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高效液相色谱法测定维生素 � 片中 �
�
含量

陈再洁 郑建明 王 智

�江苏天瑞信息技术有限公司
,

苏州
,

� �  �� ��

摘 要 目的
�

建立维生素 � 片中 �
�
的高效液相色谱测定法 �� ��� �

。

方法
�

以甲醇
一 �

�

� �� � �� � � 醋酸钠

�体积 比 � � � � �为流动相
,

用 � � �� �� � � � , �
柱��

�

� 只 � � � � �
,

� 拌� �进行分离
,

于波长 �� � � � 处检测
。

结果
�

线性范

围为 � �
�

� � � � �
�

� � � � � � �
�

� � � �
, � 一 � �

,

平均回收率为 � �
�

� � �
,

� �  为 �
�

� � � �
� � � �

。

结论
�

用该方法测定

� � 含量
,

结果稳定
,

重现性好
,

可操作性强
,

适于维生素 � 片的质量控制
。

关键词 维生素 � 片 � � � �� �

� 前 言

维生素 � 片为维生素类非处方药品
,

由维生素

�
、

淀粉
、

糊精
、

经丙纤维素
、

亚硫酸氢钠
、

柠檬酸
、

硬

脂酸镁等组成
,

用于预防坏血病
,

日常 �
�

的补充
,

� �
缺乏症 的治疗

,

是家庭常备药
。

国内用 � �� �

法测定药品〔‘
一 �〕

、

水果川
、

饮料「�二
、

食品困 和蔬菜泣�口

中 �
�

含量的研究较多
,

但对维生素 � 片中 �
�

的含

量测定尚未见报道
,

目前我国药典规定川 用碘液滴

定法测定 �
�

含量
。

但通过大量的实验数据表明
,

用碘滴定法测定 � � 含量波动较大
。

分析其原 因可

能有
�
�� 供试品溶液中可能存在的还原剂 消耗碘液

而造成误差
� �� 人为影响因素

,

如颜色 的判断
,

操作

速度的快慢等
� �� 淀粉指示剂需现用现配

,

操作繁

琐
,

且滴定用的三氧化二砷为剧毒试剂
,

存在一定的

安全 隐 患
。

为 此
,

本 文 提 出用 高效 液相 色谱 法

�� � � �测定维生素 � 片 中 �
�

含量
。

实验表 明
,

� � ! 法简便
,

快速
,

准确
,

灵敏度高
,

适应性好
,

回

收率高
。

� 实验部分

�
�

� 仪 器

�� � �� 高效液相 色谱仪 �包括 �� 一 �� �� 高压

恒流泵
、

�� 一 � � � �� 紫外检测器
、

� � 一 � ���� 柱温

箱
、

� � 一 � � � �� 液相色谱工作站 �
,

为江苏天瑞公 司

产品
,

电子天平 �赛多利斯科学 仪器 �北京 �有 限公

司 �
,

超 声波清 洗器 �张家 港神科超 声 电子 有限公

司 �
,

紫外分光 光度计 �上 海精密 仪器仪表有 限公

司�
,

精密酸度计 �上海精科科学仪器有 限公司 �
,

超

纯水机 �南京易普易达发展有限公司�
。

�
�

� 试 药

醋酸按
、

醋酸钠
、

醋酸
、

磷酸二氢钾均为分析纯
�

甲醇
、

乙睛为色谱纯 �美国 � �� �� 公司 �
�
水为超纯水

�自制 �
。

维生素 � 对照品 �购 自中国药品生物制品

检定所 �
,

供含量测定用
,

批号
�
� � � � � � 一 � � � � � �

。

维

生素 � 片 �购自市场 �
。

�
�

� 色谱条件

色谱柱
�
� � �� � � � � �

�。

柱 ��
�

� � � 义 � ��� �
,

�拌� � � 流动相
�

甲醇一 �
�

�� � � � �� � 醋酸钠 �体积比

�
�

�� �
,

使用前用孔径为 。
�

�� 拼� 的微孔滤膜过滤
,

流速
�
�

�

� � � � � �� � 检测波长
�
� � � � � �

柱温
�

�� ℃ �

进样量
�
�如�

。

在此色谱条件下
,

理论塔板数按维

生素 � 峰计算均在 � � � � 以上
,

能够到达基线分离
。

�
�

� 对照品溶液的配制

精密称取维生素 � 对照品 。
�

� � �� �
,

置于 �� � �

棕色容量瓶中
,

加流动相溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

得维生素 � 对 照品储 备液
。

精密吸取对照 品储备

液 �� � 于 �� � � 棕色容量瓶中
,

加人流动相并稀释

至刻度
,

摇匀
,

即得维生素 � 对照品溶液 �每 �� � 中

含维生素 � � �
�

� �胖� �
。

�
�

� 供试品溶液的制备

取 �� 片维生素 � 片
,

研匀
。

精密称取 。
�

�� � 于

��� � 棕色容量瓶中
,

精密加人流动相 �� � �
,

超声

� 分钟
,

过滤
,

精 密吸取续滤液 �� � 于 � � � � 棕色

容量瓶中
,

加人流动相并稀释至刻度
,

摇匀
,

用 。
�

��

拼� 滤膜过滤
,

取续滤液
,

即得
。
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,
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�
�

� 阴性对照品溶液的制备

除维生素 � 以外
,

按本品处方辅料 比例称取淀

粉
、

糊精
、

经丙纤维素
、

亚硫酸氢钠
、

柠檬酸
、

硬脂酸

镁等适量
,

依照工艺制成阴性模拟制剂
,

按供试品溶

液制备方法制成阴性对照品溶液
。

� 结果与讨论

�
�

� 干扰试验

按上述色谱条件
,

分别吸取流动相
、

阴性对照品

溶液
、

对照 品溶液
、

供试 品溶液各 �� 拜� 进样测定
。

由结果可以看出
,

维生素 � 片中其它成分对测定无

干扰
。

�
�

� 检测限和定且限

按信噪比 �� � 一 �
,

实验得出检测限为 �
�

� � � �

按信噪比 �� � 一 ��
,

实验得出定量限为 �
�

�� �
。

�
�

� 线性关系考察

精密吸取对照品储备液 。
�

�
,

�
�

。
,

�
�

�
,

�
�

�� �

于 ��� � 棕色容量瓶中
,

精密吸取 �
�

�
,

�
�

�
,

�
�

�� �

于 �� � � 棕色容量瓶中
,

分别加人流动相并稀释至

刻度
,

摇匀
。

吸取上述溶液
,

分别进样 � �拼�
,

以浓度

� �� � � 为横坐标
,

峰面积 � 为纵坐标
,

得 回归方程
�

� � � � �
�

� �� 一 � � �
�

� �
, � � �

�

� � � �
,

线性范围为

� �
�

� 一 � � �
�

� � �
。

�
�

� 精密度考察

精密 吸取 � 一 ��
�

�� 拼� � � � 的对 照 品 溶液

� 。拼�
,

连续进样 � 次
,

测得其 � � � 一 。
�

� � !
,

表明

方法精密度 良好
。

3

.

5 稳定性考察

按 3
.
3 项方法处理一份样品

,

分别在样品放置

o 、

z

、

2

、

4

、

6

、

s

、

l o h 时精密吸取 20拜L 进样测定
,

计算

得出维 生 素 C 的 平均峰 面积 为 147263
,

R S D 一

。
.
35 %

。

说明供试品溶液在 10 h 内是稳定的
。

3

.

6 重复性考察

取 同一样品 6 份
,

分别按 3
.
3 项方法处理并进

行测定
,

测得其含量的 R SD 一 0
.
51 %

。

3

.

7 加样回收率考察

精密称取已知含量的供试品适量 (约相 当于维

生素 C 10 m g)9 份
,

分别置于 50 m L 棕色容量瓶中
,

分为 3 组
,

每组 3份
,

每组分别加人维生素 C 对照品

2
、

1 。
、

50 m g

,

按 3
.
3 项方法处理

,

分别吸取 20 拜L 进

样测定
。

计算 其平均 回收率为
:99
.
51 %

,

R S D -

0

.

5 3
%

(
n

= 9 )

。

3

.

8 样品测定

选取相同厂家不同批号的样 品
,

按 上述测定方

法测定 V
。

含量
,

结果见表 1
。

图 1为维生素 C 的对

照品溶液(
a)和供试 品溶液 (b) 的 H P L C 图

。

结果

表明
,

该方法测定结果稳定
,

重现性好
。

表 l 样品测定结果 (标示 t % )

批 号 碘滴定法 H PI 一 法

070301 96
.
64 99

.
()2

0706(〕3 1 0 5
.
3 5 9 8

.
6 7

0 7 0 9 0 4 1 0 2
.
8 1 9 9

.
6 8

3
.

00
4 团

(
a
)

3
.
00 4 印

(b )

图 1 维 生素 C 的对照品溶液 (a) 和供试 品溶液(b)H P LC 图
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3.9 讨 论

(1 ) 波长的选择 取维生素 C 对照品溶液
,

在

190nm ~ 400 nm 范围内进行波长扫描
,

得到光谱扫

描图
,

结果显示在 254
nm 处有最大吸收

,

V

C

也能达

到基线分离
,

因此本实验选择 254nm 作为检测 波

长
。

(2 ) 流动相 的选择 考察了 乙 睛
一
磷酸二 氢

钾川
、

甲醇
一
醋酸胺

一
醋酸川

、

甲醇
一
醋酸胺

、

甲醇
-

磷酸二氢钾川
、

甲醇
一
醋酸

一
水四 等系统

,

均不能得

到满意的色谱峰
,

后来选择 甲醇
一
醋酸钠

,

并对流动

相的比例
、

柱温和流速进行反复筛选
,

最后确定 了色

谱工作条件
。

在该条件下进行测定
,

得到 了良好的

峰形
、

适当的保留时间和较高的理论板数(均符合药

典相关规定)
。

( 3) 样品提取溶剂的选择 在相同条件下
,

考察

了甲醇
、

50 % 甲醇
、

乙醇
、

50 % 乙醇及 流动相作为提

取溶剂的情况
。

结果表明
,

流动相的提取率最高
,

且

甲醇
、

50 % 甲醇
、

乙醇
、

50 % 乙醇的样 品溶液在放置

较短时间(约 Zh) 后
,

颜色均有变化
,

且峰面积有所

下降
,

影响了实验结果的准确性
,

而用流动相作为溶

媒在 10 小时内均无变化
,

因此本实验选择流动相作

为提取溶剂
。

(4 ) 样品提取时间的选择 在相 同条件下
,

考

察了样品在进行 l 、

3

、

5

、

8

、

I O m i
n

超声 的情况
。

结

果表 明
,

样品在超声 sm in 时提取率最高
,

在 sm in

和 10 m in 时均无明显 的提高
,

因此本实验选择超声

sm in 作为样品的提取时间
。
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本书内容包括三大部分
:
一是乳品基础知识

,

包括乳样的采集
、

保存和分析与检测中材料
,

原料乳和乳制品概况
,

S P S S 统

计分析软件的应用
。

二是影响原料乳质量因素和现代乳 品检测技术
。

三是乳和乳制品的理化
、

感官
、

微 生物分析与检验
,

包

括乳和乳制品感官评价
、

液态乳制品质量分析检验
、

固态乳制品质量分析与检验
、

乳制品生产原辅料成分分析与检验
、

乳和乳

制品微生物分析与检验
、

乳制品中营养成分分析检测
、

乳制品中重金属及农药残留分析检验
、

功能乳制品中活性成分与检验
。
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