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摘要：依据 GB 5009.86-2016《食品安全国家标准 食品中抗坏血酸的测定》第一法 高效液

相色谱法对复配食品添加剂中维生素 C含量进行检测。对维生素 C主峰响应值偏低，分离

度差、精密度不稳定很难进行有效积分原因进行分析研究。本次实验应用国标参考条件，对

标准曲线低浓度点、检出限浓度点、定量限浓度点上机检测后，发现主峰响应值偏低，分离

度差、精密度不稳定很难进行有效积分，直接影响检验结果准确度。通过控制变量、调整检

测参考条件、完善样品前处理过程等方法，对检验过程进行分析研究，对检验方法进行有效

验证。最终得到提高维生素 C灵敏度及响应值的重要条件：样品前处理过程增加沉淀过滤

步骤以消除复配添加剂中复杂基质的干扰；调节色谱参考条件中流动相比例、流速已达到色

谱主峰有效积分效果；减少样品上机检测的进样量，以降低样品上机浓度。三个条件同时满

足时，所测得的结果主峰能够有效积分，准确度及灵敏度高，精密度重复性良好。 

关键词：GB 5009.86；高效液相色谱；维生素 C；抗坏血酸；复配添加剂；检出限；灵敏度 

 

Abstract: According to GB 5009.86-2016, the first high-efficient color score is to duplicate the 

number of calories in the calories.At the same time, experiment with national reference conditions, 

standard benchmark low 2798787; points, detection of 2798787; points, quantification of 2798787; 

points, quantification of 2798787; points, detection of calculus, reduction of calculus, 

differentiation of calculus, non-detection of calculus, direct detection of calculus, correction of 

calculus, improvement of calculus, reduction of calculus, analysis of calculus, analysis of 

calculus,How to take some of the log-ups, until the log-ups started until they started started using 

some of the log-ups. There are still log-ups. There are log-ups. There are log-ups. There are still 

log-ups. There are log-ups. There are log-ups. There are log-ups.At 27987;. At the time of 

completion of three conditions, the main results can be positive, accurate and 28789; high, 

accurate duplication. 

Keywords: GB 5009.86; high-efficacy photosynthesis; UV C; anti-clot acids; duplicate additives; 

detect limits 
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1 绪论 

1.1 研究对象 

维生素C是一种水溶性维生素，化学命名为L-(+)-苏阿糖型 2,3,4,5,6-五羟基-2-己烯酸-4-

内酯，又名 L-抗坏血酸，分子式为 C6H8O6，维生素 C可参与机体内抗体及胶原形成，组织

修补，代谢，利用，合成，维持免疫功能，促进非血红素铁吸收。可治疗急慢性传染性疾病，

紫癜，防治坏血病，慢性铁中毒，高铁血红蛋白血症和维生素 C 缺乏。可补充维生素 C，

治疗化学性灼伤，预防角膜上皮损伤、肝硬化、急性肝炎、慢性中毒时的肝脏损害，贫血等。

维生素 C 的缺乏直接导致人体形成全身性疾病坏血病。其特征为骨骼病变和毛细血管通透

性增高引起的出血性表现,尚可伴有骨髓巨核细胞退行性变。维生素 C 在伤口愈合中的作用

近年来得到重视和肯定[1] 

复配食品添加剂维生素 C是为了满足强化维生素 C含量、增强食品抗氧化工艺、满足

特定疾病状态人群对营养素或膳食的特殊需要，专门加工配制而成的配方食品。其配方及基

质复杂，严格控制原料的质量安全， 同时按照 GB 14754-2010 食品安全国家标准 食品添

加剂 维生素 C(抗坏血酸)通则[2]的要求对食品添加剂 维生素 C进行重点监控检测，保障终

端产品安全。高效液相色谱法具有稳定性强、操作步骤简单、灵敏度较高、选择性好、准确

定更高等优点[3] 

本文旨在对食品添加剂 维生素 C检验方法进行研究，对维生素 C响应值偏低、分离度

差、精密度不稳定的原因进行分析研究，对检验风险问题进行分析验证，并得出有效结论。 

1.2 立题依据 

高效液相色谱法检测复配食品添加剂中维生素 C含量，方法适用于乳粉、谷物、蔬菜、

水果及其制品、肉制品、维生素类补充剂、果冻、胶基糖果、八 宝粥、葡萄酒中的 L(+)-

抗坏血酸、D(-)-抗坏血酸和 L(+)-抗坏血酸总量的测定。研究表明，高效液相色谱法是当前

在维生素 C 定量检测方面有着相当应用广度的方法。实际应用过程中表现出灵敏、准确并

且重复性好等多方面优点，并且适合食品中维生素 C含的检测。此方法将样品中的维生素 C

用偏磷酸溶液溶解超声提取后，以离子对试剂为流动相，经过反向色谱柱分离，用配有紫外

检测器的液相进行测定，以色谱峰的出峰时间定性，以峰面积外标法进行定量。 
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依据 GB 5009.86-2016《食品安全国家标准食品中抗坏血酸的测定》[4]为复配食品添加

剂中维生物 C 检测方法应用提供有效依据。对检测方法的线性关系、回收率、检出限、定

量限、精密度进行验证，结果均符合 GB/T27404-2008实验室质量控制规范 食品理化检测[5]

的要求。 

2 材料 

2.1 仪器 

Agilent 高效液相色谱仪（安捷伦科技（中国）有限公司）、BSA224S-CW万分之一电

子天平（赛多利斯科学仪器（北京）有限公司）、BL-220H千分之一电子天平（日本岛津）、

FE28 pH计（梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司）、QC10260超声波清洗机（天津市旗

美科技有限公司）、TGL-16M高速冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）、DKZ-2

电热恒温振荡水槽（上海精宏实验设备有限公司）。 

2.2 试剂、标准品、耗材 

分析纯偏磷酸含量≥38%（20170323）、分析纯磷酸三钠（20210310）、优级纯磷酸二

氢钾（20201209）、分析纯磷酸（20171127）、优级纯 L-半胱氨酸分析纯氯化钾（20210114）、

色谱纯十六烷基三甲基溴化铵、分析纯盐酸（20200715）、色谱纯甲醇（20170323）、一次

性微孔滤头（20211109）购自国药集团化学试剂有限公司；L(+)-抗坏血酸标准品(C6H8O6)CAS

号（21040251）购自坛墨质检科技股份有限公司、水为 GB/T 6682-2008[6]规定的一级水。 

3 方法与结果 

3.1 复配食品添加剂维生素 C的测定  

3.1.1色谱条件： 

a）流动相：A 6.8g磷酸二氢钾和 0.91g十六烷基三甲基溴化铵，用水定溶至 1L，用磷

酸调节 pH至 2.5～2.8；B 100%甲醇。A:B=98%:2%,混合过滤用 0.45μm滤膜过滤，超声脱

气。 

b）色谱柱：C18柱(柱长 250mm,柱内径 4.6mm,填料粒径 5μm); 
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c）流速：0.7mL/min; 

d）柱温：25℃; 

e）进样量：20μL; 

f）高效液相色谱仪配有紫外检测波长：245nm; 

3.1.2标准溶液的配制： 

a）L(+)-抗坏血酸标准储备液(1mg/mL)：准确称取 L(+)-抗坏血酸标准品 0.01g，用 20%

的偏磷酸溶液定溶至 10mL，在 2～8℃条件下可以保存一周。 

b）标准系列工作溶液：准确移取标准储备液 0mL、0.05mL、0.5mL、1mL、2.5mL、5mL，

至100mL容量瓶中，用20g/L的偏磷酸溶液定容至刻度，即得L(+)-抗坏血酸浓度为0μg/mL、

0.5μg/mL、5.0μg/mL、10μg/mL、25μg/mL、50μg/mL、的系列标准溶液。临用时配制，要求

避光保存。 

3.1.3样品制备 

称取 1g试样(精确至 0.001g)混合均匀的固体试样，于 50mL烧杯中，用 20g/L的偏磷酸

溶液溶解并转移至 50mL容量瓶中。振摇溶解定容后摇匀，全部转移至 50mL离心管中，超

声提取 5min，4000r/min离心 5min，取上清液，0.45μm滤膜过滤，收集滤液于进样瓶中以

备进样。不称取试样，同法制备空白试验。 

3.1.4线性关系考察 

将 L(+)-抗坏血酸标准工作溶液由低到高浓度依次进样检测,以峰面积为纵坐标、浓度为

横坐标绘制标准曲线。在色谱积分过程中发现标准曲线各个点目标峰明显，但是响应值没有

规律不成线性，峰形分离度为 0.7，按照中国药典推荐分离度应达到 1.5 以上。强制手动积

分会导致线性偏离或拟合程度失信，影响检验结果。存在检测风险。 

3.1.5试样溶液的测定 

待测样液中待测化合物的响应值应在标准曲线线性范围内,浓度超过线性范围的样品则

应稀释后重新进样分析。试样中将 L(+)-抗坏血酸的含量按公式计算： 

 

 
式中： 

X——试样中将 L(+)-抗坏血酸标准的含量，mg/100g； 

ρ——进样液中 L(+)-抗坏血酸按照外标法在标准曲线中对应的浓度,单位为纳克每
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毫升(μg/mL)； 

V——最终定容体积,单位为毫升( mL )； 

F——稀释倍数,2.5； 

K——使用甲醇,1.25； 

m——试样的称样量，g； 

1000——换算系数； 

3.1.6数据分析 

GB 5009.86-2016《食品安全国家标准食品中抗坏血酸的测定》第一法 高效液相色谱法，

检出限为 0.5mg/100g，定量限为 2mg/100g。分析对比浓度关系，检出限低于标准系列工作

溶液最低点（0.5μg/mL），定量限相当于标准系列工作溶液最低点（400μg/mL）。而标准

系列工作溶液最低点（0.5μg/mL）上机检测目标峰已经出现分离不明。所以规定的检出限、

定量限按照现在的检验参数不易检出、很难积分。并采用加标回收的方式对检出限

0.5mg/100g，定量限 2mg/100g进行验证。色谱峰均不能有效积分。实验图谱如图 1， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  过程出现异常图谱 

Figure 1  Abnormal process graph 

对检验方法中的参数条件进行分析，GB 5009.86-2016《食品安全国家标准食品中抗坏

血酸的测定》第一法 高效液相色谱法中规定待测样液中待测化合物的响应值应在标准曲线

线性范围内,浓度超过线性范围的样品则应稀释后重新进样分析。若提高标准曲线最低点浓

度可进行有效积分，但维生素 C 为营养类维生素，且食品安全国家标准中有标准限值。提

高标准曲线最低点浓度,不能保证样品中维生素 C完全分离检出，存在食品安全风险。 

分析方法中流动相、进样量均为色谱参考条件。以调整流动相比例、减少进样量、减少

样品稀释倍数来控制变量，来弥补维生素 C 在仪器分离度低的缺陷，设计了实验进行分析
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如表 1： 

表 1  分析实验设计 

Table 1  Analysis Experiment Design 

项目 GB 5009.86-2016色谱条件 调整后色谱条件 

色谱参考条件 

流动相比例： 
盐相:甲醇（100%）=98%:2% 

流动相比例： 
盐相:甲醇（50%）=98%:2% 

进样量：20μL 进样量：10μL 

流速：0.7mL/min; 流速：0.5mL/min; 

对上机后标准曲线进行分析，流动相比例为盐相:甲醇（100%）=98%:2%：调整为水：

盐相:甲醇（50%）=98%:2%，即减少有机相比例，降低流动相极性，目标峰出峰时间延后。

可以在将样品的中的杂质部分先用流动相走出，避免杂质干扰主峰，使得主峰不在拖尾。同

时进样量由 20μL调整为 10μL，在灵敏度没有变化的情况下，浓度降低过高，响应值波动变

小。峰型分离度为 1.6，能够与杂质峰有效分离。控制流动相流速，使标准品与流动相充分

混匀，减少色谱柱中固定相中固定体积对色谱峰的影响。并使用该方法制作标准曲线，得到

标准曲线回归方程式为 y=10181378.2561941x+ 279.81（R2=0.999968932）如图 2，结果表明

在 0 μg/L～50 μg/L范围内呈良好的线性关系。 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  维生素 C标准曲线 

Figure 2  Standard curve of vital C 

对样品本身基质进行分析，复配添加剂维生素 C，里面主要成分为淀粉糖、乳粉，在样

品前处理过程直接使用偏磷酸的酸水解方法中很难消除淀粉糖和乳粉对检验的干扰。完善样

品前处理的过程，以消除基质中脂肪蛋白等大分子的对实验的干扰，设计了实验进行分析如

表 2： 

 

 

y = 10181378.26x + 279.81
R² = 0.999988001
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表 2  分析实验设计 

Table 2  Analysis Experiment Design 

项目 样品前处理 调整后色谱条件 

样品 
前处理过程 

称取 1g于 50mL烧杯中 
称取 1g试样于 50mL烧杯中，加入缓慢加入
乙酸锌溶液和亚铁氰化钾溶液各 5mL。 

直接用 20g/L的偏磷酸溶液溶解
并转移至 50mL容量瓶中。 

先取 10mL滤液，再用 20g/L的偏磷酸溶液
溶解并转移至 50mL容量瓶中。 

过滤：0.45μm滤膜过滤 过滤：0.22μm滤膜过滤 

缓慢加入乙酸锌溶液（乙酸锌 21.9g，加冰乙酸 3mL，加水溶解并稀释至 100mL）和亚

铁氰化钾溶液（称取亚铁氰化钾 10.6g，加水溶解至 100mL）各 5mL，，磁力搅拌或超声 30min，

用干燥滤纸过滤，弃去初滤液。消除了基质中脂肪蛋白等大分子的对实验的干扰，最终在使

用过滤效果更好的 0.22μm滤膜进行过滤，再次消除大分子物质对实验的影响。实验结果表

明实验结果图谱峰型没有其他杂质峰的干扰，且分离度达到 1.5以上。实验图谱如图 3， 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  优化实验条件后正常图谱 

Figure 3  Normal spectrum after optimizing experimental conditions 

3.2 样品测定    

对复配食品添加剂中维生物 C样品按照优化后的表 2实验条件过程进行处理。用 3.1.5

过程进行计算，结果图谱正常，结果符合产品标准要求。结果精密度分别 2.0%、3.3%，符

合国标在重复条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10%的要

求。检验结果如表 3： 
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表 3  检测结果 

Table 3  Test Results 

样品名称 样品编号 
检测结果 
mg/100g 

检测结果平均

值 mg/100g  
精密度 

复配 

食品添加剂 

1 156 
157.5 2.0% 

2 159 

3 153 
155.5 3.3% 

4 158 

3.3 加标回收率实验（检出限、定量限、随机选取一点验证） 

准备 3个梯度加标样品，分别加入已知含量标准溶液。配置成检出限浓度检出限浓度

0.5mg/100g、定量限浓度 2mg/100g、随机选取一点浓度 50mg/Kg进行回收率实验。 

对以上样品按照调整后条件进行检测。用测得量减去样品中的含量，并除以加标量。得

到维生素 C检出限浓度 0.5mg/100g能够有效积分，且 S/N值为 3.0；定量限浓度 2mg/100g

能够有效积分，且 S/N值为 7.3，回收率为 96%；随机选取一点浓度 50mg/Kg能够有效积分，

回收率为 99.5%。回收率结果均符合 GB/T 27404中附录 F中 80%～120%范围的标准要求。

表明本方法准确度好、灵敏度高、分离效果好，加标回收率实验（检出限、定量限、随机选

取一点验证）结果如表 4： 

表 4  样品加标回收率实验 

Table 4  Sample spiking recovery rate experiment 

样品编号 
样品本底含

量,mg 
加标量,mg 测得量,mg 

加标回收

率,% 
平均回收

率,% 

1-1 0 0.49777 0.31792 63.87 

69 

1-2 0 0.49777 0.31279  62.76 

1-3 0 0.49777 0.33843 67.99 

1-4 0 0.49777 0.38766 77.88 

1-5 0 0.49777 0.31200  62.76 

1-6 0 0.49777 0.36262 72.85 

2-1 0 2.0075 2.0179 100.5  

99.5 
2-2 0 2.0075 1.9994  99.6  

2-3 0 2.0075 2.0014 99.7  

2-4 0 2.0075 1.9793 98.6  
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2-5 0 2.0075 1.9894  99.1  

2-6 0 2.0075 1.9954 99.4  

3-1 0 50.201 50.0034 99.6  

99.1 

3-2 0 50.201 49.7434 99.1  

3-3 0 50.201 50.0172 99.6  

3-4 0 50.201 50.0453 99.7  

3-5 0 50.201 48.7926 97.2  

3-6 0 50.201 49.946 99.5  

3.4 精密度测试 

利用3.3加标回收率实验过程，计算在重复性条件下获得测定结果的RSD分别为5.2%、

7.0%、3.8%（n=6）。结果均符合 GB/T 27404-2008 实验室质量控制规范 食品理化检测中≤30%

的标准要求。表明该方法精密度重复性良好。 

4 讨论 

GB 5009.86-2016《食品安全国家标准食品中抗坏血酸的测定》第一法 高效液相色谱法，

对复配食品添加剂中维生素 C 含量进行了测定。按照原有条件和样品前处理过程主峰响应

值偏低，分离度差、精密度不稳定很难进行有效积分。原因可能为样品基质复杂，目标峰很

难分离出来。通过设计实验，降低色谱参考条件中流动相比例中有机相比例（盐相:甲醇

（100%）=98%:2%调整为盐相:甲醇（50%）=98%:2%）、减少仪器设备进样量（20μL调整

为 10μL）、降低色谱柱流速（0.7mL/min调整为 0.5mL/min）延长出峰时间来减少固定相色

谱柱中固定体积对色谱峰的波动影响。同时在样品前处理过程中加入乙酸锌和亚铁氰化钾对

复杂基质进行沉淀净化处理，使得目标峰不受其他杂质峰干扰，提高过滤净化效果（0.45μm

滤膜过滤调整为 0.225μm 滤膜过滤）来提高仪器设备的响应值。为确保实验的可信度，对

线性关系进行了验证考察，结果表明范围内呈良好的线性关系；对加标回收率实验（检出限、

定量限、随机点验证）进行了测试验证，结果表明本方法准确度好、灵敏度高；对方法精密

度进行了测试，结果表明该方法精密度重复性良好。 

综上所述，调整了流动相比例、减少进样量、降低色谱柱流速、增加乙酸锌和亚铁氰化

钾净化样品、改善上机前滤膜过滤孔径，提高了仪器设备响应值和样品分离的效果。整个测

定方法简单易行，结果准确。本文可为后续按照 GB 5009.86-2016《食品安全国家标准食品
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中抗坏血酸的测定》第一法 高效液相色谱法，检测复配食品添加剂中维生素 C含量提供一

定的参考。 
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