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前  言

  本标准代替GB5009.82—2016《食品安全国家标准 食品中维生素A、D、E的测定》中第三法“食
品中维生素D的测定 液相色谱-串联质谱法”和第四法“食品中维生素D的测定 高效液相色谱法”。

本标准与GB5009.82—2016相比,主要变化如下:
———标准名称修改为《食品安全国家标准 食品中维生素D的测定》;
———增加了在线柱切换-反相液相色谱法;
———增加了样品预制备方法;
———修改了液相色谱-串联质谱法的线性范围和仪器参考条件;
———修改了附录中标准校正溶液的配制方法。
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食品安全国家标准

食品中维生素D的测定

1 范围

本标准规定了食品中维生素D的测定方法。

第一法正相色谱净化-反相液相色谱法适用于添加了麦角钙化醇或胆钙化醇的食品中维生素D2 和

维生素D3 的测定。

第二法在线柱切换-反相液相色谱法适用于食品中维生素D2 和维生素D3 的测定。

第三法液相色谱-串联质谱法适用于食品中维生素D2 和维生素D3 的测定。

第一法 正相色谱净化-反相液相色谱法

2 原理

试样经氢氧化钾乙醇溶液皂化,液液萃取净化、浓缩后,用正相高效液相色谱仪通过硅胶柱将维生

素D与其他杂质分离,将收集的馏分浓缩后,再经反相色谱柱分离维生素D2 与维生素D3,紫外检测器

检测,内标法(或外标法)定量。当试样中不含维生素D2 时,可用维生素D2作内标测定维生素D3;当试

样中不含维生素D3时,可用维生素D3作内标测定维生素D2。否则,用外标法测定。

3 试剂和材料

除非另有说明,本方法所用试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

3.1 试剂

3.1.1 无水乙醇(C2H6O):色谱纯。

3.1.2 抗坏血酸(C6H8O6)。

3.1.3 2,6-二叔丁基对甲酚(C15H24O):简称BHT。

3.1.4 α-淀粉酶(CAS号:9000-90-2,中温淀粉酶,来源于芽孢杆菌属):酶活力≥1.5U/mg。

3.1.5 氢氧化钾(KOH)。

3.1.6 正己烷(C6H14)。

3.1.7 甲醇(CH4O):色谱纯。

3.1.8 无水硫酸钠(Na2SO4)。

3.1.9 环己烷(C6H12)。

3.1.10 异丙醇(C3H8O)。

3.1.11 石油醚:沸程为30℃~60℃。
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3.2 试剂配制

3.2.1 氢氧化钾溶液(50%,质量分数):称取50g氢氧化钾,溶于50g水中,冷却后储存于聚乙烯

瓶中。

3.2.2 BHT-乙醇溶液(0.2g/100mL):称取1.0gBHT,溶于500mL无水乙醇中,临用前配制。

3.2.3 异丙醇-环己烷-正己烷溶液(2+125+125):将异丙醇、环己烷和正己烷按2∶125∶125的体积

比混合均匀,超声脱气。

3.2.4 甲醇-水溶液(19+1):将甲醇和水按19∶1的体积比混合均匀,超声脱气。

3.3 标准品

3.3.1 维生素D2 标准品:麦角钙化醇(C28H44O,CAS号:50-14-6),纯度≥98%,或经国家认证并授予

标准物质证书的标准物质。

3.3.2 维生素D3 标准品:胆钙化醇(C27H44O,CAS号:67-97-0),纯度≥98%,或经国家认证并授予标

准物质证书的标准物质。

3.4 标准溶液配制

3.4.1 维生素D2 标准储备溶液(1000mg/L):准确称取50mg(精确至0.1mg)维生素D2 标准品于小

烧杯中,用无水乙醇溶解并转移至50mL容量瓶中,定容至刻度,混匀。按附录A进行储备液浓度校

正,将该储备溶液装至棕色试剂瓶中,密封后在-18℃下避光保存,保存期6个月。

3.4.2 维生素D3 标准储备溶液(1000mg/L):准确称取50mg(精确至0.1mg)维生素D3 标准品于小

烧杯中,用无水乙醇溶解并转移至50mL容量瓶中,定容至刻度,混匀。按附录A进行储备液浓度校

正,将该储备溶液装至棕色试剂瓶中,密封后在-18℃下避光保存,保存期6个月。

3.4.3 维生素D2 标准使用液(10.0mg/L):准确吸取维生素D2 标准储备液(1000mg/L)1.00mL于

100mL容量瓶中,用无水乙醇稀释至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期3个月。

3.4.4 维生素D3 标准使用液(10.0mg/L):准确吸取维生素D3 标准储备液(1000mg/L)1.00mL于

100mL容量瓶中,用无水乙醇稀释至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期3个月。

3.4.5 标准系列工作溶液

3.4.5.1 当用维生素 D3 作内标测定维生素 D2 时:分别吸取维生素 D2 标准使用液(10.0mg/L)

0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL和10.00mL于100mL棕色容量瓶中,各加入维生素

D3 内标使用液(10.0mg/L)2.50mL,加甲醇稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓度分别为

50μg/L、100μg/L、200μg/L、400μg/L、600μg/L、1000μg/L,维生素D3 内标质量浓度为250μg/L。
临用前配制。

3.4.5.2 当用维生素 D2 作内标测定维生素 D3 时:分别吸取维生素 D3 标准使用液(10.0mg/L)

0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL和10.00mL于100mL棕色容量瓶中,各加入维生素

D2 内标使用液(10.0mg/L)2.50mL,加甲醇稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓度分别为

50μg/L、100μg/L、200μg/L、400μg/L、600μg/L、1000μg/L,维生素D2 内标质量浓度为250μg/L。
临用前配制。

3.4.5.3 当用外标法同时测定维生素D2 和D3 时:分别吸取维生素D2 标准使用液(10.0mg/L)、维生

素D3 标准使用液(10.0mg/L)各0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL和10.00mL于

100mL棕色容量瓶中,加甲醇稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓度分别为50μg/L、

100μg/L、200μg/L、400μg/L、600μg/L、1000μg/L。临用前配制。
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3.5 材料

3.5.1 广泛pH试纸:pH范围1~14。
3.5.2 玻璃层析柱:柱径2cm~3cm,柱长10cm~15cm。

3.5.3 微孔滤膜:有机系,孔径0.45μm。

4 仪器和设备

4.1 正相高效液相色谱仪:带紫外检测器,进样器配500μL定量环。
4.2 反相高效液相色谱仪:带紫外检测器,进样器配100μL定量环。
4.3 天平:感量为0.1mg、0.01g。

4.4 紫外分光光度计:带1cm石英比色皿。
4.5 磁力搅拌器:带加热、控温功能。
4.6 恒温振荡器。

4.7 旋转蒸发仪。
4.8 恒温水浴锅。
4.9 氮吹浓缩仪。
4.10 超声波清洗器。

4.11 分液漏斗萃取振荡器。

5 分析步骤

5.1 样品前处理

处理过程应避免紫外光照射。

5.1.1 试样制备

将一定数量的样品按要求经过缩分、粉碎、均质后,储存于样品袋中,避光冷藏,尽快测定。

5.1.1.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品和饮料

固体试样:称取均质后的试样约25g(m1,精确至0.01g)至250mL干燥玻璃瓶中,加入约200mL
温水(40℃~45℃),记录加水后的溶液质量(m2,精确至0.01g)。充分混匀溶解,室温避光放置

15min,每隔5min振摇30s。称取制备后的浆液20g~50g(m3,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶

中。按式(1)计算样品质量(m)。

m=
m1×m3

m2
…………………………(1)

  液体试样:称取摇匀后的试样20g~50g(m,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中。

5.1.1.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

称取均质后的试样5g~10g(m,精确至0.01g)于150mL平底烧瓶中,加入约20mL温水(40℃~
45℃),混匀。婴幼儿谷类辅助食品可参考5.1.1.1先制成浆液,再称取制备后的浆液20g~50g(m3,精确

至0.01g)至150mL平底烧瓶中。

5.1.1.3 其他食品

称取均质后的固体试样5g~20g(m,精确至0.01g)或液体试样20g~50g(m,精确至0.01g)于
3
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150mL平底烧瓶中,固体试样需加入20mL~30mL温水(40℃~45℃),混匀。

5.1.2 试样皂化

5.1.2.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品、饮料和其他食品

于5.1.1.1和5.1.1.3所述平底烧瓶中,加入100μL内标使用溶液(10.0mg/L),再加入1.0g抗坏

血酸和30mL~50mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),混匀,再加入20mL~30mL氢氧化钾溶液

(50%,质量分数),边加边振摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡器中皂化,温度80℃±2℃,时间

30min(或温度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温。

5.1.2.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

于5.1.1.2所述平底烧瓶中,加入100μL内标使用溶液 (10.0mg/L)和1.0gα-淀粉酶,放入60℃
恒温水浴振荡30min,向酶解液中加入1.0g抗坏血酸和30mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),混匀,
再加入10mL~20mL氢氧化钾溶液(50%,质量分数),边加边振摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡

器中皂化,温度80℃±2℃,时间30min(或温度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却

至室温。
注:如用外标法,则不加内标,其余操作同上,皂化条件选择温度25℃±5℃,皂化时间16h±2h。

5.1.3 试样提取与浓缩

5.1.3.1 试样提取

将上述皂化液用30mL水转入250mL分液漏斗中,加入50mL石油醚,振荡萃取5min,将下层

溶液转移至另一250mL分液漏斗中,加入50mL石油醚重复萃取1次~2次,合并石油醚层。用约

150mL水洗涤石油醚层,去除下层水相,重复洗涤至少3次,直至将石油醚层洗至中性(可用广泛pH
试纸检测下层溶液)。

5.1.3.2 试样浓缩

将洗涤后的石油醚层缓慢流过预先填充厚度3cm~5cm无水硫酸钠粉末的玻璃层析柱,滤入

250mL旋转蒸发瓶或氮吹浓缩管中,用15mL石油醚冲洗分液漏斗及玻璃层析柱内无水硫酸钠2次,
合并入蒸发瓶或氮吹浓缩管中,并将其接在旋转蒸发仪或氮吹浓缩仪上,于40℃水浴中旋蒸或氮吹浓

缩,待石油醚剩余约1mL时,取下蒸发瓶或浓缩管,用石油醚将浓缩液转移至2mL容量瓶中,氮吹至

近干,用正己烷定容至刻度,过0.45μm微孔滤膜,供正相高效液相色谱净化。

5.2 仪器参考条件

5.2.1 维生素D待测液的净化

5.2.1.1 正相色谱参考条件

正相色谱参考条件如下:

a) 色谱柱:硅胶柱,柱长250mm,柱内径4.6mm,粒径5μm,或相当者;

b) 流动相:异丙醇-环己烷-正己烷溶液(2+125+125);

c) 流速:1.0mL/min;

d) 波长:264nm;

e) 柱温:35℃;

f) 进样量:500μL。
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5.2.1.2 正相色谱系统适用性试验

各取维生素D2 标准使用液和维生素D3 标准使用液200μL于10mL具塞试管中,40℃水浴中氮

气吹至近干。残渣用10mL正己烷振荡溶解。取该溶液500μL注入正相高效液相色谱仪中测定,确
定维生素D2 和维生素D3 的保留时间。

5.2.1.3 试样待测液正相色谱净化

将500μL待测液注入正相液相色谱仪中,根据维生素D2 和维生素D3 标准溶液保留时间收集维

生素D2 和维生素D3 馏分于试管中。将试管置于40℃水浴中氮气吹至近干,准确加入1.0mL甲醇,
振荡溶解残渣,即为试样测定液。

注:全自动(在线)或半自动(离线)的馏分收集器可优化操作参数后使用。

5.2.2 反相液相色谱参考条件

反相液相色谱参考条件如下:

a) 色谱柱:多环芳烃(PAH)C18柱,柱长150mm,柱内径4.6mm,粒径5μm,或相当者;

b) 流动相:甲醇-水溶液(19+1);

c) 流速:1.0mL/min;

d) 波长:264nm;

e) 柱温:35℃;

f) 进样量:100μL。

5.3 标准曲线的制作

将标准系列工作溶液分别注入反相液相色谱仪中,内标法以标准系列工作溶液中维生素D2(或维

生素D3)与其对应内标的质量比为横坐标,以维生素D2(或维生素D3)的峰面积与其对应内标的峰面积

比为纵坐标,绘制标准曲线。外标法以标准系列工作溶液中维生素D2(或维生素D3)的浓度为横坐标,

维生素D2(或维生素D3)的峰面积为纵坐标,绘制标准曲线。维生素D2 和维生素D3 标准溶液的色谱

图参见附录B中图B.1。

5.4 试样溶液的测定

5.4.1 定性分析

将试样溶液注入液相色谱仪中进行测定,同样测试条件下,试样溶液中维生素D2、维生素D3 的保

留时间与标准工作溶液中相应的保留时间相比,偏差应在±2.5%以内。

5.4.2 定量测定

将试样溶液注入反相液相色谱仪中,得到维生素D2(或维生素D3)的峰面积,根据相应的标准曲线

得到试样溶液中维生素D2(或维生素D3)的浓度。试样溶液中的响应值应在标准曲线线性范围内,超
过线性范围,可适当减少取样量重新测定。

5.5 空白试验

不称取试样,按试样的皂化、提取和浓缩分析步骤操作,应不含有干扰待测组分的物质。内标法需

要做不加内标的样品试验,确认加入内标的可行性。
5
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6 分析结果的表述

试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,内标法按式(2)和式(3)计算,外标法按式(4)计算。

X =
N ×100
m×1000

…………………………(2)

  式中:

X ———试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,单位为微克每百克(μg/100g);

N ———试样溶液中维生素D2(或维生素D3)与其对应内标的峰面积比值对应的质量,单位为纳

克(ng),按式(3)计算;

100 ———由每克换算为每百克的换算系数;

m ———试样的取样量,单位为克(g);

1000———由ng换算为μg的换算系数。

N =K ×Nis …………………………(3)

  式中:

K ———从标准曲线查得的质量比;

Nis———试样中加入的内标质量,单位为纳克(ng)。

X =
c×V1×V3×100
m×V2×1000

×f …………………………(4)

  式中:

X ———试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,单位为微克每百克(μg/100g);

c ———根据标准曲线得到的进样溶液中维生素D2(或维生素D3)的质量浓度,单位为微克每升

(μg/L);

V1 ———正相色谱净化时试样溶液定容体积,单位为毫升(mL);

V3 ———反相色谱测定时试样溶液定容体积,单位为毫升(mL);

100 ———由每克换算为每百克的换算系数;

m ———试样的取样量,单位为克(g);

V2 ———正相色谱净化时试样溶液取用体积,单位为毫升(mL);

1000———由μg/L换算为μg/mL的换算系数;

f ———稀释因子。
计算结果以重复性条件下获得的2次独立测定结果的算术平均值表示,结果保留3位有效数字。
如试样中同时含有维生素D2 和维生素D3,维生素D的测定结果以维生素D2 和维生素D3 的含量

之和计算。

7 精密度

在重复性条件下获得的2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的15%。

8 其他

当固体试样取样量为10.00g,正相进样液定容2mL时,维生素D2、维生素D3 的检出限为0.6μg/100g,

定量限为2μg/100g。
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当液体试样取样量为50.00g,正相进样液定容2mL时,维生素 D2、维生素 D3 的检出限为

0.12μg/100g,定量限为0.4μg/100g。

第二法 在线柱切换-反相液相色谱法

9 原理

试样经氢氧化钾乙醇溶液皂化,液液萃取或固相萃取净化、浓缩后,一维液相色谱通过C8 柱将维生

素D与其他杂质分离后,由柱切换阀转入二维液相色谱中,通过C18柱分离维生素D2 和维生素D3,紫
外检测器检测,内标法(或外标法)定量。当试样中不含维生素D2 时,可用维生素D2作内标测定维生素

D3;当试样中不含维生素D3时,可用维生素D3作内标测定维生素D2。否则,用外标法测定。

10 试剂和材料

除非另有说明,本方法所用试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

10.1 试剂

10.1.1 无水乙醇(C2H6O):色谱纯。

10.1.2 抗坏血酸(C6H8O6)。

10.1.3 2,6-二叔丁基对甲酚(C15H24O):简称BHT。

10.1.4 α-淀粉酶(CAS号:9000-90-2,中温淀粉酶,来源于芽孢杆菌属):酶活力≥1.5U/mg。

10.1.5 氢氧化钾(KOH)。

10.1.6 正己烷(C6H14)。

10.1.7 乙酸乙酯(C4H8O2)。

10.1.8 乙腈(C2H3N):色谱纯。

10.1.9 甲醇(CH4O):色谱纯。

10.2 试剂配制

10.2.1 氢氧化钾溶液(50%,质量分数):同3.2.1。

10.2.2 BHT-乙醇溶液(0.2g/100mL):同3.2.2。

10.2.3 乙醇-水溶液(2+3):将乙醇和水按2∶3的体积比混合均匀。

10.2.4 乙酸乙酯-正己烷溶液(3+2):将乙酸乙酯和正己烷按3∶2的体积比混合均匀。

10.2.5 乙腈-甲醇溶液(3+1):将乙腈和甲醇按3∶1的体积比混合均匀,超声脱气。

10.2.6 甲醇-水溶液(1+19):将甲醇和水按19∶1的体积比混合均匀,超声脱气。

10.2.7 乙腈-水溶液(19+1):将乙腈和水按19∶1的体积比混合均匀,超声脱气。

10.3 标准品

10.3.1 维生素D2 标准品:同3.3.1。

10.3.2 维生素D3 标准品:同3.3.2。

10.4 标准溶液配制

10.4.1 维生素D2 标准储备溶液(1000mg/L):同3.4.1。
7
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10.4.2 维生素D3 标准储备溶液(1000mg/L):同3.4.2。

10.4.3 维生素D2 标准溶液中间液(10.0mg/L):同3.4.3。

10.4.4 维生素D3 标准溶液中间液(10.0mg/L):同3.4.4。

10.4.5 维生素D2 标准使用溶液(1.00mg/L):吸取10.00mL维生素D2 标准溶液中间液(10.0mg/L)于

100mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期1个月。

10.4.6 维生素D3 标准使用溶液(1.00mg/L):吸取10.00mL维生素D3 标准溶液中间液(10.0mg/L)于

100mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期1个月。

10.4.7 标准系列工作溶液的配制

10.4.7.1 当用维生素D3 作内标测定维生素D2 时:分别吸取维生素D2 标准使用溶液(1.00mg/L)

0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、5.00mL和10.00mL于100mL棕色容量瓶中,各加入维生素

D3 内标使用液(1.00mg/L)2.00mL,用初始流动相稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓度

分别为2.5μg/L、5.0μg/L、10.0μg/L、20μg/L、50μg/L、100μg/L,维生素D3 内标质量浓度为20μg/L。

临用前配制。

10.4.7.2 当用维生素D2 作内标测定维生素D3 时:分别吸取维生素D3 标准使用溶液(1.00mg/L)

0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、5.00mL和10.00mL于100mL棕色容量瓶中,各加入维生素

D2 内标使用液(1.00mg/L)2.00mL,用初始流动相稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓度

分别为2.5μg/L、5.0μg/L、10.0μg/L、20μg/L、50μg/L、100μg/L,维生素D2 内标质量浓度为20μg/L。

临用前配制。

10.4.7.3 当用外标法同时测定维生素 D2 和维生素 D3 时:分别吸取维生素 D2 标准使用溶液

(1.00mg/L)、维生素D3 标准使用溶液(1.00mg/L)各0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、5.00mL
和10.00mL于100mL棕色容量瓶中,用初始流动相稀释至刻度,混匀。此标准系列工作溶液质量浓

度分别为2.5μg/L、5.0μg/L、10.0μg/L、20μg/L、50μg/L、100μg/L。临用前配制。

10.5 材料

10.5.1 固相萃取柱:以聚苯乙烯共聚物(PS-DVB)为基材的填料,6mL,200mg,或相当者。

10.5.2 微孔滤膜:有机系,孔径0.45μm。

11 仪器和设备

11.1 在线柱切换-液相色谱系统,带紫外检测器。

11.2 天平,感量为0.1mg、0.001g、0.01g。

11.3 紫外分光光度计,带1cm石英比色皿。

11.4 磁力搅拌器,带加热、控温功能。

11.5 恒温振荡器。

11.6 多功能振荡器,带适用于50mL离心管的适配器,转速>1500r/min。

11.7 离心机,使用适用于50mL离心管的适配器,转速≥8000r/min。

11.8 旋转蒸发仪。

11.9 氮吹浓缩仪。

11.10 超声波清洗器。
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12 分析步骤

12.1 样品前处理

处理过程应避免紫外光照射。

12.1.1 试样制备

将一定数量的样品按要求经过缩分、粉碎、均质后,储存于样品袋中,避光冷藏,尽快测定。

12.1.1.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品和饮料

固体试样:按5.1.1.1制备试样溶液,称取制备后的溶液5g(m3,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖

的离心管中。按式(1)计算粉末样品质量(m)。
液体试样:称取摇匀后的试样5g(m,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。

12.1.1.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

称取均质后的试样5g~10g(m,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中,加入约20mL温水(40℃~
45℃),置于磁力搅拌器中搅拌10min,混匀。婴幼儿谷类辅助食品参考5.1.1.1先制成浆液,再称取制备

后的浆液20g~50g(m3,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中。

12.1.1.3 油脂及其制品、肉及肉制品、水产及其制品、蛋及蛋制品

称取均质后的试样0.5g~2g(m,精确至0.001g)至50mL带螺旋盖的离心管,加入3mL~
4.5mL的温水(40℃~45℃),置于涡旋振荡器中振荡10min,混匀。对于难均质的试样,可参考

5.1.1.1先制成浆液,再称取制备后的溶液5g(m3,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。

12.1.1.4 水果、蔬菜、豆类、食用菌、坚果和籽类

称取均质后的试样5g(m,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。干制品称取均质后的试

样0.5g~2g(m,精确至0.001g)至50mL带螺旋盖的离心管中,加入3mL~4.5mL的温水(40℃~
45℃),置于涡旋振荡器中振荡10min,混匀。

12.1.1.5 含蜂蜡等黏稠胶质试样和其他食品

称取均质后的试样2g~20g(m,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中。

12.1.2 试样皂化

12.1.2.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品和饮料等试样

按12.1.1.1、12.1.1.3、12.1.1.4中描述的样品前处理方法称取适量试样于50mL离心管中,加入

100μL内标使用溶液 (1.00mg/L,如测定维生素D2,用维生素D3 作内标;如测定维生素D3,用维生素

D2 作内标),加入0.4g抗坏血酸,6mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),涡旋混匀30s,再加入3mL
氢氧化钾溶液(50%,质量分数),涡旋混匀后于恒温振荡器中皂化,温度80℃±2℃,时间30min(或温

度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温,加入5mL乙醇-水溶液(2+3),混匀,

待提取净化。
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12.1.2.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

在12.1.1.2中描述的150mL平底烧瓶中,加入500μL内标使用溶液 (1.00mg/L,如测定维生素

D2,用维生素D3 作内标;如测定维生素D3,用维生素D2 作内标),加入1.0gα-淀粉酶,放入1颗磁力搅

拌子,加上瓶塞,放入60℃磁力搅拌器中酶解30min,立即冷却至室温,向酶解液中加入1.0g抗坏血

酸和30mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),混匀。再加入10mL~20mL氢氧化钾溶液(50%,质量

分数),边加边振摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡器中皂化,温度80℃±2℃,时间30min(或温度

25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温。用乙醇-水溶液(2+3)将皂化液转移至

100mL的容量瓶中,定容至刻度,摇匀,准确移取20mL皂化液于50mL的离心管中,待提取净化。

12.1.2.3 含蜂蜡等黏稠胶质试样和其他食品

在12.1.1.5中描述的150mL平底烧瓶中,加入500μL内标使用溶液 (1.00mg/L,如测定维生素

D2,用维生素D3 作内标;如测定维生素D3,用维生素D2 作内标),加入1.0g抗坏血酸和30mLBHT-
乙醇溶液(0.2g/100mL),放入1颗磁力搅拌子,将平底烧瓶置于磁力搅拌器中搅拌,混匀后加入约

20mL的温水(40℃~45℃),混匀,再加入10mL~20mL氢氧化钾溶液(50%,质量分数),边加边振

摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡器中皂化,温度80℃±2℃,时间30min(或温度25℃±5℃,时
间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温。用乙醇-水溶液(2+3)将皂化液转移至100mL的容量

瓶中,定容至刻度,摇匀,准确移取20mL皂化液于50mL的离心管中,待提取净化。
注:如用外标法,皂化条件选择温度25℃±5℃,皂化时间16h±2h。

12.1.3 试样提取净化

12.1.3.1 液液萃取法

于上述装有皂化液的离心管中加入5mL水,混匀,加入20mL乙酸乙酯-正己烷混合溶液(3+2),
振荡提取10min,8000r/min离心3min,将上层溶液转移至另一50mL的离心管中,于原离心管中再

加入10mL乙酸乙酯-正己烷混合溶液(3+2),再次振荡提取10min,高速离心机8000r/min离心

3min,合并上层有机相于同一离心管中,加水至45mL,振荡30s,8000r/min离心3min,将上层有机

相转移至旋蒸瓶中,于40℃旋蒸至约1mL,用乙酸乙酯-正己烷混合溶液(3+2)转移至10mL试管中,
置于氮吹仪中吹至近干,用约4mL乙腈-甲醇溶液(3+1)分3次溶解并转移至5mL容量瓶中,加水定

容至刻度,混匀,过0.45μm微孔滤膜,供液相色谱测定。
注:可根据实验室条件选择浓缩方式,氮吹仪或冷冻浓缩仪均可用于浓缩。最终定容体积可根据样品情况增减。

12.1.3.2 固相萃取法

固相萃取法适用于婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、调制乳(粉)、豆浆(粉)。
于上述皂化液中加入0mL~15mL去离子水(使用不同品牌的固相萃取柱,去离子水的加量不同,

需经验证后确定),涡旋混匀,8000r/min离心5min。全部上清液转移至固相萃取柱中(临用前依次用

6mL甲醇、6mL水活化平衡)上样,过柱速度控制在不超过60滴/min。用10mL甲醇-水溶液(1+
19)洗涤离心管,涡旋30s,8000r/min离心5min,将上清液一并转移到固相萃取柱上样,重复操作

2次。上样完毕,负压抽干固相萃取柱,用8mL乙腈-甲醇溶液(3+1)分3次洗脱,洗脱液加水定容至

10mL,过0.45μm微孔滤膜,取滤液进样。
注:如仪器灵敏度或进样体积受限,可将洗脱液氮吹至一定体积,再加水定容至适当体积,保持最终进样液中的溶

剂体系为初始流动相体系。全自动在线固相萃取法可优化操作参数后使用。

12.2 仪器参考条件

仪器参考条件如下:
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a) 一维色谱柱:C8 柱,柱长150mm,柱内径4.6mm,粒径5μm,或相当者;

b) 二维色谱柱:多环芳烃(PAH)C18柱,柱长150mm,柱内径4.6mm,粒径3μm,或相当者;

c) 柱温:35℃;

d) 一维流动相:A相,水;B相,乙腈-甲醇(3+1,体积比);梯度洗脱:0min~16min,80%~
100%B;16min~19min,100%B;19.0min~19.5min,100%~80%B;总运行时间30min;

e) 二维流动相:A相,乙腈水溶液(19+1,体积比);B相,甲醇;95% A等度洗脱,总运行时间

30min;

f) 流动相流速:一维流速,1.0mL/min;二维流速,0.4mL/min;

g) 波长:264nm;

h) 进样量:100μL;

i) 根据维生素D在一维色谱柱上的保留时间确定六通阀切换时间:0.00min~10.95min,阀状

态1;10.95min~11.45min,阀状态2;11.45min~30min,回到阀状态1,在线柱切换流路图

见附录C;

j) 富集柱:C18柱,柱长5mm,柱内径4.6mm,粒径4μm,或相当者。

12.3 标准曲线的制作

将标准系列工作溶液分别注入高效液相色谱仪中,以标准系列工作溶液中维生素D2(或维生素

D3)的浓度为横坐标,以维生素D2(或维生素D3)的峰面积为纵坐标,绘制标准曲线。维生素D2 和维生

素D3 标准溶液的一维色谱图参见图B.2,二维色谱图参见图B.3。

12.4 试样溶液的测定

12.4.1 定性分析

将试样溶液注入液相色谱仪中,同样测试条件下,试样溶液中维生素D2、维生素D3 的保留时间与

标准工作溶液中相应的保留时间相比,偏差应在±2.5%以内。

12.4.2 定量测定

将试样溶液注入高效液相色谱仪中,得到维生素D2(或维生素D3)的峰面积,根据标准曲线得到待

测液中维生素D2(或维生素D3)的浓度。待测试样溶液中的响应值应在标准曲线线性范围内,超过线

性范围,可以适当减少取样量重新测定。

12.5 空白试验

不称取试样,按样品分析步骤操作,应不含有干扰待测组分的物质。内标法需要做不加内标的样品

试验,确认加入内标的可行性。

13 分析结果的表述

试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,内标法按式(2)和式(3)计算,外标法按式(5)计算。

X =
c×V×100
m×1000 ×f …………………………(5)

  式中:

X ———试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,单位为微克每百克(μg/100g);

c ———根据标准曲线得到的进样溶液中维生素D2(或维生素D3)的质量浓度,单位为微克每升
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(μg/L);

V ———进样溶液定容体积,单位为毫升(mL);

100 ———由每克换算为每百克的换算系数;

m ———试样的取样量,单位为克(g);

1000———由μg/L换算为μg/mL的换算系数;

f ———稀释因子。
计算结果以重复性条件下获得的2次独立测定结果的算术平均值表示,结果保留3位有效数字。
如试样中同时含有维生素D2 和维生素D3,维生素D的测定结果以维生素D2 和维生素D3 的含量

之和计算。

14 精密度

在重复性条件下获得的2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的15%。

15 其他

当固体试样取样量为0.50g,定容5.00mL时,维生素D2、维生素D3 的检出限为0.6μg/100g,定
量限为2μg/100g。

当液体试样取样量为5.00g时,定容5.00mL时,维生素D2、维生素D3 的检出限为0.06μg/100g,定
量限为0.2μg/100g。

第三法 液相色谱-串联质谱法

16 原理

试样加入维生素D2 和维生素D3 的同位素内标后,经氢氧化钾乙醇溶液皂化(含淀粉试样先用淀

粉酶酶解),正己烷提取,固相萃取柱净化、浓缩后,通过C18柱将维生素D2、维生素D3 与其他杂质分离,
串联质谱检测,内标法定量。

17 试剂和材料

除非另有说明,本方法所用试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

17.1 试剂

17.1.1 无水乙醇(C2H6O):色谱纯。

17.1.2 抗坏血酸(C6H8O6)。

17.1.3 2,6-二叔丁基对甲酚(C15H24O):简称BHT。

17.1.4 氢氧化钾(KOH)。

17.1.5 正己烷(C6H14)。

17.1.6 α-淀粉酶(CAS号:9000-90-2,中温淀粉酶,来源于芽孢杆菌属):酶活力>1.5U/mg。

17.1.7 甲醇(CH4O):色谱纯。

17.1.8 无水硫酸钠(Na2SO4)。
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17.1.9 乙酸乙酯(C4H8O2)。

17.1.10 甲酸(CH2O2):色谱纯。

17.1.11 甲酸铵(CH5O2N):色谱纯。

17.2 试剂配制

17.2.1 氢氧化钾溶液(50%,质量分数):同3.2.1。

17.2.2 BHT-乙醇溶液(0.2g/100mL):同3.2.2。

17.2.3 乙醇-水溶液(2+3):将乙醇和水按2∶3的体积比混合均匀。

17.2.4 乙酸乙酯-正己烷溶液(1+19),将乙酸乙酯与正己烷按1∶19的体积比混合均匀。

17.2.5 乙酸乙酯-正己烷溶液(3+17),将乙酸乙酯与正己烷按3∶17的体积比混合均匀。

17.2.6 流动相A:0.05%甲酸-5mmol/L甲酸铵水溶液:称取0.315g甲酸铵于1000mL烧杯中,加入

1000mL水溶解,再加入0.5mL甲酸,混匀,过滤膜,超声脱气。

17.2.7 流动相B:0.05%甲酸-5mmol/L甲酸铵甲醇溶液:称取0.315g甲酸铵于1000mL烧杯中,加
入1000mL甲醇溶解,再加入0.5mL甲酸,混匀,过滤膜,超声脱气。

17.3 标准品

17.3.1 维生素D2 标准品:同3.3.1。

17.3.2 维生素D3 标准品:同3.3.2。

17.3.3 维生素D2-d3 内标溶液:100mg/L。

17.3.4 维生素D3-d3 内标溶液:100mg/L。

17.4 标准溶液配制

17.4.1 维生素D2 标准储备溶液(1000mg/L):同3.4.1。

17.4.2 维生素D3 标准储备溶液(1000mg/L):同3.4.2。

17.4.3 维生素D2 标准中间液(100mg/L):吸取10.00mL维生素D2 标准储备溶液于100mL容量瓶

中,用甲醇溶解并定容至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期3个月。准确浓度按校正后的浓度

折算。

17.4.4 维生素D3 标准中间液(100mg/L):吸取10.00mL维生素D3 标准储备溶液于100mL容量瓶

中,用甲醇溶解并定容至刻度,混匀。在-18℃下避光保存,保存期3个月。准确浓度按校正后的浓度

折算。

17.4.5 维生素D2 和维生素D3混合标准使用液(其中维生素D2 质量浓度为2.00mg/L、维生素D3 质

量浓度为1.00mg/L):分别吸取2.00mL维生素D2 标准中间液、1.00mL维生素D3 标准中间液,用流

动相稀释并定容至100mL。在-18℃下避光保存,保存期1个月。准确浓度按校正后的浓度折算。

17.4.6 维生素D2-d3 和维生素D3-d3 混合内标使用液(维生素D2-d3 质量浓度为2.00mg/L,维生素

D3-d3 质量浓度为1.00mg/L):分别吸取200μL维生素D2-d3 内标溶液、100μL维生素D3-d3 内标溶

液于同一10mL容量瓶中,用甲醇定容至刻度,配制成混合内标使用液。在-20℃下避光保存,保存期

1个月。

17.4.7 维生素D标准系列工作溶液:分别吸取维生素D混合标准使用液0.10mL、0.20mL、0.50mL、

1.00mL、1.50mL和2.00mL于10mL棕色容量瓶中,各加入维生素D2-d3 和维生素D3-d3 混合内标

使用液1.00mL,用甲醇定容至刻度。此标准系列工作溶液浓度中维生素D2 质量浓度分别为20.0μg/L、

40.0μg/L、100.0μg/L、200μg/L、300μg/L、400μg/L,维生素D2-d3 的质量浓度为200μg/L;维生素D3 质

量浓度分别为10.0μg/L、20.0μg/L、50.0μg/L、100μg/L、150μg/L、200μg/L,维生素D3-d3 的质量浓度为

100μg/L。临用前配制。
31

GB5009.296—2023



17.5 材料

17.5.1 固相萃取柱:硅胶基质,6mL,500mg,或相当者。

17.5.2 微孔滤膜:有机系,孔径0.22μm。

18 仪器和设备

18.1 液相色谱-串联质谱仪,带电喷雾离子源。

18.2 天平,感量为0.1mg、0.001g、0.01g。

18.3 紫外分光光度计,带1cm石英比色皿。

18.4 磁力搅拌器,带加热、控温功能。

18.5 恒温振荡器。

18.6 多功能振荡器,使用适用于50mL离心管的适配器,转速≥1500r/min。

18.7 离心机,使用适用于50mL离心管的适配器,转速≥8000r/min。

18.8 旋转蒸发仪。

18.9 氮吹浓缩仪。

18.10 超声波清洗器。

19 分析步骤

19.1 样品前处理

处理过程应避免紫外光照射。

19.1.1 试样制备

将一定数量的样品按要求经过缩分、粉碎、均质后,储存于样品袋中,避光冷藏,尽快测定。

19.1.1.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品和饮料

固体试样:按5.1.1.1制备试样溶液,称取制备后的溶液10g(m3,精确至0.01g)至50mL带螺旋

盖的离心管中。并按式(1)计算粉末样品质量(m)。
液体试样:称取摇匀后的试样10g(m,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。

19.1.1.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

称取均质后的试样5g~10g(m,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中,加入约20mL温水

(40℃~45℃),置于磁力搅拌器中搅拌10min,混匀。婴幼儿谷类辅助食品等难均质的试样,可参考

5.1.1.1先制成浆液,再称取制备后的浆液20g~50g(m3,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶中。

19.1.1.3 油脂及其制品、肉及肉制品、水产及其制品、蛋及蛋制品

称取均质后的试样0.5g~2g(m,精确至0.001g)至50mL带螺旋盖的离心管,加入8mL~
9.5mL的温水(40℃~45℃),混匀。对于难均质的试样,可参考5.1.1.1先制成浆液,再称取制备后的

溶液10g(m3,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。

19.1.1.4 水果、蔬菜、豆类、食用菌、坚果和籽类

称取均质后的试样10g(m,精确至0.01g)至50mL带螺旋盖的离心管中。干制品称取均质后的
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试样0.5g~2g(精确至0.001g)至50mL带螺旋盖的离心管,加入8mL~9.5mL的温水(40℃~
45℃),置于涡旋振荡器中振荡10min,混匀。

19.1.1.5 含蜂蜡等黏稠胶质试样和其他食品

称取均质后的试样2g~20g(m,精确至0.01g)至150mL平底烧瓶。

19.1.2 试样皂化

19.1.2.1 婴幼儿配方食品、特殊医学用途配方食品、乳及乳制品、冷冻饮品和饮料等试样

按19.1.1.1、19.1.1.3、19.1.1.4描述的样品前处理方法称取适量试样于50mL离心管中,加入

100μL维生素D2-d3 和维生素D3-d3 混合内标使用液,再加入0.4g抗坏血酸,涡旋1min,加入10mL
BHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),涡旋30s,再加入5mL氢氧化钾溶液(50%,质量分数),涡旋混匀后于

恒温振荡器中皂化,温度80℃±2℃,时间30min(或温度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用

冷水冷却至室温。

19.1.2.2 谷物及其制品、焙烤食品、婴幼儿谷类辅助食品及其他含淀粉试样

在19.1.1.2描述的150mL平底烧瓶中,加入400μL维生素D2-d3 和维生素D3-d3 混合内标使用

液以及1.0gα-淀粉酶,放入1颗磁力搅拌子,加上瓶塞,放入60℃磁力搅拌器中酶解30min,立即冷却

至室温,向酶解液中加入1.0g抗坏血酸和30mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),混匀。再加入10mL~
20mL氢氧化钾溶液(50%,质量分数),边加边振摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡器中皂化,温度80℃±
2℃,时间30min(或温度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温。用乙醇-水溶液

(2+3)将皂化液转移至100mL的容量瓶中,定容至刻度,摇匀,准确移取25mL皂化液于50mL的离

心管中。

19.1.2.3 含蜂蜡等胶质样品和其他食品

在19.1.1.5描述的150mL平底烧瓶中,加入400μL维生素D2-d3 和维生素D3-d3 混合内标溶液,
加入1.0g抗坏血酸和30mLBHT-乙醇溶液(0.2g/100mL),放入1颗磁力搅拌子,将平底烧瓶置于

磁力搅拌器中搅拌10min,混匀,再加入约20mL温水(40℃~45℃),混匀。再加入10mL~20mL
氢氧化钾溶液(50%,质量分数),边加边振摇,混匀后于磁力搅拌器或恒温振荡器中皂化,温度80℃±
2℃,时间30min(或温度25℃±5℃,时间16h±2h),皂化后立即用冷水冷却至室温。用乙醇-水溶

液(2+3)将皂化液转移至100mL容量瓶中,摇匀,准确移取25mL皂化液于50mL离心管中。

19.1.3 试样提取

向上述离心管中加入20mL正己烷,振荡提取3min,8000r/min离心3min。转移上层清液到另

一个50mL离心管,加入25mL水,振荡30s,在8000r/min条件下离心3min,待净化。

19.1.4 试样净化

将固相萃取柱依次用8mL乙酸乙酯、8mL正己烷活化平衡,将上层提取液转移至固相萃取柱净

化。用6mL乙酸乙酯-正己烷混合溶液(1+19)淋洗,6mL乙酸乙酯-正己烷混合溶液(3+17)洗脱。
洗脱液置于40℃下氮吹浓缩装置吹至近干,加入1.0mL甲醇,超声30s,涡旋30s,过0.22μm微孔滤

膜供仪器测定。
注:为防止将水带入固相萃取柱,上层提取液可留少许正己烷有机相。
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19.2 仪器参考条件

19.2.1 色谱参考条件

色谱参考条件如下:

a) 色谱柱:多环芳烃(PAH)C18柱,柱长100mm,内径2.1mm,粒径1.8μm,或相当者;

b) 柱温:35℃;

c) 流动相:A相,0.05%甲酸-5mmol/L甲酸铵水溶液;B相,0.05%甲酸-5mmol/L甲酸铵甲醇

溶液;流动相洗脱梯度见表1;

d) 流速:0.4mL/min;

e) 进样量:10μL。

表1 流动相洗脱梯度

时间

min

流动相A
%

流动相B
%

0.0 10 90

1.0 10 90

4.0 6 94

6.0 6 94

6.1 0 100

10.0 0 100

10.1 10 90

12.0 10 90

19.2.2 质谱参考条件

质谱参考条件如下:

a) 电离方式:ESI+;

b) 毛细管电压:3kV;

c) 干燥气温度:375℃;

d) 多反应监测(MRM)模式。
监测离子对和碰撞能量见表2,质谱图见图B.4。

表2 维生素D2 和维生素D3 监测离子对和碰撞能量

化合物
保留时间

min

母离子

m/z

定性子离子 定量子离子

m/z
碰撞能量

eV
m/z

碰撞能量

eV

维生素D2 6.04 397
379
147

5
25

107 29

维生素D2-d3 6.04 400
382
271

4
6

110 22
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表2 维生素D2 和维生素D3 监测离子对和碰撞能量 (续)

化合物
保留时间

min

母离子

m/z

定性子离子 定量子离子

m/z
碰撞能量

eV
m/z

碰撞能量

eV

维生素D3 6.33 385
367
259

7
8

107 25

维生素D3-d3 6.33 388
370
259

3
6

110 19

  注:定性离子和定量离子可根据仪器进行调整。

19.3 标准曲线的制作

将标准系列工作溶液分别注入液相色谱-串联质谱仪中,以标准系列工作溶液中维生素D2 或维生

素D3 的浓度与相应同位素内标的浓度比值为横坐标,以维生素D2 或维生素D3 与相应同位素内标的

峰面积比值为纵坐标,分别绘制维生素D2、维生素D3 标准曲线。维生素D2 和维生素D3 标准溶液的色

谱图参见图B.3。

19.4 试样溶液的测定

将试样溶液注入液相色谱-串联质谱仪中进行测定。

19.4.1 定性分析

在同样测试条件下,试样溶液中维生素D2、维生素D3 的保留时间与标准工作溶液中相应的保留时

间相比,偏差在±2.5%以内,且检测到的离子的相对丰度,应当与浓度相当的校正标准溶液相对丰度一

致。其允许偏差应符合表3要求。

表3 定性确证时相对离子丰度的最大允许误差

相对离子丰度 >50% >20%~50% >10%~20% ≤10%

允许的最大偏差 ±20% ±25% ±30% ±50%

19.4.2 定量测定

将试样溶液依次进样,得到试样溶液中维生素D2 或维生素D3 与其相应内标物的峰面积比值,根
据标准曲线得到试样溶液中维生素D2 或维生素D3 的量。试样溶液中的响应值应在标准曲线线性范

围内,超过线性范围,可以适当减少取样量重新测定。

19.5 空白试验

不称取试样,按样品分析步骤操作,应不含有干扰待测组分的物质。

19.6 分析结果的表述

试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,按式(6)和式(7)计算。

X =
N ×100
m×1000

…………………………(6)
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  式中:

X ———试样中维生素D2(或维生素D3)的含量,单位为微克每百克(μg/100g);

N ———试样溶液中维生素D2(或维生素D3)与其同位素内标的峰面积比值对应的质量,单位为

纳克(ng),按式(7)计算;

100 ———由每克换算为每百克的换算系数;

m ———试样的取样量,单位为克(g);

1000———由ng换算为μg的换算系数。

N =K ×Nis …………………………(7)

  式中:

K ———从标准曲线查得的质量比;

Nis———试样中加入的内标的质量,单位为纳克(ng)。
计算结果以重复性条件下获得的2次独立测定结果的算术平均值表示,结果保留3位有效数字。
如试样中同时含有维生素D2 和维生素D3,维生素D的测定结果以维生素D2 和维生素D3 的含量

之和计算。

19.7 精密度

在重复性条件下获得的2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的15%。

19.8 其他

当固体试样取样量为2.00g、定容1.00mL时,维生素D2 的检出限为0.3μg/100g,定量限为

1.00μg/100g;维生素D3 的检出限为0.15μg/100g,定量限为0.50μg/100g。
当液体试样取样量为10.00g、定容1.00mL时,维生素D2 的检出限为0.06μg/100g,定量限为

0.20μg/100g;维生素D3 的检出限为0.03μg/100g,定量限为0.10μg/100g。
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附 录 A
维生素D标准溶液浓度校正方法

A.1 维生素D2、维生素D3 标准溶液浓度校正

A.1.1 取维生素D2 标准储备溶液(1000mg/L)100μL于10mL的棕色容量瓶中,用无水乙醇定容至

刻度,混匀,用1cm石英比色皿,以无水乙醇为空白参比,按表A.1的波长测定其吸光度,并按A.2色

谱条件测定色谱纯度(面积归一化法)。
A.1.2 取维生素D3 标准储备溶液(1000mg/L)100μL于10mL的棕色容量瓶中,用无水乙醇定容至

刻度,混匀,用1cm石英比色皿,以无水乙醇为空白参比,按表A.1的波长测定其吸光度,并按A.2色

谱条件测定色谱纯度(面积归一化法)。
维生素D2(或维生素D3)的浓度按式(A.1)计算。

X =
A×104

E1%
1cm

×P …………………………(A.1)

  式中:
X ———维生素D2(或维生素D3)标准液的质量浓度,单位为微克每毫升(μg/mL);
A ———维生素D2(或维生素D3)标准液的平均紫外吸光值;
E1%
1cm———维生素D2(或维生素D3)的百分吸光系数;

P ———色谱纯度。

表 A.1 维生素D2 和维生素D3 测定波长及百分吸光系数

目标物
波长

nm
E1%
1cm

维生素D2 264 475

维生素D3 264 480

A.2 维生素D2、维生素D3 的色谱纯度测定

A.2.1 试样溶液制备

同A.1.1和A.1.2。

A.2.2 色谱条件

A.2.2.1 色谱柱:PAHC18柱,柱长150mm,柱内径4.6mm,粒径3μm,或相当者。
A.2.2.2 柱温:35℃。
A.2.2.3 流动相:甲醇-水(95+5),总运行时间30min。
A.2.2.4 流动相流速:0.4mL/min。
A.2.2.5 波长:264nm。
A.2.2.6 进样量:20μL。

A.2.3 计算方法

以无水乙醇为空白参比,用面积归一化法计算主峰面积占扣除空白试剂峰后的所有峰面积之和的
百分比。

A.2.4 标准溶液纯度色谱图

维生素D2、维生素D3 标准溶液纯度测定色谱图见图A.1、图A.2,乙醇试剂空白测定色谱图见图A.3。
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图 A.1 维生素D2 标准溶液(10μg/mL)的纯度测定色谱图

图 A.2 维生素D3 标准溶液(10μg/mL)的纯度测定色谱图

图 A.3 乙醇试剂空白测定色谱图
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附 录 B
维生素D标准溶液色谱图

  维生素D标准溶液(维生素D2 和维生素D3 质量浓度为1000μg/L)的正相色谱净化-反相液相色

谱图见图B.1。

图B.1 维生素D2 和维生素D3 标准溶液(1000μg/L)的正相色谱净化-反相液相色谱图

  维生素D标准溶液(50μg/L)的在线柱切换-反相液相色谱图见图B.2和图B.3。

图B.2 维生素D2 和维生素D3 标准溶液(50μg/L)一维液相色谱图
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图B.3 维生素D2 和维生素D3 标准溶液(50μg/L)二维液相色谱图

  维生素D和维生素D-d3 混合标准溶液(100μg/L)的液相色谱-串联质谱 MRM图见图B.4。
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图B.4 维生素D和维生素D-d3 混合标准溶液(100μg/L)的液相色谱-串联质谱 MRM 图
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附 录 C
在线柱切换-液相色谱系统流路示意图

  在线柱切换-液相色谱系统流路示意图见图C.1。

   a) 初始状态        b) 阀切换VD富集状态       c) 阀切换VD洗脱状态

图 C.1 在线柱切换-液相色谱系统流路示意图
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