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摘 　要 :为建立一种同时测定食品中维生素 B1 和维生素 B2 的简单快速的方法 ,在氢氧化钠和碳酸

氢钠混合溶液缓冲介质中 ,对氨基苯磺酸重氮盐与维生素 B1 发生偶氮反应 ,维生素 B2 不发生反

应 ,采用电感耦合二极管阵列检测装置进行检测 ,用偏最小二乘法解析重叠光谱 ,从而实现了对食

品中维生素 B1 、维生素 B2 的同时测定。方法的线性范围维生素 B1 和维生素 B2 分别为 0～01050

mgΠmL 和 0～0110 mgΠmL ;检出限分别为 01007 2 mgΠmL 和 01008 5 mgΠmL。平均加标回收率维生素

B1 为 8713 %～10514 % ,维生素 B2 为 9010 %～10419 % ;相对标准偏差维生素 B1 为 316 %～911 % ,

维生素 B2 为 417～810 %。该方法简单、快速、测定干扰小 ,结果与国家标准测定方法的差异无显著

性。
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Abstract : Objectives :To search for a simple ,rapid method for simulataneous determination of vitamin B1 and

vitamin B2 in foods. Methods :CCD diode array detection2spectrophotometric setup was established for simulta2
neous determination of vitamin B1 and vitamin B2 with azo2reaction between diazosalt of sulfanilic acid and vita2
min B1 in solution of NaOH and NaHCO3 . Results :The linear range of vitamin B1 and vitamin B2 was 0～01050

mgΠmL and 0～0110 mgΠmL ,respectively. The detection limit was 01007 2 mgΠmL for vitamin B1 and 01008 5

mgΠmL for vitamin B2 . The recovery of spiked samples was from 8713 % to 10514 % ,and the relative standard

deviation was less than 911 %. Conclusions :The method was proved to be more simple ,more rapid and less in2
terfered by metal ions. The results obtained checked very well with that by standard method.
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　　目前食品中维生素 B1 、维生素 B2 测定方法主

要有分光光度法、荧光光度法、电化学法、薄层层析

法和高效液相色谱法等。[1 ] 维生素 B1 和维生素 B2

同时测定主要采用高效液相色谱法和毛细管电泳

法 ,
[2 ]但仪器设备昂贵 ,难于普及 ;分光光度法是目

前应用最广泛的分析方法之一 ,但维生素 B1 、维生

素B2 之间吸收峰重叠严重。食品中维生素 B1 、维

生素 B2 的含量很低且共存物质干扰严重 ,本文采用

层析柱对样品中维生素 B1 、维生素 B2 进行富集并

消除其他共存干扰物质 ,采用对氨基苯磺酸重氮盐

显色 , 采用电荷偶合器件 ( Charge coupled device ,

CCD)二极管阵列检测装置代替传统分光光度计中

的波长选择装置及光电倍增管 ,用偏最小二乘法
(PLS) 解析重叠光谱对食品中维生素 B1 、维生素 B2

进行同时测定 ,取得了满意的结果。

1 　材料与方法

111 　主要仪器与试剂 　CCD - 二极管阵列分光光

度装置 (附专用计算机 ,自行组装 ,其中 CCD 芯片 :

TCD142D ,TOSHIBA) 。pHS - 4C型酸度计。

对氨基苯磺酸重氮盐 　按文献 [ 3 ] 配制。
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NaHCO3 + NaOH(1 + 015)溶液 :称取 312 g NaOH ,412

g NaHCO3 ,重蒸水溶解后稀释至 100 mL。1 gΠL ED2
TA - 2Na :称取 011 g EDTA - 2Na ,重蒸水溶解并稀

释至 100 mL。洗脱液 :乙醇 + 冰乙酸 + 200 gΠL KCl

溶液 (5 + 2 + 9) 。

维生素 B1 标准储备液称取 010100 g 维生素

B1 ,用少量 0101 molΠL HCl 溶液溶解后 ,转移到 10

mL 容量瓶 ,以 0101 molΠL HCl 溶液定容至刻度 ,冰

箱避光保存。

维生素 B1 标准应用液 　取 110 mL 标准储备液

用重蒸水稀释至 10 mL。

维生素 B2 标准溶液 　称取 010100 g 维生素

B2 ,用少量 0101 molΠL 乙酸溶液溶解后 ,转移到 100

mL 容量瓶 ,以 0101 molΠL 乙酸溶液定容至刻度 ,混

匀 ,冰箱中避光保存。

硅镁吸附剂 (北京化学试剂厂) ,用前先用洗脱

液浸泡过夜 ,再用重蒸水反复洗涤备用。

112 　方法

11211 　标准校正集吸光度矩阵的建立 　按正交设

计分别吸取适量维生素B1 及维生素 B2 标准溶液于

16 支 10 mL 比色管中 (见表 1) ,配成混合标准溶液 ,

依次加入对氨基苯磺酸重氮盐 015 mL , EDTA - 2Na

溶液 110 mL ,再加入 110 mL NaHCO3 + NaOH混合碱

溶液 ,用水稀释至刻度 ,摇匀。用 1 cm 比色皿 ,以试

剂空白为参比 ,测定其在 400～570 nm 范围的吸收

光谱。然后用 C 语言编制的程序每隔 5 道 (Δλ≈

0175 nm)读取光谱图上 190 nm 波长处的吸光度值 ,

得到标准校正集的吸光度矩阵。

表 1 　标准校正集浓度配比 mgΠmL

管号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

维生素 B1 0. 01 0. 03 0. 02 0. 04 0. 01 0. 03 0. 02 0. 04 0. 01 0. 03 0. 02 0. 04 0. 01 0. 03 0. 02 0. 04

维生素 B2 0. 02 0. 04 0. 04 0. 02 0. 03 0. 01 0. 01 0. 03 0. 01 0. 03 0. 03 0. 01 0. 04 0. 02 0. 02 0. 04

11212 　校正曲线制做 　取 6 支 10 mL 比色管 ,分别

加入维生素 B1 标准应用液 010、011、012、013、014、

015 mL 及维生素 B2 标准应用液 010、012、014、016、

018、110 mL ,加入 4 mL 洗脱液 ,加入 1 mL 10 molΠL
NaOH溶液摇匀 ,以中和洗脱液中乙酸。按标准校

正集测定步骤测定吸光度 ,分别以维生素 B1 和维生

素 B2 浓度与相应的吸光度绘制校正曲线。

11213 　试样分析 　称取一定量的试样 (含维生素B1

或维生素 B2 约 5～60μg) 转移入 100 mL 容量瓶中 ,

加入 15 mL 011 molΠL HCl 溶液 ,混匀 ,超声振荡 30

min ,然后置于沸水浴中 30 min ,取出放冷至室温 ,定

容至刻度 ,混匀 ,离心取一定量上清液于烧杯中 ,滴

加 5 % KMnO4 溶液至溶液变红 ,再滴加 H2O2 使红色

褪去 ,振摇使气体尽量逸去 ,用中速滤纸过滤 ,收集

滤液。

用少许脱脂棉铺于盐基交换管的交换柱底部 ,

用湿法装柱法将适量经过处理的硅镁吸附剂装于盐

基交换管 ,勿使管内产生气泡。将上面收集的滤液

过柱 ,并用重蒸水洗涤数次 ,弃去洗液。然后用 4

mL 洗脱液分 4 次将试样中维生素 B1 及维生素 B2

洗脱并收集于一带盖 10 mL 比色管中 ,再用少量水

洗吸附柱 ,收集洗出之液体 ,加入 1 mL 10 molΠL
NaOH溶液 ,摇匀。按标准校正集测定步骤建立试

样的吸光度矩阵 ,然后采用 Metlab 语言编制的 PLS

程序由计算机计算出试样中待测元素含量。

2 　结果与讨论

211 　二级管阵列分光光度装置　自行研制的 CCD

- 二极管阵列分光光度装置由 7 个部分组成。它的

结构如图 1 所示。

　　 溴钨灯 → 滤光片 → 比色法 → 狭缝 → 多色仪 →

CCD 二极管阵列检测器 →计算机

图 1 　CCD - 二极管阵列分光光度检测装置示意图

212 　试验条件的优化

21211 　酸度的影响 　分别取维生素B1 及维生素 B2

标准应用液 012 mL 于若干支 10 mL 比色管中 ,各加

入 015 mL 重氮盐 ,然后加入 015 molΠL NaHCO3 溶液

1 mL ,分别加入 1 molΠL NaOH 溶液 010～110 mL ,定

容至刻度 ,混匀后采集吸收光谱 ,测定最大吸收波长

处吸光度。NaOH 加入量在 013～017 mL 时两种维

生素的吸光度最大且稳定 ,考虑到 pH 过高 ,试样中

金属离子将出现沉淀而产生干扰 ,本法选用 NaOH

溶液加入量 014 mL。考虑加样方便 ,将 NaOH 和

NaHCO3 配成混合碱溶液 (含 018 molΠL NaOH 及 015

molΠL NaHCO3 ) 。

21212 　显色剂用量 　分别取维生素 B1 及维生素 B2

标准应用液 012 mL 于若干支 10 mL 比色管中 ,固定

其他试剂用量 ,改变对氨基苯磺酸重氮盐的加入量 ,

分别采集维生素 B1 和维生素 B2 的吸收光谱 ,测定

它们的吸光度。对氨基苯磺酸重氮盐的用量在 012

～016 mL 时维生素 B1 的吸光度最大且稳定 ,而显
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色剂的加入量对维生素 B2 的吸光度无影响。考虑

到同时测定 ,显色剂用量选取015 mL。

21213 　偏最小二乘法 ( PLS) 的计算参数选择 　在

NaOH + NaHCO3 的碱性条件下 ,维生素 B1 和对氨基

苯磺酸重氮盐形成稳定的配合物 ,其最大吸收波长

为 485 nm ;维生素 B2 则不发生反应 ,可利用其本身

的颜色定量。但其在 485 nm 处有较大吸收。致使

两者吸收光谱重叠较严重 ,用普通分光光度法难于

测定 ,本法采用 PLS 解析两组分的光谱 ,效果较好。

分别采用 5 组均匀设计、7 组均匀设计、9 组正

交设计和 16 组正交设计作为标准校正集对混合标

准溶液进行试验 ,并对吸光度测定点进行了试验 ,分

别取 80、100、150、190 nm 波长处的吸光度形成的吸

光度矩阵进行运算 ,以计算结果和实际加入量的相

对误差来衡量其优劣。结果显示 ,采用 16 组正交设

计 ,在 400～570 nm 范围内等距离选择 190 个波长处

的吸光度进行 PLS 运算 ,其相对误差最小。

21214 　洗脱液洗脱效果试验 　配制 5 种不同浓度

的两组混合标准液 ,一组直接测定 ,一组通过硅镁吸

附剂柱后采用不同洗脱液洗脱后进行比色测定。比

较了丙酮 + 冰乙酸 + 水 ,含 011 molΠL HCl 的 250 gΠL
KCl 溶液 ,丙醇 + 冰乙酸 + 水 ,无水乙醇 + 冰乙酸 +

水及无水乙醇 + 冰乙酸 + 200 gΠL KCl 的洗脱效果 ,

测定结果表明 ,采用无水乙醇 + 冰乙酸 + 200 gΠL
KCl (比例为 5 + 2 + 9) ,两组浓度值的相对误差为

- 813 %～717 % ,可以认为吸咐洗脱效率达到 90 %

以上 ,故采用该洗脱液洗脱并用标准系列代替通过

硅镁吸附剂柱的工作系列作为标准校正集。

213 　干扰消除　在本法反应条件下 ,样品中共存的

多数金属离子都将产生沉淀甚至显色而对测定造成

干扰 ,经加入 011 gΠL EDTA 溶液 110 mL 后 ,至少

1 000倍的 Sn
2 + 、Ni

2 + 、Sb
3 + 、Ca

2 + 、Fe
2 + 、Fe

3 + 、F
- 、

Co
2 + 、Al

3 + 、Cd
2 + 、Cu

2 + 、Ge
2 + 、Ba

2 + 、Mg
2 + 、Mn

2 + 、

Pb2 + 、Se ( Ⅳ) 、亚硝酸盐 ,柠檬酸及酒石酸等不产生

干扰 ;维生素 C 对测定有干扰 ,在试样处理时已通

过高锰酸钾破坏除去。

214 　方法的线性范围和检出限　在选定的条件下 ,

分别绘制维生素 B1 和维生素 B2 的校正曲线。维生

素B1 的线性回归方程为 y = 0179 x - 010039 ,相关系

数 r = 019994 ,线性范围为 0～01050 mgΠmL ;维生素

B2 的线性回归方程为 y = 0146 x + 010063 ,相关系数

r = 019994 ,线性范围 0～0110 mgΠmL ( y 表示吸光

度 , x 表示待测组分浓度) 。

以不加维生素 B1 和维生素 B2 标准品的试剂空

白按试样测定方法连续测定 10 次 ,以其吸光度的

10 倍标准差所对应的浓度作为方法的检出限 ,维生

素 B1 的最低检出限为 712μgΠmL ,维生素 B2 为 815

μgΠmL。

215 　方法的准确度和精密度　称取一定量的黄豆、

绿豆、大米、面粉和奶粉试样 ,按测定方法进行加标

回收试验 ,结果见表 2。

分别用本法和国家卫生标准方法 (荧光分光光

度法) [4 ]测定粮食试样中维生素 B1 和维生素 B2 的

含量 ( n = 4) 。本法测定大米中的维生素 B1 和维生

素B2 的含量分别为 0160 mgΠ100 g 和 0133 mgΠ100 g ;

荧光法测定维生素 B1 和维生素 B2 含量分别为 0161

mgΠ100 g 和 0131 mgΠ100 g。本法测得的维生素 B1

和维生素 B2 的相对标准差分别为 116 %和 615 %。

由此可见 ,本法的测定结果和国家卫生标准方法的

结果基本一致。

表 2 　加标回收试验 ( n = 6) mgΠ100 g

样品
待测

成分
本底值 加标量 测得值

回收率

%

RSD

%
　

黄豆
维生素 B1 2. 15 3. 08 4. 84 87. 3 7. 0

维生素 B2 1. 09 3. 08 4. 15 99. 4 5. 3
　

绿豆
维生素 B1 3. 81 3. 50 7. 50 105. 4 3. 6

维生素 B2 2125 3. 50 5. 74 99. 7 4. 7
　

大米
维生素 B1 0. 60 0. 30 0. 88 93. 3 4. 4

维生素 B2 0. 33 0. 30 0. 60 90. 0 6. 6
　

面粉
维生素 B1 2. 87 3. 08 5. 81 95. 5 7. 1

维生素 B2 1. 94 3. 08 5. 17 104. 9 8. 0
　

奶粉
维生素 B1 0. 03 3. 08 2. 80 89. 9 9. 1

维生素 B2 1. 34 3. 08 4. 51 102. 9 6. 9
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