《食品安全国家标准 食品中酪蛋白磷酸肽的测定（征求

意见稿）》编制说明
一、标准起草的基本情况
1、任务来源

本项目是受国家卫生健康委员会食品安全标准与监测评估司委托制定的食品安全国家标准，项目编号为spaq-2016-176。
2、标准主要起草单位及协作单位
标准起草单位为黑龙江出入境检验检疫局检验检疫技术中心、浙江清华长三角研究院、农业部谷物及制品监督检验测试中心（哈尔滨）。协作单位为：天津阿尔塔科技有限公司、黑龙江省疾病预防控制中心、北京市疾病预防控制中心、哈尔滨市产品质量监督检验院、吉林出入境检验检疫局检验检疫技术中心、广州绿萃生物科技有限公司、丹麦阿拉食品原料有限公司、AB Sciex公司。
3、标准主要起草人

主要起草人为：吴岩、任一平、金海涛、姜冰、诸寅、任洪波、丁晓静、柯星、马文琼、周原、李双祁、余怀东、张磊。
4、简要起草过程
    按照研究进度，标准起草小组于2017年2月至6月完成了方法的开发，7月完成了实验室内部验证、标准文本和编制说明的撰写；8月至9月组织了实验室间的验证，结果表明方法的各项技术指标满足标准的设计的要求，并于9月份征求意见，并根据意见回复进一步修正和改进了标准文本和编制说明。
表1  GB 14880-2012对酪蛋白磷酸肽的规定
	营养强化剂
	食品分类号
	食品类别
	使用量

	酪蛋白磷酸肽
	13.01
	婴幼儿配方食品
	≤3.0 g/kg

	
	13.02
	婴幼儿辅助食品
	≤3.0 g/kg

	
	01.01.03
	调制乳
	≤1.6 g/kg

	
	01.02.02
	风味发酵乳
	≤1.6 g/kg

	
	06.0
	粮食及粮食制品，包括大米、面粉、杂粮、淀粉等（06.01及07.0涉及品种除外） 
	≤1.6 g/kg

	
	14.0
	饮料类（14.01涉及品种除外） 
	≤1.6 g/kg
（固体饮料按冲调倍数增加使用量） 


二、标准的重要内容及主要修改情况
1）方法原理
    试样中的酪蛋白磷酸肽用水提取，提取液用盐酸溶液调节pH至4.6，在酸性条件下沉淀蛋白，再经液相色谱-串联质谱仪分离测定，外标法定量。（注：定量时使用的标准品为各厂家生产的酪蛋白磷酸肽原料，样品中添加的原料应与标准品为同一批次。）
2）代表性样品收集

    标准起草小组通过协作小组共享、网上购买、CPP原料生产企业提供、乳制品生产企业提供等方式收集到国内外具有代表性的CPP原料共计十余份，保证了所收集原料样品覆盖性。
3）技术路线确定
    起草小组对现有原料进行了HPLC以及HPCE分析方法进行研发，从实际检测结果来看，主要存在特异性不强、灵敏度偏低以及样品前处理过程控制难度较大等主要问题，HPLC及HPCE作为分析食品中酪蛋白磷酸肽的检测手段并不适用。

    由于CPP的生产工艺主要是将牛乳酪蛋白的经水解、分离纯化而得到的一类富含磷酸丝氨酸的小分子肽，不同厂家的酶解工艺（动物蛋白酶、植物蛋白酶）不同导致CPP原料的肽段表现形式也各不相同，因此，在HPLC与HPCE方法建立过程中并未找到共有的特异性组分，这也可能与HPLC及HPCE技术自身灵敏度及定性手段的局限性有关。为了解决上述问题，起草小组通过技术论证决定采用HPLC-QTOF与HPLC-MS/MS相结合的方式开展食品中酪蛋白磷酸肽的检测方法研究工作。

    首先，将牛乳酪蛋白的一级结构（α -S1-casein、α -S2-casein 、Beta-casein、κ -casein）中含有丝氨酸基团的肽段序列输入ProteinPilotTM数据库中，对CPP的原料进行LC-QTOF，通过对采集数据的检索，寻找在丝氨酸基团上被磷酸化修饰的特异性肽段，利用QTOF的准确定性能力，解析特异性肽段的化学结构。经过QTOF定性确认的特异性肽段，再建立LC-MS/MS的QQQ分析方法，保证所建立方法的适用性和可操作性。
4）实验室内验证

    起草小组按照所建立的检测方法，在婴幼儿配方乳粉、风味发酵酸奶、奶片、奶茶、饼干等不含CPP的空白样品中进行添加回收试验，在优化的色谱条件下分析。在1、2、4倍LOQ以及最大使用添加水平下2种CPP特异肽段的平均回收率在77.0%~110.1%之间，相对标准偏差（RSD，n=6）在1.7%~13.2%之间。
5）实验室间验证

     本方法经4家实验室分别对婴幼儿配方乳粉、调制乳、风味发酵乳、固体饮料（含蛋白类）、粮食制品等样品中CPP进行3个水平的添加回收实验进行验证，实验结果见验证报告（附表1～附表3）。从所得数据可以看出，方法的总体平均回收率范围为79.6%～103.1%之间，总体平均相对标准偏差在3.0%~16.8%之间。本方法室间精密度符合GB/T 27404-2008中规定的相关要求。
三、国内和国际标准情况

目前，我国仅有GB 31617-2014 《食品安全国家标准 食品营养强化剂 酪蛋白磷酸肽》中，对其商品化制剂的含量的检测方法，并不适用于食品中该物质的检测。
标准起草小组在联合国粮农组织和世界卫生组织下的食品添加剂联合专家委员会（JECFA）和美国食品化学法典 Food Chemicals Codex （FCC）中均未查到相应的检测方法标准。
四、其他需要说明的事项
无。
