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实验技术与方法
固相萃取%高效液相色谱法测定婴幼儿配方粉中维生素 ’

和维生素 -的含量

黄旭!刘家阳
!辽宁省食品检验检测院"辽宁 沈阳(&&))&1#

摘(要!目的(建立固相萃取%高效液相色谱法同时测定婴幼儿配方粉中维生素 ’和维生素 -的含量% 方法(样

品经高温皂化反应后!将皂化液通过 -M$T#EN$/.*) 固相萃取柱!对目标待测物进行净化!洗脱液经氮气吹干复溶

后!过滤膜直接进样!以甲醇作为流动相!通过 fDTS<59&@色谱柱 "!?B CCh&1) CC!1 !C#分离!外标法定量%

结果(维生素 ’标准溶液在 )?1 g1?) CO3F范围内!维生素 -标准溶液在 1?) g1) CO3F范围内均呈现良好的线

性关系!相关系数"%* #均!)?AAA&样品 0 个水平加标回收率分别为 @B?)e g&)!?Be和 @A?)e g&)!?)e!相对标

准偏差"HDI#均 v0?)e&检出限分别为 &?) 和 &) !O3&)) O% 结论(该方法可用于婴幼儿配方粉中维生素 ’和维

生素 -的同时检测!操作简单$快速$准确%
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((维生素 ’#Z6$<C64 ’$又称视黄醇#其醛衍生物
视黄醛$或抗干眼病因子"是一个具有脂环的不饱
和一元醇"包括动物性食物来源的维生素 ’&’’* 两
种"是一类具有视黄醇生物活性的物质* 维生素 ’&
多存在于哺乳动物及咸水鱼的肝脏中"而维生素 ’*
常存在于淡水鱼的肝脏中* 由于维生素 ’* 的活性
比维生素 ’& 低"所以婴幼儿配方粉中所添加的维
生素 ’都是指维生素 ’&* 维生素 ’具有维持正常

视觉功能’维护上皮组织细胞的健康和促进免疫球
蛋白的合成功能’促进呼吸系统发育和维持骨骼正
常生长发育功能等 (&) "但其过度摄入可引起头痛’
恶心’腹泻’肝脾大等"尤其对于婴幼儿来说"维生
素 ’更需适量摄入*

维生素 -#Z6$<C64 -$是一种脂溶性维生素 (*) "
其水解产物为生育酚"是最主要的抗氧化剂之一*
维生素 -包括生育酚和三烯生育酚两类共 @ 种化
合物"其中 #%生育酚是自然界中分布最广泛’含量
最丰富’活性最高的维生素 -形式* 婴幼儿配方粉
中所添加维生素 -也均是 #%生育酚* 维生素 -可
以保护 .淋巴细胞’保护红细胞’抗自由基氧化’抑



固相萃取%高效液相色谱法测定婴幼儿配方粉中维生素 ’和维生素 -的含量!!!黄旭"等 ! 0A((( !

制血小板聚集"对婴幼儿的生长发育有很好的功能
性作用* 但如果长期超剂量应用会有潜在毒性"造
成人体出现唇炎’恶心’呕吐’眩晕’视力模糊’胃肠
功能紊乱等症状* 对于婴幼儿来说"维生素 -的摄
取也需合理适量*

两种维生素都是婴幼儿在生长发育过程中必
不可少的物质"对婴幼儿的生长发育起着非常重要
的作用"但是如果过量服用同样会引起婴幼儿健康
的多种问题"因此对于婴幼儿配方粉中添加的两种
维生素的使用剂量"必须进行必要的控制"以达到
相关标准 (0%!)的要求"做好严格的质控*

目前国家标准 (1)中规定的方法是基于皂化后"

对皂化液进行液液萃取"合并分次的萃取液经旋转
蒸发浓缩后"氮气吹干"复溶"定容"进入液相色谱
分析* 前处理过程中使用的液液萃取效率较低"两
相界面容易出现乳化等现象"不利于皂化液中的目
标待测物完全转移到萃取液中"且在萃取液的浓缩
过程中"对于见光易分解的目标待测物总量也是一
种不小的损失* 国标方法前处理操作复杂"且处理
过程中使用了分液漏斗以及旋转蒸发等操作步骤"
这些操作不利于大批量样品同时进行前处理* 相
关文献 (B%\)也对检验方法进行了改进"但是前处理
过程还是基于液液萃取或采用萃取液旋转蒸发浓
缩等步骤"依旧无法提高检测速度* 本试验方法中
样品的提取和净化使用了固相萃取的方式"且对萃
取液采用了氮吹的方式进行浓缩"利于试验的大批
量操作"提高了检测效率"降低了试验难度*

&(材料与方法
&?&(主要仪器与试剂

l<$#T=-*BA1 高效液相色谱#包括四元梯度泵
和 :a’检测器"美国 l<$#T=$’分析天平 #,#$$E#T%
,F*)!$’,6EE6%n超纯水’旋转混合仪’恒温振荡水
浴锅’-M$T#EN$/.*) 固相萃取柱#德国 ,#T;W$*

维生素 ’#2%)&&$’维生素 -#A)BBA$标准品均
购自美国 V6OC<"甲醇’乙醇’乙腈’正己烷均为色谱
纯"氢氧化钾’*"B%二叔丁基%!%甲基苯酚#X".$’抗
坏血酸’淀粉酶等均为分析纯*
&?*(方法
&?*?&(标准溶液配制

标准储备液的配制%准确称取适量标准品维生
素 ’’ 维生 素 -用无水乙醇溶解 使其浓度 为
&?) CO3CE"并储存于 c*) i冰箱中* 使用前"先用
紫外分光光度计标定储备液的准确浓度*

混合标准中间液的配制%准确吸取维生素 ’标
准储备溶液 &?)) CE和维生素 -标准储备溶液

&)?)) CE于同一 &)) CE棕色容量瓶中"用无水乙醇
定容至刻度"此溶液中维生素 ’浓度为&)?) CO3F"

维生素 -浓度为 &)) CO3F*
混合标准系列工作溶液的配制%分别准确吸取

维生素 ’和维生素 -混合标准中间液 )?1)’*?))’
0?))’!?))’1?)) CE于 &) CE棕色容量瓶中"用无水
乙醇定容至刻度"配制成维生素 ’和维生素 -的混
合标准系列工作溶液"浓度为维生素 ’%)?1’*?)’
0?)’ !?)’ 1?) CO3F&维生素 -% 1?)’ *)?)’ 0)?)’
!)?)’1)?) CO3F*
&?*?*(样品前处理
&?*?*?&(皂化过程

不含淀粉的样品%准确称取均质后的样品 &) O
#精确至 )?)& O$于 *1) CE棕色碘量瓶中"依次加入
*) CE水’& O抗坏血酸’1) CE无水乙醇’1 O氢氧化
钾"充分摇匀"慢慢向瓶底部冲入氮气"将瓶口盖紧
密封"放置于恒温水浴锅中"@1 i水浴边振荡边进
行皂化反应 0) C64* 反应完全后"将溶液放置至室
温"用水将全部皂化液转移到 &)) CE容量瓶中"用
水定容至刻度"摇匀* #试验过程应尽量避光"且在
通风橱中进行*$

含淀粉的样品%称取均质后的样品 &) O#精确
至 )?)& O$ 于 *1) CE棕色碘量瓶中"加入 *) CE
!) i水混匀"加入 )?1 O淀粉酶"放入 B) i水浴避
光恒温振荡 0) C64"加入 & O抗坏血酸’1) CE无水
乙醇’1 O氢氧化钾"充分摇匀"慢慢向瓶底部冲入氮
气"将瓶口盖紧密封"放置于恒温水浴锅中"@1 i水
浴边振荡边进行皂化反应 0) C64* 反应完全后"将
溶液放置至室温"用水将全部皂化液转移到 &)) CE

容量瓶中"用水定容至刻度"摇匀* #试验过程应尽
量避光"且在通风橱中进行*$
&?*?*?*(固相萃取过程 (@)

将固相萃取柱放置在固定的试管架上"将下口
敞开"准确移取 *)?) CE皂化液至固相萃取柱上"待
皂化液慢慢流下"但不能流出固相萃取柱"待溶液
完全被吸附"等待 &) C64 后"使用含有质量分数为
)?&e X".的正己烷溶液进行洗脱"洗脱过程中"固
相萃取柱下方应连接注射器针头"并将针头下方放
入 &)) CE棕色容量瓶中"分 ! 次向固相萃取柱上方
放入洗脱液"每次 *1 CE"收集全部洗脱液"使用正己
烷定容至刻度"摇匀备用* #试验过程应尽量避光"

且在通风橱中进行*$
&?*?0(色谱条件

’O6E#4$fDTS<59&@色谱柱 #!?B CCh&1) CC"
1 !C$"流动相为甲醇"流速为 &?) CE3C64"进样量
*) !E"检测波长为维生素 ’%0*1 4C"维生素 -%
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*A! 4C*
&?*?!(测定

准确移取 &)?) CE正己烷溶液"放入离心管中"于
!) i下氮吹近干"使用乙醇复溶并定容至 *?) CE"并旋
涡 0) ="将此溶液过 )?!1 !C上机测定*

*(结果
*?&(皂化提取过程

除了乳制品本底所带入的之外"婴幼儿配方粉
中所含的维生素 ’和维生素 -主要均是在生产过
程中添加的"维生素 ’和维生素 -均对光敏感"见
光易分解"因此在添加过程中"需将维生素 ’和维
生素 -进行醋酸酯化"并进行微囊化"以保证在食
品运输和贮藏过程中维生素 ’和维生素 -的稳定
和不流失* 为了准确测定婴幼儿配方粉中维生素 ’
和维生素 -的含量"应同时将乳制品本底中和生产
过程中添加的所有待测物进行测定"需要将不同形
态的维生素 ’和维生素 -变为统一形态后再进行
测定*
*?&?&(脂肪类物质的去除

婴幼儿配方粉中脂溶性维生素的提取是一个
难题"首先乳粉中含有大量的脂肪物质"脂溶性维
生素在破壁后往往和乳粉中的脂肪紧密结合"无法
被溶剂有效完全的提取"或者在检测过程中对目标
待测物形成一定的干扰"因此脂溶性维生素的提取
过程中均需要去除脂肪以增加提取效率并消除干
扰"常采用的方法分别为脂肪酶解法和皂化法* 两
者均能将乳粉中的脂肪类物质除去"但是和脂肪酶
解法相比较"皂化法不仅能除去脂肪的干扰"还能
将原本添加的维生素 ’和维生素 -的醋酸酯转化
为维生素 ’和维生素 -"因此两者相比较"皂化法更
加适合婴幼儿配方粉中维生素 ’和维生素 -两种
待测物的提取*
*?&?*(加入抗坏血酸和乙醇

维生素 ’和维生素 -容易被氧化"因此在皂化
过程中应采用氮气保护密封皂化"且应在溶液体系
中加入抗氧化剂抗坏血酸"目的是为了防止目标提
取物在皂化过程中被溶液体系中溶解的氧气氧化*
乙醇在皂化反应过程中的作用有两个"第一作为皂
化反应的催化剂"作为载体可以使氢氧化钠溶液和
油脂充分结合以达到加快反应的目的"第二增加待
测物在溶液体系中的溶解性"保证了待测物的充分
提取*
*?*(固相萃取过程
*?*?&(固相萃取的原理

-M$T#EN$/.*) 固相萃取柱其填料为特殊处理

的大孔硅藻土 (A) "具有很大的孔体积 (&)) "且具有化
学惰性"当溶液放入固相萃取柱时"会被这些多孔
吸附"当使用弱极性的溶液对固相萃取柱上残留的
物质进行洗脱时"只能将弱极性的物质有选择的洗
脱下来"而极性较强的干扰物仍旧保留在固相萃取
柱上* 当上样量为 *)?) CE时"使用 &)) CE的正己
烷洗脱时可将目标待测物完全洗脱下来*
*?*?*(固相萃取过程对待测物的保护

在固相萃取柱上加入皂化液时"如果有液体流
出固相萃取柱"那么将会有待测物的损失"因此务
必保证皂化液全部被固相萃取柱吸附&同时"待测
物质见光易分解且容易被氧化"因此在整个过程中
要尽量在暗室进行"且洗脱液中加入抗氧化剂 X".
保证待测物的稳定*
*?*?0(洗脱液的选择

洗脱过程主要依靠物质的极性来进行目标待
测物的洗脱"常见的弱极性洗脱溶剂有石油醚’乙
醚和正己烷"这 0 种溶剂均能对目标待测物进行良
好的洗脱且易于进行浓缩* 因为洗脱过程需要分
次添加洗脱液"在洗脱时会存在洗脱液挥发的情
况"最终选择正己烷作为洗脱液对目标待测物进行
洗脱*
*?0(色谱条件

试验选择的色谱柱为安捷伦 fDTS<59&@色谱柱
#!?B CCh&1) CC"1 !C$"以甲醇为流动相的条件
下"柱温为室温"维生素 ’和维生素 -能够完全分
离"在 :a’检测下扫描"得到维生素 ’和维生素 -
的最大吸收波长分别为 0*1 和 *A! 4C* 检测器选
择变波长分段采集"标准物质色谱图和样品上机液
色谱图分别见图 & 和 **

图 &(标准物质色谱图
76ONT#&(V$<4U<TU ;LTDC<$DOT<C

*?!(方法的线性关系和检出限
试验结果表明"维生素 ’和维生素 -在标准系

列工作溶液范围内有良好的线性关系"维生素 ’的
线性方程为 /j1?!) h&)!?b*?\1 h&)0"相关线性
系数为 )?AAA"维生素 -线性方程为 /j\?)A h&)0?
b*?01 h&)0"相关线性系数为 )?AAA* 分别以 0 倍
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图 *(样品处理液上机色谱图
76ONT#*(V<C>E#;LTDC<$DOT<C

信噪比和 &) 倍信噪比作为样品处理上机液的检出
限浓度和定量限浓度"得到维生素 ’的检出限和
(((

定量限分别为 &?)’0?) !O3&)) O&维生素 -的检出
限和定量限分别为 &)’0) !O3&)) O*
*?1(精密度与回收率

选择实验室检毕样品作为样品同时测定维
生素 ’和维生素 -的含量"平行测定 B 次"得到
结果 分 别 为 维 生 素 ’% 1)A?! ’ 1**?@ ’ 1*&?A ’
1*1?A’1)&?) ’ 1&B?A !O3&)) O"相 对标 准偏 差
#HDI$为 &?@0e&维生素 -为 !?@B’1?&* ’1?)& ’
!?@B ’!?\A’!?@@ CO3&)) O"HDI为 *?!\e* 向
已知浓度的婴幼儿配方粉样品中添加高’中’低 0
个浓度水平进行回收试验"平行 0 份* 结果见
表 &*

表 &(已知浓度样品三水平加标回收率#& j0$

.<SE#&(.LT##E#Z#ET#;DZ#TRT<$#DK=<C>E#=

添加水平
维生素 ’ 维生素 -

本底值
3#!O3&)) O$

添加量
3#!O3&)) O$

平均值
3#!O3&)) O$

HDI
3e

回收率
3e

本底值
3#!O3&)) O$

添加量
3#!O3&)) O$

平均值
3#!O3&)) O$

HDI
3e

回收率
3e

低水平 1&B?0 &)) B)*?0 &?A @B?) !?A &?) 1?@ &?\ @A?)

中水平 1&B?0 0)) @)1?B &?) AB?! !?A 0?) \?B &?& A)?0

高水平 1&B?0 1)) & )0A?1 *?& &)!?B !?A 1?) &)?& &?\ &)!?)

*?B(实际样品测定
选择实验室在监督抽查中抽取的剩余样品"按

照本方法进行维生素 ’和维生素 -的测定"得到结
果见表 *"从测定结果可见"所有样品的测定结果"
均在样品标示值的范围之内*

表 *(样品测定值与标示值结果的比较

.<SE#*(9DC><T6=D4 DK$L#T#=NE$=S#$[##4 $L#C#<=NT#U

Z<EN#=<4U $L#C<TW#U Z<EN#=

样品名称

维生素 ’ 维生素 -

测试值
3#!OH-
3&)) O$

标示值
3#!OH-
3&)) O$

测试值
3#CO#%.-
3&)) O$

标示值
3#CO#%.-
3&)) O$

婴幼儿配方粉 & 号 1&B 1)1 !?A 1?B

婴幼儿配方粉 * 号 !B0 0B1 g\@) &)?@ *?A g*1?)

婴幼儿配方粉 0 号 100 *A@ gA&0 &B?\ !?0 g*1?1

婴幼儿配方粉 ! 号 !A@ 1)) !?A 1?B

婴幼儿配方粉 1 号 1&& 11B 1?A \?)

婴幼儿配方粉 B 号 0BA 01) !?0 !?@

0(小结
婴幼儿配方粉中脂溶性维生素的检验前处理

过程较为复杂"不同实验室对同一样品的检测结
果也往往出现很大偏差"究其原因"是因为国家标
准中规定的检验方法可操作性差"检测周期较长"
不利于试验操作* 本检测方法的建立"使用了更
为高效的固相萃取的方法代替了国家标准中使用
的传统液液萃取的方法"对皂化液中待测组分进
行提取"此方法不仅避免了在液液萃取中两相界
面出现乳化的现象"还缩短了试验时间&同时在提

取液的浓缩过程使用了氮吹的浓缩方法代替了国
家标准中规定的旋转蒸发浓缩的方法"提高了检
测效率&本检测方法简化了操作步骤"提高了试验
效率"使得多批次样品同时进行前处理操作变得
可行"且经过方法学验证"能够满足日常检验"在
实际样品测定中"检测结果也能在样品的标示值
范围之内"可以作为实验室检验婴幼儿配方粉中
维生素 ’和维生素 -的检验方法使用*
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实验技术与方法
高效液相色谱%串联质谱法同时测定复合维生素片中的叶酸和生物素

王任!吴鸳鸯!程巧鸳!周明昊
!浙江省食品药品检验研究院"浙江 杭州(0&))1*#

摘(要!目的(建立高效液相色谱%串联质谱法同时定性和定量分析复合维生素片中叶酸和生物素的方法%

方法(样品用水溶液溶解!经 -;E6>=#9&@色谱柱"*?& CCh&)) CC!&?@ !C#分离!流动相为 )?&e甲酸溶液和乙
腈梯度洗脱!流速 )?* CE3C64!采用电喷雾离子源正离子模式!多反应监测 ",H,#进行检测% 结果(叶酸和生
物素在 1 C64 内得到较好的分离% 叶酸和生物素的线性范围分别为 !* g1*0 和 !\ g1@0 4O3CE!线性回归方程分
别为 /j&&1\?B0?cBBA@?0@ "%* j)?AAA A#和 /j*)\?A0?c0)1*?*B "%* j)?AA@ *# !低$中$高 0 个添加水平的
回收率分别为 AA?Ae g&)@?\e和 A)?&e gA!?1e!相对标准偏差 "HDI#均为 &?)e " & jB # !检出限分别为
)?00 和 )?)@ !O3O% 结论(高效液相色谱%串联质谱法可靠$灵敏$准确!可用于复合维生素片中叶酸和生物素同
时定性和定量分析%
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((叶酸是一种重要的 X族维生素"与人体重要的
生化过程密切相关"直接影响核酸的合成及氨基酸

代谢"对细胞分裂’增殖和组织生长具有极其重要
的作用 (&) * 生物素即维生素 "或辅酶 H"是一种水
溶性含硫维生素"溶于水而不溶于酒精’氯仿及乙
醚 (*) * 许多保健食品尤其是营养素补充剂和强化
食品中均添加叶酸和生物素 (0) * 但是由于保健品
中其他维生素类和辅料的影响"分离达不到良好的


