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摘　要　运用丙酮-( NH4) 2SO4-H2O 双水相萃取法对复杂样品进行预处理, 然后用荧光光谱法在

521nm 处测量有机相的荧光强度,建立一种分离、测定复杂样品中维生素 B2 的新方法。在最适条件下,该

方法的线性范围为 2. 0×10- 7—1. 4×10- 3mg/ mL ,检出限为 1×10- 8mg/ mL。该方法具有操作简便,萃取

率高, 干扰小等特点,可用于复杂样品中维生素 B2的分析测定。
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1　引言
维生素, 也称维他命,是促进人体内新陈代谢的重要物质 [ 1]。B族维生素是水溶性维生素中重

要的一类,当人体内缺乏 B族维生素时可能导致多种疾病的产生, 而人体自身又无法合成这些化

合物, 作为其中的一种重要组成部分维生素 B2( VB2, 又称核黄素) , 临床用于防治口角炎、唇干裂、

舌炎、阴囊炎、角膜血管化等维生素 B2缺乏症,因而引起人们的广泛关注。

用荧光光谱法测定样品中维生素 B2是目前最常用的测定方法,但由于复杂样品成分较复杂,

干扰物质较多,一些干扰物质消除不了,从而影响了测定结果。本实验在样品处理时,增加了一个双

水相萃取的纯化步骤, 利用水溶性有机溶剂丙酮在无机盐作用下能形成双水相体系, 建立了

丙酮-( NH4 ) 2SO4-H2O双水相萃取
[ 2]、荧光光谱测定 VB2的新方法, 分离其他干扰物质,达到进一步

提纯目的,提高分析的准确性。

2　实验部分

2. 1　试剂与仪器

RF-5031PC荧光分光光度计(日本岛津公司)。

核黄素(生物试剂)、丙酮、硫酸铵、盐酸、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、乙醇、草酸钾、醋酸锌、可溶

性淀粉、蔗糖、抗坏血酸、苯甲酸钠、草酸钠、氯化钾、氯化铁、硫酸锌、硫酸铜、硫酸锰、磷酸钙(以上

试剂均为分析纯, 西安试剂厂) ;维生素 B1 片( 10mg /片)、维生素 B6注射液( 50mg / mL)、多维元素

片(江西南昌桑海制药厂) ; 伊利儿童成长牛奶(健骨型 125mL)。实验用水为蒸馏水。

维生素B2标准溶液( 10mg / L ) : 准确称取 0. 0050g 维生素 B2, 用热蒸馏水溶解, 冷却后转入

500mL 容量瓶中, 用蒸馏水稀释至刻度,摇匀,转入棕色瓶中保存。

伊利儿童成长牛奶(健骨型)待测液: 取一盒125mL 的伊利儿童成长牛奶(健骨型)倒入 250mL



的锥形瓶中,加入 5. 00mL 无水乙醇( AR)、5. 00mL 1%草酸钾溶液,摇匀, 再加入 2. 00mL 醋酸锌

溶液,混匀,待固体下沉后,用滤纸过滤, 定容于 500mL 容量瓶中, 作为待测液, 转入棕色瓶中保

存[ 3]。

多维元素片待测液: 取一片多维元素片研磨成粉末, 用热蒸馏水溶解, 用滤纸过滤,定容于

250mL 的容量瓶中, 用蒸馏水稀释至刻度,摇匀, 稍后量取 5. 00mL 溶液稀释定容到 50mL 容量瓶

内,作为待测液,转入棕色瓶中保存
[ 4]
。

2. 2　实验方法

准确移取 2. 00mL 的 VB2溶液于 10mL 比色管中,加入 2. 00mL 丙酮、1. 0000g 的硫酸铵及一

定量的蒸馏水,振荡静置 6min分层,移取上层清液于 521nm 处测量荧光强度。

3　结果与讨论

3. 1　荧光光谱

在使用丙酮-( NH4) 2SO 4-H2O 双水相体系荧光法测定VB2时,选用 449nm 为激发波长,发射波

长则选用VB2的最大发射波长 521nm 为工作波长。

3. 2　实验条件优化

3. 2. 1　有机溶剂丙酮用量的选择

不改变其他实验条件和试剂用量而改变丙酮用量进行实验, 结果表明,当丙酮用量为 2. 00mL

时有机相荧光值最大, 故本实验选用丙酮用量 2. 00mL。

3. 2. 2　无机盐硫酸铵用量的选择

不改变其他实验条件和试剂用量而改变硫酸铵用量进行实验, 结果表明,当硫酸铵用量为

1. 0000g时有机相荧光值最大,故本实验选用硫酸铵用量 1. 0000g。

3. 2. 3　萃取时间的选择

不改变其他实验条件和试剂用量而改变萃取时间进行实验, 结果表明, 当静置时间为 6m in 时

有机相荧光值最大,故本实验选用萃取时间 6min。

3. 2. 4　酸度的选择

不改变其他实验条件和试剂用量而改变溶液酸度(用盐酸,磷酸二氢钠-磷酸氢二钠缓冲溶液

来调节)进行实验,结果表明,在 pH= 4—6时,有机荧光强度大而稳定,几乎与酸度无关。由于本实

验体系中存在高浓度( NH4 ) 2SO4 ,构成了 NH
+
4 -SO

2-
4 酸碱缓冲溶液。经测定, 缓冲溶液 pH 值为

5. 42,正好在最佳酸度范围内,所以在通常情况下,体系不需要专门使用外加酸、碱来控制酸度。

3. 3　萃取率

在上述最佳实验条件下, 按实验方法测定丙酮-( NH4 ) 2SO4-H2O 双水相体系中 VB2浓度在

2. 0×10
- 7
mg / mL至1. 0×10

- 4
mg/ mL 范围内的萃取率。结果发现萃取率都在 84%以上,且VB2在

2. 0×10- 7—1. 0×10- 4mg/ mL 浓度范围内与荧光值呈线性关系。表明此方法比较适合对维生素B2

的萃取。结果见表 1。
表 1　维生素 B2的萃取率

VB2 浓度( �g/ mL) 0. 0002 0. 0020 0. 0060 0. 0100 0. 1000

I f 1. 299 10. 757 33. 893 68. 990 471. 812

萃取率( % ) 84. 69 89. 60 90. 42 86. 93 92. 78
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3. 4　共存物质的影响

实验发现,维生素 B2的丙酮-( NH4) 2SO4-H2O双水相体系中, 对 1. 0×10- 5mg/ mL 的 VB2 进

行干扰实验, 当允许相对误差为±5%时,结果表明 4000 倍的可溶性淀粉、蔗糖、草酸、K
+、Na

+、

Zn
2+、Cu

2+ 、Ca
2+、Mn

2+ 、Fe
3+ 、Cl

- 、SO
2-
4 、PO

3-
4 不干扰; 800倍的抗坏血酸不干扰; 400倍的苯甲酸

钠不干扰; 10倍的维生素 B1、维生素 B6不干扰。

3. 5　校准曲线绘制、精密度和检出限

在最佳实验条件下, VB2 的质量浓度与荧光强度在 2. 0×10- 7—1. 4×10- 3mg / mL 的范围内呈

线性关系, r 2= 0. 9908。

对浓度为 1. 0×10
- 5
mg / mL 的 VB2 标准溶液进行 11 次平行测定,所得方法的相对标准偏差

为 0. 27%。按照 IUPAC的建议,计算得方法的检出限为 1×10- 8mg/ mL。

3. 6　样品分析

3. 6. 1　伊利儿童成长牛奶(健骨型 125mL)

用吸量管准确移取伊利儿童成长牛奶(健骨型)待测液 2. 00mL 于比色管中,按照实验方法, 用

与测定标准系列时相同的条件测定其荧光强度。根据所测得的相对发光强度可计算出样品中维生

素 B2含量为 0. 1885mg / L。

3. 6. 2　多维元素片

用吸量管准确移取多维元素片待测液 2. 00mL 于比色管中, 按照实验方法, 用测定标准系列时

相同的条件测定其荧光强度。根据所测得的相对发光强度可计算出样品中维生素 B2 含量为

0. 9508mg/ L。

3. 7　加标回收实验

为了进一步说明方法的准确性,做了加标回收率实验, 分别取 5. 00mL 样品溶液,向其中加入

1. 00mL 标准样品溶液,测得加样回收率,结果见表 2。
表 2　回收率的测定 ( n= 3)

试样名称
样品量

( mg/ L)

加标量

( mg/ L)

回收量

( mg/ L)

回收率

( % )

伊利儿童成长牛奶(健骨型) 0. 1885 0. 30 0. 5035 105

多维元素片 0. 9508 1. 00 1. 9608 101

4　结论
本实验主要通过丙酮-( NH4 ) 2SO4-H2O 双水相萃取对样品进行预处理, 然后确定实验的最佳

条件,做出校准曲线,然后对样品进行测定,并通过回收率实验进行对照,并测定一些离子和有机物

对实验的干扰。可得知本实验采用的丙酮-( NH4) 2SO 4-H2O 双水相萃取、荧光光谱法测定 VB2的方

法能较好的满足复杂样品中 VB2的测定。且此方法操作简单,检出限低,灵敏度高,回收率高,可用

于复杂样品中维生素 B2的分析测定。
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Determination of Vitamin B2 of Various Compl ex Samples

by Fluorescence Spectrometry

M A M ing-Yang　QU Ying-Juan　L I Chen-Lu
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Abstract　The complex samples w ere disposed w ith aqueous tw o-phase ex tract ion based on
acetone-( NH4) 2SO 4-H2O, and the f luorescent intensity of organic phase in 521nm was determined by

fluorescence spectrometry . A new method for the separat ion and determination of complex samples of

vitamin B2 was established. Under the optimum conditions, the linear ranges of this method w as

2. 0×10- 7—1. 4×10- 3mg/ mL, and the detection limit was 1× 10- 8mg/ mL . This method has

advantages such as simple operat ion, high ext raction rate, lit tle interference, etc. , and is suitable for

determinat ion of vitamin B2 in complex samples.

Key words　Aqueous T w o-Phase Extraction; Vitam in B2; Fluorescence Spectrometry ; Acetone;
Ammonium Sulfate
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