《色素中生物毒素检测  胶体金快速定量法》

编制说明
（征求意见稿）

天然色素的提取和生产过程中，由于生产原料引入及生产工艺（发酵菌株产生毒素）缺陷等，导致天然色素产品中存在生物毒素残留污染，严重影响了天然色素等相关产品出口及应用。国内部分红曲米及红曲红中桔青霉素的污染较为普遍，含量普遍分布在10-1000mg/kg左右；此外，植物源天然色素辣椒红、玉米黄的来源植物辣椒、玉米等常有黄曲霉毒素的污染。目前，全世界已有29个国家对黄曲霉毒素B1均采用2 ug/kg的限量标准；日本最新的《食品添加剂公定书》中，红曲色素中桔青霉素的限量指标是0.2mg/kg；欧盟规定桔青霉素在红曲中的最大限量0.1mg/kg。国内天然色素的生物毒素国家限量标准有两个：红曲米（GB1886.19-2015）中黄曲霉毒素B1的限量为5ug/kg；红曲黄色素（GB1886.66-2015）中桔青霉素的限量为1mg/kg，红曲红（GB1886.181-2016）中桔青霉素的限量为0.04mg/kg；而其他如辣椒红、玉米黄等标准样品中尚未对生物毒素的限量进行明确规定。

黄曲霉毒素B1(Aflatoxin B1简写为AFB1)是二氢呋喃氧杂萘邻酮的衍生物，含有一个双呋喃环和一个氧杂萘邻酮(香豆素)。黄曲霉毒素B1是已知的化学物质中致癌性最强的一种。黄曲霉毒素B1对包括人和若干动物具有强烈的毒性，其毒性作用主要是对肝脏的损害。在天然食物中以黄曲霉毒素B1最为多见，危害性也最强，国家质检总局规定黄曲霉毒素B1是大部分食品的必检项目之一。黄曲霉毒素能溶于多种极性有机溶剂，如氯仿、甲醇、乙醇、丙醇、乙二甲基酰胺，难溶于水，不溶于石油醚、乙醚和己烷。黄曲霉毒素对光、热、酸较稳定，只有加热到280~300℃才裂解，高压灭菌2小时，毒力降低25%-33%，4小时降低50%。存在黄曲霉毒素B1污染的食物主要是花生、玉米、稻谷、小麦、花生油等粮油食品，且以南方高温、高湿地区受污染最为严重。黄曲霉毒素耐热，280℃才可裂解，故一般烹调加工温度下难以破坏，会直接影响消费者身体健康。桔青霉素可由多种青霉及曲霉产生，纯品呈柠檬黄色针状结晶，熔点178~179℃，分子式为C13H1405，分子量为250，对荧光敏感，在酸性及碱性溶液中皆可热解。2017年世界卫生组织国际癌症研究机构公布的致癌物清单初步整理参考，桔青霉素在3类致癌物清单中。因此对食品中黄曲霉素B1及桔青霉素的残留检测非常重要也很必要。

玉米赤霉烯酮及呕吐毒素是玉米等谷物中常见的生物毒素

目前，GB 2761-2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》中对谷物及其制品中黄曲霉毒素B1的限量为5~20μg/kg，桔青霉素暂未列入。黄曲霉毒素B1的检测方法主要有高效液相色谱法、酶联免疫法、胶体金免疫层析法等，以往利用胶体金免疫快速检测法可对黄曲霉毒素B1样品进行定性分析，适用于阳性样品的初筛，不能准确定量。本标准项目是通过化学合成法制备黄曲霉毒素B1人工抗原，利用此抗原免疫实验动物制备黄曲霉毒素B1单克隆抗体，基于此原料基础上开发黄曲霉毒素B1快速检测试纸条，再通过胶体金读数仪进行红曲红及辣椒红样品中黄曲霉毒素B1的定量分析。本标准有助于提高天然色素样品检测、监测效率，降低成本，保护环境，保障从业人员健康安全。
1工作简况

1.1任务来源及起草单位
本行业标准是在2016年12月提出并立项。根据项目任务的要求，由中国计量大学牵头负责《色素中生物毒素的快速检测 胶体金免疫快速定量法》的起草工作。起草单位成立了标准起草组负责进行本标准的各项工作。
1.2标准研制主要工作过程

（1）根据该标准的特点，2016年12月，查询了国内外资料，对色素中黄曲霉毒素B1及桔青霉素残留及检测现状进行调研，并在浙江省杭州市召开了第一次专家研讨会，与会专家针对标准文本草案的制定提出了修改意见和建议。
（2）2017年7-12月，制备桔青霉素抗体及抗原，采用不同厂家的黄曲霉毒素B1。玉米赤霉烯酮、呕吐毒素相关检测产品进行胶体金定量方法上进行验证。

（3）2018年9月，编写《色素中生物毒素检测 胶体金快速定量法》，并在浙江省杭州市召开了第二次起草小组讨论会，标准起草单位对所拟标准草案和编制说明作编写介绍，并对其说明进行了详细审校和充分讨论。
（3）2019年 1月，形成标准的送审讨论稿。

2标准的编制原则和标准的主要内容

2.1标准编制原则

本标准是根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》和GB/T20001.4-2009《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的规定进行编制的。

2.2确定标准主要内容

国内形成商业化胶体金快速定量技术的厂家较少，因此本标准的具体操作方法参照胶体金快速定量检测公司的产品及相关检测仪的具体操作方法作为模版，不针对某一家企业产品，任何厂家可以得到与此方法结果相同的产品均可适用，确保对其它厂家胶体金快速定量产品也能同样适用于此标准。
2.2.1测定原理
胶体金快速定量法基于免疫层析法的原理，采用70%甲醇溶液提取样品中的待测生物毒素，在恒温条件下，提取液中的待测生物毒素与检测条中发生颜色微粒反应。反应完成后，使用读数仪读取检测区域的颜色强度，根据颜色深浅计算出样品中待测生物毒素的含量。

2.2.2适用范围
本标准规定了胶体金法测定色素中生物毒素（黄曲霉毒素B1、桔青霉素、玉米赤霉烯酮、呕吐毒素）的条件和详细分析步骤。
本方法适用于色素产品中生物毒素（黄曲霉毒素B1、桔青霉素、玉米赤霉烯酮、呕吐毒素）快速定量筛查的测定，检测限分别为黄曲霉毒素B1 2.0μg/ kg，桔青霉素 40μg/ kg，玉米赤霉烯酮60μg/ kg、呕吐毒素500μg/ kg。

2.2.3关于样品制备的要求


理论上讲样品颗粒的大小与样品的均匀性以及毒素的提取效率有关，当样品细度不足20目时，真菌毒素的提取效率较低，因此国家标准方法中真菌毒素检测的制样一般都要求制备至少500g，全部通过20目筛，本标准直接采用，从测试数据看，能够满足方法需求。
此外，部分红曲红等色素样品制备时，样品的背景干扰较重，对胶体金反应存在严重干扰的红曲红等色素样品采用了免疫亲和柱净化处理，处理方法直接参照国标GB5009.222-2016 中红曲及其制品的净化方法。

2.2.4方法线性范围与检出限
以高效液相色谱法检测结果为横坐标，胶体金快速测试条法的检测结果为纵坐标，计算线性范围：5μg/kg～100μg/kg（5点）； 回归方程: y=1.0683x-1.0987；相关系数r2为0.99（见图1）。
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图1：黄曲霉毒素B1  HPLC和胶体金两种方法检测值线性关系

取24个无污染（阴性）样品的测定结果进行计算，检测限（LOD）为测定平均值加3倍标准偏差，定量限(LOQ)为测定平均值加10倍标准偏差。测试结果表明，AFB1的LOD为2μg/kg，LOQ为5μg/kg（见表1），因此，本标准规定检出限为2μg/kg。

2.2.5方法精密度
6个参与测试人员在相同实验室，按照同一方法，检测相同样品，重复测定的变异系数在14.9%～29.1%，平均变异系数为22.2%（见表1）。

   表1：黄曲霉毒素B1检测数据分析表                        浓度单位：μg/kg
	序号
	样品
	参考浓度
	胶体金检测结果
	平均值
	标准偏差
	变异系数（％）
	正确度（％）

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	
	
	

	1
	红曲红
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	1
	0.25 
	0.44 
	/
	/

	2
	
	阴性
	0
	1
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	
	
	
	

	3
	
	2.1
	2
	2
	2
	1
	1
	2
	3
	2
	1
	2
	2
	1
	1.75 
	0.62 
	/
	/

	4
	
	5.1
	4
	6
	4
	4
	6
	3
	6
	4
	7
	4
	5
	5
	4.83 
	1.19 
	24.7 
	0.95 

	5
	
	8.4
	8
	6
	5
	8
	7
	6
	6
	8
	5
	8
	7
	7
	6.75 
	1.14 
	16.9 
	0.80 

	6
	
	10.2
	12
	8
	9
	10
	8
	14
	8
	11
	8
	7
	10
	9
	9.50 
	2.02 
	21.3 
	0.93 

	7
	
	20.6
	17
	24
	19
	24
	20
	18
	25
	18
	16
	20
	17
	16
	19.50 
	3.21 
	16.4 
	0.95 

	8
	
	95.2
	90
	98
	112
	93
	132
	97
	79
	126
	98
	97
	97
	93
	101.0 
	15.09 
	14.9 
	1.06 

	9
	辣椒红
	5.2
	4
	6
	5
	4
	3
	5
	4
	4
	7
	5
	3
	6
	4.67 
	1.23 
	26.4 
	0.90 

	10
	
	10.5
	11
	15
	7
	16
	14
	8
	15
	9
	8
	13
	14
	8
	11.50 
	3.34 
	29.1 
	1.10 

	11
	玉米黄
	10.3
	11
	9
	15
	12
	8
	8
	9
	7
	8
	7
	14
	8
	9.67 
	2.71 
	28.0 
	0.94 

	平均值
	22.2 
	0.95 

	备注：1采用红曲红的阴性样品24个测定值计算LOD为2ppb，LOQ为5ppb。


2.2.6 方法准确性
2.2.6.1与标准方法参考值比较

胶体金胶体金快速定量法与高效液相色谱标准方法分别对9组阳性样品进行检测，采用配对t检验法比较两种方法的检测结果是否存在显著性差异。经计算，tD=0.23，查t分布表，t0.05,8=0.82，tD=0.23< t0.05,8=0.82，说明液相色谱参考值与胶体金快速定量法测定值之间无显著差异（见表2）。

     表2：黄曲霉毒素B1：配对t-检验表             浓度单位：μg/kg 

	参考浓度
	胶体金检测结果
	平均值
	Di

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	2.1
	2
	2
	2
	1
	1
	2
	3
	2
	1
	2
	2
	1
	1.75 
	-0.35 

	5.1
	4
	6
	4
	4
	6
	3
	6
	4
	7
	4
	5
	5
	4.83 
	-0.27 

	8.4
	8
	6
	5
	8
	7
	6
	6
	8
	5
	8
	7
	7
	6.75 
	-1.65 

	10.2
	12
	8
	9
	10
	8
	14
	8
	11
	8
	7
	10
	9
	9.50 
	-0.70 

	20.6
	17
	24
	19
	24
	20
	18
	25
	18
	16
	20
	17
	16
	19.50 
	-1.10 

	95.2
	90
	98
	112
	93
	132
	97
	79
	126
	98
	97
	97
	93
	101.00 
	5.80 

	5.2
	4
	6
	5
	4
	3
	5
	4
	4
	7
	5
	3
	6
	4.67 
	-0.53 

	10.5
	11
	15
	7
	16
	14
	8
	15
	9
	8
	13
	14
	8
	11.50 
	1.00 

	10.3
	11
	9
	15
	12
	8
	8
	9
	7
	8
	7
	14
	8
	9.67 
	-0.63 

	D平均值
	0.17 

	tD
	0.23

	t0.05,8
	0.82 


2.2.6.2正确度
将高效液相色谱法的测定结果作为认定值，胶体金快速定量测试条的测定结果与之比较，按正确度（%）=检测值/认定值×100计算。正确度范围在80%～110%之间，平均为95%（见表1）。

2.2.7 方法特异性
选取阴性红曲红样品，加入黄曲霉毒素B1标准溶液（添加浓度50μg/kg）、呕吐毒素标准溶液（添加浓度10μg/kg）、伏马毒素标准溶液（20μg/kg）、赭曲霉毒素标准溶液（添加浓度20μg/kg）、玉米赤霉烯酮标准溶液（添加浓度20μg/kg）、桔青霉素标准溶液（添加浓度20μg/kg）。除添加黄曲霉毒素B1样品读值为53μg/kg以外，其余样品测定结果均为阴性。

实验结果表明，黄曲霉毒素B1胶体金试剂条对伏马毒素、赭曲霉毒素、呕吐毒素、玉米赤霉烯酮和桔青霉素并无交叉反应，其方法特异性可以满足检测要求。

2.2.8应用验证

为了验证胶体金快速定量法在实际工作中对色素样品黄曲霉毒素B1的测定准确性，起草小组对红曲红限量限进行了低浓度加标回收试验，测定结果见表3。

表3 不同色素加标回收实验

	色素
	加标量
	测定结果
	平均值
	回收率

	
	（μg/kg）
	（μg/kg）
	（μg/kg）
	（%）

	红曲红
	5
	5
	4
	4.5
	90

	
	10
	9
	8
	8.5
	85

	辣椒红
	10
	9
	9
	9
	90

	
	20
	19
	19
	19
	90


3采用国际标准和国外先进标准的情况，以及与国际、国外同类标准水平的对比，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况

本方法具有较高的精密度、准确性和特异性；通过样品前处理、试纸条点样、室温孵育、读数仪读数这几个步骤，能快速完成一个样品的测定，方法要求条件较低，操作简单。实验结果表明，能满足色素中生物毒素测定的要求，易于推广应用。
4 与有关的现行法律、法规和强制性国家标准、行业标准的关系

本标准颁布实施后，针对色素中生物毒素的测定，符合现行的法律法规和强制性（国家、行业、地方）标准要求。

5 重大分歧意见的处理经过和依据

无。
6 按照标准化法的有关规定，提出强制性标准或推荐性标准的建议

建议将本标准列为国家推荐性标准。 

7 废止现行有关标准的建议

 无
8 其他应予说明的事项

无
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