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[bookmark: _Toc157601111][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。
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。
本文件由辽宁省分析测试协会提出并归口。
本文件起草单位：辽宁省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所。
本文件主要起草人：郭春景、李广、吴限鑫、林秋君、彭天舒、邹雪梅、王在亮、刘万国、张馨予、陈芳、李丽娜、王建忠。
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草莓中鞣花酸含量的测定 超高效液相色谱-质谱法

[bookmark: _Toc157601112][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc155276787][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc155276743][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884218]范围
[bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219]本文件确定了草莓中游离鞣花酸含量的超高效液相色谱-质谱联用测定方法。
本文件适用于草莓鲜果中游离鞣花酸含量的测定。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc155276788][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc155276744][bookmark: _Toc157601113]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 6682
	分析实验室用水规格和实验方法


[bookmark: _Toc155276789][bookmark: _Toc155276745][bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc157601114]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc155276747][bookmark: _Toc157601115][bookmark: _Toc155276791]原理
试样经提取后进样，采用超高效液相色谱-质谱联用仪分离测定，根据保留时间定性，外标法定量。
[bookmark: _Toc157601116][bookmark: _Toc155276792][bookmark: _Toc155276748]试剂或材料
本方法所用的试剂，除另有规定外，均为分析纯， 水为 GB/T 6682 规定的一级水。
甲醇
色谱纯。
甲酸
色谱纯。
0.1%甲酸水溶液
在100 mL水加入0.1 mL甲酸（5.2），混合均匀。
提取液
甲醇：0.1%甲酸水溶液（80:20，体积比）：将 80 mL 甲醇（5.1）加入到 20 mL 0.1%甲酸水（5.3）中，混合均匀。
标准品
鞣花酸（Ellagic acid，CAS号476-66-4，分子式C14H6O8，相对分子质量302.28），纯度均≥99%。
标准储备液（1000 µg/mL ）
准确称取鞣花酸标准品10 mg（准确至 0.1 mg）， 于 10 mL 棕色容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，现用现配。
标准工作液
[bookmark: _Toc155276760][bookmark: _Toc155276804]分别吸取标准储备液（5.6）0.1 mL、0.2 mL、0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、5.0 mL于10 mL容量瓶中，用提取液（5.4）定容至刻度，配制成浓度分别为10.0 µg/mL、20.0 µg/mL、50.0 µg/mL、100 µg/mL、200 µg/mL、500.0 µg/mL的标准系列工作液，现用现配。
[bookmark: _Toc157601129]仪器设备
超高效液相色谱-质谱仪，配电喷雾离子源（ESI）。
分析天平：感量0.1 mg 和0.01 g。
高速离心机，转速≥4000 r/min。
匀浆机。
微孔滤膜：孔径0.22 µm。
[bookmark: _Toc157601130][bookmark: _Toc155276805][bookmark: _Toc155276761]样品处理
称取匀浆待测样品2.00 g，置于50 mL离心管中。加入50.0 mL提取液（5.4），全自动均质器提取1 min，加入1.5 g醋酸钠和6 g无水硫酸镁，剧烈振荡2 min，混匀后以10000 r/min离心3 min。取2 mL上清液置于装有150 mg无水硫酸镁、25 mgPSA和2.5 mgGCB的离心管，涡旋1 min，以10000 r/min离心3 min。取上清液过0.22 μm滤膜至样品瓶，上机测定。
检测方法
色谱条件
8.1.1 色谱柱： T3柱（100 mm×2.1 mm×1.8 µm），或性能相当。
8.1.2 流动相：A为0.1%甲酸水溶液，B为甲醇，梯度洗脱条件见表1；
8.1.3 流速： 0.2 mL/min。
8.1.4 色谱柱： T3柱（100 mm×2.1 mm×1.8 µm），或性能相当。
8.1.5 柱温： 40℃。
表1  梯度洗脱条件
	时间/min
	A/%
	B/%

	0
	95
	5

	0.25
	95
	5

	7.80
	0
	100

	8.50
	0
	100

	8.51
	95
	5

	10.00
	95
	5


质谱条件
8.2.1 电喷雾离子源负离子模式（ESI-）。
8.2.2 毛细管电压：1 kV。
8.2.3 离子源温度：450℃。
8.2.4 气帘气流量：30 L/hr。
8.2.5 雾化气流量：900 L/Hr。
8.2.6 扫描方式：MRM，离子对信息见表2。
表2  标准物质的MRM信息
	名称
	保留时间/min
	母离子
	子离子
	锥孔电压/V
	碰撞能/eV

	鞣花酸
	6.46
	301
	284*
	18
	25

	
	
	
	229
	18
	25

	
	
	
	145
	18
	30


校准曲线的制作
将校准系列工作液按浓度由低到高的顺序分别注入超高效液相色谱质谱仪，测定相应的峰面积，以校准曲线工作液的质量浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，绘制校准曲线。
试样溶液的测定
将试样溶液注入超高效液相色谱质谱仪，以保留时间定性，得到峰面积，根据校准曲线得到待测液中鞣花酸的质量浓度。
定性和定量
8.5.1 定性
8.5.1.1 保留时间
被测试样中鞣花酸色谱峰的保留时间与标准物质色谱峰的保留时间相比较，相对误差应在±2.5% 之内。
8.5.1.2 离子丰度比
在相同实验条件下进行样品测定时，如果检出色谱峰的保留时间与标准物质相一致，并且目标化合物选择的子离子均出现，而且同一检测批次，对同一化合物，样品中目标化合物的离子丰度比与质量浓度相当的标准溶液相比，其允许偏差不超过表3规定的范围，则可判断样品中存在目标化合物。
表3  定性时离子丰度比的最大允许偏差
	离子丰度比，%
	>50
	20~50
	10~20
	≤10

	允许相对偏差，%
	±20
	±25
	±30
	±50


在上述条件下，鞣花酸质谱图参见附录 A。
8.5.2 定量
外标法定量。
平行试验
按以上步骤对同一试样进行平行试验测定。
空白试验
除不加试样外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
分析结果的表述
试样中鞣花酸含量按式（1）进行计算：
		()
式中：X——样本中鞣花酸含量，单位为毫克每千克（mg/kg）；
C——试样溶液浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；
V——试样提取体积，单位为毫升（mL）；
m——试样质量，单位为克（g）。
注：测定结果用平行测定的算数平均值表示，保留三位有效数字，试验应在24h内完成。
[bookmark: _Toc157601142][bookmark: _Toc155276773][bookmark: _Toc155276817]精密度
在重复性测定条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。


附录 A
(资料性附录)
鞣花酸的质谱图
图A.1  鞣花酸的质谱图
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图A.1  鞣花酸的质谱图
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