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样品信息

样品名称 叶酸片有关物质 样品性状 黄色片剂

收样日期 2025/2/17 测试期间 2025/02/17~03/04

测试成分及结构式

叶酸

实验要求

开发方法，优先使用客户流动相体系，现有方法中的条件和柱子规格类型都可以更改。

提供 11种杂质:杂质 A、杂质 C、杂质 D、杂质 E、杂质 G、杂质 H、对氨基苯甲酸、杂质 J、

杂质 K、杂质 L、杂质固体单标和叶酸片供试品。要求杂质分离度 1.5，峰形良好，空白溶剂不干

扰。主峰前后杂质峰分离度大于 1.5。

参考方法

无

试剂信息

试剂名称 级别 品牌

甲醇 色谱纯 月旭

磷酸二氢钾 分析纯 国药

氢氧化钠 分析纯 国药

仪器信息

测试仪器 仪器型号

高效液相色谱仪 安捷伦 1260

1. 试验过程

1.1.色谱条件
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1.2.溶液配制

1.2.1. 流动相配制

取 6.8g 磷酸二氢钾和 150mg 氢氧化钠，加入 1000mL 超纯水，溶解后抽滤，超声脱气，即

得。

甲醇：取适量色谱纯甲醇，超声，即得。

1.2.2. 稀释剂 A:0.1N氢氧化钠

1.2.3. 稀释剂 B:含有 11.16 g/L 磷酸二氢钾和 5.50 g/L磷酸氢二钾的溶液混合:甲醇=90:10

1.2.4. 单标储备溶液(约 1mg/mL):取适量杂质单标加 1mL稀释剂 A溶解，加稀释剂 B定容到 5mL，

进样。

1.2.5. 单标溶液（约 20μL/mL）：单标储备溶液 20μL，稀释剂 B定容至 1mL。

色谱柱： Ultimate® Polar RP（4.6×250mm,5μm）

流动相： 流动相 A：6.8g/L 磷酸二氢钾溶液（0.15g/L 氢氧化钠） 流动相 B：甲醇

流 速： 0.9mL/min

进样量： 20μL

柱 温： 30℃

检测器： UV

检测波长： 280nm

梯度程序

时间（min） A（%） B（%）

0 100 0

10 100 0

23 88 12

35 87 13

45 65 35

52 100 0

70 100 0

注意事项 /
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1.2.6. 混标溶液：取 11种单标储备溶液各 20μL，稀释剂 B定容至 1mL。

1.2.7. 空白溶液：稀释剂 A 1mL加稀释剂 B定容至 5mL，过滤，进样。

1.2.8. 供试品溶液：取本品 2片至 10mL量瓶中，加稀释剂 A超声 30min使溶解，放冷，加稀释

剂 A定容，离心取上清液 2mL至 10mL量瓶中，加稀释剂 B定容，过滤，进样。

2. 谱图和数据

（1）空白溶液图

（2）杂质 A单标溶液图

（3）杂质对氨基苯甲酸单标溶液图
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（4）杂质 C单标溶液图

（5）杂质 D单标溶液图
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（6）杂质 E单标溶液图

（7）杂质 F单标溶液图
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（8）杂质 G单标溶液图

（9）杂质 H单标溶液图
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（10）杂质 J单标溶液图

（11）混标溶液图
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（12）供试品溶液图
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（13）供试品溶液满量程图

3. 结论

使用月旭 Ultimate® Polar RP（4.6×250mm,5μm），在此色谱条件下，能满足客户检测需求。


