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高压液相色谱法检测饮料中维生素 B6 

何珊丽*, 胡燕玲, 梁  波 
(广东省中山市质量计量监督检测所, 中山  528403) 

摘  要: 目的  建立饮料中维生素 B6 含量的高压液相色谱检测方法。方法  饮料样品经稀释、过滤后, 用高

压液相色谱仪进行测定, 测定结果与 GB/T 5009.154-2003《食品中维生素 B6的测定》比较。结果  浓度范围

内线性关系良好, 相关系数 r均在 0.999以上。本方法的检出限(S/N≥3)为吡哆醇 15 μg/kg、吡哆醛 13 μg/kg、

吡哆胺 16 μg/kg。平均回收率为 98.9%~99.5%, 相对标准偏差为 0.88%~1.05%。使用高压液相色谱法测定饮料

中维生素 B6 的含量与使用微生物方法检测得到的数据一致, 而高压液相色谱法所用时间比微生物法要短得

多。结论  高压液相色谱法测定饮料中维生素 B6灵敏度高, 值得在实验室的日常检测中推广。 
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Detection of vitamin B6 in beverage by high pressure liquid chromatography 

HE Shan-Li*, HU Yan-Ling, LIANG Bo 
(Zhongshan Supervision Testing Institute of Quality & Metrology, Zhongshan 528403, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid and effective method for the detection of vitamin B6 in beve-
rage by high pressure liquid chromatography (HPLC). Methods  After dilution and filtration, samples was 
measured by high pressure liquid chromatography with fluorescence detector, and the data was compared with 
that obtained by the national standard microbial method. Results  The method showed a good linearity with r≥
0.999. The LODs of pyridoxine, pyridoxal and pyridoxmine were 15, 13, 16 μg/kg, respectively. The recoveries were 

98.9%~99.5% and the relative standard deviations were 0.88%~1.05%.The data of vitamin B6 content in beverage 
detected by HPLC was consistent with that obtained by microbial method. But the detection time of HPLC was 
much shorter than that of the microbial method. Moreover, the operation of HPLC was simple, and the repeata-
bility and accuracy of data were much higher as well. Conclusion  HPLC is a sensitive method for the detec-
tion of vitamin B6 in beverage, and it could be applied to the daily detection in laboratory. 
KEY WORDS: high pressure liquid chromatography (HPLC); vitamin B6; beverage 
 
 

 
 

1  引  言 

随着国民生活水平的提高及保健意识的加强 , 
人们希望更加容易地从日常的饮食中补充营养。许多

功能性的饮料(如维生素饮料)由此而生。维生素 B族
能加强身体能量代谢, 提高身体的协调和反应能力, 

且属于水溶性维生素, 因而经常被添加到饮料中供
人饮用, 从而补充人体所需的 B族维生素。但在检测
方法方面, 现行国家标准 GB/T 5009.154-2003《食品
中维生素 B6 的测定》规定的方法是微生物法, 需时
约 2~3 周。而使用液相色谱方法的只有 GB/T 
5413.13-2010《食品安全国家标准 婴幼儿食品和乳
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品中维生素 B6的测定》, 关于饮料中维生素 B6的检

测并没有国家标准。为找出更快捷、准确的检测方法, 
本文采用高压液相色谱(荧光检测器)测定饮料中维
生素 B6 的含量, 并与使用微生物方法检测得到的数
据进行比较, 为饮料中维生素 B6(指吡哆醛或吡哆醇
或吡哆胺)检测方法的研究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

甲醇、辛烷磺酸钠(色谱纯); 盐酸(0.5%)、三乙
胺、冰乙酸 (优级纯 ); 盐酸吡哆醇标准品 (纯度
99.99%)(德国Dr.Ehrenstorfer公司); 盐酸吡哆醛标准
品、盐酸吡哆胺标准品(纯度 99.99%)(美国 Chem 
Service公司); 样品为某品牌的维生素饮料。 

标准储备液: 精密称取吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺标
准品各 0.05 g(精确至 0.0001 g), 分别置于 50 mL容量瓶
中, 用水溶解定容, 配制成浓度为 1 mg/mL的储备液。 

混合标准中间液: 分别吸取吡哆醇、吡哆醛、吡
哆胺标准储备液各 1 mL, 置于 50 mL容量瓶中, 用
水定容, 浓度为 20 μg/mL。 

高压液相色谱仪(带荧光检测器)(Agilent Tech-
nologies 1260, 美国安捷伦公司); 分析天平(BS-224S, 
德国 Sartorius公司): 感量为 0.0001 g和 0.01 g (sar-

torius BS 2202S); 离心机(3-18K, 美国 Sigma公司): 
转速不低于 6000 r/min; 50 mL。 

2.2  色谱条件 

C18色谱柱, 4.6 mm×150 mm或同等性能色谱柱; 
流动相, 甲醇: 离子对试剂缓冲液＝85:15(准确称取
辛烷磺酸钠 2.0 g、三乙胺 2.5 mL, 用水定容至 1 L, 
用冰乙酸调 pH至 3.0±0.1); 流速, 1.0 mL/min; 柱温, 
30 ; ℃ 荧光检测器条件: 激发波长 293 nm, 发散波
长 395 nm; 进样量, 10 μL。 

2.3  样品处理方法 

准确称取摇匀后的样品(质量见表 2), 用流动相
定容至 25 mL, 摇匀后将稀释液经过 0.45 μm滤膜过
滤后直接测定。 

3  结果与讨论 

3.1  实验方法 

精密称取吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺标准品各

0.0500g, 用纯水定容至 50mL(浓度为 1 mg/mL)作为
标准储备液。再将标准储备液稀释至浓度为 20mg/mL
作为混合标准中间液。按照优化的色谱条件(2.2 节)
及 3.2 节的方法得到维生素 B6(吡哆醇、吡哆醛、吡
哆胺)标准品色谱图如图 1所示。 

 

图 1  混合标准品(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)色谱图 
Fig. 1  Chromatograms of mixed standard solution (pyridoxine, pyridoxal and pyridoxmine) 

1 吡哆醛  2吡哆醇 3 吡哆胺  (1 pyridoxal 2 pyridoxine 3 pyridoxmine) 
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3.2  方法的线性范围和检出限 

准确吸取吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺标准中间液

0.0、1.0、2.0、3.0、5.0 mL, 用流动相稀释至刻度, 摇
匀, 配制浓度为 0.00、0.20、0.40、0.60、1.00 μg/mL
的混合标液。以色谱峰面积(A)为纵坐标, 对应的浓
度(C, μg/mL)为横坐标,绘制标准曲线。在 0.015 ~2.00 
μg/mL线性范围内, 线性方程为:   

A 吡哆醛=9.4296C−0.0001, A 吡哆醇=13.599C−5E−05，
A 吡哆胺=10.769C−4E−05 检出限(S/N=3)为: 吡哆醇 15 
μg/kg、吡哆醛 13 μg/kg、吡哆胺 16 μg/kg。相关系数
r均大于 0.999。 

3.3  方法回收率与精密度 

称取测试样品约 10 g, 分别向样品中加入浓度为
20 μg/mL的吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺标准溶液各 1 mL, 

按 2.3 节的方法对加标样品进行回收率实验, 重复 5
次, 结果见表 1。3 种组分的平均回收率为 98.9%~ 
99.5%, 相对标准偏差为 0.88%~1.05%, 表明该方法具
有较好的准确度和精密度, 满足检测的要求。 

3.4  样品的测定 

 待测样品经 2.3 节方法处理, 用高压液相色谱
仪进行测定, 色谱图见图 2所示, 样品中维生素的含
量见表 2。平行实验（n=6）样品的平均值 X=6.40 
mg/kg。 

3.5  方法比较 

依据 GB/T 5009.154-2003《食品中维生素 B6的

测定》用微生物法对同一样品中维生素 B6的含量进

行测定, 结果见表 3。不同检测方法对结果比较, 见
表 4所示。 

表 1  回收率实验结果(n=5) 
Table 1  Recovery of experiment results (n=5) 

样品中维生素 B6的组分 加标量 (μg) 回收率平均值(%) 相对标准偏差 (%) 

吡哆醛 20 99.5 0.92 

吡哆醇 20 99.2 1.05 

吡哆胺 20 98.9 0.88 

 

4 吡哆醇 pyridoxine 
图 2  样品的高压液相色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of sample 

表 2  高压液相色谱法测定样品中维生素 B6 的含量（n=6） 
Table 2  HPLC determination of the content vitamin B6 in samples（n=6） 

样品的质量 (g) 样品中维生素 B6的浓度 (μg/mL) 样品中维生素 B6的含量 X(mg/kg) 

18.28 4.6726 6.39 

15.22 3.8963 6.40 

13.57 3.4793 6.41 

15.65 4.0064 6.40 

14.89 3.8059 6.39 

13.92 3.5691 6.41 
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表 3  微生物法测定同一样品中维生素 B6 的含量 
Table 3  Content of vitamin B6 in the same sample determinated by microbial method 

编号 体积(mL) 
每 mL测定液维生素 B6(吡哆醇)含量的 

平均值(ng) 
相对偏差(%) 总平均值(ng) 试样中维生素 B6的含量

(μg/100 g) 

1 0.05 66.2125 1.6   

2 0.10 63.3309 1.0 64.3956 643.3175 

3 0.15 65.1673 0.8   

4 0.20 62.8717 0.9   

表 4  高压液相色谱法和微生物法的比较 
Table 4  Comparison of HPLC method and microbiological method 

同一实验样品的检测结果 
(mg/kg) 

实验所耗用的总时长 实验的偏差(%)
能同时检验出维生素 B6 

的化学形式 
选择性及干扰性 

高压液相 
色谱法 

   吡哆胺 选择性高 

6.40 约 4 h 0.003~0.016 吡哆醛 能排除大部分 

   吡哆醇 物质的干扰 

微生物法 6.43 约 2～3周 0.8~1.6 吡哆醇 培养期间易受其他物质干扰

 
由上表可以得出如下结论:  
(1)两种方法检测出的同一样品中维生素 B6含量

基本一致;  
(2)微生物法只对维生素 B6的一种组分吡哆醇进

行检测, 而使用高压液相色谱法可同时对维生素 B6

的 3种化学形式(吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺)进行检测, 
检测结果更加全面;  

(3)微生物法检验所需时间约为 2~3 周, 而高压
液相色谱法仅需 4 h, 大大缩短了检测时间, 更快捷, 
操作更简便, 尤其是对于检测饮料中维生素 B6 的优

势更为突出;  
(4)使用高压液相色谱法(带荧光检测器), 由于荧

光检测器具有高选择性, 只对荧光物质或者当试样组
分具有荧光性能时才有响应的特点, 能排除大部分其
他物质的干扰; 而微生物法的操作步骤繁琐, 要进行
微生物的培养, 培养过程中易受其他微生物的干扰。 

综上所述, 高压液相色谱(带荧光检测器)测定饮
料中维生素 B6 含量的方法灵敏度高, 测定结果准确
可靠, 方法精密度高。使用该方法检测饮料中维生素
B6 能大大提高日常检测工作效率, 值得在实验室的
日常检测中应用推广。 
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