
比较用于测定水果中维生素 C 的 UPLC/UV 和 UPC2/UV 方法

引言

维生素 C（Vitamin C，Ascorbic Acid）又叫 L- 抗坏血酸，属于水溶性维生素。具有较强的还

原作用，参与体内氧化还原反应，是维持人体正常生理代谢不可缺少的一类有机化合物 [1]。

医学研究还发现它不但具有生理活性，而且在人体内能够阻止亚硝胺的形成，具有一定

的防癌作用，增加机体对传染病的抵抗力，对肝炎、肝硬变有疗效 [2-6]。同时又是一种理

想的食品抗氧化剂。但是人体本身不能合成，必须依靠膳食供给，维生素 C 广泛存在于

新鲜的水果、蔬菜中 [7-9]。因此建立准确测定维生素 C含量的方法有着非常重要的现实意义。

维生素 C 测定的方法一般有碘量法 [10]、比色法 [11]、电位法 [12]、紫外分光光度法 [13]、荧

光法 [14] 等，这些方法选择性较差，容易受其他还原性成分、丙酮酸和糖等成分的干扰，

所需试剂较多、操作繁琐 [15]。近年来高效液相色谱法发展迅速，它具有高效、快速等特点，

但是在实验过程中有机溶剂耗费多，实验成本较高，并对环境或多或少造成一定的污染。

众多文献均在传统的反相液相色谱中对维生素 C 进行分离分析，由于维生素 C 本身具有

较高极性而导致保留时间较短，严重影响到维生素 C 的准确定量。采用超高效合相色谱

法对维生素 C 进行直接检测的方法却鲜有报道，超高效合相色谱除了具有传统超高效液

相色谱所具有的优点外，还与超临界流体色谱技术进行结合，加之亚 2 μm 填料技术，以

CO2 为流动相主体，具有操作温度低，有机溶剂使用量少、灵敏度高、重现性好、分析速

度快等优点 [16-18]。本实验通过系统考察超高效合相色谱对维生素 C 分离的影响因素，为

准确检测维生素 C 建立一种可靠、快速、节约型的分离分析方法。
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结果

UPLC-UV 方法分析维生素 C

通过 UPLC-UV 分析所得出的色谱分离结果如图 1 所示，一定浓度校准标样 ( 上图 ) 和一份

新鲜橘子果肉样品 ( 下图 ) 所得出色谱图的第一部分。同时，显示出在此色离谱条件下

其他杂质成分对 Vc 分析造成干扰。

表 1 . 梯度洗脱方法

时间 (min) 流速 (mL/min) CO2 比例 (%)
甲醇 : 水

( 含 0.05 % H3PO4)(%)

Initial 0.6 92.0 8.0

0.2 0.6 92.0 8.0

3.0 0.6 65.0 35.0

3.5 0.6 65.0 35.0

4.3 0.6 92.0 8.0

7.0 0.6 92.0 8.0

采集 / 处理方法

数据文件使用 Empower3 软件进行采集和处理。并计算出 Vc 的相对含量。

方法比较

对于两种 Vc 分析方法而言，均在 5 mg/L~200 mg/L Vc 浓度范围内有较好的线性关系。方

法对维生素 C 的检出限为 1.5 mg/kg，定量限为 5 mg/kg。对于 UPLC-UV，实际样品进行平

行重复分析并确定全部 10 份实际样本的平均值。在 UPC2-UV 分析中，测定 10 份相同实

际样本的平均值。关于两种方法所得含量结果的偏差介于 0.25 %-5.5 % 之间。

UPC2 分析参数对 Vc 峰形的改善

在 CO2/ 甲醇体系下维生素 C 标准色谱图（上图），略显拖尾，峰宽较宽、峰形不尖锐。

考虑到维生素 C 具有酸性，水溶性强，易被氧化等特点，在 CO2/ 甲醇体系中加入 H3PO4，

改性剂使色谱峰形更完美。优化后的色谱图见图 4：	
  

图1. 一定浓度Vc校准标样（上图）和一份新鲜橘子果肉样品（下图）的UPLC-UV色谱图的第一部分

图3. 使用UPC2-UV对新鲜橘子果肉样品和不含Vc的橘子果皮样品同样处理后的分离情况。

UPC2-UV 方法分析维生素 C

通过 UPC2-UV 分析所得出的色谱分离结果如图 2 所示，一定浓度维生素 C 的标准 ( 上图 )

和一份新鲜橘子果肉样品 ( 下图 ) 所得出色谱图的第二部分。

下文图 3 显示出使用 UPC2-UV 对新鲜橘子果肉样品和不含 Vc 的橘子果皮样品同样处理后

的分离情况，显示出在此色离谱条件下没有其他杂质成分对 Vc 分析造成干扰。

图2. 一定浓度Vc标准样（上图）和一份新鲜橘子果肉样品的UPC2-UV色谱图

	
  

	
  

图4. 添加磷酸对Vc峰形的影响

	
  

结论

1. 本研究表明使用超高效合相色谱（UPC2）不仅适合分析非极性及中等极性化合物，也

可以分析水溶性较强的化合物，如Vc。

2. UPC2由于特殊的流动相体系，使样品处理变得简单快捷。半小时内可以完成对新鲜水

果中Vc的含量测定。

3. 与UPLC-UV方法相比，使用UPC2-UV方法可将样本处理量提高5倍。

4. 在使用相同样本制备方法的情况下，UPLC-UV方法其他杂质成分对Vc分析造成一定的干

扰。而UPC2-UV方法没有其他杂质成分对Vc分析造成干扰。
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方法

样本制备

固体及半固体样品：分别准确称取样品 5.00 g 于 50 mL 聚乙烯管中，加入 15 g 含 0.05 % 

H3PO4 的甲醇 - 水（8:2，V/V）溶液后，均质 5 min，高速冷冻离心机于 4 ℃下以 13000 r/min

离心 10 min，取上清液 1 mL（维生素 C 含量较高时可适当进行稀释），经 0.22 μm 滤膜过

滤后，直接进样分离分析。

液体样品：准确称取 2.00 g饮料于 50 mL聚乙烯管中，加入含 0.05 % H3PO4 的甲醇 -水（8:2，

V/V）溶液至 20 g，置于高速冷冻离心机于 4 ℃下以13000 r/min 离心10 min，取上清液 1 mL，

经 0.22 μm 滤膜过滤后，直接进样分离分析。

UPLC-UV 方法分析维生素 C

作为一款高度稳定，可靠，重现性好的色谱系统，超高效液相色谱系统的亚二 μm 杂化颗

粒技术，与当今传统的 5 μm 颗粒填料技术的 HPLC 系统相比，可以达到 3 倍以上的效率，

分离效率提高 9 倍以上，同时不影响分辨率，各方面性能得到了显著的提高。

Vc 的分析

色谱柱： ACQUITY UPLC® BEH C18 2.1×50 mm  1.7 μm

流动相： A：水（含 0.05 % H3PO4）B：甲醇；等度洗脱：A:B=98:2

流速： 0.3 mL/min；进样体积：5 μL；柱温：30 ℃；检测波长：245 nm 

采集 / 处理方法

数据文件使用 Empower® 3 软件进行采集和处理。并计算出 Vc 的相对含量。

如需下载此海报，请访问WWW.WATERS.COM/POSTERS

UPC2-UV 方法分析维生素 C

沃特世（Waters®）超高效合相色谱（UltraPerformance Convergence ChromatographyTM，UPC2®）

技术集合 SFC 和 UPLC® 的技术优点。泵系统的传输性能精准（精度 0.001 mL/ min）；样

品室温控 4~40 ℃，专利技术的进样器可在 0.1~50 μL 内调控，进样线性 >0.999、进样交

叉污染 <0.005 %；色谱柱管理器可容纳并自动切换 6 根色谱柱，色谱柱具有 eCordTM、主

动预加热器功能（温控精度 ±0.1 ℃）；连接 PDA 检测器。结合亚 2 μm 颗粒填料技术，

UPC2 系统为正相 HPLC 取代技术，GC、反相 HPLC 的正交、互补技术。

Vc 的分析

色谱柱： ACQUITY UPC2 TM CSH Fluoro-Phenyl  3.0×100 mm  1.7 μm

流动相： A：CO2 B：甲醇（含 0.05 % H3PO4）

流速： 0.6 mL/min 进样体积：1 μL 柱温：30 ℃

检测波长： 245 nm 动态背压（ABPR）：2000 Psi


