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高效液相色谱法测定 6种水溶性维生素 

杨明远 李敏 

(1．吉林省疾病预防控制中心，长春 130062；2．吉林省伊通县结核病防治所) 

水溶性维生素包括 Vit C、Vit B1、Vit B2、Vit B6、 

Vit B 、烟酸、叶酸、生物素、泛酸等。在以前的测定 

中应用较多的方法有光度法、微生物法、酶标法等， 

这些方法费时且不能同时测定。高效液相色谱法可 

快速分离 、能同时i见0定多种水溶性维生素。 

1 资料与方法 

1．1 仪器与试剂 

1．1．1 Et本岛津 LC一10A高效液相色谱仪； 

1．1．2 日本岛津 SPD一10A紫外检测器，日本岛津 

CTO一10A柱温箱 ； 

1．1．3 Le—panner超声波发生器； 

1．1．4 酸度计； 

】．】．．5 磁力搅拌器； 

1．1．6 离心机； 

1．1．7 甲醇(色谱纯)，甲酸(分析纯)，甲酸铵(分析 

纯)、Vit Bl、Vit 、Vit B6、Vit C、烟酸、烟酰铵(优级纯)。 

1．2 步骤 

1．2．1 样品处理及测定 

准确取粉碎后样品 1．0 g加 l lnl 0．000 l mol／L 

盐酸溶解，用水定容至 25 nl。超声波提取5 min。 

离心，取上清液过0．22 Nn滤膜进高效液相色谱仪， 

与标准系列比较，根据保留时间定性 ，吸收峰高或峰 

面积定量。 

1．2．2 液相色谱参考条件 

紫外检测器检i见0波长 254 nlll；色谱柱为 P 一 

10／S 25．4(250 irlm x 4．0 irlm，粒径 5 txrn)；流动相为 

0．100 0 mol／L甲酸铵 一甲酸 (pH 4～5)+甲醇 

(3：1)；柱温 30℃；流速 1．0 ml／min。 

1．2．3 标准曲线 

准确称取 Vit B 、Vit 、Vit B6、Vit C、烟酸、烟酰 

铵(优级纯)标准对照品各0．100 0 g，用水溶解并定 

容至 100 nll作 为储备液，此时溶液浓度相当 于 

1 mg／ml，再配成 0～100 t~g／ml的标准系列。进高效 

液枉{色谱仪，以浓度为横坐标，峰高或峰面积为纵坐 

标，绘制标准曲线。 

2 结果 

用本方法分别对成人复合维生素片和儿童复合 

维生素片进行i见0定，结果见表 1。 

【技术与方法】 

表1 成人复合维生素片与儿童复合 

维生素片测定结果(mg／a0o g) 

型别 Vit Bl Vit B2 Ⅵt B6 Vit c 烟酸 烟酰铵 

成人型 12．6 l1．8 12．3 124．3 2．7 3．9 

儿童型 3．5 3．1 2．8 25．6 1．1 1．3 

3 讨论 

3．1 样品前处理 

测定的6种水溶性维生素在酸性水溶液中稳定 

性好，对碱性不稳定。考虑到 Vit B2、Vit B 吸附到 

玻璃壁、试样成分上的能力很强，必须在酸I生条件下 

提取和溶解，因此采用低浓度的盐酸做溶剂。但是 

vit B 在中性以下难于溶解，因此采用添加乙腈或 

碳酸氢钠溶液进行提取和溶解为好。维生素化合物 

对光均不稳定，应避光操作。 

3．2 固定相和流动相的选择 

水溶性维生素的水溶液是离子及分子的混合 

体，实验发现 c 柱对其分离有较高的选择性。c 。 

柱烷链长，憎水性强，对Vit c、Vit PP等小分子作用 

弱，保留时间短，几乎同时被洗脱 ，而对较大的分子 

vit B2保留时间长，峰平不易检出，故采用 C8柱。 

3．3 pH值对分离的影响 

结果表明，当pH值<4．5时，对 Vit c的峰面积 

影响最大，且 Vit B 和 Vit PP的色谱峰分离度变差； 

当pH值<3酸度较大对色谱柱不利；pH值 >5时 

Vit B 、Vit B2在碱性或中性条件下分解，选用 pH= 
，  

4．5，在该条件下分离较好，且各种维生素能共存。 

3．4 水溶性维生素溶液的稳定性实验 

大多数维生素对光、热、氧、酶和溶液 pH值较 

敏感、易被氧化分解，故应尽量避光并低温操作。在 

实验过程 中，采用其他 酸都不理想，后 采用 

0．000 1 mol／L~酸做溶剂，结果比较稳定。 

3．5 最低检出限和方法的精密度及准确度 

采用该方法对同一样品平行测定6次，并对样 

品进行加标回收实验，相对标准偏差分别为≤ 

4．5％，回收率均为92．0％一102．0％。 
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