μl 0.5 M NaHCO3缓冲液和100 μl DNFB溶液，在60℃下避光恒温反应1 h；取出后加入600 μl 0.1 M NaH2PO4 (pH 7.0)，0.22 μm滤膜过滤（或10000 r/min离心 10 min）后进行HPLC分析。
色谱分析条件
色谱柱：Zorbax C18 (4.6×250mm，5m)或相当；
流动相：A 0.05 mol/L 乙酸钠水溶液（现用现配，0.22 μm 滤膜过滤），B 50%乙腈水溶液(v/v)；
梯度：0-15min，30-55% B，15-25 min，55%-100% B，25-35 min，100%-30% B，35-45 min，30% B保持10 min；
流速：0.5 ml/min；
检测波长：360 nm；
柱温：32℃；上
样量10l。
结果计算
羟脯氨酸标准工作曲线
以一系列羟脯氨酸标准工作溶液浓度（µg/mL）为横坐标，以羟脯氨酸峰面积为纵坐标绘制标准曲线，得到回归方程和相关系数。
Y=aC+b; R2………………(1)
式中：
C——羟脯氨酸浓度，µg/mL；
Y——羟脯氨酸峰面积；
a——常数；
b——常数；
R2——相关系数。
羟脯氨酸含量计
将样品测定的羟脯氨酸峰面积带入公式（1），计算样品中羟脯氨酸浓度，再根据测试样品体积，计算非变性沉淀中羟脯氨酸总质量X。
X=C*V*f/1000………………(2)
式中：
C——羟脯氨酸浓度，µg/ mL；
X——羟脯氨酸质量，mg；
V ——定容体积，mL；
f——稀释倍数；
1000 ——换算系数；
非变性胶原蛋白含量
根据下方公式计算非变性胶原蛋白含量：
W=X*7.4/m×100%………………(3)
式中：
W——非变性II型胶原蛋白含量，%
X——测得羟脯氨酸质量，mg
m ——称量总质量，mg
7.4——折算系数
精密度
在重复性条件下获得的2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
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