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测 试 报 告  

样品信息 

样品名称 叶酸片  项目编号 SHGZL-20230705-007 

样品批号 / 样品性状 客户配置的溶液 

收样日期 2023/07/10 测试期间 （2023/7/20~2023/8/4） 

标样信息 

名称 规格 数量 

系统适用性溶液 约 1 mL/瓶 1 

杂质 A，对氨基苯甲酸，杂

质 M，杂质 J/K，杂质 L，杂

质 C，杂质 F，叶酸，杂质 E，

杂质 D，杂质 G，杂质 H 

各约 1 mL /瓶 各 1 

叶酸原料 约 0.1 g/瓶 1 

实验要求 

客户做的杂质数目比应用报告多，反馈参考应用报告的液相条件，调整水相 pH 和梯度洗脱中的时

间，同一台液相，不同天配置的流动相，配置方式一样，杂质 F 和 C、杂质 E 和 D 的分离重现性

不好，有时能分开，有时会重合。因为杂质 J 和杂质 K 的结构式相似，合并计算。怀疑方法不稳定，

杂质对流动相 pH 敏感，想送样优化方法。要求分离度满足要求，且方法重现性好。 

参考方法 

实验室方法 
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试剂信息 

试剂名称 级别 品牌 

甲醇 色谱纯 月旭科技 

磷酸二氢钾 分析纯 阿拉丁 

仪器信息 

仪器厂家 仪器型号 

Agilent 1100 

1. 试验过程 

1.1. 色谱条件  

1.2. 溶液配制 

1.2.1. 流动相配制 

精密称取 6.8g+_0.001g 磷酸二氢钾，溶于约 800mL 超纯水中溶解；预先配置 0.1mol/L 氢氧化

钠溶液，称样量+_0.001g，用量筒准确量取 100mL 碱溶液备用。将量取的碱溶液缓慢加入已溶

色谱柱： Ultimate ALK-C18（4.6×250mm,5μm） 

流动相： 流动相 A：0.05M 磷酸二氢钾（pH5.51）；流动相 B：甲醇 

流  速： 2.0mL/min 

进样量： 20μL 

柱  温： 30℃ 

检测器： 紫外 

波长： 280nm 

洗脱程序 

时间（min） 流动相 A（%） 流动相 B（%） 

0-5 100 0 

18-30 88 12 

40-43 68 32 

43.1-50 100 0 

注意事项 

样品溶液上机时已出现一定程度变质，遂将此项目关注点放在同一流动相条件下
的谱图重现性上，优化流动相配置 pH 稳定性，将优化后的方法转移至客户后，

由客户对分离度重现性进行考察。 
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解的磷酸二氢钾溶液中，观察 pH 变化，达到目标 pH 后，停止加入碱溶液，记录所需碱溶液

体积。再在缓冲盐溶液中加入超纯水定容至 1L。 

后续配置只需量取固定体积的碱溶液加入固定称样量的缓冲溶液中，即可达到固定的 pH。 

配置前需注意 pH 计校准。 

1.2.2. 对照品溶液配制 

直接上机。 

1.2.3. 供试品溶液配制 

直接上机。 

2. 谱图和数据 

（1）系统溶液——使用人员 1 配置的流动相 
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（2）系统溶液——（次日）使用人员 2 配置的流动相 

 

3. 结论 

使用月旭 Ultimate ALK-C18（4.6×250mm,5μm，300A）在此色谱条件及流动相配置方法下，满足重

现性需求。方法转移客户，测试后反馈分离重现性良好。 

报告人:Aimee Kuang 

审核人：Tim 

日  期: 2023/09/21 


