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本标准按照GB/T 1.1－2009给出的规则起草。

本标准由中国轻工业联合会提出。

本标准由全国食品发酵标准化中心归口。

本标准起草单位：中国食品发酵工业研究院、广东中食营科生物科技有限公司、北京市蛋白功能肽工程技术研究中心、江南大学、XXXXX。

本标准主要起草人：

	小麦低聚肽粉


	


1  范围

本标准规定了小麦低聚肽粉的术语和定义、要求、试验方法、检验规则和标志、包装、运输、贮存。

本标准适用于以谷朊粉（小麦蛋白粉）为原料，经酶解、提纯、干燥等工艺生产的小麦低聚肽粉。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 2761  食品安全国家标准  食品中真菌毒素限量

GB 2762-2012  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 5009.3  食品安全国家标准  食品中水分的测定

GB 5009.4  食品安全国家标准  食品中灰分的测定

GB 5009.5-2010  食品安全国家标准  食品中蛋白质的测定

GB/T 5492  粮油检验  粮食、油料的色泽、气味、口味鉴定 

GB/T 6543  运输包装用单瓦楞纸箱和双瓦楞纸箱

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/T 21924  谷朊粉
GB/T 22729  海洋鱼低聚肽粉

GB/T 23527  蛋白酶制剂

GB 25594  食品安全国家标准  食品工业用酶制剂

3  术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1
小麦低聚肽粉  oligopeptides powder of corn

以谷朊粉（小麦蛋白粉）为原料，用酶（蛋白酶）解法生产的，以相对分子质量小于1000的低聚肽为主要成分的粉末状产品。

4  要求

4.1  原辅材料

4.1.1  谷朊粉（小麦蛋白粉）
应符合GB/T 21924、GB 2761、GB2762、GB2763规定的要求。

4.1.2  蛋白酶

应符合GB/T 23527、GB 2760、GB 25594规定的要求。

4.2  感官

产品的感官应符合表1的规定。

表1  感官要求

	项  目
	要  求

	形  态
	粉末状，无结块

	色  泽
	白色到浅灰色

	滋味、气味
	具有产品特有的滋味和气味

	杂  质
	无外来可见杂质


4.3  理化指标

产品的理化指标应符合表2的规定。

表2  理化指标

	项  目
	指  标

	
	一级
	二级

	蛋白质（以干基计）/（g/100g）
	≥
	85.0
	70.0

	低聚肽a（以干基计）/%
	≥
	70.0
	50.0

	相对分子质量小于1000的蛋白质水解物所占比例/%（λ=220 nm）
	≥
	85.0
	/

	谷氨酸/%
	≥
	25.0
	20.0

	水分/（g/100g）
	≤
	7.0

	灰分/（g/100g）
	≤
	7.0

	a稳定碳同位素比值（13C/12C）和谷氨酰胺为小麦低聚肽特征性指标，仅在合同双方约定时给出


4.4  污染物

应符合GB 2762-2012中谷物及其制品对应污染物限量的规定。

4.5  微生物

应符合GB/T 22729的规定。

4.6  生产加工过程的卫生

应符合GB 14881的规定。 

5  试验方法

5.1  感官

滋味和气味按照GB/T 5492规定的方法检验，其他项目按照GB/T 22729规定的方法检验。

5.2  蛋白质

按照GB 5009.5-2010规定的凯氏定氮法测定，蛋白换算系数为6.25，结果以干基计。

5.3  低聚肽

按照附录A规定的方法测定，蛋白换算系数为6.25，结果以干基计。

5.4  相对分子质量小于1000的蛋白质水解物所占比例

按照附录B规定的方法测定。
5.5  谷氨酸

按照GB/T 5009.124规定的方法测定。

5.6  水分

按照GB 5009.3规定的直接干燥法测定。

5.7  灰分

按照GB 5009.4规定的方法测定。

5.8  污染物

按照GB 2762-2012规定的方法测定。

5.9  微生物

按照相应食品安全国家标准规定方法检验。

5.10稳定碳同位素比值（13C/12C）
按照附录C规定的方法测定。
6  检验规则

6.1  检验分类

6.1.1  出厂检验

出厂检验项目为：感官、水分、灰分、蛋白质、低聚肽、微生物中的菌落总数、大肠菌群、霉菌和酵母。

6.1.2  型式检验

型式检验的项目包括本标准中规定的全部项目。常年生产的产品每12个月应进行1次型式检验，但有下列情况之一时亦应进行型式检验：

a) 新产品投产；

b) 正常产品如原料、工艺有较大改变，可能影响产品质量；

c) 停产12个月后恢复生产；

d) 出厂检验结果与上次型式检验结果有较大差异；

e) 国家质量监督机构提出进行型式检验的要求。

6.2  抽样

6.2.1  组批

同一班次生产的同一类型的产品为一批。

6.2.2  抽样方法和数量

从每批产品中随机抽取不少于3个最小包装单位样品，然后，用取样工具伸入每袋的3/4处，所取试样不应少于100 g。

将选取的试样混匀，装入清洁、干燥带磨口玻璃瓶中，瓶上粘贴标签，注明生产班组、产品名称、批号及取样日期和地点。

微生物检验按无菌操作取样。

6.3  判定规则

6.3.1  所检项目的检验结果全部符合标准要求时，判该批产品合格。

6.3.2  微生物指标有1项不符合标准要求时，则判该批产品不合格，并不允许复检。
6.3.3  污染物指标有1项不符合标准要求时，则判该批产品不合格，并不允许复检。

6.3.4  其他项目当超过3项不符合标准要求时，则判定该批产品不合格，并不允许复检；当不超过3项不符合标准要求时，允许加倍抽样对不合格项目进行复检，复检结果仍有1项或1项以上项目不符合标准要求的，则判该批产品不合格。

7  标志、包装、运输、贮存

7.1  标志
产品标签应符合GB 7718的规定，包装储运图示标志应符合GB/T 191的规定。

7.2  包装

内包装材料应符合相关的食品卫生标准的规定，外包装材料应符合GB/T 6543的规定。内、外包装均应紧密、完整、清洁、牢固、不破裂、不变形。

7.3  运输

产品运输工具应清洁、卫生、干燥，无污染物。产品运输过程中，应遮盖，防雨防晒，严禁与有毒有害和有异味的物品混运，搬运时应小心轻放。

7.4  贮存

7.4.1  产品不应露天堆放。产品仓库应清洁、干燥、通风，无鼠虫害。

7.4.2  产品堆放应有垫板，离地10 cm以上，离墙20 cm以上。

7.4.3  产品不应与有易败变质、有不良气味或潮湿的物品同仓库存放。

附　录　A 
（规范性附录）
低聚肽含量的测定

A.1　  原理
低分子质量的蛋白质水解物（包括低聚肽及游离氨基酸）可溶于三氯乙酸溶液；高分子质量的蛋白质在三氯乙酸溶液中易沉淀。样品经三氯乙酸溶液溶解后，离心分离出沉淀蛋白质，收集离心清液。按照GB/T 5009.5 规定的方法测定离心清液的酸溶蛋白质水解物含量，清液的酸溶蛋白质水解物含量减去游离氨基酸含量得到低聚肽的含量。

A.2　  试剂和材料

A.2.1　 三氯乙酸：分析纯。
A.2.2　 磺基水杨酸：分析纯。
A.2.3　 水：符合GB/T 6682规定的二级水要求。

A.3　 仪器和设备

A.3.1　 氨基酸分析仪或高效液相色谱仪。
A.3.2　 凯氏定氮仪。

A.3.3　 高温消化炉。

A.3.4　 高速离心机。
A.3.5　 流动相真空抽滤脱气装置。

A.3.6　 超声波振荡器。

A.3.7　 分析天平：感量0.0001 g。

A.4　 操作步骤

A.4.1　 酸溶蛋白的测定

称取0.2g（精确至0.001g）样品于15-50mL离心管中，加入5mL纯水溶解充分后再加入5mL 30%三氯乙酸溶液，充分混合均匀，静置10min。将样品溶液在10000 r/min下离心10min后，取全部离心清液，按GB 5009.5规定的方法测定清液的蛋白质含量，计算出样品中酸溶蛋白含量，蛋白质换算系数为6.25。

A.4.2　 游离氨基酸的测定

称取1g～2g样品，精确至0.001g，用5%三氯乙酸溶液（或3.5％磺基水杨酸溶液）溶解均匀。将样品溶液转移至50mL容量瓶中，定容。将样品溶液在转速为10000r/min离心机上离心10min,取离心清液，转移至50mL容量瓶中，定容摇匀并稀释适当倍数，再用0.45μm微孔滤膜过滤，然后按照GB/T 5009.124规定的方法，用氨基酸自动分析仪测定其游离氨基酸含量（不经消化）。

氨基酸分析仪法为游离氨基酸检测仲裁方法，其他诸如OPA柱前衍生、AQC柱前衍生等常见氨基酸分析方法也可作为小麦低聚肽粉中游离氨基酸分析方法使用。

A.4.3　 结果计算

低聚肽含量X1按式（1）计算，再通过水分含量折合干基：
X1＝X2－X3……………………………………………………（1）

式中：  
X1——样品中低聚肽含量，%；
X2——样品中酸溶蛋白含量，%；

X3——样品中游离氨基酸含量，%。
附　录　B 
（规范性附录）
相对分子质量小于1000的蛋白质水解物所占比例的测定

B.1　 方法提要

相对分子质量小于1000的蛋白质水解物（包括低聚肽和少量游离氨基酸）所占比例，采用高效凝胶过滤色谱法测定。即以多孔性填料为固定相，依据样品组分分子体积大小的差别进行分离，在肽键的紫外吸收波长220nm条件下检测，使用凝胶色谱测定相对分子质量分布的专用数据处理软件（即GPC软件），对色谱图及其数据进行处理，计算得到蛋白质水解物的相对分子质量大小及分布范围，进而得到相对分子质量小于1000u的蛋白质水解物（包括低聚肽和少量游离氨基酸）所占比例。
B.2　 试剂

B.2.1　 乙腈：色谱纯。

B.2.2　 三氟醋酸：分析纯。

B.2.3　 水：超纯级或二次蒸馏水。

B.2.4　 相对分子质量校正曲线所用标准品：

B.2.4.1　 细胞色素C（cyyochrome,MW12500）

B.2.4.2　 抑酞酶（aprotinin,MW6500）

B.2.4.3　 杆菌酶（bacitracin,MW1450）

B.2.4.4　 乙氨酸－乙氨酸－酪氨酸－精氨酸（MW451）

B.2.4.5　 乙氨酸－乙氨酸－乙氨酸（MW189）

B.3　 仪器和设备

B.3.1　 高效液相色谱仪：配有紫外检测器和含有GPC数据处理软件的色谱工作站或积分仪。

B.3.2　 流动相真空抽滤脱气装置。

B.3.3　 超声波振荡器。

B.3.4　 分析天平：感量0.0001g。

B.4　 色谱条件与系统适应性实验

色谱柱：TSKgel G2000 SWXL 300mm×7.8mm或性能与此相近的同类型其他适用于测定蛋白质和多肽的凝胶柱。
流动相：乙腈:水:三氟乙酸，45:55:0.1（体积比）

检测波长：UV220nm

流速：0.5mL/min

柱温：30℃
进样体积：10μL

为使色谱系统符合检测要求，规定在上述色谱条件下，凝胶色谱柱的柱效即理论塔板数（N）按三肽标准品（乙氨酸－乙氨酸－乙氨酸）峰计算不低于5000，低聚肽的分配系数（Kd）应在0～1之间。

B.5　 相对分子质量校正曲线制作

分别用流动相配制成0.1%（W/V）的上述不同相对分子质量的肽标准品溶液，用孔径为0.2-0.5μm聚四氟乙烯或尼龙过滤膜过滤后分别进样，得到系列标准品的色谱图。以相对分子质量的对数（lgMW）对保留时间作图或作线性回归得到相对分子质量校正曲线及其方程。

B.6　 样品制备
称取样品20.0mg于10mL容量瓶中，用流动相定容至刻度，超声振荡10min，使样品充分溶解混匀，用孔径为0.2-0.5μm聚四氟乙烯或尼龙过滤膜过滤后，上机进样。
B.7　 相对分子质量的计算
将B.6 制备的样品溶液在上述色谱条件下分析。然后用GPC数据处理软件，将样品的色谱数据代入校正曲线方程中进行计算，即可得到样品中肽的相对分子质量及其分布范围。用峰面积归一化法计算相对分子质量范围在1000以下的蛋白质水解物的峰面积相对百分比之和。
（资料性附录）

小麦低聚肽的稳定碳同位素比值（13C/12C）测定方法

稳定同位素比值质谱法

B.8　 原理

有机物在元素分析仪中燃烧转化为二氧化碳气体，用IRMS测定燃烧产生的二氧化碳中的稳定碳同位素比值，再通过公式计算得出有机物的δ13C值。

B.9　 符号和缩略语
下列符号和缩略语适用于本文件。

B.9.1　 13C/12C：稳定碳同位素比值，是稳定碳同位素13C与12C的原子丰度之比。

B.9.2　 δ13C：样品的稳定碳同位素比值相对于参考物质的稳定碳同位素比值的千分差。

B.9.3　 PDB：Pee-Dee Belemnite，美国南卡罗来纳州白垩纪皮狄组层位中的拟箭石化石，是稳定碳同位素比值的国际基准物质。

B.9.4　 IRMS：Isotope Ratio Mass Spectrometry，稳定同位素比值质谱仪。

B.10　 试剂和材料

B.10.1　 氧气（O2）：纯度不应小于99.99%。

B.10.2　 氦气（He）：纯度不应小于99.999%。

B.10.3　 参考物质：可选择国际原子能机构或全国标准物质管理委员会认可的，或其他获得认可的同类参考物质，参见表C1。

表C.1 参考物质示例
	参考物质
	名  称
	δ13CPDB/‰
	机  构

	PDB
	美国南卡罗来纳州白垩纪皮狄组层位中的拟箭石化石
	0
	国际原子能机构

	IAEA-CH-6
	蔗  糖
	-10.49±0.03
	

	USGS40
	谷氨酸
	–26.39±0.04
	美国国家标准与技术研究院

	GBW04407
	炭  黑
	-22.43±0.07
	全国标准物质管理委员会

	GBW04408
	炭  黑
	-36.91±0.10
	


B.11　 仪器

B.11.1　 元素分析仪。

B.11.2　 IRMS：分析内精度优于0.05‰，配套连续流进样接口。

B.11.3　 电子天平：感量0.01 mg。

B.11.4　 锡舟。

B.12　 分析步骤

B.12.1　 样品及参考物质准备

分别称取0.1 mg～0.2 mg（或根据元素分析仪的性能进行选择）小麦低聚肽样品和参考物质（5.3）于相互独立的锡舟中，密封待用。

B.12.2　 分析序列

采用两点标准漂移校正模式安排分析序列，每个分析序列应同时测定小麦低聚肽以及参考物质，参考物质的比例一般为样品个数的10%～20%。

B.12.3　 样品测定

调整元素分析仪和IRMS至工作状态，根据已设定的分析序列（7.2）进行测定。

B.13　 计算

B.13.1　 分析结果的表述

低聚肽样品的稳定碳同位素组成以其对参考物质中相应同位素比值的千分差（记为‰）表示，按公式（1）计算：
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式中：
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	样品的13C/12C测定值相对于参考物质的13C/12C测定值的千分差；
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	样品的13C/12C测定值；
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	参考物质的13C/12C测定值。


结果保留两位小数。

B.13.2　 结果计算

所测的稳定碳同位素组成结果应校准至国际基准PDB值，按公式（2）计算：
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式中：
	
	δ13CPDB
	——
	样品的13C/12C相对于PDB的13C/12C的千分差；

	
	δ13CRM
	——
	样品的13C/12C相对于参考物质的13C/12C的千分差；

	
	δ13CRM-PDB
	——
	参考物质的13C/12C相对于PDB的13C/12C的千分差。


结果保留两位小数。
B.14　 精密度

数据的精密度按照GB/T 6379.2的规定确定，重复性和再现性的值以95%的可信度计算。

B.14.1　 重复性

在重复性条件下，两次独立测试所得结果的绝对差值不应超过重复性限（r）：r=0.26‰。如果差值超过重复性限（r），应舍弃试验结果并重新完成两次单个试验的测定。

B.14.2　 再现性

在再现性条件下，两次独立测试所得结果的绝对差值不应超过再现性限（R）：R=0.66‰。

（资料性附录）

低聚肽中谷氨酰胺的检测方法
D.1 原理
该法适用于易溶于水的低聚肽样品中谷氨酰胺的检测。
方法原理为：将Gln残基（非游离及N末端Gln）通过BTI（双（1,1-三氟乙酸基））试剂衍生化，生成对酸稳定的DABA（二氨基丁酸）。之后进行酸水解（6M 盐酸，充氮气，110℃消化24h），游离出DABA。消化液除酸过膜后稀释到合适浓度，通过氨基酸分析仪进行分析。以DABA的峰面积与浓度做标准曲线，计算出样品中DABA的含量，再折算成Gln含量。
D.2 试剂和材料
除非另有说明，所有试剂均为分析纯。其他未提及的液体试剂均建议使用优级纯。
D.2.1 BTI（双（1,1-三氟乙酸基））。
D.2.2 DABA（L-2,4-Diaminobutyric acid dihydrochloride）：为DABA二盐酸盐，需折算含量。
D.2.3 17种氨基酸标准品：用于验证其他氨基酸的干扰（选购）。
D.2.4 茚三酮：氨基酸衍生试剂。
D.2.5 吡啶。
D.3 溶液的配制
D.3.1 50μmol/mL吡啶水溶液
吸取50μL吡啶，超纯水定容于25mL。
D.3.2 BTI-乙腈溶液（现用现配，以20mg/mL为例）
称取0.2000g BTI，加入10mL乙腈溶解。其余浓度在此基础上乙腈稀释制得。
D.3.3 DABA溶液
母液：称取0.1000g DABA，超纯水定容于100mL。
工作液（100μM）：A液超纯水稀释25倍（取1mL母液，超纯水定容于25mL）。
DABA二盐酸盐分子量：191.06
Gln分子量：146.15
D.4 实验方法

D.4.1 Gln残基转化为酸稳定的DABA反应（BTI衍生）
顶空瓶中加入1600μL 样品溶液，之后加入1600μL 新配制的BTI 乙腈溶液（10mg/mL，浓度根据样品进行调整）及400μL 的呲啶水溶液(50μmol/mL)，混合均匀后充氮气，封盖后于50℃（干燥环境中，建议用烘箱）反应4h，氮吹吹干备用。
对于北京中食海氏生物技术有限公司供应的小麦低聚肽粉，用水配制样品浓度为2mg/mL，BTI-乙腈溶液浓度控制10mg/mL即可。
对于亚宝当前配方样品，建议样品不稀释直接使用，BTI-乙腈溶液浓度分别做3mg/mL、8mg/mL、20mg/mL系列浓度测试。
对于未知样品，建议固定样品浓度，调整BTI溶液浓度，做BTI浓度梯度，测得Gln含量最高浓度下Gln含量为样品中Gln真实含量。大体样品溶液中Gln：BTI质量比在1:10-1:40之间比较合适。
D.4.2 酸水解（此步骤还在上步顶空瓶中进行）
BTI衍生后样品中加入3-5mL 6M HCL溶液，充氮气后封口，110℃烘箱中水解22-24h，水解液70℃左右氮吹至干（或70℃左右水浴蒸干），以适量氨基酸分析仪专用稀释液溶解并过滤定容于25mL容量瓶中。
D.4.3 氨基酸分析仪上机
标准品及样品分别进样20μL，单标校准计算DABA含量，并折算成谷氨酰胺含量。
洗脱条件如下表D.1：
表D.1 氨基酸分析仪洗脱条件

	时间
	流动相
	衍生系统
	柱温（℃）
	衍生池温度（℃）

	
	洗脱液
	流速
（μL/min）
	流过液
	流速
（μL/min）
	
	

	0-30min
	A
	180
	R
	90
	34
	115

	30-48min
	B
	180
	R
	90
	34
	115

	48-71min
	C
	180
	R
	90
	34-60
	115

	71-89min
	D
	180
	R
	90
	60-47
	115

	89-129min
	E
	180
	R
	90
	47-58
	115

	129-150min
	F
	180
	W
	90
	58
	115


注1：该法适用于易溶于水的低聚肽样品中谷氨酰胺的检测。若样品中有大量不溶于水的蛋白类物质，该部分谷氨酰胺不能检测到。
注2：该方法检测的为非游离且非N末端谷氨酰胺，这部分谷氨酰胺被认为是临床应用中有效的谷氨酰胺。
注3：该方法BTI衍生这一步非常关键，BTI与与样品中谷氨酰胺摩尔比应控制在一定范围之内。做BTI浓度梯度的样品以结果最高梯度测定的Gln值为最终结果。
注4：方法提供的DABA标准品为二盐酸盐，需折算含量。
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