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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰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.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部农产品质量安全监管司提出.
本文件由农业农村部农产品营养标准专家委员会归口.
本文件起草单位:上海市农业科学院[农业农村部食用菌产品质量检验测试中心(上海)]、上海国森生

物科技有限公司、浙江方格药业有限公司、上海科立特农产品检测技术服务有限公司、中国农业科学院农

业质量标准与检测技术研究所、陕西科技大学.
本文件主要起草人:鄂恒超、赵晓燕、彭书婷、周昌艳、刘世柱、张艳梅、赵志勇、李晓贝、翁瑞、董慧、

范婷婷、郭倩、李旭娇、刘振彬、何香伟、李健英、江政辉、范建东、叶强、王家俊、吴欣灿.
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食用菌及制品中麦角甾醇和麦角甾醇过氧化物的测定

１　范围

本文件规定了食用菌及制品中麦角甾醇和麦角甾醇过氧化物的测定方法.
本文件方法一规定了食用菌及制品中麦角甾醇的超高效液相色谱法,适用于食用菌及制品中麦角甾

醇的测定.
本文件方法二规定了食用菌及制品中麦角甾醇过氧化物的超高效液相色谱 串联质谱法,适用于食用

菌及制品中麦角甾醇过氧化物的测定.

２　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/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

GB７０９６　食品安全国家标准　食用菌及其制品

GB/T１２７２８　食用菌术语

３　术语和定义

GB７０９６和 GB/T１２７２８界定的术语和定义适用于本文件.

方法一　食用菌及制品中麦角甾醇的测定　超高效液相色谱法

４　原理

食用菌及制品中麦角甾醇经甲醇提取后,用配置有紫外检测器或二极管阵列检测器的超高效液相色

谱法测定,外标法定量.

５　试剂与材料

除非另有说明,水为符合 GB/T６６８２规定的一级水.

５􀆰１　试剂

５􀆰１􀆰１　甲醇(CH３OH),色谱纯.

５􀆰１􀆰２　乙醇(CH３CH２OH),色谱纯.

５􀆰２　标准品

麦角甾醇(ergosterol,C２８H４４O,CAS号:５７Ｇ８７Ｇ４),纯度 ≥９８％或经国家认证并授予标准物质证书

的标准物质.

５􀆰３　标准溶液配制

５􀆰３􀆰１　麦角甾醇标准储备溶液配制:称取适量标准品(相当于麦角甾醇１０􀆰０mg),用乙醇(５􀆰１􀆰２)溶解并

定容至１０mL,制成标准储备溶液(１０００μg/mL),４℃保存,３个月内有效.

５􀆰３􀆰２　麦角甾醇标准工作溶液配制:将麦角甾醇标准储备溶液(５􀆰３􀆰１)用甲醇(５􀆰１􀆰１)稀释制备一系列标

准工作溶液,标准系列浓度为 ０􀆰５０μg/mL、１􀆰００μg/mL、５􀆰００μg/mL、１０􀆰０μg/mL、５０􀆰０μg/mL、

１００􀆰０μg/mL、２００􀆰０μg/mL,现用现配.
１
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５􀆰４　材料

有机系微孔滤膜:０􀆰２２μm.

６　仪器和设备

６􀆰１　超高效液相色谱仪:配有紫外检测器或二极管阵列检测器.

６􀆰２　样品粉碎机.

６􀆰３　分析天平:感量０􀆰０１g和０􀆰０００１g.

６􀆰４　超声波清洗器.

６􀆰５　离心机:转速不低于４０００r/min.

６􀆰６　涡旋混合器:转速不低于２００r/min.

６􀆰７　均质机.

６􀆰８　标准筛:４２５μm.

７　分析步骤

７􀆰１　试样制备

７􀆰１􀆰１　食用菌鲜品和腌制食用菌制品

取适量食用菌鲜品或腌制品,用干净纱布擦去表面附着物,切碎后,放置于均质机(６􀆰７)中粉碎成匀浆

状,于适宜容器中密封,－１８℃保存备用.

７􀆰１􀆰２　干制食用菌制品和即食食用菌制品

取适量食用菌干制品和即食食用菌制品(干粉形态),放置于粉碎机中粉碎,全部过标准筛(６􀆰８),于适

宜容器中密封,常温保存备用.

７􀆰２　提取

取解冻至室温的食用菌鲜品或食用菌腌制品试样１g(精确至０􀆰００１g),食用菌干制品或即食食用菌

制品试样０􀆰５g(精确至０􀆰０００１g)于５０mL离心管中,加１０mL甲醇(５􀆰１􀆰１),５０℃条件下在超声波清

洗器中分别提取１５min(鲜品和腌制品)或 ３０min(干制品和即食制品)后摇匀,于４０００r/min离心

５min,提取液过滤膜(５􀆰４)后取１mL,待测定.

７􀆰３　测定

７􀆰３􀆰１　超高效液相色谱参考条件

a)　色谱柱:C１８色谱柱,１００mm×２􀆰１mm(内径),粒径１􀆰７μm,或相当者;

b)　流动相:甲醇(５􀆰１􀆰１)Ｇ水(９２＋８,V/V);

c)　流速:０􀆰４mL/min;

d)　柱温:４０℃;

e)　波长:２８２nm;

f)　进样量:３μL.

７􀆰３􀆰２　标准曲线的绘制

用麦角甾醇系列标准工作溶液(５􀆰３􀆰２),参考上述色谱条件(７􀆰３􀆰１)进行测定,以标准工作溶液的质量

浓度为横坐标、峰面积为纵坐标绘制麦角甾醇的标准曲线.麦角甾醇标准工作溶液的色谱图见附录 A中

图 A􀆰１.

７􀆰３􀆰３　定性和定量测定

按照保留时间进行定性,相对偏差±２％,外标法定量.待测样液中麦角甾醇的响应值应在标准曲线

范围内,超出标准工作曲线范围(０􀆰５０μg/mL~２００􀆰０μg/mL)则应稀释后再进样分析.

７􀆰３􀆰４　空白试验

除不称取试样外,按完全相同的测定步骤操作.
２
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８　结果计算

试样中的麦角甾醇含量以质量分数计,按公式(１)计算.

w ＝c×V
m ×f×

１
１０００

(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

w ———试样中麦角甾醇含量的数值,单位为毫克每克(mg/g);

c———由标准曲线得出的试样溶液中麦角甾醇浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V———试样最终定容体积的数值,单位为毫升(mL);

m———试样质量的数值,单位为克(g);

f———稀释倍数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,保留小数点后 ３ 位小数,当麦角甾醇测定结果小于

０􀆰１mg/g时保留２位有效数字.
注:当待测样液中麦角甾醇含量超过标准工作曲线范围进行稀释时,即需要进行稀释倍数换算.

９　精密度

在重复性条件下获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于算术平均值的１０％;在再现性条件下获

得的２次独立测试结果的绝对差值不大于算术平均值的１０％.

１０　其他

检出限:食用菌鲜品及食用菌腌制品为０􀆰００１０mg/g,食用菌干制品和即食食用菌制品为０􀆰００２０mg/g.
定量限:食用菌鲜品及食用菌腌制品为０􀆰００５０mg/g,食用菌干制品和即食食用菌制品为０􀆰０１０mg/g.

方法二　食用菌及制品中麦角甾醇过氧化物的测定　超高效液相色谱 串联质谱法

１１　原理

食用菌及制品中麦角甾醇过氧化物经乙腈提取后,用超高效液相色谱 串联质谱法测定,外标法定量.

１２　试剂与材料

除非另有说明,水为符合 GB/T６６８２规定的一级水.

１２􀆰１　试剂

１２􀆰１􀆰１　甲醇(CH３OH),色谱纯.

１２􀆰１􀆰２　乙腈(CH３CN),色谱纯.

１２􀆰１􀆰３　甲酸(HCOOH),色谱纯.

１２􀆰２　试剂配制

１２􀆰２􀆰１　０􀆰１％甲酸甲醇溶液:取甲酸(１２􀆰１􀆰３)１mL于１０００mL容量瓶中,用甲醇(１２􀆰１􀆰１)稀释定容至

刻度,摇匀.

１２􀆰２􀆰２　０􀆰１％甲酸水溶液:取甲酸(１２􀆰１􀆰３)１mL于１０００mL容量瓶中,用水稀释定容至刻度,摇匀并脱

气.

１２􀆰３　标准品

麦角甾醇过氧化物(ergosterolperoxide,C２８H４４O３,CAS号:２０６１Ｇ６４Ｇ５),纯度≥９６％或经国家认证并

授予标准物质证书的标准物质.

１２􀆰４　标准溶液配制

１２􀆰４􀆰１　麦角甾醇过氧化物标准储备溶液配制:称取适量标准品(相当于麦角甾醇过氧化物１０􀆰０mg),用
３
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甲醇(１２􀆰１􀆰１)溶解并定容至１０mL,制成标准储备溶液(１０００μg/mL),４℃保存,３个月内有效.

１２􀆰４􀆰２　麦角甾醇过氧化物标准工作溶液配制:将麦角甾醇过氧化物标准储备溶液(１２􀆰４􀆰１)用甲醇

(１２􀆰１􀆰１)稀释制备一系列标准工作溶液,标准系列浓度为５􀆰０ng/mL、１０􀆰０ng/mL、５０􀆰０ng/mL、１００􀆰０ng/mL、

５００􀆰０ng/mL、１０００􀆰０ng/mL、２０００􀆰０ng/mL,现用现配.

１２􀆰５　材料

有机系微孔滤膜:０􀆰２２μm.

１３　仪器和设备

１３􀆰１　超高效液相色谱 串联质谱仪:配有电喷雾离子源(ESI).

１３􀆰２　样品粉碎机.

１３􀆰３　分析天平:感量０􀆰０１g和０􀆰０００１g.

１３􀆰４　超声波清洗器.

１３􀆰５　离心机:转速不低于４０００r/min.

１３􀆰６　涡旋混合器:转速不低于２００r/min.

１３􀆰７　均质机.

１３􀆰８　标准筛:４２５μm.

１４　分析步骤

１４􀆰１　试样制备

１４􀆰１􀆰１　食用菌鲜品和腌制食用菌制品

取适量食用菌鲜品或腌制品,用干净纱布擦去表面附着物,切碎后,放置于均质机(１３􀆰７)中粉碎成匀

浆状,于容器中－１８℃密封保存备用.

１４􀆰１􀆰２　干制食用菌制品和即食食用菌制品

取适量食用菌干制品和即食食用菌制品(干粉形态),放置于粉碎机中粉碎,全部过标准筛(１３􀆰８),于
容器中常温密封保存备用.

１４􀆰２　提取

取解冻至室温的食用菌鲜品或食用菌腌制品试样１g(精确至０􀆰００１g),食用菌干制品或即食食用菌

制品试样０􀆰５g(精确至０􀆰０００１g)于５０mL离心管中,加２０mL乙腈(１２􀆰１􀆰２),３０℃在超声波清洗器中

提取３０min后摇匀,于４０００r/min离心５min,提取液过滤膜(１２􀆰５)后取１mL,待测定.

１４􀆰３　测定

１４􀆰３􀆰１　超高效液相色谱参考条件

a)　色谱柱:C１８色谱柱,１００mm×２􀆰１mm(内径),粒径１􀆰７μm,或相当者;

b)　流动相:０􀆰１％甲酸甲醇溶液(１２􀆰２􀆰１)Ｇ０􀆰１％ 甲酸水溶液(１２􀆰２􀆰２)(９２＋８,V/V);

c)　流速:０􀆰３mL/min;

d)　柱温:４０℃;

e)　进样量:３μL.

１４􀆰３􀆰２　质谱参考条件

a)　电离源类型:电喷雾离子源;

b) 扫描模式:正离子;

c) 质谱扫描方式:多离子反应监测(MRM);

d) 电喷雾电压:４􀆰５kV;

e) 离子源温度:５００℃;

f) 雾化气压力:５０psi;
４
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g) 辅助气压力:５０psi;

h) 气帘气压力:３５psi;

i) 特征离子参考质谱条件见表１.

表１　麦角甾醇过氧化物特征离子参考质谱条件

化合物
保留时间

min

母离子

m/z

子离子

m/z

碰撞能量

eV

去簇电压

eV

麦角甾醇过氧化物 ３􀆰７０ ４２９􀆰０

１９１􀆰０∗ ２９ ７０

４１１􀆰０ ２２ ７０

１０７􀆰１ ４６ ７０

　　∗ 　为定量离子对.

１４􀆰３􀆰３　标准曲线的绘制

用麦角甾醇过氧化物系列标准工作溶液(１２􀆰４􀆰２),以上述仪器条件(１４􀆰３􀆰１和１４􀆰３􀆰２)进行测定,以
标准工作溶液的质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标绘制麦角甾醇过氧化物的标准曲线.麦角甾醇过氧

化物标准工作溶液的色谱图见图 A􀆰２.

１４􀆰３􀆰４　定性和定量测定

通过试样中待测物的保留时间、特征离子相对丰度与浓度相近的基质标准溶液的保留时间、特征离子

相对丰度相对照定性.试样液中待测物与标准品的保留时间相对偏差±２％,且检测到的离子相对丰度的

允许偏差符合表２规定,则可判定试样中存在相应的被测物.外标法定量,待测样液中麦角甾醇过氧化物

的响应值应在标准曲线范围内,超出标准工作曲线范围(５􀆰０ng/mL~２０００􀆰０ng/mL)则应稀释后再进样

分析.

表２　定性确证时相对离子丰度的允许相对偏差

相对离子丰度,％ 允许相对偏差,％

＞５０ ±２０

＞２０~５０ ±２５

＞１０~２０ ±３０

≤１０ ±５０

１４􀆰３􀆰５　空白试验

除不称取试样外,按完全相同的测定步骤操作.

１５　结果计算

试样中的麦角甾醇过氧化物含量以质量分数计,按公式(１)计算.

w ＝c×V
m ×f×

１
１０００

(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

w———试样中麦角甾醇过氧化物含量的数值,单位为毫克每千克(mg/kg);

c———由标准曲线得出的试样溶液中麦角甾醇过氧化物浓度的数值,单位为纳克每毫升(ng/mL);

V———试样最终定容体积的数值,单位为毫升(mL);

m———试样质量的数值,单位为克(g);

f———稀释倍数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,保留小数点后３位小数,当麦角甾醇过氧化物测定结果

小于０􀆰１mg/kg时保留２位有效数字.
注:当待测样液中麦角甾醇过氧化物含量超过标准工作曲线范围进行稀释时,即需要进行稀释倍数换算.

５
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１６　精密度

在重复性条件下获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于算术平均值的１０％;在再现性条件下获

得的２次独立测试结果的绝对差值不大于算术平均值的１０％

１７　其他

检出限:食用菌鲜品及食用菌腌制品为０􀆰０２０mg/kg,食用菌干制品和即食食用菌制品为０􀆰０４０mg/kg.
定量限:食用菌鲜品及食用菌腌制品为０􀆰１００mg/kg,食用菌干制品和即食食用菌制品为０􀆰２００mg/kg.

６
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附　录　A
(资料性)

麦角甾醇和麦角甾醇过氧化物标准工作溶液色谱图

A􀆰１　麦角甾醇标准工作溶液色谱图

麦角甾醇标准工作溶液(２００μg/mL)色谱图见图 A􀆰１.

图A􀆰１　麦角甾醇标准工作溶液(２００μg/mL)色谱图

A􀆰２　麦角甾醇过氧化物标准工作溶液MRM色谱图

麦角甾醇过氧化物标准工作溶液(１０００ng/mL)MRM 色谱图见图 A􀆰２.

７
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图A􀆰２　麦角甾醇过氧化物标准工作溶液(１０００ng/mL)MRM色谱图

８


