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摘　要 :为了测定保健食品中的生物素的含量 ,建立方便可靠的测定方法 ,采用高效液相色谱法对保健食品中生物

素含量进行了测定。使用 Hypersil ODS色谱柱 (416 mm×250 mm ,5μm) ,以乙腈 + 0105 molΠL磷酸二氢钾 (15 + 85 ,pH

= 315)为流动相 ,检测波长 200 nm。方法的加标回收率为 8618 %～10610 % , RSD 为 814 % ,最低检出量为 015

mgΠkg。该方法简便、准确 ,有良好的重现性 ,技术参数指标符合食品理化分析的要求。
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Abstract : A HPLC method was established for the determination of biotin in health foods1 The HPLC used Hypersil ODS column ,

a mixture of CH3 CN + 0105 molΠL KH2 PO4 (15 + 85 , pH = 315) as mobile phase and UV detection at 200 nm. The recovery

was 8618 %～ 10610 % , The RSD was 814 % , the detection limit was 015 mgΠkg. The method is simple , accurate and

reproducible.
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　　生物素即维生素 H或辅酶 R ,是一种水溶性含

硫维生素。该物质为无色或白色结晶粉末 ,熔点为

230～232 ℃,易溶于水而不溶于酒精、氯仿及乙醚 ;

具有旋光性 ,在 011 molΠL 的 NaOH溶液中 [α]
22

=

92 ,在 234 nm紫外区有最大吸收峰 ,常温下生物素

不易被酸、碱、光及空气破坏 ,对热稳定 ,可进行高温

消毒[1 ]。

虽然人体生物素的需要量很低 ,但它以羧化酶

的辅酶形式微量存在于一切活细胞中 ,参与蛋白质、

脂肪和糖类的代谢 ,是动物机体维持正常生理机能

所必需的维生素之一。

对于生物素的分析 ,主要采用的方法是微生物

法[2 ,3 ]和高效液相色谱法[4 ,5 ] ,本实验在测定饲料添

加剂中生物素含量的高效液相色谱法[6 ,7 ]的基础上 ,

建立了适用于保健食品中生物素的高效液相色谱

法。该方法具有定性、定量准确的优点 ,技术参数指

标符合食品理化分析的要求。

1　材料与方法

111　仪器　高效液相色谱仪 (Waters 510 ,紫外检测

器) , EB - 330H 型电子天平 ( Shimadzu Japan) ,B -

2200E4超声波清洗仪 (Branson USA) ,无油真空泵

(Mich USA) ,水浴锅 (上海博迅实业有限公司医疗设

备厂) 。

112　试剂 　生物素对照品由 Sigma 公司提供 ,甲

醇、乙腈为保证试剂 ,磷酸二氢钾、磷酸等均为分析

纯 ,蒸馏水为重蒸水。

113　色谱条件 　色谱柱 : Hypersil ODS柱 , (5μm ,

250 mm ×416 mm) ;流动相 : 乙腈 + 0105 molΠL
KH2 PO4 (15 + 85) ,用 H3 PO4 调至 pH值为 315 ;流速

110 mlΠmin ;检测波长 200 nm ;柱温 :室温25 ℃。

114　对照品及试样溶液的制备　对照品溶液的制

备 精密称取生物素对照品 110 g ,加流动相稀释至

100 ml ,制成每 1 ml含 110×10 - 2 g生物素的对照品

溶液。

试样溶液的制备 　取 Ⅰ、Ⅱ, Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ5 种不

同剂型的保健食品进行实验 ,分别为片剂、胶囊、胶

丸、粉剂、口服液 ,试样的前处理如下。

固体试样　取试样研细 ,精密称取适量 (含生物

素 510×10
- 5～510×10

- 4
g) ,置 25 ml 容量瓶中 ,加

入适量流动相 ,超声处理 30 min ,定容 ,摇匀 ,过滤 ,

水浴蒸干 ,残渣加流动相溶解并转移至 2 ml 容量瓶

中 ,稀释至刻度 ,摇匀 ,过 0145μm滤膜 ,待上液相色

谱仪。

液体试样　精密吸取试样适量 ,加流动相稀释

至 25 ml ,摇匀 ,上液相色谱仪。
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2　结果与讨论

211　色谱条件和提取方法的选择　流动相的选择 :

对 5种流动相分离生物素的效果进行了考察 ,结果

如表 1所示。

表 1　不同的流动相对生物素的分离情况

编号 流动相 保留时间 (min) 分离情况

1 甲醇 +水 (25 + 75) 2182 峰形前伸并展宽

2 乙腈 +水 (15 + 85) 2153 峰形前伸并展宽

3 甲醇 + 0105 molΠL KH2PO4 (25 + 75 ,pH = 315) 9105 峰形不对称 ,有拖尾现象

4 乙腈 + 0105 molΠL KH2PO4 (15 + 85 ,pH = 315) 6180 分离效果最好

基线分离 ,峰形对称

5 乙腈 + 0105 molΠL KH2PO4 (12 + 88 ,pH = 315) 12111 分离效果最好

基线分离 ,峰形对称

　　由表 1 可知 ,乙腈 + 0105 molΠL KH2 PO4 (15 +

85 ,pH = 315)是分离效果最好的流动相 ,这是因为生

物素的化学结构中带有一个—COOH基团 ,是弱酸

性化合物 ,若在乙腈 +水构成的中性溶液中部分以

离子形式存在 ,极性较弱 ,因此在色谱柱上几乎无保

留 ,一般都在 3 min之前出峰且峰形前伸并展宽 ,为

此流动相需为弱酸性 ,使生物素以分子形式存在 ,降

低极性 ,增加在色谱柱上的保留值并改善峰形。

212　试样提取方法选择　由于生物素易溶于水 ,故

选择水、甲醇、流动相 3种提取剂进行分析 ,用水、甲

醇溶解超声提取的试样 ,生物素提取不完全 ,含量

低。用流动相溶解超声提取的试样 ,生物素提取较

完全 ,提取率达到 80 %以上 ,效果良好。

213　线性关系的考察 　精密吸取 110 ×10
- 2

g Πml

的生物素对照品溶液 011、015、110、510、1010 ml 于

50 ml 容量瓶中加流动相稀释至刻度 ,摇匀 ,制成如

表 2所示的浓度 ,各进样 10μl ,按上述色谱条件测

定峰面积 ,以峰面积值为纵坐标 ,生物素含量为横坐

标绘制校正曲线 ,计算的回归方程为 : y = 54 52815 x

+ 9 15713 , r = 01999 2 ,在 211×10
- 5～110×10

- 2
gΠml

范围内有良好的线性关系。

214　本方法最低检出量　015mgΠkg。

215　精密度试验 　精密吸取生物素对照品溶液

(110×10
- 3 gΠml) 10μl ,重复进样 5 次 ,测得生物素

峰面积的 RSD为 118 %。

216　稳定性试验

21611　试样提取后 ,分别每隔 2 h测定 1次试样中

生物素的含量。结果表明试样 Ⅰ、Ⅱ在提取后 10 h

内含量不会发生显著变化 ,保持稳定 (表 2) 。

表 2　稳定性考察Ⅰ 峰面积

试样 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h RSD %

Ⅰ 13700 14273 12769 12236 11564 815

Ⅱ 11357 10623 12030 10233 9996 712

21612　试样提取后 ,分别每隔 1 d测定 1次试样中

生物素的含量。结果表明试样中生物素含量随天数

的增加而变小 ,试样很不稳定 ,一周内便可观察到细

丝绒状晶体析出 (表 3) ,所以试样制备好后应尽快

进行试验。

表 3　稳定性考察Ⅱ 峰面积

试样 第 1天 第 3天 第 5天

Ⅰ 13700 10493 9953

Ⅱ 11357 9834 9322

217　重现性试验　取试样照上述测定方法提取、测

定 ,平行 5份 ,结果生物素峰面积的 RSD为 814 %( n

= 5) ,表明该方法测定试样中的生物素含量的重现

性良好。

218　回收率试验　采用加样回收法 ,取已知含量的

生物素试样Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ51000 g ,加入对照品溶

液 (210×10 - 4 gΠml) 110、210 ml ,按上述色谱条件测

定 ,计算回收率 ,结果 (见表 4)表明本法有良好的回

收率。

表 4　回收率实验结果

试样
称样量

(g)
本底值

(mg)
添加标准量

(mg)
试验测定
总量 (mg)

回收率
( %)

Ⅰ 51012 01170 01200 01342 9214

51132 01174 01400 01505 8810

Ⅱ 51113 01087 01200 01249 8618

51110 01087 01400 01426 8715

Ⅲ 41998 01205 01200 01402 9913

51231 01214 01400 01630 10216

Ⅳ 51002 01185 01200 01353 9117

41899 01181 01400 01507 8713

Ⅴ 10 ml 01220 01200 01416 9910

10 ml 01220 01400 01657 10610

219　试样含量测定 　对所选试样 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ

按“试样溶液的制备”进行处理 ,精密吸取试样溶
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液 ,按上述色谱条件 ,每个试样平行测定 2次 ,取平

均值。按校正曲线法计算各试样中生物素的含量 ,

测定结果见表 5。生物素标准品及试样Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ谱

图见图 1。

图 1　生物素标准品和不同试样 (Ⅲ)、(Ⅳ)、(Ⅴ)的色谱图

表 5　试样测定结果 ( n = 2) mgΠg

试品 (剂型) 成分 生物素含量 平均值

供试品Ⅰ(片剂)
维生素 C、维生素 D、维生素 B2、烟酸胺、生物素、维生素 B6、

维生素B12、、叶酸、泛酸

01033

01035
01034

供试品Ⅱ(胶囊)
维生素 A、维生素 B1、维生素 B2、维生素 C、维生素 E、生物

素、叶酸、泛酸、锌、铁、硒、铜、镁

010158

010182
01017

供试品Ⅲ(胶丸) 维生素 C、烟酸胺、维生素 E、维生素B12、生物素、葡聚糖
010395

010425
01041

供试品Ⅳ(粉剂) 生物素、维生素 A、维生素 D、维生素B1、维生素B12

01035

01039
01037

供试品Ⅴ(口服液) 维生素B6、生物素、烟酸胺、叶酸、泛酸、锌、铁、硒
01021 (mgΠml)

01023 (mgΠml)
01022 (mgΠml)

　　对于某些成分复杂、含油脂、色素较多、杂质干

扰大的保健食品 ,不适宜用该方法检测 ,可根据紫外

分光光度法的谱图参考使用 ,或采用其它的前处理

方法和检测手段来测定。
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