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前   言

[bookmark: _Hlk120005544]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。
[bookmark: _Hlk68008706]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。
本文件由中国出入境检验检疫协会提出并归口。 
本文件起草单位：江苏苏中健康产业有限公司、南京海关动植物与食品检测中心。
本文件主要起草人：葛海涛、陆慧媛、丛旭东、王正俊、王殿广、华雨薇、王泽镕、张其荣。
Ⅱ
[bookmark: _Hlk120269315]精米中谷蛋白含量的测定
考马斯亮蓝法
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Hlk68008250]范围
本文件规定了精米中谷蛋白含量的考马斯亮蓝测定方法。
本文件适用于精米中谷蛋白含量的测定。
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][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 5009.3 食品安全国家标准 食品中水分的测定
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
术语和定义
[bookmark: _Toc26986532]下列术语和定义适用于本文件。
3.1
谷蛋白  glutelin
含于谷类中，为不溶于纯水、中性盐溶液、乙醇，而溶于稀酸或稀碱的蛋白质的总称。
3.2
精米  polished rice
稻谷脱壳后形成的糙米经打磨抛光后得到的大米。 
方法提要
精米粉碎过筛后经去离子水、5 %氯化钠溶液、70 %乙醇、0.04 mol/L氢氧化钠溶液提取后，得到纯度较高的谷蛋白，采用考马斯亮蓝法在595 nm波长下，测定谷蛋白含量。
设备和试剂
设备
粉碎机。
高速离心机：转速不低于4000 r/min。
控温磁力搅拌器：可控温度不低于60 ℃。
紫外分光光度计：波长范围190 nm-900 nm。
标准检验筛：孔径为100目、120目。
具塞离心管：10 mL、15 mL、100 mL。
涡旋混匀仪。
分析天平：感量为0.01 g、0.0001 g。
5.1.9  1cm光径塑料比色皿。
5.1.10 恒温水浴锅
试剂
除另有规定，所用试剂均为分析纯，试验用水需符合GB/T6682-2008中二级水的规定要求。
石油醚。
氯化钠。
无水乙醇。
85%磷酸。
氢氧化钠。
考马斯亮蓝G-250。
氢氧化钠。
95%乙醇。
 溶液配制
70 %乙醇：量取70 mL无水乙醇，加水稀释至100 mL。
考马斯亮蓝G-250溶液：称取100 mg考马斯亮蓝G-250，溶于50 mL 95 %乙醇中，加入85%的磷酸100 mL，用去离子水定容至1 L，混匀过滤，于棕色瓶中保存。
0.04 mol/L氢氧化钠溶液：称取0.16 g氢氧化钠溶于适量去离子水中，稀释至100 mL。
5 %氯化钠：称取5 g氯化钠溶于适量去离子水中，稀释至100 mL。
标准品
牛血清白蛋白：纯度大于等于99.0 %。
标准溶液配制
标准蛋白质溶液：精密称取牛血清蛋白0.01 g，加0.04 mol/L氢氧化钠溶液溶解并定容至100 mL ，超声5 min至溶解完全，即为0.1 mg/mL标准蛋白质溶液。
分析步骤
样品的制备
使用粉碎机将精米样品粉碎后过120目筛，过筛后的样品和石油醚按照1:4（w/v）混合，室温下脱脂6 h，弃去石油醚后，置于通风橱下过夜风干，收集粉末样品过100目复筛，于干燥皿中储存备用。
样品中谷蛋白的提取
去离子水洗涤
称取2.0 g脱脂过筛的样品粉末于100 mL烧杯中，加入40 mL去离子水，置于恒温磁力搅拌器上搅拌30 min，温度60 ℃（水浴加热），搅拌完成后转移至50 mL离心管内，4000 r/min离心15 min，弃去上清液后重复提取1次，沉淀备用。
 5 %氯化钠洗涤
向上述含沉淀的离心管中加入80 mL 5% NaCl溶液，涡旋2 min至沉淀溶解分散后转移至100 mL烧杯内（80 mL提取液可分多次少量加入，润洗离心管内壁附着残留），置于恒温磁力搅拌器上搅拌30 min，温度60℃（水浴加热），等量分装至2个50 mL离心管内，4000 r/min离心15 min，弃去上清液，沉淀备用。
70 %乙醇洗涤
向上述含沉淀的离心管中加入60 mL 70%乙醇，涡旋2 min至沉淀溶解分散后转移至100 mL烧杯内（60 mL提取液可分多次少量加入，润洗离心管内壁附着残留），置于恒温磁力搅拌器上搅拌10 min，温度60℃（水浴加热），等量分装至2个50 mL离心管内，4000 r/min离心15 min，弃去上清液，沉淀备用。
0.04 mol/L氢氧化钠提取
向上述含沉淀的离心管中加入50 mL 0.04 mol/L NaOH溶液，用玻璃棒将沉淀搅拌溶解至无明显大颗粒沉淀时，涡旋2 min后转移至100 mL烧杯内（50 mL提取液可分多次少量加入，润洗离心管内壁附着残留），置于恒温磁力搅拌器上搅拌90 min，温度45℃（水浴加热），等量分装至2个50 mL离心管内，6000 r/min离心15 min，保留上清液，用考马斯亮蓝法测蛋白含量。
[bookmark: _Hlk116120182]谷蛋白含量测定
标准曲线绘制
[bookmark: _GoBack]精密量取0.1 mg/mL标准蛋白质溶液0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，分置于7支10 mL一次性离心管中，用0.04 mol/L氢氧化钠溶液补至1.0 mL，摇匀。在1.0 mL上述不同浓度牛血清白蛋白溶液的试管中，分别加入5.0 mL考马斯亮蓝G-250溶液，上下倒转5次混匀后放置2 min，以0.04 mol/L氢氧化钠溶液与5 mL考马斯亮蓝混合液（0号试管）作空白对照，用1 cm光径比色皿在595 nm波长下测其吸光度。以蛋白质含量为横坐标、吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，计算线性方程。牛血清白蛋白工作溶液配制方法见表A。
表A 牛血清白蛋白工作溶液配制表
	管号
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	0.1 mg/mL标准蛋白质溶液（mL）
	0
	0.1
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	1.0

	0.04 mol/L氢氧化钠溶液（mL）
	1.0
	0.9
	0.8
	0.6
	0.4
	0.2
	0

	蛋白质含量（μg）
	0
	10
	20
	40
	60
	80
	100


样品溶液含量测定
精密吸取样品溶液1.0 mL，放入10 mL一次性离心管中（每个样品设置3个重复），加入5.0 mL考马斯亮蓝G-250溶液，上下倒转5次混匀后放置2 min，用1 cm光径比色皿在595 nm波长下比色（以1mL 0.04 mol/L氢氧化钠溶液与5mL考马斯亮蓝混合液为空白），记录吸光度值，并通过标准曲线得到蛋白质含量。
（注：①严格控制反应时间为2 min，且倒转混匀使其混合均匀时动作要轻以免产生泡沫导致重现性降低；②若样品浓度过高，可将其稀释适当倍数，确保吸光度的值在0.3-0.6之间，以提高实验数据的稳定性。）
结果计算
样品中谷蛋白质的含量按式（1）计算：
	……………………………………()
式中：
X——样品中谷蛋白含量，单位为克每百克（g/100 g）；
C——通过标准曲线得到的蛋白质含量值,单位为微克（μg）； 
VT——提取液总体积，单位为毫升（mL）；
V1——测定时的加样量，单位为毫升(mL)；
FM——样品鲜重（g）。
计算结果保留到小数点后两位。
精密度
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算数平均值的10%。




资料性
牛血清蛋白质工作溶液配制表
牛血清蛋白质工作溶液配制表
牛血清蛋白质标准工作溶液配制方法见表A.1。
表A.1 牛血清蛋白质工作溶液配制表
	管号
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	0.1 mg/mL标准蛋白质溶液（mL）
	0
	0.1
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	1.0

	0.04 mol/L氢氧化钠溶液（mL）
	1.0
	0.9
	0.8
	0.6
	0.4
	0.2
	0

	蛋白质含量（μg）
	0
	10
	20
	40
	60
	80
	100
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