
使用 Poroshell 120 EC-C18 分析綜合維生
素錠的水溶性維生素

應用註解

摘要

將原本於安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱（各種尺寸）開發的綜合維生素化合物

分離方法，移轉至使用安捷倫 1260 快速分離 LC 的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 

4.6 mm × 75 mm (2.7 µm) 管柱。濃度梯度與流速均按比例調整，維持滯留指數，目標

是針對每個管柱評估並判定最佳流速。新的分離方法將分析時間穩定維持在 5 分鐘，可

使用較長管柱、較高流速，並仍然維持 400 bar 以下的壓力。使用的樣品製備方法，是

將維生素錠溶解於水中，之後透過 0.45 µm 的針筒濾膜過濾或進行離心過濾。總共進行

800 次以上的注入，壓力並沒有顯著增加。

緒論

維生素是指生物體內無法自行合成充足數量的化合物，必須透過飲食攝取。維生素具有

各種不同的生物化學作用。許多維生素是酵素輔因子的前驅物，協助酵素作為代謝過程

中的催化劑。維生素也不一定是酵素催化劑，可能作為輔助酵素，成為在分子之間攜帶

化學基或電子的可分離分子。
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維生素依據其溶解材料分為兩種類型。像是維生素 D 或 E 等脂溶

性維生素，可於脂肪中溶解，之後再由血液吸收執行其功能。此

類維生素一旦過量即儲存於肝臟，因此並不需要每日攝取。

相對的，水溶性維生素會溶解於水中，隨尿液排出體外而無法儲

存，因此人體需要持續透過飲食攝取。水溶性維生素包括維生素

B 群與維生素 C。

維生素 B 群：硫胺、核黃素、菸鹼酸、磷酸吡多辛、葉酸、鈷胺

素、泛酸以及稱為抗壞血酸的維生素 C，都廣泛存在於各種食品

中。例如核黃素就可由肝臟、牛乳、深綠色蔬菜、全榖物和強化

穀物產品和蛋類等食品中攝取。這些維生素影響著身體的許多部

位，並在體內作為輔助酵素，協助人體由食品取得能量。維生素

對維持正常食慾、良好視力、皮膚健康、神經系統健康和紅血球

生成都非常重要。

在 1930 年代中期首次販售由酵母萃取的半合成維生素 C 補充藥

丸之前，維生素只能透過食物攝取，因此飲食一發生變化（農作

欠收導致）就可能改變維生素的攝取量。自 20 世紀中期以來，維

生素已製造為日常化學商品並大量供應，是成本低廉的合成綜合

維生素飲食補充品 [1]。

綜合維生素除了包含維生素以外，也包含其他賦形劑材料，例如

纖維素、麥芽糊精、糊精、明膠、葡萄糖和大豆卵磷脂。由於藥

丸體積大，並含有相對數量少但種類多的維生素，因此過去嘗試

使用小顆粒管柱進行分析時，就受到阻塞問題的困擾。

逆相 HPLC 非常適合進行維生素分析。維生素的定性與定量分析，

對臨床、食品與製藥應用非常重要。使用先前介紹於安捷倫

ZORBAX Eclipse Plus C18 1.8 µm 管柱開發的方法，將快速分

離方法移轉至使用安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱 [2]。新方

法仍維持速度快的特性，但是比較不會因為綜合維生素的賦形劑

造成阻塞。

本項分析作業中，將使用安捷倫 Eclipse Plus C18 4.6 mm × 

50 mm (1.8 µm) 管柱的方法，轉換為使用安捷倫 Poroshell 120

EC-C18 4.6 mm × 75 mm管柱，而使得注入體積增加，並減少阻

塞風險。

實驗

本次分析使用安捷倫 1260 快速分離 LC (RRLC) 系統：

• G1312B 二元幫浦 SL 推送移動相 A：25 mM 磷酸鈉 pH 2.5

溶於水及 B：甲醇。梯度沖提自 1% B 開始，維持該濃度，之

後增加至 12% B，最後成為 30% B，維持該濃度，然後重新

平衡至初始條件。系統配置脈動緩衝器及標準混合器

• G1367E 自動液體取樣器 (ALS) SL。使用 5 µL 的注入量

• G1316B 柱溫箱 (TCC) SL，溫度設定為 35 ºC

• G4212C 光二極體陣列偵測器 (DAD) SL，訊號設定為 230、

4 nm，未使用對照訊號，使用 G4212-60008 微型流動液槽

（10-mm 路徑，1-µL 變異）

• 使用 ChemStation 版本 B.04.02 控制 HPLC 及處理資料

• 安捷倫 Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 75 mm，2.7 µm，

p/n 697975-902

請參閱參考資料 2 瞭解本次研究的目標化合物及其個別結構。化

合物溶解於水中（濃度為 1 mg/mL）用於進行識別。下列化合物

向 Sigma Aldrich 購買：硫胺（維生素 B1）、核黃素（維生素 B2）、

菸鹼酸、維生素 B6、葉酸、維生素 B12、生物素、泛酸及抗壞血

酸。另外還向 Sigma Aldrich（美國賓州 Bellefonte 廠房）購買單

磷酸鈉及磷酸。甲醇（高純度）向 Honeywell Burdick and

Jackson（美國密西根州 Muskegon 廠房）購買。使用的水為

18 MΩ WMilli-Q 水（美國麻州 Bedford 廠房）。綜合維生素錠於

當地藥局購買。（One a Day Women’s Active Metabolism，

Bayer HealthCare，美國紐澤西州Morristown 廠房）。

藥丸溶解時先使用砵、杵個別研磨，而後將其全部（每顆藥丸約

1.6766 g）與 100 mL 的水移轉至 150 mL 的塑膠瓶。此後將瓶子

密封並劇烈搖晃 5 分鐘。產生的混濁溶液利用過濾（使用

0.45 µm，30 mm的再生纖維素濾膜 (p/n 5061-3364)）與 10 mL

針筒或於聚丙烯試管中離心（6000 rpm 轉速 5 分鐘）進行淨化。

產生的透明溶液移轉至安捷倫 MS 分析手寫樣品瓶 (p/n 5190-

2278)。
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結果及討論

由原始方法移轉至本方法，選擇長度較長的管柱，並依據比例使

用較高流速。先前的研究顯示，安捷倫 Poroshell 120 EC-C18

（以 75 mm 取代之前使用的 50 mm 管柱）可於較高的線性速度

（1.5 mL／分鐘取代 1 m／分鐘）獲得更優異的峰容量 [3]。此外在

較大的 Poroshell 管柱，也可能使用更高的注入量（應與管柱容量

成比例）。安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18（以 75 mm 取代之

前使用的 50 mm管柱）及 Poroshell 120 EC-C18，在先前研究時

已顯示出非常相近的選擇性 [4,5]。此外較大的管柱也比較不會受

到額外管柱效應的影響，例如使用冷卻的自動取樣器時需要的額

外管路 [6]；本項建議由 Huber [7] 在先前的水溶性維生素分析注

意事項中提出。本項分析中，濃度梯度開始時沖提順序出現些微

變化。這可能是因為管柱孔性變化（由全多孔性變為表面多孔性）、

儀器的滯留體積，或是每次分析之間的平衡時間。圖 1 顯示依據

最大波峰，按比例調整出典型的樣品層析圖，。左上角顯示的擴

大層析圖，代表強度較低的波峰。右邊則顯示層析條件，以及按

照沖提順序列出的化合物清單。

本管柱注入 800 次以上的維生素錠萃取物，壓力並沒有增加。其

中部分原因是 2 µm的管柱入口濾片，相較於 2 µm以下管柱與全

多孔性 3 µm 管柱使用的較小孔性濾片，比較不容易堵塞 [8]。使

用離心樣品淨化方法進行至少 100 次注入後，系統壓力並沒有任

何變化。在此情況下，過濾被視為速度較快的方法，且產生最終

樣品需要的步驟也比較少。0.45 µm 再生纖維素濾膜的阻力低於

2 µm 以下管柱需要使用的 0.2 µm 濾膜。圖 2 顯示每次注入的壓

力變化點繪圖，此圖為 3天中是使用 6 L的 磷酸緩衝液的情況下，

壓力由 177 增加至 179 bar 的情形。

本項分析也可使用其他波長，因為多種化合物形成黃色或甚至紅

色溶液，代表能在光譜可見光區域吸收 [9]。對照波長應謹慎運用，

因為選擇不當恐令對照吸收率高於分析波長的吸收率，進而造成

負波峰。

分鐘0 1 2 3 4

mAU

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

1

2

3 4 5 6

7

8 9

1. 硫胺 (B1)
2. 菸鹼酸 (B3)
3. 抗壞血酸
4. 磷酸吡多辛 (B6)
5. 泛酸 (B5)
6. 生物素 (B7)
7. 葉酸 (B9)
8. 鈷胺素 (B12)
9. 核黃素 (B2)

min0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

mAU

0

100

200

300

400

1.5 mL／分鐘
220 nm，4 對照訊號未開啟
注入量 5 µL

時間 %B
0  1
0.5  12
0.52 30
3.5  30
4.5 1

圖 1. 按照沖提順序排列的水溶性維生素
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圖 2. 安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 在注入 800 次水溶性維生素錠之後，壓力幾乎維持不變
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結論

相較於以傳統全多孔性顆粒充填的管柱，表面多孔性顆粒充填的

HPLC 管柱具有許多優勢。表面多孔性的 2.7-µm 安捷倫

Poroshell 120 EC-C18，其效率與選擇性相近於 1.8 µm 的安捷

倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，並且沒有高背壓的問題。

分析 800 個以上的樣品之後，顯示 2 µm 濾片可避免阻塞問題。
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