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[bookmark: _Toc200728097][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由湖南省农业农村厅提出。
本文件由湖南省农业标准化技术委员会归口。
本文件起草单位：湖南农业大学。
本文件主要起草人：黄科。
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十字花科蔬菜中萝卜硫素的测定 高效液相色谱法
[bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc200728098]范围
[bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233326]本文件规定了十字花科蔬菜中萝卜硫素含量测定的试剂、仪器与设备、试样制备、操作步骤、结果计算方法等要求。
本文件适用于十字花科蔬菜萝卜硫素含量的测定与分析。
[bookmark: _Toc200728099][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931]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 28728-2012 危险化学品实验室安全操作规程
GB/T 6682 实验室用水标准 
[bookmark: _Toc97191425][bookmark: _Toc200728100]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。

[bookmark: _Toc200728101]试剂
1) 去离子水：符合GB／T 6682标准二级的规定；
2) 萝卜硫素标准品（苄基芥子油苷，Glucotropaeolin potassium salt，GC≥98%，PhytoLab）；
3) 分析纯二氯甲烷（国药）；
4) 无水硫酸钠（国药）；
5) 色谱级乙腈（≥99.9% (GC), gradient grade, suitable for HPLC, Reag. Ph Eur, LiChrosolv®）；
6) 流动相A：去离子水，超声波脱气30 s；流动相B：色谱级乙腈，超声波脱气30 s。
[bookmark: _Toc200728102]仪器与设备
实验室常用仪器设备：研钵或微型研磨机；旋转蒸发仪（中天科技，RE-2000B）；恒温水浴锅（荣华）；恒温摇床（上海苏坤，SKY-2102C）；色谱柱C18柱（Agilent），250 mm×4.6 mm，5 μm；高效液相色谱仪（Agilent）：DAD紫外检测器。
[bookmark: _Toc200728103]试样制备
十字花科蔬菜不同组织部位（若需分部位检测，需单独取样，如：叶片、根部、花球、种子等）的鲜样或者保存于-80℃超低温冰箱的液氮速冻样品。
[bookmark: _Toc200728104]操作步骤
[bookmark: _Toc200728105]称样
将样品经液氮速冻后研磨成粉状，分别称取2 g粉状待测试样至A、B、C三个50 mL玻璃锥形瓶中。
[bookmark: _Toc200728106]萝卜硫素提取
提取萝卜硫素时应：
在锥形瓶中加入4 mL去离子水，将锥形瓶用封口膜封口，置于沸水浴中3-5分钟；（目的是使在样品匀浆中释放出的降解萝卜硫苷产生萝卜硫素的葡萄糖硫苷酶失活。）
之后将锥形瓶放入25 ℃恒温水浴锅中，静置水解4 h；
在锥形瓶中加入15 mL二氯甲烷于28 ℃恒温摇床中摇晃10 min，摇速200 rpm；
120 mm玻璃漏斗中放入滤纸，加5 g无水硫酸钠干燥，将混合溶剂进行过滤；
在锥形瓶中加入15 mL二氯甲烷，摇晃数次，将锥形瓶上的残留混合液洗净，将混合液再次过滤；
重复7.2.5；
滤液于38 ℃旋转蒸发仪（180rpm）上真空干燥；
干燥后的产物用2 mL乙腈浓缩，浓缩液用0.22 μm 有机滤膜过滤至进样瓶中，待上机检测。浓缩液在-20 ℃存放2周。
[bookmark: _Toc200728107]标准品制备
采用外标法对十字花科蔬菜萝卜硫素含量进行检测。将20 mg 萝卜硫素标准样品（GC≥98%）溶于1 mL乙腈，配成20 mg/mL萝卜硫素标准品母液。按照下表所示（见表1），进一步稀释标准品，经0.22 μm 有机滤膜过滤至进样瓶中，待上机检测。标准样品可在-20 ℃存放2周。
（标准样品的线性范围为12.5 - 800 μg；检测限 LOD≤0.5 μg/g, LOQ≤1.5 μg/g）。
标准品母液配置表
	序  号
	标准品体积
	乙腈体积（mL）
	浓度（μg/mL）

	①
	80 μL 20 mg/mL 标准品
	1.92
	800

	②
	1 mL of ①（800 μg/mL）
	1
	400

	③
	1 mL of ②（400 μg/mL）
	1
	200

	④
	1 mL of ③（200 μg/mL）
	1
	100

	⑤
	1 mL of ④（100 μg/mL）
	1
	50

	⑥
	1 mL of ⑤（50 μg/mL）
	1
	25

	⑦
	1 mL of ⑥（25 μg/mL）
	1
	12.5



[bookmark: _Toc200728108]色谱条件
流动相A：80 %超纯水，流动相B：20 %乙腈，等度洗脱，检测波长：240 nm，柱温：30 ℃，流速：1 mL/min，检测时间20 min。 
其中，精密度：6次重复测定RSD≤5%；准确度：3个水平加标回收率在85-110%之间。
[bookmark: _Toc200728109]色谱测定
使用自动进样器进样10μL，记录峰面积，重复三次。
[bookmark: _Toc200728110]结果计算
[bookmark: _Toc200728111]标准曲线绘制
以标准溶液浓度为x轴，峰面积为y轴，绘制标准曲线，得到标准方程 y=kx+b，（R2≈1），将测定的峰面积带入方程得到浓缩液中萝卜硫素浓度x（μg/mL）。
[bookmark: _Toc200728112]鲜样中萝卜硫素含量计算
萝卜硫素含量按下列公式计算。

萝卜硫素含量 (μg/g 鲜重)=X×V÷W
式中：
X ----浓缩后萝卜硫素浓度（μg/mL）；
V ----浓缩后总体积，单位为（2 mL）； 
W ----样本质量，单位为（g）。
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附录A
A.1萝卜硫素标准样品标准曲线图
[bookmark: _GoBack][image: 标曲]
图 1：萝卜硫素标准样品标准曲线图
A.2萝卜硫素标准样品高效液相色谱图

[image: 85-200-1-1]
图 2：萝卜硫素标准样品高效液相色谱图                       
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