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摘要

我们开发出⼀种稳定的分析⽅法，⽤于检测和定量复合维⽣素⽚及饮料中的10种⽔溶性维⽣素和咖啡因。Arc 

HPLC-PDA系统结合XSelect HSS T3 XP分析柱，能够在16 min内分离10种维⽣素和咖啡因。通过评价⽅法线性、

准确度、重现性和稳定性，评估该系统和⽅法⽤于膳⻝补充剂和饮料产品常规分析的性能。

优势

⼀种⾼效的复合维⽣素⽚和维⽣素饮料检测⽅法，分析可在16 min内完成■

Arc HPLC-PDA系统结合XSelect HSS T3 XP⾊谱柱发挥优异的重现性、准确度和精密度■

简介

维⽣素对于维持⼈体健康和促进⽣⻓⾄关重要。饮⻝摄⼊可能不⾜以获得每⽇所需的维⽣素含量。因此，许多制

造商⽣产补充剂（包括复合维⽣素⽚和维⽣素增强饮料）来帮助消费者获得必需的含量。市⾯上许多热销产品

（例如果汁、维⽣素⽔、功能饮料和运动饮料）都含有⼏种复合维⽣素。

美国⻝品药品监督管理局(FDA)规定了推荐的维⽣素摄⼊量，并要求准确编写产品标签，为消费者提供重要信息
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，以防服药过量或过度摄⼊。⻝品和饮料制造商必须清晰标明产品中含有的维⽣素化合物、⾊素及其他添加剂。

制造商必须遵守严格的法规要求，例如有关在⻝品中添加维⽣素和矿物质的欧盟法规(EC) No.1925/20061，或美

国联邦法规(CFR)第21篇第101条 - ⻝品标签2和第104条 - ⻝品营养质量指南3。⻝品和饮料制造商在产品配制完成

后，需要采⽤快速、可靠且具有成本效益的⽅法来分析产品营养成分，确保标⽰量正确⽆误4。

本应⽤纪要将概述⼀种稳定的分析⽅法，该⽅法开发⽤于检测和定量复合维⽣素⽚及维⽣素增强饮料中的10种⽔

溶性维⽣素和咖啡因。分离过程使⽤Arc HPLC-PDA系统结合XSelect HSS T3 XP分析柱完成。 

实验

材料与试剂

标准品和缓冲盐 

维⽣素、咖啡因标准品和磷酸⼆氢钠购⾃Sigma-Aldrich。 

磷酸购⾃Honeywell Research Chemicals。 

复合维⽣素⽚和维⽣素饮料样品购⾃当地（美国⻢萨诸塞州）。

样品前处理

标样制备 

⽤⽔制备⼤多数维⽣素和咖啡因单标，浓度为10 mg/mL；⽤100 mM氢氧化钠制备叶酸、⽣物素和核⻩素标样。

标准储备液储存于4 °C。⽤⽔连续稀释，制得浓度为100 µg/mL的维⽣素和咖啡因混标。标准曲线范围为0.4~100 

µg/mL。由于抗坏⾎酸与其他维⽣素混合时不稳定，因此需要新鲜制备标准曲线混标以供分析。 

成⼈和⼉童复合维⽣素 

将单独的成⼈和⼉童复合维⽣素⽚⼀式三份分别放⼊50 mL离⼼管中，加⼊等份的⽔(50 mL)。将样品振摇10 

min，然后离⼼5 min。收集上清液，再向沉淀物中加⼊50 mL⽔。将样品振摇10 min，离⼼5 min。收集上清液

，并与第⼀份上清液合并。向沉淀物中加⼊20 mL 100 mM氢氧化钠，再振摇10 min，然后离⼼5 min。单独收集

上清液并进样。样品中的维⽣素浓度各不相同；因此，通过减⼩样品稀释倍数，分别使⽤1 μL和10 μL的进样体积

定量样品。   

维⽣素饮料 
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⽤0.2 μm PVDF针式过滤器过滤维⽣素增强饮料。样品中的维⽣素浓度各不相同。因此，不进⾏样品稀释，使⽤1 

μL和10 μL的进样体积定量样品。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc HPLC系统

检测： PDA单波⻓，205 nm，254 nm

2998 PDA谱图，200~400 nm，分辨率1.2 

nm

样品瓶： 聚丙烯材质12 × 32 mm螺纹⼝样品瓶（部

件号186005220）

过滤器： 针式过滤器0.2 μm PVDF（部件号：

WAT200806）

⾊谱柱： XSelect HSS T3 XP⾊谱柱, 100 Å, 2.5 µm, 

4.6 mm x 150 mm（部件号：186006741）

柱温： 30 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 1 μL和10 μL

流速： 1.0 mL/min

流动相A： 25 mM磷酸钠，pH 3.0

流动相B： 甲醇

弱清洗液： 95:5⽔:甲醇
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强清洗液： 50:25:25⼄腈/⽔/异丙醇

密封件清洗液： 95:5⽔:甲醇

Gradient Table

数据管理

⾊谱软件： Empower 3⾊谱数据软件(CDS)

结果与讨论

以不同的流动相、pH条件和温度条件开展多次实验，评估⽔溶性维⽣素和咖啡因分析的⽅法条件。在分离⽅法中
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选择25 mM磷酸钠(pH 3)和柱温30 °C。评估维⽣素和咖啡因的吸光度以确定各种维⽣素的最⼤吸收。除泛酸钙(

B5)和⽣物素(B7)只能在205 nm波⻓下检出外，⼤部分维⽣素都能在254 nm和205 nm的波⻓下检出。为缩短分

析时间，本研究采⽤吸收波⻓205 nm和254 nm来分析维⽣素和咖啡因。维⽣素和咖啡因的保留时间和紫外吸光

度如图1所⽰。 

图1.205 nm和254 nm波⻓下，10种维⽣素和咖啡因的分离结果

标准曲线：线性、峰⾯积精密度和保留时间

⽤⽔连续稀释⽔溶性维⽣素和咖啡因，制备多点标准曲线。标样重复制备两份，每个浓度⽔平重复进样6次。⽣成

的标准曲线范围为0.4~100 µg/mL，表现出良好的线性(R2 > 0.999)。约4 h后观察到抗坏⾎酸（维⽣素C）降解(R
2 > 0.9983)。由于维⽣素C的稳定性不佳，因此其标样在制备后⽴即运⾏，以获得该化合物的线性曲线。维⽣素和

咖啡因的标准曲线如图2所⽰。 
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图2.205 nm紫外波⻓下，10种维⽣素和咖啡因在0.4~100 µg/mL范围内的标准曲线

计算维⽣素和咖啡因LOD与LOQ所依据的信噪⽐(s/n)分别为3:1和10:1，是利⽤Empower软件测得的峰到峰结果

。s/n值通过分析205 nm和254 nm下的紫外吸光度获得。在254 nm波⻓下计算s/n所⽤0.4 µg/mL样品的代表性

⾊谱图显⽰了⼤多数维⽣素的LOQ⽔平（图3）。不同浓度⽔平⽣物素、泛酸钙和氰钴胺的s/n使⽤205 nm波⻓数

据获得。表1汇总了维⽣素和咖啡因的LOD、LOQ和峰拖尾因⼦。
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图3.254 nm波⻓下，维⽣素和咖啡因校准标样(0.4 µg/mL)的代表性⾊谱图以及LOQ和LOD浓度⽔平下的s/n
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表1.205 nm和254 nm紫外波⻓下，维⽣素和咖啡因的LOD和LOQ

标准曲线各浓度⽔平下的保留时间和峰⾯积重现性按%RSD计算。⼤多数维⽣素和咖啡因的保留时间%RSD约为

0.8%，维⽣素C除外，约为2%。⼤多数维⽣素的峰⾯积%RSD低于2%。保留时间精密度(%RSD)和峰⾯积精密度

(%RSD)结果如图4A和4B所⽰。
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图4A.不同浓度标样中⼀些维⽣素的保留时间精密度(%RSD, n = 6)。B.不同浓度标样中⼀些维⽣素的

峰⾯积精密度(%RSD, n = 6)。

⽅法稳定性

温度和pH影响：

在不同温度（28 °C、30 °C和32 °C）下评估⽅法性能。  

 

当温度增加⾄32 °C时，⼤部分维⽣素和咖啡因仍保持良好的分离度。但是，烟酰胺和吡哆醇之间的分离度随温度

升⾼⽽降低。结果如图5A所⽰。 

在不同pH⽔平（pH 2.8、pH 3.0和pH 3.2）下评估⽅法性能。  

 

当pH增加⾄pH 3.2时，⼤部分维⽣素和咖啡因仍保持良好的分离度。硫胺素和抗坏⾎酸（维⽣素C）之间的分离

度随pH值升⾼⽽降低。结果如图5B所⽰。
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图5A.205 nm紫外波⻓下，温度对烟酰胺与吡哆醇分离度的影响。B. 254 nm紫外波⻓下，pH对硫胺

素与抗坏⾎酸分离度的影响。

⾊谱柱使⽤寿命和压⼒迹线

集中使⽤该⾊谱柱评估分离⽅法以及分析的维⽣素产品的条件。⾊谱柱使⽤寿命的重现性是基于在初始梯度进样

和⼤约800次进样后，100 µg/mL新鲜标样的保留时间；再次进样分析100 µg/mL新鲜标样。监测从第120次进样

到第1000次进样的⾊谱柱压⼒迹线；在第1000次进样时，压⼒增加约200 psi。评估⾊谱柱使⽤寿命的代表性⾊谱

图如图6A所⽰，压⼒迹线如图6B所⽰。 

图6A.在相同梯度下进样700次后的⾊谱柱性能。B.在相同梯度下进样1000次后的⾊谱柱压⼒迹线。
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残留

图7A显⽰了⼉童⽤维⽣素⽚3次进样前后的空⽩进样⾊谱图。图7B显⽰了100 µg/mL维⽣素和咖啡因混标进样前

后的空⽩进样⾊谱图。未在这些样品中观察到残留。 

图7A.⼉童⽤维⽣素残留观察。B. 100 µg/mL维⽣素和咖啡因残留观察。

复合维⽣素⽚和饮料分析

成⼈和⼉童⽤复合维⽣素⽚中10种维⽣素的定量分析结果如表2所⽰。样品来⾃不同制造商，包含多种不同浓度的

维⽣素。1 µL进样体积⽤于定量样品中的⾼浓度维⽣素，例如维⽣素C；10 µL进样体积⽤于定量样品中的⽣物素

及其他低浓度⽣维⽣素。较⼩的进样体积可⽤于浓缩样品，以减少样品稀释需求。但是，如果样品中含有极⾼浓

度的维⽣素和咖啡因，则需要稀释样品以拟合线性曲线。在之前的研究中考察过Arc HPLC进样器的进样体积，结

果表现出优异的线性和精密度5。
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表2.维⽣素⽚产品的定量分析结果(n = 3)

将维⽣素⽚⽤50 mL⽔萃取2次，以提取⽔溶性维⽣素和咖啡因。然后⽤20 mL 100 mM氢氧化钠提取⽣物素、叶

酸和核⻩素，将提取的上清液单独进样，检测溶于氢氧化钠中的维⽣素。维⽣素⽚中氰钴胺(B12)和⽣物素(B7)的

浓度均低于⽅法检测限和定量限。在205 nm和254 nm波⻓下分析成⼈⽤维⽣素⽚所得到的代表性⾊谱图如图8所

⽰。

图8.依次⽤⽔和100 mM氢氧化钠萃取成⼈⽤复合维⽣素⽚，并在205 nm紫外波⻓下分析所得到的⾊谱图。
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本研究分析了⼀些热销饮料（例如维⽣素增强⽔、运动饮料和功能饮料）中的维⽣素和咖啡因浓度。进样体积为1 

µL和10 µL，在不稀释样品的情况下直接进样分析。饮料中氰钴胺(B12)的浓度低于该⽅法对氰钴胺的检测限和定

量限。结果⻅表3，分析功能饮料所得到的代表性⾊谱图⻅图9。

表3.维⽣素饮料产品的定量分析结果(n = 3)

图9.在205 nm紫外波⻓下分析功能饮料所得到的⾊谱图
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结论

Waters ARC HPLC-PDA系统结合XSelect HSS T3 2.5 µm⾊谱柱，能够在16 min内分离10种维⽣素和咖啡因。

该⽅法表现出优异的线性、精密度和准确度。

XSelect HSS T3 XP⾊谱柱表现出优异的保留时间和柱压重现性。

该分析⼯作流程适⽤于在以下⽅⾯为饮料制造商提供⽀持： 

各种复杂⽔溶性维⽣素的标准化分析。■

尽量避免维⽣素及其他原料过量。■

减少所需的⽅法数量。■

快速确认营养价值、维⽣素规格和标签合规性。■
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