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超临界流体色谱同时测定维生素!"，!#和烟酰胺

郭亚东
（昆明医学院药学系，云南 昆明%,""-$）

摘要：采用超临界流体色谱同时定量测定维生素制剂中维生素=!（核黄素）、维生素=-（烟酸）和烟酰胺的含量。在

>?!流动相中添加$,@（体积分数）的甲醇（含"A$@二乙胺），于填充柱上分离，检测波长为!%*60。上述-种维

生素在测定范围内，其浓度与相应的峰面积呈良好的线性关系（!!"A&&&），平均回收率为&+A-@"$"!A-@；,026
即可完成分析。其日内和日间峰面积测定的相对标准偏差（BCD）小于$A,@。该方法简便，样品前处理简单，可用

于上述-种维生素的快速分析。
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水溶性维生素对人们的生长发育和健康有着重

要作用。人们除了从水果和蔬菜中摄取外，还从添

加了维生素的食品和复合维生素制剂中补充人体的

需要，因此有必要建立快速、稳定的分析方法用于其

含量的测定。对维生素制剂中维生素=!（核黄素）、

维生素=-（烟酸）和烟酰胺测定的方法主要是高效

液相色谱法［$".］，采用该方法虽可取得较好的结

果，但其分析时间长，样品前处理麻烦。毛细管电

泳［,"+］、胶束电动毛细管电泳［*，&］等方法也可用于

其含量测定。本文建立了用超临界流体色谱同时测

定这-种维生素的方法，该方法样品前处理简单、分

析时间短、分离好，结果令人满意。

A 实验部分

ABA 仪器与试药

超临界流体色谱仪：F2)J56V54()CR-系统（英

国）。核黄素和烟酰胺对照品购自U16<1JI(K化学公

司（英国），烟酸购自E<K5J公司（英国），甲醇为高效

液相色谱纯，二乙胺为分析纯，>?!为超临界流体色

谱纯。

AB" 色谱条件

色谱柱：>3165（,#0，.A%002A4AW!,"00，

英国）；柱温：,"X；紫外检测器配有高压检测池，其

检测波长为!%*60；进样装置：带有$"#U进样阀

的自动进样器；流动相操作压力：!"VY1。

" 结果与讨论

"BA 流动相组成对分离的影响

只用>?!或者>?!加甲醇作流动相时，这-种

维生素不能完全分开；当在甲醇中加入少量二乙胺

后，其分离情况得到大大改善。表$给出了当流动

相的流速一定，在>?!中分别添加$"@和$,@（均
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为体积分数）的甲醇，并在这两种体积分数下的甲醇

中各分别添加!"#$和!"%$（均为体积分数）的二

乙胺时上述&种维生素的保留时间，可见流动相中

表! 流动相组成对"种维生素的保留时间的影响
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-)./’4’.’).3-).30’2-*./’53.$03)2

’()*(+,+-(.
)(/01,*234,

!（),-23+(1）／$!（567）／$

8,-,+-0(+-0),4／)0+

+09(-0+3)0:,+09(-0+09390:;0/(.13<0+
#! !=# &=!#> &=?&@ @=#@&

!=% A=B!C A=>%C C=@?!

#% !=# A=%?C A=@B& &=>A!
!=% #=>!B A=!CC ?=@>C

567：:0,-2D13)0+,=

甲醇和二乙胺的含量对保留时间的影响很大。本文

将#%$的甲醇（含有!=#$的二乙胺）添加到’EA
中作流动相，可使&种维生素的同时分析在短时间

内完成，分离结果令人满意。

676 流动相流速对分离的影响

当 流 动 相 组 成 为’EA 加#%$的 甲 醇（含 有

!"#$的二乙胺）时，将流动相流速从A"!)F·)0+G#

提高到&"!)F·)0+G#，对这&种维生素的色谱峰形

和分离情况都没有太大的影响，最后出峰的维生素

HA的保留时间仅从%"##)0+降为&"&@)0+。本文

采用A"%)F·)0+G#的流速进行分析，其色谱分离情

况见图#。

图! 样品（$）和对照品（%）的色谱图
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67" 线性关系考察

将&种维生素对照品各取适量，精密称定后用

甲醇稀释成含核黄素&!&!)I／F、烟酸和烟酰胺各

%!%!)I／F的混合标准溶液。取B个不同浓度的

对照品溶液按上述实验条件各进样&次，记录其色

谱图；以对照品质量浓度!（)I／F）为横坐标，对应

的峰面积"为纵坐标，绘制标准曲线，并求出回归

方程，结果见表A。可见上述&种维生素在适用浓

度范围内具有良好的线性关系。

表6 回归方程和相关系数

#$%&’6 :$&3%4$.3-)’<+$.3-)2$);,-44’&$.3-),-’**3,3’).2
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67= 精密度及稳定性试验

通过测定上述&种维生素的日内和日间的峰面

积，考察分析方法的精密度和样品的稳定性。在上

述实验条件下，连续进样C次，核黄素、烟酸和烟酰

胺峰面积的相对标准偏差（8Q5）分别为#"##$，

!"C%$和!"CC$；放置#:后测定其峰面积的8Q5
分别为#"##$，!"B!$和!"@#$。精密度和稳定性

均令人较为满意。

67> 回收率试验

精密称取已知含量的同一样品&份，分别加入

不同量的&种维生素对照品，按“A=B”节样品测定项

下的实验步骤进样分析，计算其回收率。结果核黄

素、烟酸和烟酰胺的回收率（平均值RQ5）分别为：

（>@"&R#"&?）$，（#!A"&R#"A%）$和（>C"!R
#"&B）$（具体结果见表&）。

表" 回收率试验结果
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!=A%! !=AB! #!?=!

M09(-0+3)0:, !=#A% !=#A? >>=#
!=A!! !=#>B >C=!
!=A%! !=A?# >B=?

67@ 样品测定

取昆明振华制药厂生产的复合维生素H（批号

>>!@!#）%片，碾碎后用%)F甲醇溶解并超声提取
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!"#$%，用"&’(!#滤膜过滤，适当稀释后在上述色

谱条件下进样分析，结果见表’。

表! 药片中维生素含量的测定结果（!)’）

"#$%&! ’&(&)*+,#(+-,-.(/&0+(#*+,1+,
2-**&)2+#%(#$%&(1（!)’）

*$+,#$% -,./010,$#/2／#3 4/,567/2／#3 89:／;
<$1=+$%,#$2/ >"?"" @?AA "?A"
<$1=+$%$1,1$2 " " "
8$.=B0,C$% >?(" >?’D ’?ED

345 讨论

（>）由于烟酸和烟酰胺的化学结构及性质相近，

因此当以FG!加甲醇作流动相时，这两种维生素难

以完全分开，且维生素H!的保留时间太长；若在流

动相中加入"&>;的二乙胺，这E种维生素可以完

全分开，且保留时间缩短，能够满足快速分析的要

求。通过调节甲醇和二乙胺的体积分数，可使色谱

峰形得到改善。

（!）分别以水、甲醇和乙醇作溶剂提取样品，结

果以甲醇溶剂提取效果最好。样品用甲醇溶解并超

声提取后，直接进样分析，不需要复杂的前处理。

（E）通过测定回收率、精密度并考察线性关系，

表明该方法可以用于同时测定这E种维生素，结果

令人满意。
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