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饲料添加剂 D
一

生物素的高效液相色谱分析

许鹏翔 袁东星

(厦门大学环科中心
,

厦门 3 6 2 0 0 5 )

摘 要 本文采用高效液相色谱法测定饲料中添加剂 D
一

生物素的含量
,

方法简便
、

准确
,

重现性

好
,

适用于饲料中 D
一

生物素的分析
。
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一

生物素 高效液相色谱法 饲料

D
一

生物素 (维生素 H )
,

也称生物活素 I
,

分子式为 lC
o
H

,。
N

Z
O sS

。

饲料级 2% D
一

生物素

是以无机载体和谷物粉为稀释剂将 D
一

生物素配成含量为 2%的饲料添加剂
,

其重量百分含量

一般在 1
.

8 ~ 2
.

4 %之间
。

饲料中 D
一

生物素的经典分析方法是分光光度法 lj[
。

该法样品制备复

杂
,

所需试剂种类较多
,

耗时长
。

本文作者采用高效液相色谱法分离分析 D
一

生物素
:

实验表

明
,

方法简便
、

省时
、

准确
,

且重现性好
。

1 实验

1
.

飞 仪器

美国 W a t e r S
高效液相 色谱系统

,

包括 W a t e r s s l o 泵
,

W
a t e r s U 6 k 进 样 阀 (进 样量

2 0川
J

)
,

w a t e r s 4 8 4 紫外可见分光光度检测器
,

上海大华仪表厂 自动台式记录仪
。

美国 B ec k m a n D U
一

8 紫外分光光度计
。

1
.

2 试剂

甲醇 ( H P L C 级 )
,

磷酸二氢钠 ( A
.

R )
,

磷酸氢二钠 ( A
.

R )
,

二次去离子水
。

D
一

生物素标样购 自美国 C he m S e r vi c e
公司

,

饲料添加剂样品由厦门华鼎动物饲料保健品

公司提供
。

1
.

3 样品制备

准确称取试样约 1 5 0 m g
,

置于 2 5m L 容量瓶中
。

加人约 Z o m L 二次水
,

于水浴中温热 15

分钟
,

冷却后定容至刻度
,

混匀
。

取 l o m l
,

于离心管中
,

高速离心后待用
。

称取约 5
.

o m g D
-

生物素标品
,

溶于二次水并定容至 25 m l
一 ,

此液作为标准液
。

1
.

4 色谱分析

色谱柱为 W a t e r s 拜b o n d p a k C
l :

柱
,

粒度 5拜m
,

内径 4
·

l m m
,

长度 3 0 om m
。

流动相为 2 0 %

( V / V ) 甲醇水溶液
,

其中含 Zm m o l N a H
Z
P O

4 ,

流速 l m L / m i n
。

检测波长设在 2 1 4 n m
。

定量

分析采用标准工作曲线法
,

分析结果以峰高计算
。
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2 结果与讨论

2
.

, 检测波长的选择

取 D
一

生物素标准液
,

以二次水为参比
,

在 1 90n m 至 3 50
n m 区间用 B ec km an 紫外分光光

度计进行扫描
。

紫外吸收光谱图表明
,

标液在 Z o 7n m 左右有最大吸收
。

考虑到波数太低时干

扰较大
,

本实验选择 Z 14n m 为液相色谱的检测波长
。

2
.

2 流动相中甲醇和缓冲剂浓度的选择

配制一系列不同浓度的甲醇水溶液作流动相
,

选择流动相中的最佳甲醇浓度
。

实验表明
,

以 2 0 % ( V / V ) 甲醇水溶液为流动相时
,

色谱保留时间适中
。

固定流动相中甲醇浓度为 20 %

( V / V )
,

往流动相中添加一定量的 N a H
Z
P O

、

和 (或 ) N a Z
H P O

、

作为缓冲剂
,

以改善峰型
。

实

验表明
,

含 20 % ( V / V ) 甲醇水流动相中加人 Zm m ol N a H
Z
P 0

4

时
,

D
一

生物素的色谱保留时

间合适
,

为 7 分钟
,

能与样品中的未知峰 (色谱保留时间约为 6 分钟 ) 完全分离
,

且峰型对

称
。

2
.

3 样品测试

对 D
一

生物素样品进行分析
,

求得饲料中添加的 D
一

生物素的含量为 2
.

31 %
,

符合其指标要

求
)

对同一样品连续测定和不同时间对同一样品分别测定的结果表明
,

方法的重现性好
,

令

人满意
。

3 结语

本研究工作建立了饲料添加剂 2% D
一

生物素的高效液相色谱分析法
,

方法简便
、

准确
,

且

重现性好
,

适用于饲料中 D
一

生物素的分析
。
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