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[bookmark: SectionMark4]酵豆
范围
本标准规定了酵豆的分类及命名、技术要求及检验方法、检测规则及标签、标志、包装、运输、贮存、保质期。
本标准适用于以芸豆等为主要原料，经枯草芽孢杆菌发酵制成的粉剂制品，或再添加、不添加麦芽糊精等食品添加剂及其它食品辅料，经过混合、造粒或不造粒等工艺制成的系列制品。

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 1352     大豆
GB 2712     食品安全国家标准 豆制品
GB 2761     食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量
GB 2762     食品安全国家标准 食品中污染物限量
GB 4789.1   食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则
GB 4789.3   食品安全国家标准 食品微生物学检验 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 5009.3   食品安全国家标准 食品中水分的测定
GB 5009.12  食品安全国家标准 食品中铅的测定
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 18979  食品中黄曲霉毒素的测定 免疫亲和层析净化高效液相色谱法和荧光光度法
GB/T 20884  麦芽糊精
GB 2760     食品安全国家标准 食品添加剂使用标准
GB 28050    食品安全国家标准 预包装食品营养标签通则
JJF 1070   《定量包装商品净含量计量检验规则》
国家质量监督检验检疫总局[2005]第75号令《定量包装商品计量监督管理办法》
国家质量监督检验检疫总局[2007]第98号令《食品召回管理规定》
术语分类及命名
下列术语和定义适用于本标准。
3.1术语
酵豆
以芸豆等为主要原料，经枯草芽孢杆菌发酵制成的制品。
酵豆激酶
在酵豆发酵过程中由枯草芽孢杆菌产生的丝氨酸蛋白酶。
3.2分类
依据产品性状进行分类
(1) 粉状
(2) 片状
(3) 颗粒状
4 技术要求
4.1  原料要求
4.1.1 芸豆：应符合GB 1352的规定。
4.1.2 麦芽糊精：应符合GB/T 20884的规定。
4.1.3 其它食品辅料：应符合相应的产品标准规定。
4.2 感官要求
感官指标应符合表1的规定。
表1  感官指标
	项  目
	要  求

	
	粉状
	片状
	颗粒状

	色泽
	具有该产品应有的淡黄色
	具有该产品应有的色泽
	具有该产品应有的色泽

	滋味与气味
	具有酵豆粉应有的轻微臭味，滋味微甜
	符合品种应有的滋味与气味，无异味
	符合品种应有的滋味与气味，无异味

	组织形态
	粉末状，粉状均匀、松散，无结块，无霉变
	片形完整，大小基本一致，无裂缝，无明显变形
	颗粒状，松散，无霉变

	杂质
	无正常视力可见杂质
	无正常视力可见杂质
	无正常视力可见杂质



4.3  理化指标
理化指标应符合表2的规定。
表2  理化指标
	项    目
	指    标

	
	粉剂
	片剂
	颗粒

	水分/（g/100g）                 ≤
	10.0
	5.0
	5.0

	铅（以Pb计）/（mg/kg）         ≤
	0.4
	0.4
	0.4

	黄曲霉毒素B1/（μg/kg）       ≤
	4.0
	4.0
	4.0



4.4活性指标及试验方法
表3  纳豆活性指标及试验方法
	项    目
	指    标
	试验方法

	酶活性（U/g）
	≥2000
	见附件一




4.5  微生物指标
微生物指标应符合表4的规定。
表4 微生物指标
	项    目
	采样方案a及限量

	
	n
	c
	m
	M

	大肠菌群/（CFU/g）  
	5
	2
	100
	1000

	沙门氏菌
	5
	0
	0
	－

	金黄色葡萄球菌 /（CFU/g）
	5
	1
	100 
	1000

	注：a样品的采样及处理按GB 4789.1执行。




4.6  食品添加剂
         应符合GB 2760的规定。
4.7  净含量
应符合《定量包装商品计量监督管理办法》的规定。
4.8  食品生产加工过程中的卫生要求
应符合GB 14881的规定。
5  检验方法
5.1  感官检验
取适量试样置于白色瓷盘中，在自然光线下观察色泽和状态，闻其气味，用温开水漱口，品其滋味。
5.2  水份检测
按GB 5009.3-2016的规定执行。
5.3  铅
按GB 5009.12的规定执行。
5.4  食品添加剂
按GB 2760的规定执行。
5.5  酶活性
检测方法见附件1。
5.6  大肠菌群
按GB 4789.3 的规定执行。
5.7  沙门氏菌
按GB 4789.4 的规定执行。
5.8 黄曲霉毒素
        按GB/T 18979的规定执行。
5.9 金黄色葡萄球菌
按GB 4789.10 的规定执行。
5.10 净含量
        按JJF 1070规定的方法进行。
6.检测规则
检验分出厂检验和型式检验。
6.1  出厂检验
6.1.1  出厂检验应逐批进行，经检验合格后附产品合格证方能出厂。
6.1.2  出厂检验项目为净含量、感官指标、水分、大肠菌群和活性。
6.2  型式检验 
6.2.1  型式检验项目应包括本标准为4.2-4.6项目及标签。
6.2.2  在下列情况之一时，必须进行型式检验：
6.2.2.1 原料来源有较大改变，可能影响产品质量时；
6.2.2.2 正常生产，每半年进行一次；
6.2.2.3停产3个月以上恢复生产时；
6.2.2.4食品安全监管机构提出进行型式检验要求时；
6.2.2.5出厂检验结果与上次型式检验有较大差异时。
6.3  组批与抽样
6.3.1  同一天、同一条生产线包装完好的同一规格、同一品种产品为一批号，并顺序编号。
6.3.2  出厂检验的样本应从每批产品中随机抽取不少于500g（不少于8个最小销售包装单位，用于净含量允差检验的样本另计）。
6.3.3  型式检验样本应从出厂检验合格的产品中随机抽取不少于3kg（不少于8个最小销售包装单位，用于净含量允差检验的样本另计）。
6.4 判定原则
6.4.1出厂检验或型式检验项目全部符合本标准规定时，判定该批产品合格。
6.4.2在受检样品中，若发现不符合本标准规定的项目时，应对备检样品进行不合格项的复检，判定结果应以复检结果为准。微生物指标不合格不得进行复检。
7.标签、标志、包装、运输、贮存和保质期
7.1 标签
   预包装产品的标签应符合GB 7718和GB 28050的规定。
7.2 标志
储运标志符合GB/T 191的规定。
7.3  包装
产品包装材料和容器应清洁、干燥，符合食品卫生要求。
7.4  运输
运输工具应清洁卫生，运输过程中应该避免日晒、雨淋和重压，严禁与有毒、有害、有腐蚀性、易挥发或有异味的物品混运。
7.5  贮存
产品应避免存放在日晒、高温、潮湿环境中，不得与有毒、有害、有腐蚀性、易挥发或有异味的物品混贮。
7.6  保质期
在上述贮、运条件下，粉状、颗粒状产品保质期为12个月；片状产品保质期为24个月。

附录：平板法测定纳豆激酶（NK）酶活力





附录
平板法测定纳豆激酶（NK）酶活力
一、溶液配制：
1、 纤维蛋白原溶液：工作浓度50mg/ml。准确称量0.05g纤维蛋白原，溶解到1ml的PBS缓冲液，涡旋震荡1min，40℃水浴数分钟，1000rpm离心1min，小心吸取上部澄清溶液到新管中，以除去溶液中碎片杂质。
2、 [bookmark: OLE_LINK1]凝血酶：工作浓度20U/ml。
凝血酶从干粉起用甘油溶液溶成200U/ml的高浓度溶液，分装成100ul/支，使用时取出一支加入900ul的PBS稀释10倍。
3、 琼脂糖：工作浓度1%，称取1g琼脂糖，到250ml的三角烧瓶中，加入100ml的PBS缓冲液，微波炉加热，见到溶液澄清透明无杂质即可，不要过度沸腾。
4、 尿激酶储液：将尿激酶干粉用50%甘油溶解成100IU/ml，分装成100ul/支，-20℃保存。
二、操作方法：
1、平板制备
用血清瓶量取25ml的1%琼脂糖溶液，置于50-55℃水浴中，吸取200ul的纤维蛋白原工作液和60ul的凝血酶溶液，快速打入血清瓶，并快速用枪头剧烈搅动，立刻将血清瓶中溶液从培养皿壁快速倒入皿中，尽量不要混入气泡。置于加热毯上放置半小时后关掉热源自然冷却后，用直径2mm的打孔器打孔备用。
2、 标准品的制备
按表1配制：
表1 尿激酶标准溶液
	[bookmark: OLE_LINK2]管号
	尿激酶UK（IU/ml）
	尿激酶100IU/ml储液体积（ul）
	加水体积（ul）

	1
	10
	5
	45

	2
	20
	10
	40

	3
	40
	20
	30

	4
	60
	30
	20

	5
	80
	40
	10

	6
	100
	50
	0



3、加样
吸取10ul稀释的粗酶液或标准品溶液，以左手食指为托架，右手执移液器架于左手食指，将移液头轻轻抵在小孔孔壁上部，将样品溶液打入小孔，务必不要产生气泡。如发现样品溶液已有溢出，该孔作废，并做好记号。加好样品后将平板盖上原盖，正置于从37℃培养箱预热好的湿盒中，放在37℃保温15小时。
4、测量
将保温15小时的平板取出，利用计算机精准的测量溶圈面积。
5、标准曲线绘制
测量尿激酶标准品100IU/ml，80IU/ml，60IU/ml，40IU/ml，20IU/ml，10IU/ml，三个复孔的平均值，并按照实际溶圏面积mm2（3.14*0.25*d2—孔面积）制作标准曲线，根据标准曲线函数。
6、样品活性计算
[bookmark: OLE_LINK3]根据标准曲线函数和样品的实际溶圏面积，计算出样品活性，单位为 u/ml或u/g。
根据样品实际溶圏面积，从标准曲线上计算出样品最终稀释液的酶活力X1，单位为u/ml。样品的酶活力按下式计算：  X2= X1×A1×A2
其中：
X1—由标准曲线所得的样品最终稀释液的酶活力，u/ml；
X2—样品的酶活力，u/g或者u/ml；
A1—溶解倍数，用于干粉溶解成溶液的稀释，最终活性单位为u/g，如原样品就是溶液，该值为1，最终活性单位为u/ml；
A2—稀释倍数；
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