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利用反相高效液相色谱法测定发酵液
中的生物素含量
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　　[摘 　要] 　为了利用反相高效液相色谱法 (RP2HPLC)更准确地测定发酵液中的生物素含量 ,以安捷伦 Zor2
bax SB2C18 (4. 6 cm ×250 cm ,5μm)为色谱柱 ,对液相色谱紫外线检测波长和流动相的溶液配比、K2 HPO4 离子浓度

和 p H 值进行筛选。结果表明 ,以体积分数 91. 5 % K2 HPO4 (0. 04 mmol/ L)与体积分数 8. 5 % CH3 CN 混合液为流动

相 ,在 p H 值为 2. 5 和紫外检测波长为 215 nm 的条件下 ,获得的生物素吸收峰面积与质量浓度的线性相关系数达

0. 9999 ,生物素加标回收率达 99. 07 %～101. 26 % ,相对标准偏差为 0. 48 %～0. 82 %。由此可见 ,在上述条件下高效

液相色谱法不仅可用于发酵液中生物素含量的测定 ,而且操作简便 ,测定结果可靠。
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Abstract : In order to effectually determine t he biotin in fermented brot h by reversed2p hase high per2
formance liquid chromatograp hy ( RP2H PL C) ,the Anjielun Zorbax SB2C18 (4. 6 cm250 cm ,5μm) was used

and t he ult raviolet wavelength for RP2HPL C ,t he compositions and p H of mobile p hase and concent ration

of K2 HPO4 in mobile p hase were sif ted by repeated test s. The result s showed t hat when the complex liquid

(p H = 2. 5) composed of 91. 5 %K2 HPO4 (0. 04 mol/ L) and 8. 5 % (V / V ) was used for mobile p hase ,t he in2
terrelated coefficient between absorption peak and quality concent ration of biotin reached 0. 9999 with rela2
tive standard deviation of 0. 48 % - 0. 82 % when t he ult raviolet wavelengt h is 215 nm and p H is 2. 5.

Therefore ,t he conclusion can be drawn t hat RP2HPL C can not only be used to determine t he biotin content

in fermented liquid ,but also be convenient for operation.

Key words : high performance liquid chromatograp hy ; biotin ; fermented brot h ; mobile p hase

　　生物素 (Biotin) 是生物生命活动中必需的维生

素之一 ,对动物生理具有不可替代的作用。目前 ,生

物素已广泛应用于食品、化工、医药、畜牧、生物发酵

等领域。市售生物素产品主要采用化学合成方法获
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得 ,但由于化学合成法工艺复杂 ,成本高 ,污染严

重[1 ] ,在一定程度上限制了该产品的开发和应用。

生物发酵工业的发展给生物素的生物合成带来了曙

光。有学者提出利用生物技术生产生物素的技术路

线 ,即利用基因工程技术构建工程菌 ,结合发酵技术

生产廉价的生物素[226 ] 。这种方法可以最大限度地

降低生物素的生产成本 ,具有极大的应用潜力。为

了能够准确而快速地测定发酵液中的生物素含量 ,

研究人员作了许多有益的尝试 ,建立了许多测定方

法 ,如微生物法[7 ] 、高效液相法[8212 ] 、电化学法[13 ] 、

EL ISA 法[14 ]和生物自测法[6 ]等。在这些方法中 ,高

效液相法由于具有测定速度快、分辨率和灵敏度高

等特点 ,而成为生物素测定的首选方法 ,一些学者已

用该方法测定了多维制剂和饲料中的生物素含量 ,

并取得了满意的结果[ 12215 ] 。Przyjazny 等[16 ] 在高效

液相的基础上 ,利用荧光标记的抗生物蛋白与生物

素进行反应 ,再用荧光检测器对生物素进行检测 ,也

取得了满意的结果。但上述 2 种方法各有不足 ,前

一种方法主要针对生物素含量较高的产品 ,而后一

种方法由于试剂价格昂贵 ,难以推广应用。为此 ,本

试验在前人研究的基础上 ,建立了发酵液中生物素含

量反相高效液相色谱测定法 ( RP2HPLC) ,以期为快

速而准确地测定发酵液中生物素的含量提供参考。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　菌种及培养基 　生物素基因工程菌株 BQJ2
34 由武汉阳光光济制药股份有限公司生物技术实

验室提供 ,培养基为生物素发酵培养基[17 ] 。

1. 1. 2 　试剂　色谱纯生物素为 Sigma 公司产品 ,色

谱纯 CH3CN (乙腈 ) 购于 Fisher 公司 , 分析纯

K2 HPO4 由国药集团化学试剂公司出品。

1. 1. 3 　仪器 　高效液相检测器 SPD210AVP和高效

液相泵 L C210A TVP 为日本岛津公司生产 , Zorbax

SB2C18 (4. 6 cm ×250 cm ,5μm)色谱柱由美国安捷

伦公司生产 ,U23010 型分光光度计和 CR 21 G型离

心机为日本 HITACHI 公司产品 ,万分之一天平为

美国梅特勒公司产品。

1. 2 　BQJ234 菌株的培养及发酵液处理

生物素基因工程菌株 BQJ234 经斜面培养后 ,

接种于生物发酵培养基中 ,在 37 ℃、220 r/ min 振荡

培养。取 48 h 发酵液 10 mL ,100 ℃水浴 1 h ,以破

坏发酵液中的大分子物质。然后经 10 000 r/ min 离

心 30 min ,取上清液过滤 ,滤液即为所需测定样品。

1. 3 　生物素标准溶液的配制

准确称取 32. 3 mg 的生物素粉 ,用超纯水溶解

并定容至 100 mL ,50 ℃水浴以充分溶解生物素 ,配

制成 323 μg/ mL 的标准溶液 , 然后逐级稀释成

161. 5 ,129. 2 ,64. 6 ,32. 3 ,16. 15 和 8. 075μg/ mL

的标准生物素溶液。

1. 4 　生物素含量 RP2HPL C 检测方法的建立

1. 4. 1 　检测波长的确立 　以超纯水精确配制质量

浓度为 50 ,100 ,200 ,300 ,400 和 500μg/ mL 的生物素

溶液 ,并以超纯水作对照液 (用于基线扫描) ,用紫外

分光光度计 (波长为 190～300 nm)进行扫描 ,通过对

样品的分离效果分析 ,确定生物素最佳检测波长。

1. 4. 2 　流动相的确定 　配制浓度分别为 0. 02 ,

0. 04 ,0. 06 和 0. 08 mol/ L 的 K2 HPO4 溶液 ,然后向

不同浓度的 K2 HPO4 中加入 CH3 CN ,使其体积分

数分别为 12 % ,10 % ,9 % ,8. 5 %和 8 % ,配制成流动

相 (载液) ,检测同一样品中的生物素含量。根据色

谱图的分离情况 ,确定流动相中最适 K2 HPO4 浓度和

两种成分的体积比。

1. 4. 3 　流动相 p H 的确定 　取上步确定的流动相 4

份 ,用 H3 PO4 分别调其 p H 值为 2. 2 ,2. 5 ,3. 0 和

3. 5 ,检测同一样品中的生物素含量 ,根据色谱图的

分离情况 ,确定流动相最佳 p H 值。

1. 4. 4 　生物素回归方程的建立 　在已确定流动相

条件下 ,取 1. 3 节配制的生物素标准液各 10 mL ,过

滤 ,以 10μL 进样 ,测定标准溶液中生物素的吸收峰

面积。以生物素吸收峰面积 Y (mv ·min)对生物素

质量浓度 X (μg/ mL)作图 ,求回归方程。

1. 4. 5 　生物素回收率和精密度检测 　取甲乙 2 瓶

(20 mL/ 瓶) 生物素样品 ,其中甲本底值为 20. 5

mg/ L ,乙为 30. 6 mg/ L 。将甲瓶均分成两份 ,向其

中分别加入 202. 0 mg 和 161. 5 mg 生物素 (粉剂) ,

然后测定生物素含量 ,每一加标的生物素样品重复

测定 5 次 ,并将测定结果与原测定的生物素本底值

进行比较 ,计算生物素的回收率并按内标法计算精

密度。乙迸瓶进行同样处理。

2 　结果与分析

2. 1 　生物素含量 RP2HPL C 检测方法的检测波长

生物素溶液经扫描后 ,其最高吸收峰波长为

194～203. 5 nm ,吸收值范围为 0. 779～1. 948。分

别在 200 ,205 ,210 ,215 和 220 nm 波长下 ,用高效液

相色谱仪对样品进行检测 ,发现波长为 215 nm 时生

物素的特征吸收峰与其他物质的峰分离 (图 1) 。所
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以确定 215 nm 为生物素紫外检测的吸收波长。

图 1 　生物素波长扫描图

Fig. 1 　Wavelength scanning of biotin

图 2 　生物素标样色谱图

Fig. 2 　Chromatogram of standard biotin

2. 2 　生物素含量 RP2H PL C 检测方法流动相配比

及离子浓度

结果表明 , 在相同的 K2 H PO4 浓度 ( 0. 04

mol/ L) 条件下 ,CH3 CN 的用量影响生物素的吸收

峰 ,当 CH3 CN 体积分数为 10 %时 ,生物素吸收峰和

前一种物质吸收峰未能完全分离 ;当 CH3 CN 体积

分数为 8 %时 ,生物素吸收峰和后一种物质不能分

离 ;当 CH3 CN 体积分数为 8. 5 %时 ,生物素分离效

果最佳。因此 ,确定发酵液中生物素测定的流动相

为 :体积分数 91. 5 % K2 HPO4 (0. 04 mol/ L ) + 体积

分数 8. 5 %CH3 CN。在此条件下 ,生物素标准样品

和生物素测定样品色谱图见图 2 (保留时间为

18. 168 min)和图 3 (保留时间为 18. 135 min) 。

图 3 　生物素样品色谱图

Fig. 3 　Chromatogram of sample biotin

表 1 　生物素回收率和 RP2HPL C 检测方法的精密度试验结果 ( n = 5)

Table 1 　Recovery and precision of biotin by RP2HPLC

本底值/
(mg ·L - 1)
Background

加入值/
(mg ·L - 1)

Added

实测值/
(mg ·L - 1)

Found

绝对偏差/ %
Absolute
deviation

相对偏差/ %
Relative
deviation

加标回收率/ %
Recovery

平均回率/ %
Average recovery

精密度/ %
Precision

20. 5 202. 0

225. 3 1. 90 0. 85 101. 26

222. 2 - 1. 20 - 0. 53 99. 87

223. 1 - 0. 40 - 0. 18 100. 27 100. 41 0. 48

223. 7 0. 30 0. 13 100. 54

222. 7 - 0. 70 - 0. 31 100. 09

20. 5 161. 5

182. 5 - 0. 10 - 0. 05 100. 27

184. 9 2. 30 1. 26 101. 59

183. 2 0. 60 0. 33 100. 66 100. 34 0. 82

180. 3 - 2. 30 - 1. 26 99. 07

182. 2 - 0. 40 - 0. 22 100. 11

30. 6 202. 0

233. 3 - 0. 30 - 0. 13 100. 30

232. 4 - 0. 20 - 0. 09 99. 91

234. 5 1. 90 0. 82 100. 82 100. 03 0. 51

231. 0 - 1. 60 - 0. 69 99. 31

232. 1 - 0. 50 - 0. 21 99. 79

30. 6 161. 5

191. 5 - 1. 30 - 0. 67 99. 69

194. 4 1. 60 0. 83 101. 20

192. 2 - 0. 60 - 0. 31 100. 05 100. 34 0. 52

193. 3 0. 50 0. 26 100. 62

192. 4 - 0. 40 - 0. 21 100. 16
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2. 3 　生物素含量 RP2H PL C 检测方法流动相的 p H

值

试验结果表明 ,当流动相的 p H 值高于 2. 5 时 ,

生物素色谱图出现拖尾现象 ;p H 值低于 2. 5 时 ,虽

然生物素色谱图未出现拖尾现象 ,但出峰时间较晚 ;

在 p H 值为 2. 5 ,生物素的分离效果较好 ,出峰时间

早 ,仅为 24. 711 min。因此 ,确定生物素含量 RP2
H PL C 检测方法检测流动相的最适 p H 为 2. 5。

2. 4 　生物素含量 RP2H PL C 检测方法的回归方程

试验建立的生物素的线性回归方程为 : Y =

3839 . 3 X - 1658 . 7 , r = 0 . 999。该方程表明 ,当生物

素质量浓度为 0 . 0875～323 mg/ mL 时 ,其吸收峰面

积 Y 与其质量浓度 X 之间存在着良好的线性关系。

2. 5 　生物素的回收率和 RP2H PL C 检测方法的精

确度

生物素的回收率和 RP2H PL C 检测方法的精密

度试验结果见表 1。从表 1 可以看出 ,生物素的加

标回收率达到 99. 07 %以上 ,平均为 100. 03 %～

100. 41 % ,相对偏差为 0. 05 %～0. 85 % ,精密度达

到 0. 48 %～0. 82 %。

3 　讨　论

由于各种物质的分子、原子和分子空间结构不

同 ,其吸收光能的情况也不相同 ,每种物质都有其特

有的、固定的吸收光谱曲线。因此 ,不适宜的扫描波

长可导致一些物质的波峰不出现或不明显 ,进而影

响其产量的检测效果。从本试验结果看 ,生物素的

最大吸收峰出现在 194 ～ 230. 5 nm , 吸收值为

0. 779～1. 948。由于选择 190 nm 以下波长 ,检测出

的物质较多 ,影响生物素的分离 ,因此将生物素的检

测波长选择在 200～220 nm。经过进一步反复试

验 ,发现扫描波长为 215 nm 时 ,生物素的特征峰与

其他物质的分离效果较好 ,因此选择 215 nm 作为生

物素的检测波长。

高效液相色谱中所选用的流动相溶剂直接关系

到生物素分离的时间和效果 ,不适宜的流动相难以

使色谱柱在短时间内达到平衡 ,且检测时基线漂移 ,

噪声增大。本试验在前人研究基础上 ,选择 (0. 02

mol/ L) K2 H PO4 作为流动相 ,但由于 K2 HPO4 的浓

度和用量对流动相 p H 值的稳定及生物素电离有一

定的影响 ,必须通过添加 CH3 CN 予以调整。因此 ,

本研究对不同离子浓度 K2 HPO4 溶液中 CH3 CN 的

添加量进行试验与筛选 ,结果表明 ,CH3 CN 体积分

数高于 8. 5 %时 ,对物质的洗脱能力增强 ,生物素的

保留时间缩短 ,但与样品中其他杂质分离不好 ;

CH3 CN 体积分数低于 8. 5 %时 ,样品溶液中各个色

谱峰分离度改善 ,但生物素的保留时间延后 ,延长了

分析操作时间。反复试验表明 , 当流动相中

K2 HPO4 的浓度为 0. 04 mol/ L 、CH3 CN 的体积分

数为 8. 5 %时 ,生物素可从发酵液中完全分离出来 ,

而且保留时间适中 ,峰形较好。由此可见 ,流动相中

的 CH3 CN 的用量不仅影响生物素的洗脱能力和保

留时间 ,而且影响生物素样品与其他物质的分离度。

这一结果与已有的研究结果[ 7210 ] 一致。因此本试验

确定生物素含量 RP2HPL C 检测法的流动相为 :体

积分数 91. 5 % K2 HPO4 (0. 04 mol/ L ) + 体积分数

8. 5 % CH3 CN。

有研究表明 ,流动相的 p H 影响液相色谱分析

仪对所检测物质的检测效果[11214 ] 。用于液相色谱分

析的色谱柱可承受的 p H 为 2～8 ,生物素在水溶液

中呈电离态 ,在中性条件下几乎全部电离 ,而酸性条

件可抑制其电离。因此 ,本试验在酸性条件下对

K2 HPO4 进行了梯度洗脱 ,并对流动相的 p H 值进

行了筛选 ,结果表明当流动相的 p H 值为 2. 5 时 ,生

物素的分离效果最好 ,而且出峰时间较早。故生物

素含量 RP2H PL C 检测法流动相的 p H 值以 2. 5 为

宜。

从本试验建立的生物素检测线性回归方程中可

以看出 ,生物素吸收峰面积和质量浓度之间存在着

良好的线性关系。另一方面 ,从本试验所获得的生

物素回收率和生物素测定的相对标准偏差来看 ,试

验结果相对误差较小 ,符合检测要求。因此在适宜

的流动相条件下 , RP2H PL C 法可用于发酵液中生

物素含量的测定 ,其测定结果具有较高的可靠性。
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配群体的数学模型和非平衡自交群体的数学模型。

因此 ,对于非平衡的植物群体它具有一般的代表性。

数学模型 (7)是一个平衡群体的数学模型 ,它可以转

换为随机交配群体的数学模型和平衡自交群体的数

学模型。因此 ,对于平衡的植物群体它具有一般的

代表性。所以 ,普通群体是一个具有代表性的群体。

(3)在普通群体遗传平衡时 ,如果 3 个复等位基

因频率相等 ,并且随机交配率等于 3/ 5 ,此时群体中

各种基因型频率相等。

(4) 在普通群体中 ,复等位基因遗传模型的建

立补充和丰富了普通群体遗传的理论 ,为进一步研

究多基因的遗传 ,以及其他因素对普通群体的影响

奠定了基础。

(5) 复等位基因是表型多态性的内在因素 ,表

型多态性是生物界的普遍现象。因此 ,讨论复等位

基因在普通群体中的遗传规律 ,对研究生物的遗传、

变异与进化具有重要意义。

(6)本文所讨论的群体为理想的普遍群体 ,不受

突变、选择、迁移和遗传漂变等因素的影响。
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