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灵芝及相关产品多糖的提取与测定技术规程
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件界定了灵芝及相关产品多糖提取与测定的术语和定义、规定了使用的仪器和试剂、提取与测定步骤。
本文件适用于灵芝子实体及其制品切片、孢子粉（破壁孢子粉）中灵芝多糖的提取及测定。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772]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 5749 生活饮用水卫生标准 
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 31640 食品安全国家标准 食用酒精
GB/T 603 化学试剂 试验方法中所用制剂及制品的制备
NY/T 11676 食用菌中粗多糖含量的测定
GB/T 32198 红外光谱定量分析技术通则
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 多糖
多糖是一类由10个以上单糖通过糖苷键连接而成的高分子化合物，能被水解为单糖。
仪器和试剂
4.1 仪器
分析天平：感量0.01 g和0.0001 g，粉碎机，0.425 mm标准网筛，恒温水浴锅，旋转蒸发仪，离心机，真空冷冻干燥机，紫外分光光度计，红外光谱仪，高效液相色谱仪。
4.2 试剂
单糖标准品（葡萄糖、半乳糖、甘露糖、核糖、木糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、鼠李糖、阿拉伯糖、岩藻糖）：纯度≥97%，甲醇：色谱纯，乙腈：色谱纯，三氟乙酸，1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP），氯仿，二水合磷酸二氢钠，十二水合磷酸氢二钠，氯化钠，氢氧化钠，苯酚：重蒸馏，硫酸：ρ=1.84 g/mL，盐酸，95%食用酒精，溴化钾。
[bookmark: _Hlk180484507]提取与测定步骤
5.1 多糖提取
5.1.1 原料预处理
取灵芝子实体或灵芝切片，粉碎机粉碎（灵芝孢子粉无需粉碎），过0.425 mm标准网筛，将样品装于密封容器中，标明标记，备用。
[bookmark: _Hlk180579191]5.1.2 多糖提取
取一定量灵芝粉末，按照料液比1:40（mg/mL），100 ℃水浴提取3 h，离心或过滤，取滤液；滤渣加40倍水，100 ℃水浴再次提取3 h，离心或过滤，取滤液。合并两次提取滤液，减压浓缩至总滤液体积的1/3，得浓缩液，搅拌加入95%食用酒精至酒精浓度75%，4 ℃~10 ℃醇沉12 h以上。离心收集沉淀物，真空冷冻干燥后得到灵芝多糖。
5.2 多糖含量测定
检测提取所得多糖含量。精密称取干燥的灵芝多糖适量溶解，按NY/T 1676中规定的方法进行测定。
5.3 红外光谱扫描
检测多糖特征结构基团。取干燥的灵芝多糖1 mg~2 mg与100 mg左右干燥溴化钾粉末混合，置于石英研钵中研磨成细小粉末，压片，红外光谱仪对样品进行扫描，按GB/T 32198中规定的方法进行测定。
5.4 分子量测定
5.4.1 色谱条件
色谱柱：Shodex OHpak SB-804 HQ； 
流动相：0.1 mol/L 氯化钠溶液；
柱温：35 ℃；
流速：0.5 mL/min； 
进样量：20 μL；
检测器：示差折光检测器。 
5.4.2 测定
精密称取适量灵芝多糖，0.1 mol/L 氯化钠溶液溶解得到2 mg/mL的待测样，按5.4.1所述条件进样，使用GPC分析软件计算样品分子量。 
5.5 单糖组成测定
5.5.1 色谱条件
色谱柱：C18柱，长250 mm，内径4.6 mm，粒度5 μm；
流动相：pH 6.7磷酸盐缓冲液：乙腈=83：17（体积比v/v），等度洗脱；
柱温：30 ℃；
检测波长：245 nm；
流速：1 mL/min；
进样体积：20 μL；
检测器：二极管阵列检测器。
5.5.2 单糖衍生
[bookmark: _Hlk180588121]精密称取干燥的灵芝多糖1 mg于水解管中，加入4 mol/L三氟乙酸溶液200 μL，120 ℃水解2 h，冷却至室温后，加入甲醇在旋转蒸发仪上多次旋蒸去除三氟乙酸。加入100 μL水溶解，待衍生化。往水解液中加入0.6 mol/L氢氧化钠溶液100 μL，混匀，加入200 μL的PMP甲醇溶液，混匀，70 ℃反应100 min。冷却至室温，加入100 μL 0.3 mol/L盐酸溶液，混匀，转移至离心管中，加入水1.5 mL，氯仿2 mL，涡旋混匀后静置，取上层溶液再加入氯仿按相同操作处理两次，上层溶液过0.45 μm滤膜过滤，取滤液待测。
5.5.3 单糖组成测定
取5.5.2待测液按5.5.1所述条件进样，根据保留时间确定灵芝多糖中的单糖组成。
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