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第1章 仪器系统配置 

EClassical 3200 高效液相色谱系统，是依利特设计开发的具有自主知识产权的新型高效

液相色谱仪，集聚了依利特多年来技术的传承、经典的延续，并且含有多个创新专利技术，

在满足不断升级的法规要求的同时，又重新定义国产液相的外观设计，完善分析过程中的自

动性、连续性、完整性，展现实际选择时的灵活性、实验室结果的稳定性，满足了实验室低

成本、高效率运行的可行性。 

表 1-1  EClassical 3200 高效液相色谱系统配置清单 

序号 仪器名称 等度系统 梯度系统 

1 P3200高压恒流泵 1台 2台 

2 UV3200紫外-可见检测器 1台 1台 

3 T溶剂瓶托盘 1台 1台 

4 Rheodyne 7725i高压六通进样阀 1个 1个 

5 ZJ-1阀支架 1个 1个 

6 TD-1-15梯度混合器 -- 1个 

7 Kromstation色谱数据处理工作站 1套 1套 

8 EClassical 3200系统工具包 1套 1套 

9 Supersil 5μm 4.6×200色谱柱 1支 1支 

10 500mL溶剂瓶（无色）（选配） 2只 2只 

11 O3200色谱柱恒温箱（选配） 1台 1台 

12 S3200自动进样器（选配） 1台 1台 
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第2章 乳制品中三聚氰胺检测 

大连依利特分析仪器有限公司作为国内知名厂家，秉承着“质量更佳、服务更优、创新

更快”的理念，二十年来为食品安全、药品检测及高校应用等众多行业提供着完善的分析方

法及先进的仪器配置。从苏丹红、孔雀石绿到“三鹿奶粉三聚氰胺”事件，关系着国计民生

的“食品安全”问题一次次为我们敲响警钟，并引起社会广泛关注。针对“三聚氰胺”事件，

依利特人在第一时间做出反应，荣获由国家认证认可监督管理委员会颁发的“能力验证合格

实验室证书”，并且按照 GB/T 22388-2008《原料乳与乳制品中三聚氰胺检测方法》、GB/T 

22400-2008《原料乳中三聚氰胺快速检测 液相色谱法》的国家标准，在经过大量实验验证

后，提供出符合国标的三聚氰胺检测解决方案，包括分析方法验证及推荐仪器配置在内的全

套解决方案。 
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2.1 三聚氰胺的基本性质和检测方法 

三聚氰胺（英文名 Melamine），是一种三嗪类含氮杂环有机化合物，重要的氮杂环有机

化工原料，简称三胺，分子式 C3N6H6、C3N3(NH2)3，分子量 126.12。 

三聚氰胺是一种低毒的化工原料。动物实验结果表明，其在动物体内代谢很快且不会存

留，主要影响泌尿系统。 

由于食品工业蛋白质含量测试方法的缺陷，三聚氰胺也常被不法商人用作食品添加剂，

以提升食品检测中的蛋白质含量指标，因此三聚氰胺也被人们称为“蛋白精”。 

 

 

图 2-1  三聚氰胺结构式 

 

目前最为常用的三聚氰胺检测手段有液相色谱法、气相色谱-质谱法、液相色谱-质谱法

等。其中，液相色谱法具有灵敏度高、准确、可靠、仪器成本低等优势，因而是检测三聚氰

胺的理想方法。 

三聚氰胺是强极性化合物，在传统的反相 C18 色谱柱上保留很差，通常采用离子对试

剂使其良好的保留。因此，反相离子对模式是最为常用的分析三聚胺分离模式之一。 

此外，在酸性条件下，三聚氰胺分子易带上正电荷，离子交换模式对其有良好的选择性，

在实际运用中也有不错的效果。 
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2.2 按 GB/T 22388—2008 方法检测 

试样用三氯乙酸溶液-乙腈提取，经混合型阳离子交换固相萃取柱净化后，用高效液相

色谱测定，外标法定量。 

适用于原料乳、乳制品以及含乳制品中三聚氰胺的定量测定。 

2.2.1 试剂配制 

 流动相 

1) 离子对试剂缓冲液：准确称取 2.10 柠檬酸和 2.16g 辛烷磺酸钠，加入约 980mL 水溶解，

调节 pH 至 3.0 后，定容到 1L，并用 0.45μm 水系微孔滤膜过滤备用。 

2) 用量筒分别量取 900mL 离子对试剂缓冲液和 100mL 乙腈，混合均匀，超声脱气 10min。 

 

[注意] 称取辛烷磺酸钠时，需注意其分子量，若含有结晶水，则需换算。如某辛烷磺

酸钠 C8H17O3S·H2O，分子量 234.29。则配制流动相时，该种离子对试剂的称

取量应为 2.34g。 

 
[注意] 离子对缓冲液在不调pH值以前，其pH值应低于3.0，因此应选用碱性溶液调整

至3.0。此环节建议采用2mol/L NaOH溶液作为pH调整用试剂。 

 
[注意] 选用标准量筒量取两种液体，保证量具本身的准确性。 

 
[注意] 不要采用容量瓶混合缓冲液与乙腈然后定容。 

 三聚氰胺标准品储备液 

准确称取 100.0mg（精确到 0.1mg）三聚氰胺标准品于 100mL 容量瓶中，用 50%甲醇水

溶液溶解并定容至刻度，配制成浓度为 1mg/mL 的标准储备液，于 4℃避光保存。 

标准系列可采用上述储备液，用流动相逐级稀释。 

 
[注意] 标准储备液可存放 1~2个月，标准系列有效期一般为 1~2周，最好现用现配。 

 
[注意] 配制标准系列时，建议采用同一厂家同一批次的容量瓶或将容量瓶标定后使

用，以保证标准系列的线性。  
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 1%三氯乙酸溶液 

准确称取 10g 三聚乙酸于 1L 容量瓶中，用水溶解并并定容至刻度，混匀后备用。 

 5%氨化甲醇溶液 

准确量取 5 mL 氨水和 95 mL 甲醇，混匀后备用。 

 
[注意] 确保氨水有效期，以免由于存放时间过长造成挥发，使得有效成分缺失。 

 

2.2.2 样品前处理 

 蛋白沉淀 

称取2.00g（精确至0.01g）试样于50mL具塞塑料离心管中，加入15mL1%三氯乙酸溶液

和5mL乙腈，超声提取10min，再振荡提取10min后，以不低于4000r/min离心10min。上清液

经三氯乙酸溶液润湿的滤纸过滤后，用三氯乙酸溶液定容至25mL，移取5mL滤液，加入5mL

水混匀后做待净化液。 

 
[注意] 为了获得最佳的离心效果，如果离心机转速允许，可以设定转速为

8000~10000r/min。 

 
[注意] 过滤纸时，一方面需要控制速度，另一方面过滤完后需要少量多次用 1%三氯

乙酸溶液洗涤滤纸以保证回收率。 

 
[注意] 若离心效果理想，上清液非常澄清，过滤纸的环节可以省略。一方面可以简化

操作，另一方面可以避免由于此环节造成的样品损失。 

 
[注意] 当样品脂肪含量较高时，请参照 GB/T 22388 先进行液-液分配除脂后，再进行

净化。  



 

6 

 

 样品净化 

依次用3mL甲醇和5mL水将固相萃取小柱活化。将上节中的待净化液转移至固相萃取柱

中。依次用3mL水和3mL甲醇洗涤，抽至近干后，用6mL氨化甲醇溶液洗脱。洗脱液于50℃

下用氮气吹干，残留物（相当于0.4g样品）用1mL流动相定容，涡旋混合1min，过0.45µm油

系微孔滤膜后，供HPLC测定。 

 
[注意] 整个固相萃取过程流速不超过 1mL/min。 

 
[注意] 上柱过程中要避免气泡上柱，一旦气泡进入小柱，将大大影响样品的回收率。 

2.2.3 色谱条件 

色谱柱：Elite MSP C18 柱 5μm 4.6×250mm 

流动相：离子对试剂缓冲液/乙腈=90/10（v/v）混匀 

流速：1.0mL/min 

检测波长：240nm 

进样体积：20μL 

柱温：40℃ 

 
[注意] 由于大多数仪器配置均为 7725i 手动进样阀，定量环体积 20μL。为了获得更

为准确的测试结果，建议采用满定量环的进样方式，即进样量为 5 倍或 5 倍

以上定量环体积。 

 

2.2.4 典型谱图 

 

 

 

 

  图 2-2  2µg/mL 三聚氰胺标准品典型谱图                图 2-3  某加标奶粉典型谱图  
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2.2.5 性能指标 

 连续进样重复性 
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图2-4  2µg/mL标准品11针连续进样叠加谱图 

 

表2-1  2µg/mL标准溶液连续进样11次重现性数据 

编号 保留时间/min 峰面积/mV·sec 

1 18.383 124.65 

2 18.354 124.49 

3 18.353 124.31 

4 18.354 124.49 

5 18.460 124.81 

6 18.451 124.51 

7 18.386 124.31 

8 18.442 124.39 

9 18.428 124.85 

10 18.413 124.70 

11 18.353 124.31 

平均值 18.398 124.53 

RSD/% 0.23 0.16 
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 线性范围 

标准系列浓度分别为：0.8、2、20、40、80µg/mL，线性相关系数为0.9996。 
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图2-5  三聚氰胺浓度与峰面积关系 

 
[注意] 样品测试过程中，应保证其三聚氰胺含量在该线性范围之内，若超出该范围，

需将样品进一步稀释或浓缩。 

 

 方法检出限和方法定量限 
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图2-6  0.02µg/mL三聚氰胺标准品谱图 

以3倍信噪比峰高对应的浓度换算为方法检出限，以10倍信噪比峰高对应的浓度换算为

方法定量限。 

表2-2  测试三聚氰胺方法检出限及定量限 

计算方法 方法检出限(mg/kg) 方法定量限(mg/kg) 

校正曲线方法 0.016 0.055 
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[注意] 此为方法检出限，并已经将前处理样品稀释倍数考虑在内。 

 
[注意] 检出限、定量限与检测器自身的灵敏度及噪声大小有关，不同检测器测试结

果会存在一定差异。 

 

 SPE小柱加标回收率 

表2-3  Thermo Retain-CX 回收率测试结果 

SPE型号 Retain-CX 60mg/3mL 

平行测试 1 2 3 1 2 3 

理论值(µg/mL) 0.8 1.0 

计算值(µg/mL) 0.816 0.815 0.793 1.03 1.04 0.966 

回收率(%) 102 102 99.1 103 104 96.6 

平均回收率(%) 101 101 

 

 方法准确性 
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图2-7  不同水平的加标成品奶叠加谱图 

 

表2-4  成品奶加标回收率结果 

加标量(mg/kg) 计算结果(mg/kg) 回收率% 

2.0 1.80 90.0% 

4.0 3.87 96.8% 

6.0 5.30 88.3% 

8.0 7.58 94.8% 

10.0 8.84 88.4% 

 
[注意] 加标回收率测试通常是在阴性样品基础上加标，这样的加标结果最具代表性，能

较好的反应样品在整个前处理过程的收率情况。  
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 方法稳定性 

将同一未知样品一分为三，连续测试结果如下。 
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图2-8  某未知样品平行测试叠加谱图 

 

表2-5  方法稳定性测试结果 

编号 计算结果(mg/kg) 

1 9.54 

2 9.57 

3 9.79 

平均值 9.63 

RSD% 1.42 
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2.2.6 样品谱图 
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图 2-9  某奶粉样品谱图 

阳性样品，含量：5.58mg/kg 
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图 2-10  某鲜奶样品谱图 

阳性样品，含量：2.73mg/kg 
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图 2-11  某奶粉样品谱图 

阴性样品 
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图 2-12  某奶粉样品谱图 

阳性样品，含量：13.67mg/kg 
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2.3 按 GB/T 22100—2008 方法检测 

用乙腈作为原料乳中的蛋白质沉淀剂和三聚氰胺提取剂，强阳离子交换色谱柱分离，高

效液相色谱-紫外检测器/二极管阵列检测器检测，外标法定量。 

该方法适用于原料乳，也适用于不含添加物的液态乳制品。 

2.3.1 试剂配制 

 流动相 

1) 缓冲液：称取 6.80g 磷酸二氢钾（准确至 0.01g），加水 800mL 完全溶解后，用磷酸调

节 pH 至 3.0，用水定容至 1L，用 0.45µm 水系微孔滤膜过滤后备用。 

2) 用量筒分别量取 700mL 缓冲液和 300mL 乙腈，混合均匀，超声脱气 10min。 

 
[注意] 选用标准量筒量取两种液体，保证量具本身的准确性。 

 
[注意] 不要采用容量瓶混合缓冲液与乙腈然后定容。 

 
[注意] 选用标准量筒量取两种液体，保证量具本身的准确性。 

 

 三聚氰胺标准品储备液 

准确称取 100.0mg（准确至 0.1mg）三聚氰胺标准品物质，用水完全溶解后转移至 100mL

容量瓶中，定容至刻度，混匀，4℃条件下避光保存。 

标准系列可采用上述储备液，用流动相逐级稀释。 

 
[注意] 标准储备液可存放 1~2个月，标准系列有效期一般为 1~2周，最好现用现配。 

 
[注意] 三聚氰胺可溶于甲醇、甲醛、乙酸、热乙二醇、甘油、吡啶等，微 溶于冷水。

因此，用水作为溶剂配制标准品时，出现样品不能迅速 溶解时，建议采用温

水浴加速溶解或超声加速溶解。  
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2.3.2 样品前处理 

称取混合均匀的15.00g原料乳样品（准确至0.01g），置于50mL具塞刻度试管中，加入

30 mL乙腈，剧烈振荡6 min，加水定容至满刻度，充分混匀后静置3min，用一次性注射器吸

取上清液，用一次性针筒式油系过滤器过滤后，作为高效液相色谱分析用试样。 

 
[注意] 此步操作要求“剧烈振荡 6min”，有条件的情况下可以在摇床上完成，也可

以采用涡旋混匀器快速混合，当然也可以手持具塞试管来回振荡。 

 
[注意] 加水定容并混匀后，务必静置充分，待明显分层后取上清液。 

 
[注意] 采用针式油系过滤器过滤样品时，若出现推针较为吃力的情况，请 立即更换

新的滤头。 

 

2.3.3 色谱条件 

色谱柱：BioBasic SCX，强阳离子交换色谱柱，5μm 4.6×250mm 

流动相：离子对试剂缓冲液/乙腈=90/10（v/v）混匀 

流速：1.0mL/min 

检测波长：240nm 

进样体积：20μL 

柱温：40℃ 

 
[注意] 由于大多数仪器配置均为 7725i手动进样阀，定量环体积 20μL。为了获得更

为准确的测试结果，建议采用满定量环的进样方式，即进样量为 5 倍或 5 倍

以上定量环体积。 

 

2.3.4 谱图结果 

    图 2-13  2µg/mL 三聚氰胺标准品典型谱图              图 2-14  某加标鲜奶样品谱图  
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2.3.5 性能指标 

 连续进样重复性 

3 4 5 6

Retention time(min)

 

图2-15  2µg/mL标准品11针连续进样叠加谱图 

 

表2-6  2µg/mL标准溶液连续进样11次重现性数据 

编号 保留时间/min 峰面积/mV·sec 

1 4.803 87.74 

2 4.803. 87.85 

3 4.807 87.58 

4 4.800 87.46 

5 4.804 87.87 

6 4.798 87.83 

7 4.807 88.12 

8 4.800 88.24 

9 4.806 87.78 

10 4.798 87.82 

11 4.799 88.06 

平均值 4.802 87.85 

RSD/% 0.07 0.26 
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 线性范围 

按照GB要求，分别设置了低浓度和高浓度两个系列的标准工作溶液，结果如下： 

表2-7  低浓度标准工作溶液浓度-峰面积结果 

浓度(µg/mL) 0.005 0.01 0.02 0.10 0.20 

峰面积(mV·sec) 0.26 0.46 0.91 4.38 8.79 

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

0

2

4

6

8

10

S
ig

n
a

l(
m

V
·s

e
c
)

Concentration(g/mL)

r = 0.9999

 

图2-16  低浓度标准溶液与峰面积关系 

 

表2-8  高浓度标准工作溶液浓度-峰面积结果 

浓度(µg/mL) 0.20 0.50 2.00 5.00 20.0 

峰面积(mV·sec) 8.80 22.30 87.56 218.37 835.26 

0 10 20 30 40 50
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图2-17  高浓度标准溶液与峰面积关系 

 
[注意] 设置两条标准工作曲线，可以获得更准确的定量信息。在进行定量分析时，

请根据样品含量选择对应浓度范围内的标准曲线进行定量计算。 
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 方法检出限和方法定量限 
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图2-18  0.01µg/mL三聚氰胺标准品谱图 

以3倍信噪比峰高对应的浓度换算为方法检出限，以10倍信噪比峰高对应的浓度换算为

方法定量限。 

表2-9  测试三聚氰胺方法检出限及定量限 

计算方法 方法检出限(mg/kg) 方法定量限(mg/kg) 

校正曲线方法 0.008 0.026 

 

 方法准确性 

1 2 3 4 5 6
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图2-19  不同水平的加标鲜奶叠加谱图  
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表2-10  鲜奶加标回收率结果 

加标量(mg/kg) 计算结果(mg/kg) 回收率% 

0.15 0.143 95.2% 

1.50 1.44 96.0% 

5.0 4.82 96.5% 

25.0 23.5 93.8% 

50.0 48.6 97.1% 

 
[注意] 加标回收率测试通常是在阴性样品基础上加标，这样的加标结果最具代表性，

能较好的反应样品在整个前处理过程的收率情况。 

 

 方法稳定性 

将同一未知样品一分为三，连续测试结果如下。 

0 1 2 3 4 5 6

Retention time(min)

Melamine

 

图2-20  某加标鲜奶样品平行测试叠加谱图 

 

表2-11  方法稳定性测试结果 

编号 计算结果(mg/kg) 

1 9.54 

2 9.57 

3 9.79 

平均值 9.63 

RSD% 1.42 
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流动相梯度表 
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第3章 乳制品中免疫球蛋白 IgG 检测 

参照国标《GB/T 5009.194-2003 保健食品中免疫球蛋白 IgG 的测定》。 

3.1 样品预处理 

1) 对照品：IgG标准储备液：称取 IgG标准品 0.010g，用流动相A溶解并定容至 10.0mL，

摇匀，浓度为 1.0mg/mL。 

2) 供试品：称取供试品 0.1g（精确至 0.001g）试样，用流动相 A 稀释至 25.0mL，摇

匀，取以上样品 10mL 用流动相 A 稀释至 30mL，通过 0.45μm 微孔滤膜后进样。 

3.2 色谱条件 

色谱柱：Pharmacia hi-trap Protein G 柱，1mL 

流动相： 

流动相 A：0.05mol/L 磷酸盐缓冲液，调 pH=6.5 

流动相 B：0.05mol/L 甘氨酸盐酸缓冲液，调 pH=2.5 

流速：0.4mL/min 

检测波长：280nm 

进样体积：20μL 

柱温：室温 

3.3 谱图结果 

 

 

 

 

牛初乳 A 供试品分析色谱图                         牛初乳 B 供试品分析色谱图 

 

 

 
 
 

  

时间(min) A% B% 

0 100 0 

4.5 100 0 

5.5 0 100 

15.0 0 100 

15.5 100 0 

22.0 100 0 

名称 保留时间（min） 峰面积(mAU.s) 拖尾因子 

牛初乳粉 A 10.942 934.68 1.16 

牛初乳粉 B 10.945 909.77 1.31 
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第4章 牛奶中硫氰酸钠的检测 

2008年12月12日，卫生部公布了《食品中可能违法添加的非食用物质和易滥用的食品添

加剂品种名单（第一批）》，明确规定乳及乳制品中硫氰酸钠属于违法添加物质。 

硫氰酸钠是一种用于医药、印染等多种行业的化工原料，为白色结晶或粉末状，易溶于

水。属于有毒有害物质，大量摄入有急性致毒作用。硫氰酸钠作为硫代糖苷和生氰糖苷的代

谢物，而天然存在于各种食品中（包括乳），并在人类的肝脏中合成，是氰化物的解毒代谢

产物。 

国际乳联(IDF)公报234号指出，牛乳中的硫氰酸钠含量是不稳定的，可以达到

10~15mg/kg，但通常的浓度范围是2~7mg/kg。国内外科学界做的一些研究，认为硫氰酸钠在

原料乳的正常浓度：牛乳为6~12mg/L，平均值8.5mg/L；山羊乳为6.6~8mg/L，平均值7mg/L；

个体牛之间，乳中的硫氰酸钠浓度在2.3~35mg/L。有的研究则是，牛奶中平均含硫氰酸根离

子范围0.4~22mg/kg之间。 

判断乳制品中是否非法添加硫氰酸钠，及其添加量，必须通过其含量测定实现。因此，

依利特建立了乳制品中硫氰酸钠的检测方法，为用户提供牛奶中硫氰酸钠检测的高效液相色

谱法(HPLC)解决方案。 

4.1 试剂及相关溶液配制 

亚铁氰化钾水溶液：称取亚铁氰化钾 10.6g，溶于 100mL 水。

乙酸锌水溶液：称取乙酸锌 20.0g，溶于 100mL 水。 

磷酸缓冲溶液：准确量取2.0mL磷酸于1000mL容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，倒入1000mL

烧杯中，三乙胺调节pH值至7.0±0.02。 

硫氰酸钠标准储备液：准确称取硫氰酸钠标准品0.05g于50mL棕色容量瓶中，加水溶解，并

定容。 

硫氰酸钠标准工作液：取一定体积硫氰酸钠标准储备液，加水稀释至所需浓度。 

4.2 样品前处理 

准确量取牛奶样品1.5mL，分别加入亚铁氰化钾水溶液和乙酸锌水溶液各3.0mL，涡旋30s，

10000转/min离心10min，取上清液，进样分析。 
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4.3 色谱条件 

色谱柱：SinoChrom ODS-BP 5µm 4.6×250mm 

流动相：乙腈/磷酸缓冲溶液=5/95 

流速：1.0mL/min 

检测波长：218nm 

进样体积：10μL 

柱温：室温 

4.4 谱图结果 

 

图 4-1  10μg/mL 硫氰酸钠标准品色谱图 

 

表4-1  硫氰酸钠标准品分析色谱参数 

物质 保留时间(min) 峰面积(mV,sec) 不对称度 塔板数(N/m) 压力(MPa) 

硫氰酸钠 7.06 97.15 1.38 58500 12.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-2  空白，牛奶样品，样品加标叠加谱图  
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第5章 乳制品中维生素的检测 

维生素（英语：Vitamin）是一系列有机化合物的统称。它们是生物体所需要的微量营

养成分，而一般又无法由生物体自己生产，需要通过饮食等手段获得。维生素不能像糖类、

蛋白质及脂肪那样可以产生能量，组成细胞，但是它们对生物体的新陈代谢起调节作用。 

维生素是食品中重要的营养成分，缺乏维生素会导致严重的健康问题，适量摄取维生素

可以保持身体健康，过量摄取维生素却会导致中毒；因此食品中维生素含量的检测至关重要。

国家颁布多项标准法规，对食品、保健品、食品添加剂等中维生素含量检测进行规范，以保

障食品安全。依利特仪器参考国家标准及文献，整理了食品中维生素检测解决方案，供相关

企业参考使用。 

5.1 HPLC 法测定维生素含量的标准 

表 5-1  食品中营养成分检测标准 

序号 检测维生素

物质 

现行标准 原标准 

1 A、D、E GB 5009.82-2016  
GB/T 5009.082-2003（食品）、GB 54139-2010（乳制品）、GB/T 9695.26-2008（肉）、 

GB/T 9695.30-2008（肉）、NY/T1598-2008（植物油） 

2 B1 GB 5009.84-2016  GB/T 5009.084-2003（食品）、GB/T 5413.11-2010（乳制品）、 

GB/T 7628-2008（谷物） 3 B2 GB 5009. 85-2016  GB/T 5009. 85-2003（食品）、GB 5413.12-2010（乳制品）、 

GB/T 9695. 28-2008（肉）、GB/T 7629-2008（谷物） 4 B3 GB 5009.89-2016 GB/T5009. 89-2003(食品)、 GB5413. 15-2010（乳品）、 

GB/T9695.25-2008（肉） 5 B5(泛酸) GB 5009.210-2016  GB/T 5009.210-2008（食品）、GB 5413.17-2010（乳制品） 

6 B6 GB 5009.154-2016  GBT 5009.154-2003（食品）、GB5413. 13-2010（乳制品） 

7 K1 GB 5009.158-2016  GB/T5009. 158-2003（蔬菜）、GB5413. 10-2010（乳制品） 

8 B12 GB/T 5009.217-2008  

 

表 5-2  食品中营养强化剂与食品添加剂检测标准 

序号 检测物质 标准号 标准名称 

1 醋酸维生素A GB 1903.31-2018  食品安全国家标准 食品营养强化剂 醋酸视黄酯（醋酸维生素A） 

2 维生素E琥珀酸钙 GB 1903.6-2015  食品安全国家标准 食品营养强化剂 维生素E琥珀酸钙 

3 维生素C磷酸酯镁 GB 1903.24-2016  食品安全国家标准 食品营养强化剂 维生素C磷酸酯镁 

4 维生素A GB 14750-2010  食品安全国家标准 食品添加剂 维生素A 

5 棕榈酸维生素A GB 29943-2013  食品安全国家标准 食品添加剂 棕榈酸视黄酯（棕榈酸维生素A） 

6 维生素D2 GB 14755-2010  食品安全国家标准 食品添加剂 维生素D2（麦角钙化醇） 

7 生物素 (B7/H) GB 1903.25-2016 食品安全国家标准 食品营养强化剂 D-生物素 

8 B9(叶酸) GB 15570-2010 食品安全国家标准 食品添加剂 叶酸 

 

表 5-3  出口食品维生素相关检验检疫标准 

序号 检测物质 标准号 标准名称 

1 抗坏血酸（C） SN/T 0869-2017 出口饮料中抗坏血酸的测定 

2 水溶性维生素 SN/T 4258-2015 出口食品中水溶性维生素的测定方法 

3 维生素C SN/T 0744-1999 出口饮料中维生素C和咖啡因检验方法 

4 B6 SN/T 0549-1996 出口蜂王浆及干粉中维生素B6检验方法 

  

https://baike.so.com/doc/1405121.html
https://baike.so.com/doc/3006071.html
https://baike.so.com/doc/3006071.html
https://baike.so.com/doc/5682009.html
https://baike.so.com/doc/968469.html
https://baike.so.com/doc/5349056.html
https://baike.so.com/doc/5411185.html
https://baike.so.com/doc/3923804.html
https://baike.so.com/doc/5366466.html
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5.2 仪器配置简表 

表 5-4  食品维生素检测方法及配置清单 

物质 分类 参考标准 方法及配置 

A 营养成分 GB 5009.82-2016 反相HPLC法：UV2030/2050、HPLC等度系统、Supersil ODS2 5µm 4.6×250mm 

A  2015版药典 正相HPLC法：HPLC等度系统、Supersil SiO2 5µm 4.6×250mm 

A 添加剂 GB 14750-2010 UV法：UV2030/2050、凝胶净化系统（500μL定量环）、C18色谱柱 5µm 4.6×150mm 

D2/D3 营养成分 GB 5009.82-2016  
反相HPLC法：HPLC等度系统（100μL定量环）、Supersil ODS2 5µm 4.6×250mm 

UV2030/2050、凝胶净化系统（500μL定量环）、Supersil SiO2 5µm 4.6×250mm 

 D2 添加剂 GB 14755-2010 正相HPLC法：HPLC等度系统、硅胶色谱柱 5µm 4.6×250mm 

E 营养成分 GB 5009.82-2016 
反相HPLC法：UV2030/2050、HPLC梯度系统、C30或PFP或C18色谱柱 

正相HPLC法：UV2030/2050、HPLC等度系统、酰胺基柱 1.7μm 3.0×150mm 

B1 营养成分 GB 5009.84-2016  HPLC等度系统-荧光检测器、C18色谱柱 5µm 4.6×250mm 

B2 营养成分 GB 5009. 85-2016  UV2030/2050、HPLC等度系统-荧光检测器、C18色谱柱 5µm 4.6×150mm 

B3 营养成分 GB 5009.89-2016 HPLC等度系统、C18色谱柱 Supersil ODS-B 5µm 4.6×150mm 

B5 

(泛酸) 
营养成分 GB 5009.210-2016  HPLC等度系统、C18色谱柱 5µm 4.6×250mm 

B6 营养成分 GB 5009.154-2016  UV2030/2050、HPLC等度系统-荧光检测器、C18色谱柱 5µm 4.6×150mm 

K1 营养成分 GB 5009.158-2016  HPLC等度系统-荧光检测器、C18色谱柱 5µm 4.6×250mm 

B9 

(叶酸) 
添加剂 GB 15570-2010 HPLC等度系统、Supersil AQ-C18 5µm 4.6×250mm 

生物素 营养强化剂 GB 1903.25-2016 HPLC等度系统、C18色谱柱 3µm 4.6×150mm 

B12 保健品 GB/T 5009.217-2008 HPLC梯度系统、Supersil ODS2 5µm 4.6×250mm 
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5.3 维生素 A 的含量测定 

5.3.1 反相高效液相色谱法 

本节反相高效液相色谱法对维生素 A 进行检测是参考 GB5009.82-2016《食品安全国家标准 食品中维

生素 A、D、E 的测定》。适用于需要参照 GB5009.82-2016 对食品中维生素 A 进行检测的用户参考使用。 

5.3.1.1 标准溶液配制 

维生素 A 标准储备溶液(0.500mg/mL) 

准确称取 25.0mg 维生素 A 标准品，用无水乙醇溶解后，转移入 50mL 容量瓶中，定容至刻度，此溶

液浓度约为 0.500mg/mL。将溶液转移至棕色试剂瓶中，密封后，在-20℃下避光保存，有效期 1 个月。临

用前将溶液回温至 20℃，并进行浓度校正。 

维生素 A 标准溶液中间液 

准确吸取维生素 A 标准储备溶液 1.00mL 和维生素 E 标准储备溶液各 5.00mL 于同-50mL 容量瓶中，

用甲醇定容至刻度，此溶液中维生素 A 浓度为 10.0μg/mL，维生素 E 各生育酚浓度为 100μg/mL。在-20℃

下避光保存，有效期半个月。 

维生素 A 标准系列工作溶液 

分准确吸取维生素 A 标准溶液中间液 0.20mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL 于 10mL

棕色容量瓶中，用甲醇定容至刻度，该标准系列中维生素 A 浓度为 0.20μg/mL、0.50μg/mL、1.00μg/mL、

2.00μg/mL、4.00μg/mL、6.00μg/mL 临用前配制。 

5.3.1.2 样品前处理 

 试样制备 

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

注意：样品前处理使用的所有器皿不得含有氧化性物质；分液漏斗活塞玻璃表面不得涂油；处理过程

应避免紫外光照，尽可能避光操作；提取过程应在通风柜中操作。 

 皂化 

不含淀粉样品：称取 2g~5g(精确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(精确至 0.01g)液体试样于

150mL 平底烧瓶中，固体试样需加入约 20mL 温水，混匀，再加入 1.0g 抗坏血酸和 0.1gBHT，混匀，加入

30mL 无水乙醇，加入 10mL~20mL 氢氧化钾溶液，边加边振摇，混匀后于 80℃恒温水浴震荡皂化 30min，

皂化后立即用冷水冷却至室温。 

注：皂化时间一般 30min，如皂化液冷却后液面有浮油，需要加入适量氢氧化钾溶液，并适当延长皂

化时间。 

含淀粉样品：称取 2g~5g(精确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(精确至 0.01g)液体样品于 150mL

平底烧瓶中，固体试样需用约 20mL 温水混匀，加入 0.5g~1g 淀粉酶，放入 60℃水浴避光恒温振荡 30min

后，取出，向酶解液中加入 1.0g 抗坏血酸和 0.1gBHT，混匀，加入 30mL 无水乙醇，10mL~20mL 氢氧化

钾溶液，边加边振摇，混匀后于 80℃恒温水浴振荡皂化 30min，皂化后立即用冷水冷却至室温。  
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 提取 

将皂化液用 30mL 水转入 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 石油醚-乙醚混合液，振荡萃取 5min，将

下层溶液转移至另一个 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 的混合醚液再次萃取，合并醚层。 

注：如只测维生素 A 与 α-生育酚，可用石油醚作提取剂。 

 洗涤 

用约 100mL 水洗涤醚层，约需重复 3 次，直至将醚层洗至中性(可用 pH 试纸检测下层溶液 pH 值)，

去除下层水相。 

 浓缩 

将洗涤后的醚层经无水硫酸钠(约 3g)滤入 250mL 旋转蒸发瓶或氮气浓缩管中，用约 15mL 石油醚冲洗

分液漏斗及无水硫酸钠 2 次，并入蒸发瓶内，并将其接在旋转蒸发仪或气体浓缩仪上，于 40℃水浴中减压

蒸馏或气流浓缩，待瓶中醚液剩下约 2mL 时，取下蒸发瓶，立即用氮气吹至近干。用甲醇分次将蒸发瓶中

残留物溶解并转移至 10mL 容量瓶中，定容至刻度。溶液过 0.45μm 有机系滤膜后供高效液相色谱测定。 

5.3.1.3 色谱条件 

色谱柱：Supersil ODS2 5µm 4.6×250mm 

流动相：甲醇 

流量：1.0mL/min 

检测：UV325nm 或激发 328nm，发射 440nm 

进样体积：10μL 

柱温：室温 

5.3.1.4 谱图结果 

 

 

 

 

 

 

图 5-1  维生素 A 标准样品分析谱图（紫外-可见检测器 UV325nm） 
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5.3.2 正相高效液相色谱法 

本节正相高效液相色谱法对维生素 A 进行检测是参考《中国药典》2015 版四部的基础上进行了优化。

适用于维生素 A 醋酸酯原料及其制剂中维生素 A 测定。 

5.3.2.1 标准样品配制 

维生素 A 醋酸酯对照品：取维生素 A 醋酸酯对照品约 45mg，精密称定，置于 100mL 棕色量瓶中，

用正己烷稀释至刻度，摇匀，再精密移取 5mL 置于 50mL 棕色量瓶中，用正己烷稀释至刻度，摇匀，即得。 

5.3.2.2 供试品配制 

取供试品约 0.5g，精密称定，置 50mL 棕色量瓶中，用正己烷稀释至刻度，摇匀，即得。 

5.3.2.3 分析条件及结果 

 

图 5-2  维生素 A 醋酸酯标准样品分析谱图 

 

 
图 5-3  维生素 A 醋酸酯标准样品分析谱图局部放大图 

 

表 5-5  维生素 A 醋酸酯标准品分析结果 

峰号 物质名称 保留时间[min] 峰面积[mAU.s] 面积[%] 拖尾因子 分离度 

1 维生素 A 醋酸酯 5.16 23.34 1.58 1.09 - 

2 维生素 A 醋酸酯顺式异构体 5.74 1454.47 98.42 1.09 3.03 
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色谱柱：Supersil SiO2 5µm 4.6×250mm 

流动相：正己烷/异丙醇=998/2 

流量：1.0mL/min 

检测：UV325nm 

进样体积：10μL 

柱温：30℃ 
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5.3.3 紫外分光光度计法 

本节内容是参考 GB 14750-2010《食品安全国家标准 食品添加剂维生素 A》，适用于于以 β-紫罗兰酮

为起始原料，经化学合成制得的食品添加剂维生素 A 含量的测定 

5.3.3.1 测定方法 

 步骤 1： 

取实验室样品适量，精确至 0.0002g，加环己烷溶解并定量稀释成 9~15IU 的溶液，按照维生素 A 测

定法（《中华人民共和国药典》2005 年版二部附录 J Ⅶ维生素 A 测定法项下第一法)测定吸收峰的波长，并

在表 2-8 所列波长处测定吸光度。 

表 5-6  维生素 A 在不同波长的吸光度比值 

波长/nm 吸光度比值 

300 0.555 

316 0.907 

328 1.000 

340 0.811 

360 0.299 

 步骤 2： 

计算各吸光度与波长 328nm 处的吸光度的比值和波长 328nm 处 值。  

结果计算： 

（1）如果吸收峰波长在 326nm~329nm之间，且所测得各波长吸光度比值不超过上表中规定 值的±0.02，

可用公式（A.1）计算含量： 

X= （328nm）×1900…………………………………(A.1) 

室中：x——每克样品中含有维生素 A 的 IU； 

——百分吸收系数。 

 

（2）如果吸收峰波长在326nm~329nm之间，但所测得的各波长吸光度比值超过表2-8中规定值的±0.02，

应按公式（A.2）求出校正后的吸光度，然后再计算含量： 

     A328（校正）=3.52（2A328-A316-A340）…………………(A.2) 

式中：A328（校正）——在波长 328nm 处校正后的吸光度；  

A328——在波长 328nm 处的吸光度； 

A316——在波长 316nm 处的吸光度； 

A340——在波长 340nm 处的吸光度。 

（3）如果校正吸光度与未校正吸光度相差不超过±3.0%，则不用校正吸光度，仍以未经校正的吸光度

计算含量。如果校正吸光度与未校正吸光度相差-15%至-3%之间，则以校正吸光度计算含量。 

（4）如果校正吸光度超过未校正吸光度的-15%或+3%之间，或者吸收峰波长不在 326nm~329nm 之间，

则按步骤 3 进行测定，两次平行测定的允许相对差在 3%以内。 
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 步骤 3： 

精密称取实验室样品适量（约相当于维生素 A 总量 500IU 以上，质量不多于 2g），置皂化瓶中，加 30mL

乙醇与 3mL 氢氧化钾溶液(500g/L)，置水浴中煮沸回流 30min，冷却后，自冷凝管顶端加水 10mL 冲洗冷凝

管内部管壁，将皂化液移至分液漏斗中（分液漏斗活塞涂以甘油淀粉润滑剂），皂化瓶用水 60mL~100mL

分数次洗涤，洗液并入分液漏斗中，用不含过氧化物的乙醚振摇提取 4 次，每次振摇约 5min，第一次 60mL，

以后各次 40mL，合并乙醚液，用水洗涤数次，每次约 100mL，洗涤应缓缓旋动，避免乳化，直至水层遇

酚酞指示液不再显红色，乙醚液用铺有脱脂棉与无水硫酸钠的滤器滤过，滤器用乙醚洗涤，洗液与乙醚液

合并，放入 250mL 容量瓶中，用乙醚稀释至刻度，摇匀； 

 步骤 4： 

精密量取适量，置蒸发皿内，在水浴上低温蒸发至 5mL 后，置减压干燥器中，抽干，迅速加异丙醇溶

解并定量稀释制成每 1mL 中含维生素 A9~15IU。 

 步骤 5： 

在 300nm、310nm、325nm 与 334nm 四个波长处测定吸光度，并测定吸收峰的波长。 

（1）吸收峰的波长在 323nm~327nm 之间，且 300nm 波长处的吸光度与 325nm 波长处的吸光度的比

值不超过 0.73，按下式计算校正吸光度： 

A325（校正）＝6.815A325－2.555A310－4.260A334  

每 1g 实验室样品中含有的维生素 A 的单位＝  (325nm，校正)×1830；如果校正吸光度在未校正吸

光度的 100%±3％以内，则仍以未经校正的吸光度计算含量。 

（2）如果吸收峰的波长不在 323nm~327nm 之间，或 300nm 波长处的吸光度与 325nm 波长处的吸光

度的比值超过 0.73，则应按步骤 6 进行操作。 

 步骤 6： 

自步骤3所得乙醚提取液中另精密量取适量（相当于维生素A300~400IU），减压蒸去乙醚至约剩 5mL，

再在氮气流下吹干，立即精密加入 3mL 甲醇，溶解后，精密量取 500μL，注入净化用色谱柱系统，准确收

集含有维生素 A 的流出液，在氮气流下吹干，而后按照步骤 4 自“迅速加异丙醇溶解”起，操作并计算含

量。 

5.3.3.2 净化色谱条件 

流动相：甲醇-乙腈-水（50:50:2)  

色谱柱：C18 色谱柱 5µm 4.6×150mm 

流量：1.0mL/min 

检测：UV254nm 

进样体积：500μL 

柱温：室温 
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5.4 维生素 D 的含量测定 

5.4.1 反相高效液相色谱法 

本节内容是参考 GB5009.82-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 A、D、E 的测定》第 4 法，适用

于需要参照 GB5009.82-2016 对食品中维生素 D 进行检测的用户参考使用。 

5.4.1.1 标准溶液配制 

 维生素 D2 标准储备溶液 

准确称取维生素D2 标准品 10.0mg，用色谱纯无水乙醇溶解并定容至 100mL，使其浓度约为 100μg/mL，

转移至棕色试剂瓶中，于-20℃冰箱中密封保存，有效期 3 个月。临用前用紫外分光光度法校正其浓度(校

正方法参见附录 1)。 

 维生素 D3 标准储备溶液 

准确称取维生素D3 标准品 10.0mg，用色谱纯无水乙醇溶解并定容至 100mL，使其浓度约为 100μg/mL，

转移至 100mL 的棕色试剂瓶中，于-20℃冰箱中密封保存，有效期 3 个月。临用前用紫外分光光度法校正

其浓度(校正方法参见附录 1)。 

 维生素 D2 标准中间使用液 

准确吸取维生素 D2 标准储备溶液 10.00mL，用流动相稀释并定容至 100mL，浓度约为 10.0μg/mL，

有效期 1 个月，准确浓度按校正后的浓度折算。 

 维生素 D3 标准中间使用液 

准确吸取维生素 D3 标准储备溶液 10.00mL，用流动相稀释并定容至 100mL 的棕色容量瓶中，浓度约

为 10.0μg/mL，有效期 3 个月，准确浓度按校正后的浓度折算。 

 维生素 D2 标准使用液 

准确吸取维生素 D2 标准中间使用液 10.00mL，用流动相稀释并定容至 100mL 的棕色容量瓶中，浓度

约为 1.00μg/mL，准确浓度按校正后的浓度折算。 

 维生素 D3 标准使用液 

准确吸取维生素 D3 标准中间使用液 10.00mL，用流动相稀释并定容至 100mL 的棕色容量瓶中，浓度

约为 1.00μg/mL，准确浓度按校正后的浓度折算。 

5.4.1.2 标准系列溶液的配制 

当用维生素 D2 作内标测定维生素 D3 时，分别准确吸取维生素 D3 标准中间使用液 0.50mL、1.00mL、

2.00mL、4.00mL、6.00mL、10.00mL 于 100mL 棕色容量瓶中，各加入维生素 D2 内标溶液 5.00mL，用甲

醇定容至刻度混匀。此标准系列工作液浓度分别为 0.05μg/mL、0.10μg/mL、0.20μg/mL、0.40μg/mL、0.60μg/mL、

1.00μg/mL。 

当用维生素 D3 作内标测定维生素 D2 时，分别准确吸取维生素 D2 标准中间使用液 0.50mL、1.00mL、

2.00mL、4.00mL、6.00mL、10.00mL 于 100mL 棕色容量瓶中，各加入维生素 D3 内标溶液 5.00mL，用甲

醇定容至刻度，混匀。此标准系列工作液浓度分别为 0.05μg/mL、0.10μg/mL、0.20μg/mL、0.40μg/mL、

0.60μg/mL、1.00μg/mL。 
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5.4.1.3 样品前处理 

 试样制备处理 

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

程应避免紫外光照，尽可能避光操作。如样品中只含有维生素 D3，可用维生素 D2 做内标；如只含有维生

素 D2，可用维生素 D3 做内标；否则，用外标法定量，但需要验证回收率能满足检测要求。 

 皂化 

不含淀粉样品：称取 5g~10g(准确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(准确至 0.01g)液体样品于

150mL 平底烧瓶中，固体试样需加入 20mL~30mL 温水，加入 1.00mL 内标使用溶液(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。)，再加入 1.0g 抗坏血酸和 0.1gBHT，混匀。

加入 30mL 无水乙醇，加入 10mL~20mL 氢氧化钾溶液，边加边振摇，混匀后于恒温磁力搅拌器上 80℃回

流皂化 30min，皂化后立即用冷水冷却至室温。 

注：一般皂化时间为 30min，如皂化液冷却后，液面有浮油，需要加入适量氢氧化钾乙醇溶液，并适

当延长皂化时间。 

含淀粉样品：称取 5g~10g(准确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(精确至 0.01g)液体样品于 150mL

平底烧瓶中，固体试样需加入约 20mL 温水，加入 1.00mL 内标使用溶液(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)和 1g 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 0.1gBHT，混匀。加入 30mL 无水乙醇，10mL~20mL 氢氧化钾溶液，边加边振摇，

混匀后于恒温磁力搅拌器上 80℃回流皂化 30min，皂化后立即用冷水冷却至室温。 

 提取 

将皂化液用 30mL 水转入 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 石油醚，振荡萃取 5min，将下层溶液转

移至另一个 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 的石油醚再次萃取，合并醚层。 

 洗涤 

用约 150mL 水洗涤醚层，约需重复 3 次，直至将醚层洗至中性(可用 pH 试纸检测下层溶液 pH 值)，

去除下层水相。 

 浓缩 

将洗涤后的醚层经无水硫酸钠(约 3g)滤入 250mL 旋转蒸发瓶或氮气浓缩管中，用约 15mL 石油 醚冲

洗分液漏斗及无水硫酸钠 2 次，并入蒸发瓶内，并将其接在旋转蒸发器或气体浓缩仪上，于 40℃水浴中减

压蒸馏或气流浓缩，待瓶中醚剩下约 2mL 时，取下蒸发瓶，氮吹至干，用正己烷定容至 2mL，0.22μm 有

机系滤膜过滤供半制备正相高效液相色谱系统半制备，净化待测液。 

 净化 

系统适用性试验：取约 1.00mL 维生素 D2 和 D3 标准中间使用液于 10mL 具塞试管中，在 40℃±2℃的

氮吹仪上吹干。残渣用 10mL 正己烷振荡溶解。取该溶液 100μL 注入液相色谱仪中测定，确定维生素 D 保

留时间。然后将 500μL 待测液注入液相色谱仪中，根据维生素 D 标准溶液保留时间收集维生素 D 馏分于试

管中。将试管置于 40℃水浴氮气吹干，取出准确加入 1.0mL 甲醇，残渣振荡溶解，即为维生素 D 测定液。 
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5.4.1.4 样品净化色谱条件： 

色谱柱：Supersil SiO2 5μm 4.6mm×250mm 

流动相：环己烷：正己烷=1：1，并按体积分数 0.8%加入异丙醇 

流速：1mL/min 

波长：264nm 

柱温：35℃±1℃ 

进样体积：500μL 

5.4.1.5 样品分析色谱条件： 

色谱柱：Supersil ODS2 5μm 4.6mm×250mm 

流动相：甲醇：水=95：5 

流速：1mL/min 

检测波长：264nm 

柱温：35℃±1℃ 

进样体积：100μL 
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5.4.2 正相高效液相色谱法 

本节内容是参考 GB14755-2010《食品安全国家标准 食品添加剂 维生素 D2（麦角钙化醇）》，适用于

于以麦角甾醇为原料制得的食品添加剂维生素 D2 含量测定。 

5.4.2.1 实验方法 

 维生素 D3 对照品系统适应性试验贮备液 

称取约 25mg 维生素 D3 对照品，精确至 0.0001g，置 100mL 棕色容量瓶中，加 80mL 异辛烷，用超声

处理助溶 1min，避免加热，使完全溶解，再加异辛烷至刻度，摇匀充氮密塞，避光，0℃以下保存。 

 实验室样品溶液的制备 

称取约 25mg 实验室样品，精确至 0.0001g，置 100mL 棕色容量瓶中，加 80mL 异辛烷，用超声处理

助溶 1min，避免加热，使完全溶解，再加异辛烷至刻度，摇匀。量取 5mL±0.05mL 上述溶液，置 10mL 棕

色容量瓶中，加正己烷至刻度，摇匀。 

 维生素 D2 对照品溶液的制备 

称取约 25mg 维生素 D2 对照品，精确至 0.0001g，置 100mL 棕色容量瓶中，加 80mL 异辛烷，用超声

处理助溶 1min，避免加热，使完全溶解，再加异辛烷至刻度，量取上述溶液 5mL±0.05mL，置 10mL 棕色

容量瓶中，加正己烷至刻度，摇匀。 

5.4.2.2 系统适用性试验 

量取维生素 D3 对照品贮备溶液 5mL，置具塞玻璃容器中，充氮后密塞，置 90℃水浴加热 1h，取出

迅速冷却，加正己烷 5mL±0.05mL，摇匀，置 1cm 具塞石英吸收池中，在 2 支主波长分别为 254nm 和 365nm

的紫外光灯下，将石英吸收池斜放成 45°，并距灯管 5cm~6cm，照射 5min，使溶液中含有前维生素 D3、

反式维生素 D3、维生素 D3 和速甾醇 D3。取此溶液注入液相色谱仪，测定维生素 D3 的峰值，先后进样 5

次，相对标准偏差应不大于 2.0%，前维生素 D3（与维生素 D3 的比保留时间为 0.5）与反式维生素 D3（与

维生素 D3 的比保留时间约为 0.6）以及维生素 D3 与速甾醇 D3（与维生素 D3 的比保留时间约为 1.1）的峰

分离度均应大于 1.0。 

5.4.2.3 测定 

取维生素 D2 对照品溶液和样品，按以下色谱条件分别进样，使用外标法计算样品中维生素 D2 的含量。 

5.4.2.4 色谱条件 

色谱柱：硅胶柱 5μm 4.6×250mm 

流动相：正己烷：正戊醇=1000：3 

流速：2mL/min  

检测波长：254nm 

进样体积：20μL 

柱温：室温 
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5.5 维生素 E 的含量测定 

5.5.1 反相高效液相色谱法 

本节内容是参考 GB5009.82-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 A、D、E 的测定》第 1 法，适用

于需要参照 GB5009.82-2016 对食品中维生素 E 进行检测的用户参考使用。 

5.5.1.1 标准溶液配制 

 维生素 E 标准储备溶液(1.00mg/mL) 

分别准确称取 α 生育酚、β 生育酚、γ 生育酚和 δ-生育酚各 50.0mg，用无水乙醇溶解后，转移入 50mL

容量瓶中，定容至刻度，此溶液浓度约为 1.00mg/mL。将溶液转移至棕色试剂瓶中，密封后，在-20℃下避

光保存，有效期 6 个月。临用前将溶液回温至 20℃，并进行浓度校正（校正方法详见附录 1）。 

 维生素 E 标准溶液中间液 

准确吸取维生素 E 标准储备溶液各 5.00mL 于同一个 50mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，此溶液中

维生素 E 各生育酚浓度为 100μg/mL。在-20℃下避光保存，有效期半个月。 

 维生素 E 标准系列工作溶液 

分别准确吸取维生素 E 混合标准溶液中间液 0.20mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL

于 10mL棕色容量瓶中，用甲醇定容至刻度，该标准系列中维生素E浓度为 2.00μg/mL、5.00μg/mL、10.0μg/mL、

20.0μg/mL、40.0μg/mL、60.0μg/mL。临用前配制。 

5.5.1.2 样品前处理 

 试样制备 

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

注意：样品前处理使用的所有器皿不得含有氧化性物质；分液漏斗活塞玻璃表面不得涂油；处理过程

应避免紫外光照，尽可能避光操作；提取过程应在通风柜中操作。 

 皂化 

不含淀粉样品：称取 2g~5g(精确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(精确至 0.01g)液体试样于

150mL 平底烧瓶中，固体试样需加入约 20mL 温水，混匀，再加入 1.0g 抗坏血酸和 0.1gBHT，混匀，加入

30mL 无水乙醇，加入 10mL~20mL 氢氧化钾溶液，边加边振摇，混匀后于 80℃恒温水浴震荡皂化 30min，

皂化后立即用冷水冷却至室温。 

注：皂化时间一般 30min，如皂化液冷却后液面有浮油，需要加入适量氢氧化钾溶液，并适当延长皂

化时间。 

含淀粉样品：称取 2g~5g(精确至 0.01g)经均质处理的固体试样或 50g(精确至 0.01g)液体样品于 150mL

平底烧瓶中，固体试样需用约 20mL 温水混匀，加入 0.5g~1g 淀粉酶，放入 60℃水浴避光恒温振荡 30min

后，取出，向酶解液中加入 1.0g 抗坏血酸和 0.1gBHT，混匀，加入 30mL 无水乙醇，10mL~20mL 氢氧化

钾溶液，边加边振摇，混匀后于 80℃恒温水浴振荡皂化 30min，皂化后立即用冷水冷却至室温。 
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 提取 

将皂化液用 30mL 水转入 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 石油醚-乙醚混合液，振荡萃取 5min，将

下层溶液转移至另一个 250mL 的分液漏斗中，加入 50mL 的混合醚液再次萃取，合并醚层。 

注：如只测维生素 A 与 α-生育酚，可用石油醚作提取剂。 

 洗涤 

用约 100mL 水洗涤醚层，约需重复 3 次，直至将醚层洗至中性(可用 pH 试纸检测下层溶液 pH 值)，

去除下层水相。 

 浓缩 

将洗涤后的醚层经无水硫酸钠(约 3g)滤入 250mL 旋转蒸发瓶或氮气浓缩管中，用约 15mL 石油醚冲洗

分液漏斗及无水硫酸钠 2 次，并入蒸发瓶内，并将其接在旋转蒸发仪或气体浓缩仪上，于 40℃水浴中减压

蒸馏或气流浓缩，待瓶中醚液剩下约 2mL 时，取下蒸发瓶，立即用氮气吹至近干。用甲醇分次将蒸发瓶中

残留物溶解并转移至 10mL 容量瓶中，定容至刻度。溶液过 0.45μm 有机系滤膜后供高效液相色谱测定。 

 

5.5.1.3 样品仅含参 α生育酚，色谱条件 

流动相：甲醇 

色谱柱：Supersil ODS2 5µm 4.6×250mm 

流量：1.0mL/min 

检测：UV294nm 

进样体积：10μL 

柱温：20℃ 

 

 

 

                                                                图 5-4  α 生育酚分析谱图 

 

5.5.1.4 样品需要分离 β生育酚和 γ生育酚，参考色谱条件 

流动相 A：水，B：甲醇，梯度洗脱                                 梯度条件 

色谱柱：C30 3µm 4.6×250mm 

流量：0.8mL/min 

检测：UV294nm 或激发 294nm,发射 328nm 

进样体积：10μL 

柱温：20℃ 
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5.5.2 正相高效液相色谱法 

本节内容是参考 GB5009.82-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 A、D、E 的测定》第 2 法，适用

于食用油、坚果、豆类和辣椒粉等食物中维生素 E 的测定。 

5.5.2.1 标准溶液配制 

 维生素 E 标准储备溶液(1.00mg/mL) 

分别称取 4 种生育酚异构体标准品各 50.0mg(准确至 0.1mg)，用无水乙醇溶解于 50mL 容量瓶中，定

容至刻度，此溶液浓度约为 1.00mg/mL。将溶液转移 至棕色试剂瓶中，密封后，在-20℃下避光保存，有

效期 6 个月。临用前将溶液回温至 20℃，并进行浓度校正(校正方法参见附录 1)。 

 维生素 E 标准溶液中间液 

准确吸取维生素 E 标准储备溶液各 1.00mL 于同一 100mL 容量瓶中，用氮气吹除乙醇后，用流动相定

容至刻度，此溶液中维生素 E 各生育酚浓度为 10.00μg/mL。密封后，在-20℃下避光保存，有效期半个月。 

 维生素 E 标准系列工作溶液 

分别准确吸取维生素 E 混合标准溶液中间液 0.20mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、4.00mL、6.00mL

于 10mL棕色容量瓶中，用流动相定容至刻度，该标准系列中 4种生育酚浓度分别为 0.20μg/mL、0.50μg/mL、

1.00μg/mL、2.00μg/mL、4.00μg/mL、6.00μg/mL。 

5.5.2.2 样品前处理 

 试样制备  

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

 试样处理 

警示：使用的所有器皿不得含有氧化性物质；分液漏斗活塞玻璃表面不得涂油；处理过程应避免紫外

光照，尽可能避光操作。 

植物油脂：称取 0.5g~2g 油样(准确至 0.01g)于 25mL 的棕色容量瓶中，加入 0.1gBHT，加入 10mL 流

动相超声或涡旋振荡溶解后，用流动相定容至刻度，摇匀。过孔径为 0.22μm 有机系滤头于棕色进样瓶中，

待进样。 

奶油、黄油：称取 2g~5g 样品(准确至 0.01g)于 50mL 的离心管中，加入 0.1gBHT，45℃水浴融化，加

入 5g 无水硫酸钠，涡旋 1min，混匀，加入 25mL 流动相超声或涡旋振荡提取，离心，将上清液转移至浓

缩瓶中，再用 20mL 流动相重复提取 1 次，合并上清液至浓缩瓶，在旋转蒸发器或气体浓缩仪上，于 45℃

水浴中减压蒸馏或气流浓缩，待瓶中醚剩下约 2mL 时，取下蒸发瓶，立即用氮气吹干。用流动相将浓缩瓶

中残留物溶解并转移至 10mL 容量瓶中，定容至刻度，摇匀。溶液过 0.22μm 有机系滤膜后供高效液相色谱

测定。 

坚果、豆类、辣椒粉等干基植物样品：称取 2g~5g 样品(准确至 0.01g)，用索氏提取仪或加速溶剂萃取

仪提取其中的植物油脂，将含油脂的提取溶剂转移至 250mL 蒸发瓶内，于 40℃水浴中减压蒸馏或气流浓缩

至干，取下蒸发瓶，用 10mL 流动相将油脂转移至 25mL 容量瓶中，加入 0.1gBHT，超声或涡旋振荡溶解

后，用流动相定容至刻度，摇匀。过孔径为 0.22μm 有机系滤头于棕色进样瓶中，待进样。 
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5.5.2.3 参考色谱条件 

色谱柱：酰氨基柱 1.7μm 3.0×150mm 

流动相：正己烷：[叔丁基甲基醚-四氢呋喃-甲醇混合液(20+1+0.1)]=90：10 

流速：0.8mL/min 

检测波长：激发波长 294nm，发射波长 328nm 

进样量：10μL 

柱温：30℃ 

注：可用 Si60 硅胶柱（柱长 250mm，内径 4.6mm，粒径 5μm）分离 4 种生育酚异构体，推荐流动相为正己烷与 1，4 二

氧六环按(95+5)的比例混合。 
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5.6 维生素 B1 的测定 

本节内容是参考 GB5009.84-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 B1 的测定》第 1 法，适用于食

品中维生素 B1 的测定。 

5.6.1 标准溶液配制 

 维生素 B1 标准储备液(500μg/mL) 

准确称取经五氧化二磷或者氯化钙干燥 24h 的盐酸硫胺 素标准品 56.1mg（精确至 0.1mg），相当于

50mg 硫胺素、用 0.01mol/L 盐酸溶液溶解并定容至 100mL，摇匀。置于 0℃~4℃冰箱中，保存期为 3 个月。 

 维生素 B1 标准中间液(10.0μg/mL) 

准确移取 2.00mL 标准储备液，用水稀释并定容至 100mL，摇匀。临用前配制。 

 维生素 B1 标准系列工作液 

吸取维生素 B1 标准中间液 0μL、50.0μL、100μL、200μL、400μL，800μL，1000μL，用水定容至 10mL，

标准系列工作液中维生素 B1 的浓度分别为 0μg/mL，0.0500μg/mL，0.100μg/mL，0.200μg/mL，0.400μg/mL， 

0. 800μg/mL，1.00μg/mL。临用时配制。 

5.6.2 样品前处理 

 试液提取 

称取 3g~5g（精确至 0.01g）固体试样或者 10g~20g 液体试样于 100mL 锥形瓶中（带有软质塞子），加

60mL0.1mol/L 盐酸溶液，充分摇匀，塞上软质塞子，高压灭菌锅中 121℃保持 30min。水解结束待冷却至

40℃以下取出，轻摇数次；用 pH 计指示，用 2.0mol/L 乙酸钠溶液调节 pH 至 4.0 左右，加入 2.0mL（可根

据酶活力不同适当调整用量）混合酶溶液，摇匀后，置于培养箱中 37℃过夜（约 16h）；将酶解液全部转移

至 100mL 容量瓶中，用水定容至刻度，摇匀，离心或者过滤，取上清液备用。 

 试液衍生化 

准确移取上述上清液或者滤液 2.0mL 于 10mL 试管中，加入 1.0mL 碱性铁氰化钾溶液，涡旋混匀后，

准确加入 2.0mL 正丁醇，再次涡旋混匀 1.5min 后静置约 10min 或者离心，待充分分层后，吸取正丁醇相（上

层）经 0.45μm 有机微孔滤膜过滤，取滤液于 2mL 棕色进样瓶中，供分析用。若试液中维生素 B1 浓度超出

线性范围的最高浓度值，应取上清液稀释适宜倍数后，重新衍生后进样。另取 2.0mL 标准系列工作液，与

试液同步进行衍生化。 

5.6.3 参考色谱条件 

色谱柱：C18 色谱柱 5μm 4.6mm×250mm 

流动相：0.05mol/L 乙酸钠溶液：甲醇=65：35 

流速：0.8mL/min 

检测波长：激发波长 375nm，发射波长 435nm 

进样量：20μL 
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5.7 维生素 B2 的测定 

本节内容是参考 GB5009.85-2016 《食品安全国家标准 食品中维生素 B2 的测定》第 1 法，适用于食

品中维生素 B1 的测定。 

5.7.1 标准溶液配制 

维生素 B2 标准储备液（100μg/mL）：将维生素 B2 标准品置于真空干燥器或装有五氧化二磷的 干燥

器中干燥处理 24h 后，准确称取 10mg（精确至 0.1mg）维生素 B2 标准品，加入 2mL 盐酸溶液(1+1)超声溶

解后，立即用水转移并定容至 100mL。混匀后转移入棕色玻璃容器中，在 4℃冰箱中贮存，保存期 2 个月。

标准储备液在使用前需要进行浓度校正，校正方法参见附录 1。 

维生素B2标准中间液（2.00μg/mL）：准确吸取2.00mL维生素B2标准储备液，用水稀释并定容至100mL。

临用前配制。 

维生素B2标准系列工作液：分别吸取维生素B2标准中间液0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.50mL、5.00mL，

用水定容至 10mL，该标准系列浓度分别为 0.05μg/mL、0.10μg/mL、0.20μg/mL、0.05μg/mL、1.00μg/mL。

临用前配制。 

5.7.2 样品前处理 

取样品约 500g，用组织捣碎机充分打匀均质，分装入洁净棕色磨口瓶中，密封，并做好标记，避光存

放备用。称取 2g~10g（精确至 0.01g）均质后的试样（试样中维生素 B2 的含量大于 5μg）于 100mL 具塞锥

形瓶中，加入 60mL 的 0.1mol/L 盐酸溶液，充分摇匀，塞好瓶塞。将锥形瓶放入高压灭菌锅内，在 121℃

下保持 30min，冷却至室温后取出。用 1mol/L 氢氧化钠溶液调 pH 至 6.0~6.5，加入 2mL 混合酶溶液，摇

匀后，置于 37℃培养箱或恒温水浴锅中过夜酶解。将酶解液转移至 100mL 容量瓶中，加水定容至刻度，用

滤纸过滤或离心，取滤液或上清液，过 0.45μm 水相滤膜作为待测液。 

不加试样，按同一操作方法做空白试验。 

5.7.3 参考色谱条件 

色谱柱：C18 色谱柱 5μm 4.6mm×150mm  

流动相：乙酸钠溶液(0.05mol/L)：甲醇=65：35 

流速：1mL/min 

柱温：30℃ 

检测波长：激发波长 462nm，发射波长 522nm 

进样体积：20μL 
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5.8 维生素 B3（烟酸和烟酰胺）的测定 

本节内容是参考 GB5009.89-2016《食品安全国家标准 食品中烟酸和烟酰胺的测定》第 2 法，适用于

强化食品中烟酸和烟酰胺的测定。 

5.8.1 标准溶液配制 

烟酸和烟酰胺标准储备液（1.000mg/mL）：准确称取烟酸及烟酰胺标准品各 0.05g（精确到 0.1mg），

分别置于 100mL 容量瓶中，用 0.1mol/L 盐酸溶解，定容至刻度，混匀（4℃冰箱中可保存 1 个月）。 

注：标准储备液配制完以后，需要进行浓度校正，校正方法见附录。 

烟酸和烟酰胺标准混合中间液（100.0μg/mL）：准确吸取烟酸和烟酰胺标准储备液各 10.0mL 于 100mL

容量瓶中，加水定容至刻度，混匀。临用前配制。 

烟酸和烟酰胺标准混合工作液：分别准确吸取标准混合中间液 1.0mL、2.0mL、5.0mL、10.0mL、20.0mL

于 100mL 容量瓶中，加水定容至刻度，混匀，得到浓度分别为 1.0μg/mL、2.0μg/mL、5.0μg/mL、10.0μg/mL、

20.0μg/mL 的标准混合工作液。临用前配制。 

5.8.2 样品前处理 

淀粉类和含淀粉的食品（即食谷物、面包、饼干、面条、小麦粉和杂粮粉等制品）称取混合均匀固体

试样约 5.0g（精确到 0.01g），加入约 25mL45℃~50℃的水，称取混合均匀液体试样约 20.0g（精确到 0.01g）

于 150mL 锥形瓶中，加入约 0.5g 淀粉酶，摇匀后向锥形瓶中充氮，盖上塞，置于 50℃~60℃的培养箱内培

养约 30min，取出冷却至室温。 

注：如果条件允许，建议酶解时采用 55℃±5℃水浴振摇。 

不含淀粉的食品（调制乳、调制乳粉、饮料类、固体饮料类、豆粉和豆浆粉等制品）称取混合均匀固

体试样约 5.0g(精确到 0.01g)，加入约 25mL45℃~50℃的水，称取混合均匀液体试样约 20.0g（精确到 0.01g）

于 150mL 锥形瓶中，置于超声波振荡器中振荡约 10min 以上充分溶解，静置 5min~10min，并冷却至室温。 

 提取 

待试样溶液降至室温后，用 5.0mol/L 盐酸溶液和 0.1mol/L 盐酸溶液调节试样溶液的 pH 至 1.7±0.1,放

置约 2min 后，再用 5.0mol/L 氢氧化钠溶液和 0.1mol/L 氢氧化钠溶液调节试样溶液的 pH 至 4.5±0.1，置于

50℃水浴超声波振荡器中振荡 10min 以上充分提取，冷却至室温后转至 100mL 容量瓶中，用水反复冲洗锥

形瓶，洗液合并于 100mL 容量瓶中，用水定容至刻度后混匀，经滤纸过滤。滤液再经 0.45μm 微孔滤膜加

压过滤，用样品瓶收集，即为试样测定液。 

注：必要时，试样测定液用水进行适当的稀释，使试样测定液中烟酸和烟酰胺浓度在 1μg/mL~20μg/mL

范围内。 

5.8.3 参考色谱条件 

色谱柱：Supersil ODS-B 5μm 4.6mm×150mm 

检测波长：261nm 

流动相：甲醇 70mL，异丙醇 20mL，庚烷磺酸钠 1g，用 910mL水溶解并混匀，用高氯酸调 pH至 2.1±0.1，

经 0.45μm 膜过滤 

流速：1.0mL/min 

进样量：10μL 

柱温：25℃  
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表 5-7  烟酸和烟酰胺的测定结果 

峰号 样品 保留时间（min） 拖尾因子 分离度 柱效（N/m） 

1 烟酸 8.42 1.16  107800 

2 烟酰胺 10.03 1.13 5.68 116800 
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5.9 泛酸的测定 

本节内容是参考 GB5009.210-2016 《食品安全国家标准 食品中泛酸的测定》第 2 法，适用于食品中

泛酸的测定。 

5.9.1 标准溶液配制 

泛酸标准储备溶液(1.000mg/mL)：准确称取泛酸钙 1.087g，加水溶解并转入 1000mL 容量瓶中，定容

至刻度，混匀(4℃冰箱中可保存 5d)。 

泛酸标准中间溶液(100.0μg/mL)：准确吸取标准储备溶液 10.0mL 于 100mL 容量瓶中，加水定容至刻

度。临用前配制。 

泛酸标准工作溶液：分别准确吸取泛酸标准中间液 1.0mL，2.0mL，4.0mL，8.0mL，16.0mL，32.0mL

于 100mL容量瓶中，加水定容至刻度，得到浓度分别为 1.0μg/mL，2.0μg/mL，4.0μg/mL，8.0μg/mL，16.0μg/mL，

32.0μg/mL 的泛酸标准工作溶液，临用前配制。 

5.9.2 样品前处理 

试样制备固态试样粉碎并混合均匀；碳酸饮料需超声波去除二氧化碳，其他液态试样摇匀。 

营养素补充剂类保健食品  

准确称取或量取适量试样(m)，精确至 0.001g，一般固体试样 0.2g~2g，液态试样 10g~20g，置于 50mL

锥形瓶中，加入约 30mL40℃~50℃温水超声提取 20min，用水定容至刻度。转入离心管 3000r/min 离心

5min~10min，取上清液过 0.45μm 滤膜，滤液待上机测定。 

 配方食品 

准确称取适量试样(m)，精确至 0.001g，一般固态试样约 5g，液态试样约 20g。置于 100mL 锥形瓶中，

加入 40℃~50℃温水至 30mL。如果试样中含有淀粉，加入淀粉酶 0.2g，振摇混匀，盖上瓶塞，在 55℃±5℃

水浴条件下，振摇酶解 120min~240min。如果试样不含淀粉，直接超声提取 20min。取出试样液，冷却至

室温，用 0.1mol/L 盐酸调节 pH 至 5.0±0.1，加入 5mL0.5mol/L 硫酸锌溶液，充分混合。转入 50mL 容量瓶

中，用水定容至刻度并充分混匀后，转入离心管 3000r/min 离心 5min~10min，取上清液过 0.45μm 滤膜，滤

液待上机测定。 

必要时，试样测定液用水进行适当的稀释(F)，使试样测定液中泛酸浓度在 1μg/mL~32μg/mL 范围内。 

5.9.3 参考色谱条件 

色谱柱：C18 色谱柱 5μm 4.6mm×250mm 

检测波长：210nm 

流动相：0.02mol/L 磷酸二氢钾溶液：乙腈=95：5 

流速：1.0mL/min 

进样量：10μL 

柱温：28℃ 
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5.10 维生素 B6 的测定 

本节参考 GB5009.154-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 B6 的测定》第 1 法，适用于食品中维生素 B6 测定。 

5.10.1 标准溶液配制 

吡哆醇标准储备液(1mg/mL)：准确称取 60.8mg 盐酸吡哆醇标准品，用 0.1mol/L 盐酸溶液溶解后定容到 50mL，在

-20℃下避光保存，有效期 1 个月。 

吡哆醛标准储备液(1mg/mL)：准确称取 60.9mg 盐酸吡哆醛标准品，用 0.1mol/L 盐酸溶液溶解后定容到 50mL，在

-20℃下避光保存，有效期 1 个月。 

吡哆胺标准储备液(1mg/mL)：准确称取 71.7mg 双盐酸吡哆胺标准品，用 0.1mol/L 盐酸溶液 溶解后定容到 50mL，

在-20℃下避光保存，有效期 1 个月。 

维生素 B6 混合标准中间液(20μg/mL)：分别准确吸取吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺的标准储备液各 1.00mL，用 0.1mol/L

盐酸溶液稀释并定容至 50mL。临用前配制。 

维生素 B6 混合标准系列工作液：分别准确吸取维生素 B6 混合标准中间液 0.5mL、1.0mL、2.0mL、3.0mL、5.0mL，

至 100mL 容量瓶中，用水定容。该标准系列浓度分别为 0.10μg/mL、0.20μg/mL、0.40μg/mL、0.60μg/mL、1.00μg/mL。

临用前配制。 

注：标准储备液在使用前需要进行浓度校正，校正方法参照附录 1。 

5.10.2 样品前处理 

 含淀粉的试样 

固体试样：称取混合均匀的固体试样约 5g（精确至 0.01g），于 150mL 锥形瓶中，加入约 25mL45℃~50℃的水，混

匀。加入约 0.5g 淀粉酶，混匀后向锥形瓶中充氮，盖上瓶塞，置 50℃~60℃培养箱内约 30min。取出冷却至室温。 

液体试样：称取混合均匀的液体试样约 20g（精确至 0.01g）于 150mL 锥形瓶中，混匀。加入约 0.5g 淀粉酶，混匀

后向锥形瓶中充氮，盖上瓶塞，置 50℃~60℃培养箱内约 30min。取出冷却至室温。 

 不含淀粉的试样 

固体试样：称取混合均匀的固体试样约 5g（精确至 0.01g），于 150mL 锥形瓶中，加入约 25mL45℃~50℃的水，混

匀。静置 5min~10min，冷却至室温。 

液体试样：称取混合均匀的液体试样约 20g（精确至 0.01g）于 150mL 锥形瓶中。静置 5min~10min。 

 待测液的制备 

用盐酸溶液，调节上述试样溶液的 pH 至 1.7±0.1，放置约 1min。再用氢氧化钠溶液调节试样溶液的 pH 至 4.5±0.1。

把上述锥形瓶放入超声波振荡器中，超声振荡约 10min。将试样溶液转移至 50mL 容量瓶中，用水冲洗锥形瓶。洗液合

并于 50mL 容量瓶中，用水定容至 50mL。另取 50mL 锥形瓶，上面放入漏斗和滤纸，把定容后的试样溶液倒入其中，自

然过滤。滤液再经 0.45μm 微孔滤膜过滤，用试管收集，转移 1mL 滤液至进样瓶作为试样待测液。 

注：操作过程应避免强光照射。 

5.10.3 参考色谱条件 

色谱柱：C18 柱 5μm 4.6mm×150mm 

流动相：甲醇 50mL、辛烷磺酸钠 2.0g、三乙胺 2.5mL，用水溶解并定容到 1000mL 后，用冰乙酸调 pH 至 3.0±0.1，

过 0.45μm 微孔滤膜过滤 

流速：1mL/min 

柱温：30℃ 

检测波长：激发波长 293nm，发射波长 395nm 

进样体积：10μL  



 

43 

 

5.11 维生素 K1 的测定 

本节内容是参考 GB5009.158-2016《食品安全国家标准 食品中维生素 K1 的测定》第 1 法，适用于食

品中维生素 K1 的测定。 

5.11.1 标准溶液配制 

维生素 K1 标准贮备溶液(1mg/mL)：准确称取 50mg（精确至 0.1mg）维生素 K1 标准品于 50mL 容量

瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度。将溶液转移至棕色玻璃容器中，在-20℃下避光保存，保存期 2 个月。标

准储备液在使用前需要进行浓度校正，校正方法参照附录 1。 

维生素 K1 标准中间液(100μg/mL)：准确吸取标准贮备溶液 10.00mL 于 100mL 容量瓶中，加甲醇至刻

度，摇匀。将溶液转移至棕色玻璃容器中，在-20℃下避光保存，保存期 2 个月。 

维生素 K1 标准使用液(1.00μg/mL)：吸取标准中间液 1.00mL 于 100mL 容量瓶中，加甲醇至刻度，摇

匀。 

标准系列工作溶液：分别准确吸取维生素 K1 标准使用液 0.10mL、0.20mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、

4.00mL于 10mL容量瓶中，加甲醇定容至刻度，维生素K1标准系列工作溶液浓度分别为 10ng/mL、20ng/mL、

50ng/mL、100ng/mL、200ng/mL、400ng/mL。 

5.11.2 样品前处理 

 婴幼儿食品和乳品、植物油 

酶解：准确称取经均质的试样 1g~5g（精确到 0.01g，维生素 K1 含量不低于 0.05μg）于 50mL 离心管

中，加入 5mL 温水溶解（液体样品直接吸取 5mL，植物油不需加水稀释），加入磷酸盐缓冲液(pH8.0)5mL，

混匀，加入 0.2g 脂肪酶和 0.2g 淀粉酶（不含淀粉的样品可以不加淀粉酶），加盖，涡旋 2min~3min，混匀

后，置于 37℃±2℃恒温水浴振荡器中振荡 2h 以上，使其充分酶解。 

提取：取出酶解好的试样，分别加入 10mL 乙醇及 1g 碳酸钾，混匀后加入 10mL 正己烷和 10mL 水，

涡 旋或振荡提取 10min，6000r/min 离心 5min，或将酶解液转移至 150mL 的分液漏斗中萃取提取，静置分

层（如发生乳化现象，可适当增加正己烷或水的加入量，以排除乳化现象），转移上清液至 100mL 旋蒸瓶

中，向下层液再加入 10mL 正己烷，重复操作 1 次，合并上清液至上述旋蒸瓶中。 

浓缩：将上述正己烷提取液旋蒸至干（如有残液，可用氮气轻吹至干），用甲醇转移并定容至 5mL 容

量瓶中，摇匀，0.22μm 滤膜过滤，滤液待进样。不加试样，按同一操作方法做空白试验。 

 水果、蔬菜样品 

提取：准确称取 1g~5g（精确到 0.01g，维生素 K1 含量不低于 0.05μg）经均质匀浆的样品于 50mL 离

心管中，加入 5mL 异丙醇，涡旋 1min，超声 5min，再加入 10mL 正己烷，涡旋振荡提取 3min，6000r/min

离心 5min，移取上清液于 25mL 棕色容量瓶中，向下层溶液中加入 10mL 正己烷，重复提取 1 次，合并上

清液于上述容量瓶中，正己烷定容至刻度，用移液管准确分取上清液 1mL~5mL（视样品中维生素 K1 含量

而定）至 10mL 试管中，氮气轻吹至干，加入 1mL 正己烷溶解，待净化。 

净化、浓缩：将上述 1mL 提取液用少量正己烷转移至预先用 5mL 正己烷活化的中性氧化铝柱中，待

提取液流 至近干时，5mL 正己烷淋洗，6mL 正己烷-乙酸乙酯混合液洗脱至 10mL 试管中，氮气吹干后，

用甲醇定容至 5mL，过 0.22μm 滤膜，滤液供分析测定。不加试样，按同一操作方法做空白试验。 
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5.11.3 色谱参考条件 

色谱柱：C18 柱 5μm 4.6mm×250mm  

锌还原柱：4.6mm×50mm 

流动相：量取甲醇 900mL，四氢呋喃 100mL，冰乙酸 0.3mL，混匀后，加入氯化锌 1.5g，无水乙酸钠

0.5g，超声溶解后，用 0.22μm 有机系滤膜过滤 

流速：1mL/min 

检测波长：激发波长为 243nm，发射波长为 430nm 

进样量：10μL 
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5.12 叶酸的测定 

本节内容是参考 GB15570-2010《食品安全国家标准 食品添加剂 叶酸》，适用于化学合成法制得的食

品添加剂叶酸的测定。 

5.12.1 溶液配制 

对照品溶液的制备：称取约 10mg 叶酸对照品，精确至 0.02mg，置 50mL 容量瓶中，加 30mL 氨水溶

液溶解后，用水稀释至刻度，摇匀。 

实验室样品溶液的制备：称取约 10mg 实验室样品，精确至 0.02mg，置 50mL 容量瓶中，加 30mL 氨

水溶液溶解后，用水稀释至刻度，摇匀。 

5.12.2 色谱参考条件 

色谱柱：Supersil AQ-C18 5μm 4.6mm×250mm 

流动相：6.8g 磷酸二氢钾与 70mL 氢氧化钾溶液，加水稀释至 850mL，并调节 pH 至 6.3±0.1，加 80mL

甲醇，用水稀释成 1000mL 的溶液 

流速：1mL/min 

检测波长：254nm 

柱温：30℃ 
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5.13 维生素 B12 的测定 

本节内容是参考 GB5009.217-2008《保健食品中维生素 B12 的测定》，适用于片剂 、胶囊 、

粉剂 、功能性饮料类型保健食品中维生素 B12 的测定。 

5.13.1 标准溶液配制 

维生素 B12 标准储备液：称取维生素 B12 标准品 10mg（精确至 0.1mg），用 5%乙醇溶解，并定容至

10mL 棕色容量瓶中，混匀，得到维生素 B12 的标准储备液。冷藏保存。 

维生素 B12 标准中间液：吸取 1mL 储备液至 25mL 棕色容量瓶中，用水稀释得到维生素 B12 的标准

中间液。冷藏保存。 

维生素 B12 标准系列：分别吸取 0.05mL、0.10mL、0.50mL、1.00mL、2.00mL、5.00mL 的标准中间

液于 10mL 棕色容量瓶中，用水稀释得到维生素 B12 标准溶液系列。 

5%乙腈：量取 50mL 乙腈，用水稀释定容至 1000mL。 

25%乙腈：量取 250mL 乙腈，用水稀释定容至 1000mL。 

5.13.2 样品前处理 

将 20 粒片剂、胶囊试样粉碎或混匀；粉剂试样取 5 包~10 包充分混匀。 

 提取 

称取试样 4g~10g（相当于含维生素 B12 4µg 左右，精确至 0.001g）于 50mL 离心管中，加 10mL~15mL

水，混匀，将其置于超声波清洗器中，超声提取约 10min 后以 4000r/min 离心 5min。 

用吸管吸取上清液置于另一个 50mL 离心管中。对残渣按上述步骤每次加入约 10mL 水，重复提取两

次，合并提取液于 50mL 离心管中。 

 净化 

向提取液中加入 5%四丁基氯化铵溶液 1mL、三氯甲烷约 20mL，使用涡旋混匀器充分混匀，于离心

机中以 1000r/min 离心 3min。将水层转入蒸发皿中，置水浴锅上加热蒸发至干。残渣用乙醇溶解，转移至

离心管中，超声溶解，离心，吸取上清液于蒸发皿中。再重复提取两次，合并提取液于蒸发皿中。蒸干乙

醇，试样用 5 mL 5%乙腈溶液定量转移到试管中，待上固相萃取柱。 

 固相萃取 

固相萃取柱先用 3mL 甲醇进行活化，再用 3mL 水对固相萃取柱进行平衡，速度为 1 滴/s。将上述处

理过的适量试样加到固相萃取柱上。上样后，用 5mL5%乙腈溶液作为洗脱溶剂将干扰物质从固相萃取柱上

淋洗下来，最后用 25%乙腈溶液将维生素 B12 洗脱下来，收集洗脱液 0.5mL。 

5.13.3 色谱参考条件 

色谱柱：Supersil ODS2 5μm 4.6mm×250mm                                     梯度洗脱表 

流动相：流动相 A：称取 0.87g 磷酸氢二钾、0.41g 磷酸二氢钾于 1000mL

容量瓶中，用水溶解后加 115mL 乙腈，用水定容至刻度。 

流动相 B：水/乙腈/磷酸=499/499/2；梯度洗脱 

流速：1.2 mL/min 

检测波长：361nm 

柱温：40℃ 

t/min A  B  

0 100 0 

13 100 0 

28 0 100 

38 100 0 

50 100 0 
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5.13.4 典型谱图 

 

图 5-5  维生素 B12 典型分离谱图 
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附录 1     维生素标准溶液校正方法 

 维生素 A、D、E 标准溶液校正 

维生素 A：取视黄醇标准储备溶液 50μL 于 10mL 的棕色容量瓶中，用无水乙醇定容至刻度，混匀，

用 1cm 石英比色杯，以无水乙醇为空白参比，按下表的测定波长测定其吸光度； 

维生素 D：分别取维生素 D2、维生素 D3 标准储备溶液 100μL 于各 10mL 的棕色容量瓶中，用无水乙

醇定容至刻度，混匀，分别用 1cm 石英比色杯，以无水乙醇为空白参比，按下表的测定波长测定其吸光度； 

维生素 E：分别取 α-生育酚、β-生育酚、γ-生育酚和 δ-生育酚标准储备溶液 500μL 于各 10mL 棕色容

量瓶中，用无水乙醇定容至刻度，混匀，分别用 1cm 石英比色杯，以无水乙醇为空白参比，按下表的测定

波长测定其吸光度。 

试液中维生素的浓度计算公式：X=（A×104）/E…………………………(A.1) 

式中： 

X ——维生素标准稀释液浓度，单位为微克每毫升(μg/mL)； 

A ——维生素稀释液的平均紫外吸光值； 

104 ——换算系数； 

E ——维生素 1%比色光系数(各维生素相应的比色吸光系数见下表)。 

表 5-8  维生素 A/D/E 测定波长及百分吸光系数 

目标物 波长/nm E(1%比色光系数) 

α-生育酚 292 76 

β-生育酚 296 89 

γ-生育酚 298 91 

δ-生育酚 298 87 

视黄醇 325 1835 

维生素D2 264 485 

维生素D3 264 462 

 

 维生素 B2 标准溶液校正 

准确吸取 1.00mL 维生素 B2 标准储备液，加 1.30mL0.1mol/L 的乙酸钠溶液，用水定容到 10mL，作为

标准测试液。 

对照溶液的配制准确吸取 1.00mL0.012mol/L 的盐酸溶液，加 1.30mL0.1mol/L 的乙酸钠溶液，用水定

容到 10mL，作为对照溶液。 

吸收值的测定用 1cm 比色杯于 444nm 波长下，以对照溶液为空白对照，测定标准校正溶液的吸收值。

标准溶液的浓度计算：ρ=(A 444×10 4×10)/328 …………………………(A. 2) 

式中：ρ——标准储备液的质量浓度，单位为微克每毫升(μg/mL)； 

A 444——标准测试液在 444nm 波长下的吸光度值； 

10 4——将 1%的标准溶液浓度单位换算为测定溶液浓度单位(μg/mL)的换算系数； 

10——标准储备液的稀释因子； 

328——维生素 B2 在 444nm 波长下的百分吸光系数，即在 444nm 波长下，液层厚度为 1cm 时，浓度

为 1%的维生素 B2 溶液(盐酸-乙酸钠溶液，pH=3.8)的吸光度。 
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 维生素 B3（烟酸、烟酰胺）标准溶液校正 

烟酸或烟酰胺标准浓度的标定：准确吸取烟酸或烟酰胺标准储备液 1.0mL 于 100mL 容量瓶中，用

0.1mol/L 盐酸定容至刻度混匀，按给定波长测定溶液的吸光值，用比吸光系数计算出该溶液中烟酸或烟酰

胺的浓度。测定条件见下： 

表 5-9  烟酸和烟酰胺吸光值的测定条件 

 

浓度按照 A3 计算： 

c 1= A/E ×(1/100) ……………………(A. 1) 

式中：c1———溶液中烟酸或烟酰胺的浓度,单位为克每毫升( g/mL); 

A ———溶液中烟酸或烟酰胺的平均紫外吸光值; 

E ———烟酸或烟酰胺 1%比吸光系数。 

 

 维生素 B6 各组分标准溶液的浓度校正方法 

标准校正溶液的配制分别准确吸取 1.00mL 吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺标准储备液，用 0.1mol/L 盐酸溶

液定容到 100mL，作为标准校正液。 

对照溶液的配制以 0.1mol/L 盐酸溶液作为对照溶液。 

吸收值的测定用 1cm 比色杯于相应最大吸收波长下，以对照溶液为空白对照，测定各标准校正溶液的

吸收值。 

标准溶液的浓度计算 

各标准储备液的质量浓度按式(A.4)计算：ρi =[（Ai×Mi）/εi]×V×Fi ……………………(A. 4) 

式中： 

ρi——维生素 B6 各组分(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)标准储备液的质量浓度，单位为 μg/mL； 

Ai——维生素B6 各组分(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)标准测试液在各自最大吸收波长 λmax下的吸收值； 

Mi——维生素 B6 各组分(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)标准品的分子量；  

εi——维生素 B6 各组分(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)在 0.1mol/L 盐酸溶液中的吸收系数； 

V——稀释因子； 

Fi——无维生素 B6 各组分(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)的对照溶液的换算因子。 

 

表 5-10  维生素 B6 各组分标准溶液浓度校正的相关参数 
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 维生素 K1 标准浓度校正方法 

维生素 K1 标准溶液配制后需对其浓度进行校正，具体操作如下：取维生素 K1 标准储备溶液 1.00mL，

吹干甲醇后，用正己烷定容至 100mL 容量瓶中，按给定波长测定吸光值，以正己烷为空白，用 1cm 的石英

比色杯在 248nm 波长下测定吸收值，标准储备液的质量浓度按式(A.5)计算，测定条件见下表。 

表 5-11  维生素 K1 吸光值的测定条件 

 

ρ= A248×104×100）/419 ……………………(A.5) 

式中：ρ——维生素 K1 标准储备液浓度，单位为微克每毫升(μg/mL) 

A248——标准校正测试液在 248nm 波长下的吸收值 

100——稀释因子 

419——在 248nm 波长下的百分吸光系数，即在 248nm 波长下，液层厚度为 1cm 时，浓度为 1%的维

生素 K1 正己烷溶液的吸光度 
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本应用中信息仅供参考，提供数据除注明外为本公司特定条件下的实验数据。 
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