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反相离子对色谱法同时

测定饲料中多种水溶性维生素

戴 军 程红专 王德和

(中央研究设计所 )

摘要 本文首次提出一 种简便
、

快速地同时测 定配合饲料中多种水溶性维生素的反

相离子时 H P L C方法
。

此方法用合适的波长和灵敏度程序检测
,
以抑制和排除杂质

峰的干扰 ; 在样品预处理上
,

采取特珠措施以防止维生素的分解
,

减少杂质含量
。

关键词 多种水溶性维生素 ; 配合饲并 ; 离子时色谱 , 程序检刚

0 前
一

言
`

近车来
,

国外有人试用 H P L c 同时分离测定多种水溶性维生素 工̀ 一 , 1 ,

但一般局限于药物

分析
,

关于饲料这种比较复杂的体系中多种水溶性维生素的同时分析测定
,

国内外都未见报

道` 本文参考国外方法 ; 针对饲料的具体情况
,
一

使用反相离序对色谱技术
,

编制合适的波长

和灵敏度程序检测
,

来抑制和排除杂质峰的干扰
,

提高维生素响应值
,

并在样品预处理上
,

采取特殊措施 以防止维生素的分解
,

减少杂质含量
,

从而成功地对预混合饲料中 5种 水 溶性

维生素进行了一次性同时分离和定量测 定
,

用此方法研究不同工艺条件下饲料中各种维生素

在生产贮存过程中的稳定性问题
,

取得较好的效果
。

此法比单个测定维生素省时
、

省力
、

省

费用
。 .

1 实
)

验方法

仪器 W
a t e r s 2 0 9型高压液相色谱仪

。

试剂 皆A
·

R级 (国产或进 口 )
。

缓冲溶液 ( p H 3
.

6) 在超纯水中加入适量的冰醋酸
、

三 乙胺配制
。

标准溶液 精确称取烟酸 20 一 12 0 m g ,

盐酸毗哆醇 1一巧 m g ,

硝基硫胺素 2一巧 m g ,

核 黄 素

2一 3 2 m g ,

转入 s o o m l棕色容量瓶中
,

加入 r o m l a 一

硫代甘 油
, 4 0 o nt l缓 冲 液

,

超 声 振 荡 3 0

m i n ,

加入 75 m l甲醇
,

混匀
,

再用缓冲液稀释至刻度
,

作贮备液存冰箱中
。

开机时
,

精确称取 2一巧 m g抗坏血酸
,

转入 1 00 lm 棕色容量瓶中
,

用上述贮备液稀 释 至

刻度
,

再用 0
。

4 5协微孔膜过滤
。

样品处理 准确称取样品 10 9左右
,

放入棕色广口 瓶中
,

加入 4
。

。m l冰醋酸和 6
。

o m la
一

硫代甘

油
,

再加 Z o o
.

o m l缓冲液
,

强力搅拌 3 o m i n ,

再加 0
.

5 5 9铜铁试剂
,

搅拌 l o m i n ,

静 置一 1
。

5

h
,

离心
,

取上清液用。
。

4 5协微孔膜过滤
。

本文 1分吕9年 1 1月 1 日收对
。
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检测程序 我们测得 5种水溶性维生素的紫外吸收曲线

如图 1所示
。

考虑到避免饲料样品中杂质的紫外吸收干

扰
,

经试验得到最佳检测波长和灵敏度程序为
:

o m i n
2 5 4 n m

0
。

S A u F s ` 6 m i n
2 9 0 n

,

m

0
。

0 5 A u F s

8
。

s m i n
2 4 5 n m

0
.

o 5 A u F s咔

1 8 m i n 4 4 4 n m
0

。
0 5 A u F s , 2 7 m i n

色谱条件 色谱柱
u

B
o n d a p a k C l:

中3
.

g n m x 3 o c m

( W at er s
)流动相

:
经多种条件试验

,

得到 最佳 流动相

组成为
:
甲醇

:
水 = 1 5 : 8 5 ( v

/
v )并含 o

.

o o s m o l / l庚烷

磺酸钠
,

O
。

5 %三乙胺
,

50 m g 1/ 的 E D T A
, p H

= 3
。

6 (用

冰醋酸和三乙胺调节 )

1 ` l m l / m i n

流速
: 。

.

s m l/ m in / 2 1 ` 2 7`
\ 一卫

, s m l / m i n

1 7 ,O , 1 {

气 (。

认
, ` 。。

1一 V
一 e Z一 V P P , 3 V

一

B 6

4一 V
一

B 1 5一 V
一

B Z

图 1 5 种维生素在流动相 中

的紫外吸收曲 线

积分仪衰减
: 1 0 2 4纸速

: s m i n
c/ m柱温

:
28 ℃ (室温 )

表 1 各种维生素的线性回归方程

杭坏血酸

( V
一

C )

峰高 (X )

含量夕(协g / m l )

回归方程

1 0 7
。

4 7 9 2 2 6
。

7 1 3

2 6
。

6 4 5 3
。

2 8

3 7 7
。

5 1 2

7 9
。

9 2

5 1 0
。

0 9 9

10 6
。

5 6

6 4 4
。

9 0 5

1 3 3
。

2

= 0
。

1 9 5 9 6 x + 6
。

7 6 0 9 1 下 = 0
。

9 9 9 5 4

烟 酸

( V P P )

峰高 ( X )

含量 , (协 g / m l )

回 归方程

夕

2 1 1
。

0 4 5

4 4
。

2

3 3 0
。

8 5 9

8 8
。

4

4 8 1
。

5 8 9

1 3 2
。

6

6 0 5
。

8 7 3

1 7 6
。

8

7 5 4
。

3 8 5

2 2 1

穿 ” 0
。

3 2 4 18 x 一 2 1
。

9 5 1 3 2

酸盐咄哆醉

( V
一

B
。 )

峰高 (X )

含量 夕(件 g / m l )

回 归方程

1 12
。

6 2 4

5
。

3 6

2 1 7
。

7 1 3

1 0
。

7 2

3 1 4
。

8 1 4

下 = 0
。

9 9 9 3 5

4 0 2
。

4 6 2

1 6
。

0 8 2 1
。

4 4

5 2 2
。

1 3 4

2 6
。

8

封 = 0
。

0 5 3 2 9 x 一 0
。

6 4 8 9 4 犷 = 0
。

9 9 8 9 4

戏 基硫胺素

( V
一

B一)

峰高 ( X )

含量 y (协g / m l )

回归方程

。

6 3 8

。

16

1 4 6
。

9 4 2

1 0
。

3 2

2 2 1
。

74 4

15
。

4 8

2 9 7
。

6 0 9

2 0
。

6 4

3 8 3

2 5

。

4 3 6

。

8

红 = 0
.

0 6 7 7 6 x + 0
。

1 8 8 9 7 犷 = 0
。

9 9 9 1 6

核 黄 素

( V
一

B
Z )

峰高 ( X )

含量夕 (件 g / m l )

回归方
.

程

7 7
。

2 0 0

1 2
。

2 8

1 4 9
。

1
.

4 8

2 4
。

5 6

2 2 9
。

9 0 9

3 6
。

8 4

3 0 5
。

5 8 0

4 9
。

12

3 8 1
。

5 3 6

6 1
。

4

y 兰 0
。

1 6 0 4 6x + 0
。

14 5 7 6 犷 = 0
,

9 9 9 8 9
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结果与讨论
;

标准曲线和回收率试验

根据本饲料研究课题中维生素的强化量范围
,

配制 5 个不同浓度的混合标样系列
,

测得

,月.2

此标准曲线的一元回归方程于表 ( 1 )
。

由外标法测得 6种不同预混合饲料样品中 5种维生素的平均回收率及变异系数于表 ( 2 )
:

混合标样和饲料样品色谱分离图分别见图 2和图 3
。

甲` 司
以石` .

2 0 二 0 刃 刁0

日寸间 ( m i: 、 )

一一 V
一

C ; 2一一 V p p ; 3一一 V
一

B。 ;

一一 V
一

B
I ; 5一一 V

一
B Z;

i

孟
” 一 ,岛

: ” 百,
`

日寸dIJ (。 , ;
一

” )

1 一一 V
一

C Z 一一 V p p ; 3

4 一一 V
一

B I ; 5一一V
一

B Z

_ _ V
一

B 6

图 2 混合标样色谱分 离图 图 3 饲料样品 色谱分 离图

表2 本法测定预混饲料中维生素的回收率及变异系数

维生素名 抗坏血 酸
烟 酸 盆酸吮哆醇 稍基硫胺素 核黄素

平均回收率 ( % )

变异 系数 ( % )

9 6
。

3

4
。

9

9 7
。

8

4
。

5

9 9
。

1

3
。

8

9 8
。

9

3
。

4

9 6
。

8

1 0
。

0

2
。

2 其他样品的测定效果

本方法曾用于测定全价配合饲料和籽粒览婴儿食品 i1[ 中多种水溶性维生素
,

效果皆可
,

.

只需在样品预处理和紫外检测程序上略加改变即行
。

2
.

3 流动相组成对保留值和分离的影响

试验得知
,

流动相组成在上述配比条件下 (见实验方法 )分离效果最佳
。

若在其他条件不

变的情况下
,

再增大三乙胺 (作为调节剂 )或甲醇的浓度
,

维生素的保留时间都不同程度的变

小
,

部分峰重迭
;
反之

,

则使保留时间不同程度地变大
,

分离也不理想
。

反离子试剂庚磺酸

钠的最佳浓度为 o
.

00 5 m 。
1/ 1左右

,

若较大偏离 (增大或减小 )此浓度
,

保留时间都减小
,

分离变

差
。

反离子浓度增大引起保留值减小这一现象
,

用一般离子对色谱的机理难以解释
,

这可能
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是因为反离子浓度达到一定值时
,

离子对在流动相中的溶解度增大
,

使原有的分配过程发生

变化
,

维生素的容量因子 K 值反而降低的缘故
。

另外
,

降低 p H值
,

可提高维生素的稳定性
,

但使保留时间都减小
,

分离较差 ; 然而 p H降至 3
.

2时
,

保留值又都稍有增大趋势
。

2
.

4 a 一

硫代甘油和铜铁试剂对定量的影响

样品处理中
,

添加一定量的
a 一

硫代甘油和铜铁试剂 ( N
一

亚硝基苯胶胺 )
,

是为了抗 氧 化

和络合金属元素
,

以防止维生素的分解
。

若两者用量太少
,

会使 V
一

C回收率偏低
,

V
一

C峰前

易产生较大的杂质峰而干扰 V
一

C测定
。
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