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生物素又称维生素 H．是一种含硫元素的环状 

化合物。其有多种同分异构体，其中，右旋异构体 

D～生物素存在于自然界．并具有维生素活性。生 

物素是人们在研究酵母及其微生物成长素的过程中 

发现的 作为成长素．其在动物营养中需要量很 

少．但对生物的生理功能是不可替代的．参与动物 

体内主要代谢过程 (脂肪、蛋白质、核酸及糖类代 

谢)．还作为辅酶成分参与其他营养物质的代谢过 

程．是畜禽正常生长、饲料转化、繁殖所必需的。 

生物素缺乏．可造成动物生长缓慢，食欲不振．因 

此．是备受关注的维生素添加剂。 

生物素属于水溶性 B族维生素．有较好的稳 

定性 ，强酸、强碱、紫外线 、高温可使其分解 。 

2％D一生物素作为饲料添加剂多年来被广泛使用． 

有喷雾型和稀释型两种剂型 喷雾型生物素是将生 

物素均匀地分布在一种水溶性的基质内经过喷雾干 

燥而成 。均匀度好 ，市场用量较多 ．要进行含量分 

析，必须先把颗粒打开使生物素释放出来，因此 。 

用溶剂萃取后再比色的方法是无法测得生物素含量 

的 稀释型生物素是将生物素的细粉用粉状载体直 

接稀释而成．可以直接用溶剂萃取。用分析喷雾型 

生物素的方法可以适用于稀释型的产品．但是 ．分 

析稀释型生物素的方法不一定能用于喷雾型的生物 

素产品。本文主要介绍 了用反相高效液相色谱法测 

定生物素的分析方法 

二、实验部分 

(一)试剂和溶液 

1．乙腈：色谱纯。 

2．三氟乙酸。 

3．盐酸溶液 ：C(HC1)=3．0 mol／L，量取 250 

mL盐酸于 1 000 mL容量瓶 中．用水稀释定容至刻 

度。 

4．0．05％三氟乙酸溶液：浓度为 0．05％ (体积 

分数)．移取 0．50 mL三氟乙酸于 1 000 mL容量瓶 

中，用超纯水定容至刻度。 

5．提取剂 ：0．05％三氟 乙酸溶液 +乙腈 = 

(75+25)。 

6．D一生物素对照品：D一生物素含量 ≥99．0 。 

7．D一生物素标准贮备溶液：称取约 100 mgD一 

生物素对照品．置于 50 mL的容量瓶中．用提取 

剂溶解．并稀释定容至刻度，摇匀。该标准贮备液 

每毫升含生物素 2．0 mg。 

8．D一生物素标准工作液 ：准确吸取 D一生物 

素标准贮备液 1．00 mL于 10 mL容量瓶中 ．用提取 

剂稀释定容至刻度．摇匀。该标准工作液每毫升含 

生物素 200 t．Lg 

(二 )仪器和设备 

1．超声波水浴 

2．超纯水装置 

3．高效液相色谱仪 ．带紫外可调波长检测器 

(或二极管矩阵检测器)。 

(三)D一生物素含量的测定 

1．试样溶液的制备 ：准确称取试样约 0．500 0 g 

(准确至 0．000 1 g)，置于 50 mL的容量瓶中，加 

约40 mL提取剂溶液 ．在超声波水浴中超声提取 

15 min．冷却到室温 ，用提取剂溶液定容至刻度 ， 

混匀．溶液过 0．45 izm滤膜．供高效液相色谱仪分 

析 ．色谱图见图 1 
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图 1 生物素色谱圈 
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2．色谱条件：(1)固定相：C18柱，内径 4．6 

mm，长 250 mm，粒度 3 txm。(2)流动相 ：0．05％ 

三氟 乙酸溶液+乙腈 = (75+25)。 (3)流速 ：1．0 

mL／min。(4)检测器 ：紫外可调波长检测器 (或二 

极管矩阵检测器)，检测波长 210 ni／1。(5)进样量 ： 

20 L。 

3．结果计算：试样中D一生物素 (C 0H 6N2O S) 

含量X以质量分数 ( )表示，按式 (1)计算： 

)(= ×10 ×100 (1) 人一 1 一 x x L 

式中： 

Pi——试样溶液峰面积 ： 

C——D一生物素标准工作液浓度．单位为微克 

每毫升 (p~g／mL)； 

5O——试样溶液稀释倍数 ： 

P厂 D一生物素标准工作液峰面积； 

m——试样质量，单位为克 (g)。 

4．生物素不同浓度标准溶液与峰面积响应值线 

性关系：分别吸取 D一生物素标准贮备溶液 0．25、 

0．50、1．o0、2．00、4．00 mL，用流动相稀释定容至 

10 mL，浓度 分别 为 ：50．00、100．00、200．00、 

400．00、800．00 p,g／mL，进样 20 至 HPLC。标 

准曲线见图 2。回归系数为0．999 76．当生物素的 

浓度在 50．00~800．00~g／mL范围内时 ．浓度 和峰 

面积之间存在很好的线性 

O Amount[ng／~l 

图 2 生物素标准溶液工作曲线 

5．生物素检验结果与标示量 对比 (准确度 )： 

选取不同厂家 (生产工艺不同)、不同批号的产品， 

按照本方法确定的实验条件进行含量的测定 。结果 

(见表 1)表 明，按照本方法测定样品含量 ，均为 

样品标示量的 99％以上 

6．方法精密度 (重复性)：选取同一生物素饲 

料添加剂样品．按照本方法确定的条件进行重复实 

验．制备 5份溶液，测试生物素的含量。测定结果 

(见表 2)表明，对于同一样品，重复测定 5次， 

其变异系数 (CV)为 1．5 。 

7．同一分析者对同一试样同时两次平行测定 

结果相对偏差：选择不同产品做两次平行测定。测 

定结果 (见表 3)表明，本方法两次平行测定结果 

相对偏差均小于5．O％。 

表 1 不 同厂家的产品含量检验结果与标示量对比 ％ 

表 2 同一样 品重复测定 5次结果 

测定次数 生物素含量 

样 品代号 生物素含量 相对偏差 

三、结果与讨论 

本文采用峰面积外标法对生物素定量测定，实 

验结果表明．2％D一生物素含量测定结果最小值为 

1．99％，最大值为2．27％，本方法适用于不同生产 

工艺合成的饲料添加剂 2％D一生物素的测定。 
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2008年发布的农业国家标准名目 

编者按：本刊今年第 1-2期选登了国家质量监督检验检疫总局 2008年发布的第 1号至第 10 

号国家标准批准发布公告中与农业有关的国家标准名目．本期继续刊出2008年第 10号至第 12 

号公告中与农业有关的国家标准名目，以飨广大读者。 

序号 标 准 号 标 准 名 称 代替标准号 实施 日期 

l GB／T 22104—2008 土壤质量 氟化物的测定 离子选择电极法 2008一l0—1 

土壤质量 总汞、总砷 、总铅的测定 原子荧光法 第 1 2 GB厂r 22105
．1—2008 2008—10—1 部分

： 土壤中总汞的测定 

土壤质量 总汞、总砷、总铅的测定 原子荧光法 第 2 3 GB／1r 22l05
．2—2008 2008—10—1 部分

： 土壤中总砷 的测定 

土壤质量 总汞 、总砷 、总铅 的测定 原子荧光法 第 3 4 GB／T 22105
．3—2008 2008一l0一l 部分

： 土壤中总铅 的测定 

5 GB／T 22109—2OO8 地理标志产品 政和 白茶 2008—10一l 

6 GB／T 221 10—20O8 食品中反式脂肪酸的测定 气相色谱法 2009一l一1 

7 GB／]r 22l1l一2008 地理标志产 品 普洱茶 2008一l2—1 

8 GB／]r 4928～2008 啤酒分析方法 GB／1r 4928—2O01 2009—6—1 

9 GB 6142—2008 禾本科 草种子质量分级 GB 6142—1985 2009一l—l 

l0 GB 4l43—2008 牛冷冻精液 GB／T 4143—1984 2009一 l—l 

11 GB 4853—2008 食 品级 白油 GB 4853—1994 2009—1—1 

12 GB／T 2214l一2008 饲料添加剂 复合酸化剂通用要求 2008一l0—1 

13 GB／T 22142—2008 饲料添加剂 有机酸通用要求 2008—10一l 

14 GB／T 22143—20O8 饲料添加剂 无机酸通用要求 2008一l0一l 

15 GB，r 22144—2008 天然矿物质饲料通则 2008—10一l 
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鉴别 D一型、L一型或 DL消旋生物素．我们首 

先采用提纯方法．根据生物素在常温水微溶的特 

性 ．用 0．1 moFL的盐酸溶液洗涤并除去 2 生物 

素样品中的辅料 ．得到提纯的纯生物素 该生物素 

烘干后 ．用 4 g／L的氢氧化钠溶液溶解 。用于旋光 

测试．旋光值应在 89～93附近。但是．目前2％生 

物素的辅料有糊精和淀粉 通过实验．以淀粉做辅 

料的生物素加入盐酸后呈粘稠状 ．用离心和抽滤的 

方法．都无法得到纯生物素．该方法只适用于用糊 

精做辅料的生物素的鉴别 采用离子交换树脂净化 

萃取方法 ．该方法同样不适用于以淀粉为辅料的 

2％生物素 ．样品吸附在柱上用 0．1 mol／L的盐酸溶 

液无法淋洗下来。用 4 g／L的氢氧化钠溶液淋洗 

后，测旋光值很小．该方法也不适用。按照欧洲药 

典或美国药典旋光法鉴别纯生物素的方法．因不同 

厂家产品辅料的比例无法确定．因此空白样品浓度 

无法确定．该方法也不适用。 

生物素具有 3个手性中心 ．合成工艺属不对称 

合成 ，其工艺路线长，有十几步化学反应 ，对反应 

的要求高，生产难度大。由于 D一生物素生产工艺 

复杂 ．从技术上分析 ．要生产 出 L一型或 DL消旋 

的生物素．几乎需要重新开发同等复杂的合成路线 

与生产装置．目前市场上还未发现存在 L一生物素 

或消旋的生物素．因此，2％D一生物素的鉴别方法 

可用液相色谱保留时间定性。 (作者单位：中国 

农业科学院农业质量标准与检测技术研 究所 北京 
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