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前    言

本标准等同采用ISO 9648：1988 Sorghum — Determination of tannin content。
本标准由国家粮食局提出并归口。

本标准由全国粮油标准化技术委员会归口。

本标准起草单位： 

本标准主要起草人： 

粮油检验  高粱中单宁含量测定
1  范围

本标准规定了一种通用的高粱单宁含量测定方法，这种测定方法并不是针对某一种类型的多酚类物质的。测定方法。用雄鸡进行的动物实验测量的高粱代谢能与本方法测定的结果之间，具有很好的负相关性，证明了本方法的正确性和有效性。
2  规范性引用文件

下列标准中所包含的条款，通过本标准的引用而成为本标准的条款。在本标准公布之时，引用标准的版本是有效的。所有标准都是要修订的，鼓励使用本标准的各方研究使用下列标准的最新版本。凡是不注日期的引用标准，其最新版本适用于本标准。
ISO  712：1985 谷物及谷物产品水分含量测定(常规基准方法)。
GB 5491 粮油、油料检验  扦样、分样法。
3  原理

用二甲基甲酰胺溶液振荡提取高粱单宁，经离心后，取上清液加柠檬酸铁铵溶液和氨溶液，显色后，以水为空白对照，用分光光度计于525 nm处测定吸光度值，用单宁酸作标准曲线测定高粱单宁含量。
4  试剂

所有试剂均为分析纯，水为蒸馏水或与之相当纯度的水。

4.1  2g/L单宁酸溶液

由于不同来源的单宁酸对标准曲线有影响，所以，推荐使用默克公司的773单宁酸(Merck  reference  773 tannic  acid)1）作为参考，以便于实验室之间比较测定结果。该溶液可保存一周。
4.2  8.0 g/L (NH3)氨溶液
4.3  75 % (V/V) 二甲基甲酰胺溶液
取75 mL二甲基甲酰胺溶液于100 mL容量瓶中，用水稀释，冷却后加水至刻度。


注意：当二甲基甲酰胺被吸入或与皮肤接触时，有害于健康，并且刺激眼睛。

4.4  3.5g/L柠檬酸铁铵(铁含量17%～20%，m/m)溶液，在使用前24h配制。由于柠檬酸盐的铁含量影响测定结果，必须特别强调其含量。
5  器具

实验室常规的和特殊的器具如下：
5.1  机械粉碎机，能粉碎样品并全部通过筛子(5.2)。
1） 默克公司的773单宁酸是商品化的产品，为本标准的使用者提供这样的信息，并不意味着它已经是国家标准认可的产品。
5.2  筛子，孔径0.5 mm。

5.3  离心机，具备3000 g(3000 m/s2×9.81 m/s2)离心加速度。

5.4  离心管，容量约50 mL，具密封盖子。

5.5  往复运动机械搅拌器或磁力搅拌器。

5.6  试管机械振荡器(旋涡式)。

5.7  分光光度计，带10 mm比色皿，可在525 nm处测定。

5.8  移液管，1 mL、5 mL、20 mL。

5.9  刻度移液管，5 mL和10 mL。

5.10  试管，140 mm×14 mm。

5.11  容量瓶，20 mL。
6  采样

按照GB 5491 粮油、油料检验  扦样、分样法进行采样和分样。
高粱样品可以避光保存几个月，最好干燥后保存。
7  试样制备

去除高粱样品中的杂质，用机械粉碎机(5.1)粉碎并全部通过筛子(5.2)，完全混合均匀。粉碎样品中的单宁会迅速氧化，粉碎后的样品应立即进行分析。
粉碎的样品最多避光保存几天，最好干燥后保存。
8  操作步骤

8.1  水分测定
按照ISO 712测定试样水分含量。
8.2  称样量

称取试样(6.2)约1 g，精确至1 mg，置于离心管中(5.4)。
8.3  样品测定
8.3.1  用移液管(5.8)取20 mL二甲基甲酰胺溶液(4.3)于装有样品的离心管(8.2)中，盖好密闭盖并用振荡器(5.5)振荡提取60 min±1 min。然后，以3000 g离心加速度离心10 min。
8.3.2  用移液管(5.8)取1 mL上清液(8.3.1)于试管(5.10)中，用移液管分别加6 mL水和1 mL氨溶液(4.2)，然后，用振荡器(5.6)振荡几秒钟。

8.3.3  用移液管(5.8)移取1 mL上清液(8.3.1)于试管(5.10)中，用移液管(5.8)分别加5 mL水和1 mL柠檬酸铁铵溶液(4.4)，用振荡器(5.6)振荡几秒钟。然后，用移液管(5.8)加1 mL氨溶液(4.2)，用振荡器(5.6)再振荡几秒钟。

8.3.4  在8.3.2和8.3.3操作结束10 min±1 min后，分别将8.3.2和8.3.3溶液倒入比色皿中，以水为空白对照，用分光光度计(5.7)于525 nm处测定吸光度值。

    试样的吸光度值测定结果Ax为两个吸光度值之差。

8.4  测定次数
    同一样品测定两次。

8.5  绘制标准曲线
在测定试样的当天，按照a)至c)的步骤绘制标准曲线。

a) 准备6个20 mL容量瓶(5.11)，用刻度移液管(5.9)分别加入0 mL、1 mL、2 mL、3 mL、4 mL、5 mL单宁酸溶液(4.1)，加二甲基甲酰胺溶液(4.3)至刻度，所得标准系列溶液的单宁酸含量分别为0 mg/mL、0.1 mg/mL、0.2 mg/mL、0.3 mg/mL、0.4 mg/mL、0.5 mg/mL。

b) 分别移取1 mL以上标准系列溶液于试管(5.10)中，用移液管(5.8)分别加5 mL水和1 mL柠檬酸铁铵溶液(4.4)，用振荡器(5.6)振荡几秒钟。然后，加1 mL氨溶液(4.2)，用振荡器(5.6)再振荡几秒钟。静置10 min±1 min后，将溶液倒入比色皿中，以水为空白对照，用分光光度计(5.7)于525 nm处测定吸光度值。

c) 以标准系列a)中各溶液的吸光度值为纵坐标，相应的单宁酸浓度(mg/mL)为横坐标，绘制标准曲线。标准曲线不经过原点，并且不需要校正通过原点。
9  结果计算
试样中单宁含量（X）以干基中单宁酸的质量分数表示，按式(1)计算：
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      ………………………(1)
式中：
c──从标准曲线（8.5 c)读取的试液中单宁酸的浓度，单位为毫克每毫升（mg/mL）； 
m──试样的质量(8.1)，单位为克（g）；

H──试样的水分含量(8.1)，质量分数，%。

如果两次测定结果满足按表1(10)用线性内插法计算的重复性要求，测定结果用两次测定的算术平均值表示。
10  精密度

法国9个实验室进行了实验室间的比较实验，每个样品测定3次，被保留的8个实验室测定结果进行统计分析，统计结果(按ISO 5725注)评价)见表1。

1) ISO 5725 : 1986，测试方法的精密度―通过实验室间试验确定标准测试方法的重复性和再现性
表1   以试样干基中单宁酸质量分数表示的结果

	样品
	Argence
	NK 121
	Sultan

	平均值
	0.05
	0.62
	1.11

	重复性的标准偏差，Sr
重复性的变异系数
重复性，2.8Sr
	0.01

21%

0.03
	0.02

3.3%

0.06
	0.02

1.9%

0.06

	再现性的标准偏差，SR
再现性的变异系数
再现性，2.8RR
	0.02

44%

0.06
	0.03

4.8%

0.08
	0.07

6.1%

0.19


11  检验报告

检验报告应明确说明使用的方法，单宁酸的生产商、参考号和测定结果，也应指出本国际标准中未说明的所有操作细节，或者作为可能影响结果的因素一起说明。

检验报告应包括完整的样品标识所必需的所有信息。
─────────────────
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