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摘要

⻝品制造商和原料供应商需要快速、可靠且经济有效的⽅法来验证产品⼀致性和确保产品满⾜标签所标⽰的内容

。当某些低强化浓度的维⽣素与复杂的基质相结合时，这会是⼀项很有挑战性的任务。除此之外，在⽬前采⽤的

许多⽅法中，维⽣素只能单独进⾏分析或是以⼩组的形式进⾏分析。已经建⽴的⽅法包括微⽣物检测法、⽐⾊和

荧光分析、滴定法和HPLC⽅法1。LC-MS将不同的⽅法结合起来，同时提⾼了检测器选择性，降低了定量限。为

了让实验室能够充分利⽤质谱检测的优势，并避免采⽤质谱仪所带来的问题，近期的技术进展都着重于提⾼仪器

可⽤性和稳定性。这样的动⼒造就了ACQUITY QDa检测器的⾯世。在本应⽤纪要中，使⽤配备ACQUITY QDa检

测器的ACQUITY UPLC H-Class系统对营养保健品和饮料样品中的12种⽔溶性维⽣素(WSV)进⾏了分析。

优势

质谱检测的选择性可确保准确检测出低⽔平的维⽣素，并且样品制备⽅案更加简单，只需对样品提取物进⾏稀

释即可。

■

ACQUITY QDa质谱检测器是为了与UPLC和UHPLC系统结合使⽤⽽设计，它可在紫外光谱区进⾏稳定可靠的正

交检测，让新⽤⼾能够快速地利⽤质谱检测的更多选择性。

■

ACQUITY QDa质谱检测器可结合到现有的液相⾊谱⼯作流程中，与其他LC检测器相⽐，极⼤地提升了速度和

选择性。

■

简介

通常，许多⻝品和饮料产品都要进⾏维⽣素强化以提⾼它们的营养价值，并帮助弥补膳⻝需求中维⽣素的缺乏。

为了满⾜法律要求，⽣产商必须遵循其产品销售所在国家法规给产品贴上标签。这些法规的例⼦包括欧盟委员会(

EC) 1925/2006关于添加维⽣素和矿物质的规定，以及美国联邦法规(C.F.R.) 21章第101款关于美国⻝品标签的规

定。

⻝品制造商和原料供应商需要快速、可靠且经济有效的⽅法来验证产品⼀致性和确保产品满⾜标签所标⽰的内容

。当某些低强化浓度的维⽣素与复杂的基质相结合时，这会是⼀项很有挑战性的任务。除此之外，在⽬前采⽤的

许多⽅法中，维⽣素只能单独进⾏分析或是以⼩组的形式进⾏分析。已经建⽴将不同的⽅法结合起来，同时提⾼

了检测器选择性，降低了定量限。Waters ACQUITY QDa质谱检测器让实验室能够充分利⽤质谱检测的优势，同

时避免采⽤质谱仪所带来的问题。
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在本应⽤纪要中，使⽤配备ACQUITY QDa质谱检测器的ACQUITY UPLC H-Class系统对营养保健品和饮料样品中

的12种⽔溶性维⽣素(WSV)进⾏了分析。

实验

表1列出了本研究所涉及的⽔溶性维⽣素及它们的保留时间、单离⼦记录(SIR) m/z和锥孔电压。

表1.⽔溶性维⽣素的保留时间、SIR通道和锥孔电压。
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表2. B族维⽣素和维⽣素C的标准品浓度。

标准品制备

预备1 mg/mL的各个⽔溶性维⽣素标准储备⽔溶液。对于维⽣素B2、B7和B9，加⼊200 μL 1 N NaOH进⾏溶解。

将维⽣素C溶解在低pH的醋酸盐缓冲液中以提⾼其稳定性。使⽤这些单独的储液制成混合储液，具体操作为加⼊

1.25 mL维⽣素C储液以及其他储液各0.025 mL，然后⽤⽔稀释⾄25 mL。将此混合储液（50 ppm维⽣素C，1 

ppm其他分析物）进⼀步稀释，得到表2所列出的11种校准标准品。

样品制备

将⼀包(8.50 g)粉末状维⽣素饮料溶解在100 mL⽔中，然后使⽤0.2 μm PVDF滤膜进⾏过滤。接下来，将此样品进

⼀步稀释⾄两个⽔平：1:250和1:10。将这三个稀释⽔平的样品进样，以涵盖此样品的不同维⽣素浓度。

⽤研钵将复合维⽣素补充⽚剂进⾏研磨。将所得的粉末(1.34 g)定量转移⾄装有100 mL⽔的烧杯中。将此混合物

超声处理15 min后进⾏搅拌，然后使⽤0.2 μm PVDF滤膜过滤。⽤⽔将此样品进⼀步稀释⾄三个⽔平：1:1000、

1:100和1:20。对这些稀释液和初始⽚剂溶液（未稀释）进⾏分析，以涵盖此样品的不同维⽣素浓度。

通过⽤⽔以1:20的⽐例进⾏稀释，并使⽤0.2 μm PVDF滤膜过滤，制成两种不同的维⽣素⽔样品。
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UPLC条件

UPLC系统： ACQUITY UPLC H-Class

运⾏时间： 17.5 min

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3, 1.8 μm, 2.1 

x 100 mm

柱温： 30 °C

流动相A： 10 mM甲酸铵，0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 10 mM甲酸铵，0.1%甲酸的甲醇溶液

进样体积： 5 μL
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梯度

表3.⽔溶性维⽣素的UPLC分离梯度。

检测器条件

检测器1： ACQUITY UPLC PDA

波⻓： 扫描210⾄400 nm；模拟通道为270 

nm

扫描速率： 10点/秒

检测器2： ACQUITY QDa

电离模式： ESI+

运⾏时间： 8.0 min
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探头温度： 600 °C

⽑细管电压： 0.8 kV

质量数范围： m/z 50⾄800(质⼼)并选择SIR*

采样频率： 5 Hz

锥孔电压： 全扫描数据：15 V

*有关各个SIR通道的锥孔电压，请参

⻅表1。

SIR m/z的分配基于先前的研究结果2。

结果与讨论

图1显⽰了本研究中使⽤的全部12种⽔溶性维⽣素的叠加⾊谱图，所有化合物都在8分钟内被洗脱。这种⽅法产⽣

了两对共洗脱物（约2.5分钟处的烟酰胺和吡哆醇，以及约7.25分钟处的氰钴胺和叶酸）。使⽤质谱检测技术意味

着不再需要确保所有分析物都实现基线分离。质谱检测的区分能⼒意味着可以通过质荷⽐(m/z)对这些化合物进⾏

准确测量。这⼀点在图2中进⾏了证明，图2显⽰了所选维⽣素的线性情况，包括共洗脱的维⽣素。图2D和2F分别

显⽰了叶酸(m/z 442)和氰钴胺(m/z 678)的校准曲线。质谱检测的选择性意味着，即使这些化合物发⽣了共洗脱

，也可以对它们进⾏定量测定。图2还展⽰了使⽤UV难以分析的维⽣素的校准曲线⽰例。例如，采⽤UV检测技术

时，⽣物素（图2A）和泛酸钙（图2H）的响应浓度较低。为了获得⾜够灵敏的响应，通常在低波⻓范围内对这些

化合物进⾏分析3。 在这种低波⻓范围内，分析的特异性可能会受到影响。质谱检测确保了分析的特异性和灵敏度

。
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图1.在8分钟内分离的12种⽔溶性维⽣素的SIR叠加⾊谱图。
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图2.所选⽔溶性维⽣素的校准曲线。

质谱检测可实现⽐UV检测更低的维⽣素检出限。图3显⽰了维⽣素吡哆醇、吡哆醛、烟酸和烟酰胺在5 ppb (5 μ

g/L)浓度下的SIR⾊谱图以及UV⾊谱图（图3A，270 nm）。如图3A所⽰，在此浓度下，⽆法通过UV检测出维⽣
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素。质谱检测可达到更低的定量限，这对于在低浓度⽔平下定量维⽣素是⾮常重要的。改善的灵敏度还有助于应

对由于稀释样品提取物⽽引⼊的多种基质。在本研究中，分析维⽣素补充剂和饮料时仅对样品进⾏了稀释（对于

⽚剂，⾸先需要进⾏研磨）。

图3.5 µg/L维⽣素混合标准品的270 nm UV⾊谱图及SIR⾊谱图。图中展⽰了四种维⽣素的SIR通道。B：吡哆醇；

C：吡哆醛；D：烟酸；D：烟酰胺。

图4显⽰了两种维⽣素⽔样品中维⽣素B5（泛酸钙）的检测结果。如UV⾊谱图所⽰，这种维⽣素若不进⾏额外的

样品制备处理，便⽆法通过UV检测出来。维⽣素B1（硫胺素）也是⼀种使⽤UV很难被检测出来的维⽣素。图5显

⽰了⼀种粉末状维⽣素饮料稀释后的维⽣素B1和维⽣素C（抗坏⾎酸）检测结果⽰例。虽然UV⾊谱图检测出了维

⽣素C，但维⽣素B1未被检出。然⽽，使⽤SIR⽅法通过ACQUITY QDa检测器则可以明确地检测出维⽣素B1，如

图5A所⽰。
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图4.两种不同的维⽣素⽔样品中维⽣素B5的检测结果。使⽤质谱检测时，5.9分钟处的峰

显⽰出良好的信噪⽐（A和C），⽽使⽤UV则⽆法检出（B和D）。
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图5.粉末状维⽣素饮料的1:250稀释液的⾊谱图。A：维⽣素B1（硫胺素）的SIR，B：维

⽣素C（抗坏⾎酸）的SIR，C：UV，270nm；在UV迹线中测出了维⽣素C，⽽维⽣素B1

未通过UV被检测到。

氰钴胺是⼀种⽔溶性维⽣素，它在补充剂和⻝品中的添加⽔平很低，过去需要⽤单独的⽅法对其进⾏定量。⼆维

⾊谱是检测这种维⽣素的⼀种常⽤⼿段4。 图6显⽰了使⽤本⽂所述UPLC-MS⽅法检测复合维⽣素补充⽚剂中的氰

钴胺的⼀个例⼦。在此浓度下，UV⾊谱图上没有出现明显的峰（图6B）。质谱检测可以使⽤与检测其他强化浓度

⾼得多的维⽣素⼀样的⽅法检测维⽣素B12。ACQUITY QDa检测器可轻松嵌合到现有的LC⼯作流程中，这⼀⽅法

⽐现有的多维⽅法更简单易⽤。 

维⽣素加标浓度范围宽是维⽣素分析⾯临的⼀⼤挑战。正如本研究中使⽤的复合维⽣素补充⽚剂，标签指⽰其中B

族维⽣素的含量范围从维⽣素B12（氰钴胺）的6 μg到维⽣素B3（烟酸）的16 mg，其他B族维⽣素的含量则在此
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范围之间。在本研究中，为了应对不同的维⽣素浓度，以不同的稀释系数对初始提取物进⾏了稀释，然后使⽤相

同的LC-MS⽅法对所有维⽣素进⾏分析。图7显⽰了复合维⽣素⽚剂的分析⾊谱图。图7A和7B分别显⽰了样品的

1:100稀释液和未稀释样品中核⻩素(B2)的SIR通道。图7C显⽰了未稀释样品中氰钴胺(B12)的SIR通道。稀释样品

未检测到峰（数据未⽰出）。未稀释样品在270 nm处的UV迹线如图7D所⽰，该样品的核⻩素峰响应良好。核⻩

素和氰钴胺的定量结果分别为12.5 ppm和41 ppb。这些结果分别对应于补充剂标签所标⽰含量的96%和68%。虽

然本研究并没有验证维⽣素标⽰含量，也没有进⾏回收率研究，但这个简单的研究仍然证实了在表2所列的特定校

准范围内使⽤多重稀释策略的可⾏性。

图6.使⽤质谱检测技术测定⼀种维⽣素补充⽚剂中的维⽣素B12(A)。维⽣素浓度低于UV检出限(B)。
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图7.维⽣素补充⽚剂中两种浓度差异较⼤的B族维⽣素的检测结果。在样品提取物的1:100稀释液中可

以明确检出核⻩素(A)，⽽维⽣素B12仅在未稀释的提取物中较为明显(C)。未稀释提取物中核⻩素的响

应(B)在校准范围之外。在此浓度下，可以使⽤UV很容易地对它进⾏检测(D)。

为了评估使⽤该⽅法测定B族维⽣素的重复性，我们对不同浓度维⽣素的多次进样测定结果进⾏了评估。保留时间

和峰⾯积的重复性评估结果分别如表4和表5所⽰。在表4中，合并两种不同标准品的各10次进样，总共为20次进

样。结果表现出优异的保留时间稳定性，即使相对早洗脱的⽔溶性维⽣素也不例外，所有RSD都不⾼于0.6%。峰

⾯积重复性通过0.025 mg/L下的10次进样进⾏评估（表5）。除了叶酸和核⻩素磷酸钠这两种上⾯提到过的响应

较低的分析物，⼤多数维⽣素的RSD%都远低于10%。众所周知，维⽣素C会随着时间的推移⽽降解，因此该研究
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排除了维⽣素C。

表4.使⽤两种不同标准品进样20次（0.75 mg/L和0.025 mg/L各10次）的保

留时间重复性。
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表5.0.025 mg/L混合标准品10次进样的B族维⽣素峰⾯积重复性。

结论

本研究表明，ACQUITY QDa检测器可在UV⽆法检出的浓度⽔平对⽔溶性维⽣素进⾏准确定量。SIR通道的采集实

现了分析物的⾼灵敏度和⾼选择性定量，即使在发⽣共洗脱的情况下也不例外。此⽅法⽆需确保所有分析物都实

现基线分离，便可实现低浓度维⽣素的检测。 

ACQUITY QDa检测器让新⽤⼾能够：

定量分析UV响应很⼩或没有UV响应的分析物。■

对发⽣共洗脱但质量数不同的化合物进⾏选择性定量分析。■

将⽔溶性维⽣素检测⽅法与单⼀的LC-MS⽅法相结合。■

降低定量限以评估更简单的样品制备策略。■
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轻松集成到现有的LC⼯作流程中，并且可选择通过Empower 3 CDS或MassLynx MS软件进⾏控制。■

可快速利⽤ACQUITY QDa的质谱检测功能，不需具备专业的质谱知识。■
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class系统 <https://www.waters.com/10138533>

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>

可在线购买：

ACQUITY UPLC HSS T3, 1.8 µm, 2.1 mm X 100 mm⾊谱柱 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186003539>

720004960ZH，2016年11⽉
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