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摘　 要： 天然维生素 Ｅ 因具有促进动物生长、提高肉品质等功能，已被逐步用于宠物及畜禽饲

养，但行业中尚无规范该类饲料及饲料添加剂产品的标准及检测方法。 本研究旨在建立采用正

相液相色谱－紫外检测器（ＮＰＬＣ⁃ＵＶ）测定饲料添加剂中 ８ 种天然维生素 Ｅ 含量的分析方法。
样品经甲醇浸润后，以乙酸乙酯 ／ 正己烷（３∶９７，Ｖ ／ Ｖ）为提取溶剂在室温下进行超声浸提。 使用

Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ）色谱柱进行分离，正庚烷 ／ 四氢呋喃（１００∶４，Ｖ ／ Ｖ）等度洗

脱，流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ４０ ℃ ，紫外检测波长为 ２９２ ｎｍ。 结果表明：生育酚和生育三烯酚含

量在０．２ ～ ５０．０ μｇ ／ ｍＬ 时线性关系良好（Ｒ２≥０．９９９ ０），方法定量限为 ０．０１％，加样平均回收率为

８１．３％ ～ １０９．８％，相对标准偏差（ＲＳＤ）小于 ７．９％。 通过对实际样品测定，该方法操作简单，结果

准确可靠，有助于规范天然维生素 Ｅ 饲料产品市场。
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　 　 维生素 Ｅ 又称抗不育维生素，是人体必需的

脂溶性维生素，天然存在于植物的杆、茎、叶和种

子胚中，尤以小麦胚芽中含量最高［１］ 。 天然维生

素 Ｅ 有 ８ 种异构体，皆具有类似 ｄ－α－生育酚的生

物活性，能够促进性激素分泌，提高生育能力，并
具有预防流产等作用［２－３］ 。 因维生素 Ｅ 具有促进

生长、提高肉品质和增加抗氧化性等优点，天然维

生素 Ｅ 类饲料添加剂已逐步用于动物饲养。 我国

市场上销售多种天然维生素 Ｅ 类饲料及饲料添加

剂产品，但该类产品质量参差不齐，行业中尚无规

范该类产品的标准或检测方法。 如何对市场上存

在的天然维生素 Ｅ 类饲料产品进行质量监控，成
为研究关注的重点。
　 　 目前，已报道的天然维生素 Ｅ 含量测定方法

主要有气相色谱法［４］ 、液相色谱法［５］ 、合相色谱

法［６］ 、气相色谱－串联质谱法［７］ 、毛细管电泳法［８］

和电化学法［９］ 等。 其中，电化学法和毛细管电泳

法虽然操作简单，分析时间短，但只能测量生育酚

的总量，无法区分各生育酚单体。 而气相色谱法

及气相色谱－串联质谱法的结果准确，稳定可靠，
但对于分子结构相似的 β、γ－生育酚却很难分离。
合相色谱是一个新型色谱，具有较高的分离效率，
但测定仪器价格昂贵，在行业中尚未普及。 目前

天然维生素 Ｅ 的检测方法以液相色谱法应用最为

广泛。 Ｙａｎｇ 等［１０］以正己烷为溶剂，萃取血清样品

中的视黄醇和 ８ 种维生素 Ｅ，甲醇复溶后经反相色

谱分离，α－生育酚乙酯作为内标定量检测，方法定

量准确，但 β、 γ －生育酚不能有效分离。 Ｈｕａｎｇ
等［１１］使用正己烷作为提取溶剂，色谱柱 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ
ＣＮ⁃３（６ ｍｍ×２５０ ｍｍ）作为固定相，正己烷 ／异丙
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醇 ／乙酸乙酯 ／乙酸（９７． ６ ∶ ０． ８ ∶ ０． ８ ∶ ０． ８）作为流动

相，建立了大米中 ８ 种维生素 Ｅ 和谷维素的定量

检测技术，８ 种维生素 Ｅ 的检测范围在 ０． ０５ ～
１０．００ ｇ ／ ｍＬ，回 收 率 在 ８２． ７％ ～ １１９． ４％。 张 东

等［１２］使用正庚烷提取，二醇基硅胶柱作为固定相，
四氢呋喃 ／正庚烷洗脱，通过荧光检测器分析测定

了芝麻油中 ４ 种生育三烯酚含量，定量限为 ０．９１ ～
２．１０ ｍｇ ／ ｋｇ，方法简单、灵敏度高。 天然维生素 Ｅ
的检测方法虽已有诸多报道，但检测基质多为功

能食品或食用油脂，对于饲料或饲料添加剂中天

然维生素 Ｅ 的定量检测方法还未见报道。 又因饲

料及饲料添加剂产品具有批次差异明显、来源广

泛、总量巨大、流通性强等特点，因此需要针对该

类基质建立检测方法。
　 　 本文在前人研究的基础［５，１０－１３］上，对液相色谱

的分离条件进行了优化确认，同时探讨了饲料添

加剂中天然维生素 Ｅ 的样品前处理条件，建立简

单、快速、准确的饲料添加剂中天然维生素 Ｅ 含量

的检测方法。 该法可同时测定饲料添加剂中的多

种生育酚和生育三烯酚的含量，有利于饲料行业

更加合理、高效地使用天然维生素 Ｅ 类饲料产品。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 仪器

　 　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 型高效液相色谱仪，配备紫外检

测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＳＫ５２００ＬＨＣ 型超声波

清洗器 （上海科导超声器有限公司）；Ｈｉｍａｃ ＣＦ
１６ＲＸ 型高速离心机 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）；ＭＳ３
ｄｉｇｉｔａｌ 型涡旋混匀器（德国 ＩＫＡ 公司）；紫外可见

分光光度计，配备 １０ ｍｍ 光径比色皿（中国普析通

用公司）。
１．１．２　 试剂与耗材

　 　 ｄ－α－生育酚、ｄ－β－生育酚、ｄ－γ－生育酚、ｄ－
δ－生育酚（以下简称生育酚，Ｔ）和 ｄ－α－生育三烯

酚、ｄ－β－生育三烯酚、ｄ－γ－生育三烯酚、ｄ－δ－生育

三烯酚（以下简称生育三烯酚，Ｔ３）标准品，纯度≥
９８％（美国 ＣｈｒｏｍａＤｅｘ 公司）；正庚烷、四氢呋喃为

色谱级（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；甲醇、乙酸乙酯、正
己烷 为 分 析 纯 （ 国 药 集 团 北 化 工 厂 ）； 滤 膜，
０．４５ μｍ，希波氏尼龙有机系（天津富集科技有限

公司）。

１．２　 试验方法

１．２．１　 标准溶液的配制与校正系数的确定

　 　 １）标准储备溶液配制：分别称取约 ５０． ０ ｍｇ
（精确至 ０．０１ ｍｇ）生育酚和生育三烯酚标准品，置
于 ８ 个 １００ ｍＬ 容量瓶中，用样品提取溶液稀释并

定容至刻度，制备标准储备溶液。 ０ ～ ４ ℃ 避光

储存。
　 　 ２）生育酚和生育三烯酚的校正系数确定：准
确吸取 １．０ ｍＬ 标准储备溶液置于 １０ ｍＬ 玻璃刻

度管中，在温度不超过 ４０ ℃的条件下，氮吹至干。
加入甲醇振荡溶解残余物，并定容至 １０ ｍＬ。 使用

１０ ｍｍ 比色皿，在 ２９２ ～ ２９８ ｎｍ 选择相应的波长测

定吸光度 Ａ。 用吸光度除以甲醇稀释液中生育酚

和生育三烯酚含量 ρ（以 μｇ ／ ｍＬ 计），计算得到相

应的校正系数 Ｋ。
　 　 ３）混合标准工作溶液：使用吸量管分别移取

一定体积的生育酚和生育三烯酚的标准储备溶液

置于 ５０ ｍＬ 棕色容量瓶中，使用 ５％甲醇－乙酸乙

酯 ／正己烷定容至刻度，配制成浓度分别为 ０． ２、
０．５、１．０、５．０、１０．０、２０．０、５０．０ μｇ ／ ｍＬ 的系列标准

工作溶液，混合标准工作溶液应现用现配。 其中，
５％甲醇－乙酸乙酯 ／正己烷配制用量筒量取 ５０ ｍＬ
甲醇置于１ Ｌ容量瓶中，加入乙酸乙酯 ／正己烷溶

液（３∶９７，Ｖ ／ Ｖ）定容至刻度。 混匀，备用。
１．２．２　 样品前处理

　 　 称取约 １．０ ｇ 试样，将试样置于 １００ ｍＬ 棕色

容量瓶中。 加入 ５ ｍＬ 甲醇浸润样品，加约 ７５ ｍＬ
乙酸乙酯 ／正己烷溶液（３∶９７，Ｖ ／ Ｖ），振荡混匀后于

超声波清洗机中超声提取 ２０ ｍｉｎ。 冷却至室温，
用乙酸乙酯 ／正己烷溶液（３∶９７，Ｖ ／ Ｖ）稀释至刻度，
振摇混匀，用 ０．４５ μｍ 有机滤膜过滤后上机检测。
当浓度超出标准曲线范围时，用提取溶液稀释，使
得溶液中生育酚和生育三烯酚含量在标准曲线范

围之内。
１．２．３　 色谱分离条件

　 　 采用相邻两峰的分离度和保留时间为指标，
依次对固定相、流动相、柱温等色谱分离条件进行

优化。 最佳的色谱条件为：固定相，Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５
ｄｉｏｌ 二醇基硅胶柱，长 １５０ ｍｍ，内径 ４． ６ ｍｍ；柱
温，４０ ℃ ；流动相，四氢呋喃－正庚烷溶液（１００∶４，
Ｖ ／ Ｖ）；流速，１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量，１０ μＬ；检测器

及检测波长，紫外检测器，２９２ ｎｍ。

４２８５
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１．２．４　 定性定量分析

　 　 在仪器最佳工作条件下，取试样溶液和标准

溶液分别进样，试样中待测物质的保留时间与混

合标准溶液中对应的保留时间相对偏差在±２．５％
之内，则可判定为样品中存在对应的待测物。 以

标准溶液中被测组分峰面积为纵坐标，被测组分

含量为横坐标，绘制标准曲线，外标法计算样品中

生育酚和生育三烯酚各组分的含量，单位以％表

示。 计算公式如下：

Ｘ ｉ ＝
ｃ ｉ×Ｖ×ｎ
ｍ×１０４ 。

　 　 式中：ｃ ｉ 为标准曲线中查得的生育酚或生育

三烯酚的含量，单位为 μｇ ／ ｍＬ；Ｖ 为定容体积，单
位为 ｍＬ；ｍ 为试样质量，单位为 ｇ；ｎ 为稀释倍数。

　 　 计算结果以 ３ 次平行测定值的算术平均值

表示。

２　 结果与分析
２．１　 生育酚和生育三烯酚的校正系数

　 　 根据 １．２．１ 的试验方法，对甲醇稀释液中生育

酚和生育三烯酚的最大吸收波长和吸光度进行测

定，并由吸光度与溶液浓度计算得到 ８ 种天然维

生素 Ｅ 单 体 的 校 正 系 数，测 定 方 法 参 考 文 献

［５，１４－１５］。 由表 １ 可知，各生育酚和生育三烯酚

的紫外最大吸收波长和校正系数与文献［５，１４］报
道的数值相吻合，可用于生育酚和生育三烯酚标

准溶液浓度的定值计算。

表 １　 生育酚和生育三烯酚的校正系数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ

天然维生素 Ｅ
Ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ

标准储备溶液浓度
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ρ） ／ （μｇ ／ ｍＬ）

稀释液浓度
Ｄｉｌｕｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ρ１） ／ （μｇ ／ ｍＬ）

最大吸收波长
Ｍａｘｉｍｕｍ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
（λ） ／ ｎｍ

吸光度
Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

（Ａ）

校正系数
Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （Ｋ）

α－生育酚 α⁃Ｔ ４６６．０ ４６．６０ ２９２ ０．３５４ ２ ０．００７ ６
β－生育酚 β⁃Ｔ ４８５．８ ４８．５８ ２９６ ０．４３２ ４ ０．００８ ９
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ４２２．６ ４２．２６ ２９８ ０．３８４ ６ ０．００９ １
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ５３１．７ ５３．１７ ２９８ ０．４６２ ６ ０．００８ ７
α－生育三烯酚 α⁃Ｔ３ ４３６．０ ４３．６０ ２９２ ０．３９６ ８ ０．００９ １
β－生育三烯酚 β⁃Ｔ３ ５４１．１ ５４．１１ ２９４ ０．４６５ ３ ０．００８ ６
γ－生育三烯酚 γ⁃ Ｔ３ ５５２．８ ５５．２８ ２９６ ０．４９７ ５ ０．００９ ０
δ－生育三烯酚 δ⁃ Ｔ３ ４９７．３ ４９．７３ ２９７ ０．４３７ ６ ０．００８ ８
　 　 吸光度为 ６ 次测量结果的平均值。
　 　 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｗａｓ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ６ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ．

２．２　 色谱条件选择

２．２．１　 液相色谱柱选择

　 　 试验考察不同型号的色谱柱对生育酚和生育

三烯酚分离的影响。 选择 ６ 种不同型号的色谱

柱，其中柱温设定为 ３０ ℃ ，流动相、流速等条件参

考了多篇相关文献［５，１０－１３］ ，在较优色谱条件下进行

测定。 由表 ２ 可知，使用色谱柱 Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ
的分离效果最佳，相邻两峰分离度高于 １．９，且分

析时间最短。 而色谱柱 Ｓｉｎｏｃｈｒｏｍ Ｓｉ ６０ 和 Ｐｅｒｆｅｃｔ⁃
Ｓｉｌ Ｔａｒｇｅｔ ＯＤＳ⁃３ 也可达到维生素 Ｅ 多种异构体的

基本分离，相邻两峰分离度分别高于 １．４ 和１．２，但
为了达到分离效果，色谱柱的长度增加，导致保留

时间延长。 因此，选择了 Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ 色谱

柱作为固定相，进一步研究流动相对分离效果的

影响。
２．２．２　 流动相的确定

　 　 选择正庚烷－甲基叔丁基醚、正己烷－异丙醇、
正庚烷－四氢呋喃 ３ 种溶剂系统作为流动相对生

育酚和生育三烯酚进行分离。 由表 ３ 可知，生育

酚和生育三烯酚为弱极性化合物，在正庚烷 ／四氢

呋喃（１００∶４，Ｖ ／ Ｖ）中有较好的保留，峰型较好，分
离效果较佳，其中 γ⁃Ｔ３ 和 δ⁃Ｔ 的分离度为 １．９，可
实现完全分离。 在此基础上，进一步优化正庚烷

与四氢呋喃比例，溶剂中增加四氢呋喃可以使分

析物的保留时间明显的提前，保留时间缩短，但同

时会伴随 γ⁃Ｔ３ 和 δ⁃Ｔ 色谱峰分离度的降低。 而减
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少四氢呋喃的用量时，色谱峰的峰型展宽，并未使

得分离度出现显著增大，但保留时间延长。 因此，
综合考量保留时间与分离效果，试验最终选定正

庚烷 ／四氢呋喃（１００ ∶ ４，Ｖ ／ Ｖ）溶剂系统作为的流

动相。

表 ２　 生育酚和生育三烯酚在不同色谱柱上的分离度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ

序号
Ｎｏ．

色谱柱型号
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｃｏｌｕｍｎ ｔｙｐｅ

流动相和流速
Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ａｎｄ

ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

分离度
Ｒ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

１ ＮＰＬＣ ∶ｓｉｎｏｃｈｒｏｍ Ｓｉ６０
（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）

正庚烷＋四氢呋喃（１００ ∶４，
Ｖ ／ Ｖ），１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ

１．４ （γ⁃Ｔ３，δ⁃Ｔ） ３９．４

２ ＮＰＬＣ ∶Ｈｉｂａｒ ｌｉｃｈｒｏｓｏｒｂ Ｓｉ６０
（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）

正庚烷＋四氢呋喃
（１００ ∶４，Ｖ ／ Ｖ），１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 多组分未分离 ２８．６

３ ＮＰＬＣ ∶Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ
（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）

正庚烷＋四氢呋喃
（１００ ∶４，Ｖ ／ Ｖ），１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ

１．９ （γ⁃Ｔ３，δ⁃Ｔ） ２４．１

４ ＲＰＬＣ ∶ＺｏｒＢａｘ⁃Ｃ１８
（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ） 甲醇，０．６ ｍＬ ／ ｍｉｎ ＜１．０ （β⁃Ｔ，γ⁃Ｔ） １７．０

５ ＲＰＬＣ ∶ＰｅｒｆｅｃｔＳｉｌ Ｔａｒｇｅｔ ＯＤＳ⁃３
（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，３ μｍ）

异丙醇＋水（７５ ∶２５，Ｖ ／ Ｖ），
０．２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ １．２ （β⁃Ｔ，γ⁃Ｔ） ８７．６

６ ＲＰＬＣ：Ｇｅｍｉｎｉ Ｃ１８ ｃｏｌμｍｎ （２５０ ｍｍ×
４．６ ｍｍ，５ μｍ）

甲醇＋水＋乙腈（９０．５ ∶４．５ ∶５．０，Ｖ ／
Ｖ ／ Ｖ）梯度洗脱［１０］ ，１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ

＜１．０ （β⁃Ｔ，γ⁃Ｔ） ２１．０

表 ３　 流动相对多种生育酚和生育三烯酚分离的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌｓ

色谱柱型号
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｌｕｍｎ ｔｙｐｅ

流动相种类
Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｔｙｐｅ

分离度
Ｒ（γ⁃Ｔ３，δ⁃Ｔ）

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ
（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）

正庚烷＋甲基叔丁醚（９９ ∶１，Ｖ ／ Ｖ） １．０ ２７．２
正己烷＋异丙醇（９９．５ ∶０．５，Ｖ ／ Ｖ） １．２ ３０．３
正庚烷＋四氢呋喃（１００ ∶２，Ｖ ／ Ｖ） １．９ ２８．６
正庚烷＋四氢呋喃（１００ ∶４，Ｖ ／ Ｖ） １．９ ２４．１
正庚烷＋四氢呋喃（１００ ∶６，Ｖ ／ Ｖ） １．５ ２１．３

２．２．３　 柱温度确定

　 　 对于正相色谱而言，分离温度是一直被忽视

而又非常重要的因素。 升高柱温，不仅可以加快

分析速度，而且还具有提高分离效率、改善峰型、
调节选择性等优点。 因此，试验优化了色谱柱柱

温，研究了柱温对分离效果的影响。 当使用 Ｋｒｏ⁃
ｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ 色谱柱时，β⁃Ｔ３、γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 在色谱柱

上的保留时间相近，３ 组分不易分离，因此使用

β⁃Ｔ３、γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ ３ 组分的分离度作为指标探讨柱温

对分离效率的影响。 由表 ４ 可知，柱温为 ２０ ℃
时，γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 的分离度仅为 １．４，２ 组分未得到基

线分离。 当温度升高时，γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 的分离度增加，

而 β⁃Ｔ３、γ⁃Ｔ３ 分离度降低。 柱温达到 ２５ ℃ 时，
γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 分离度提高至 １．６，已实现基线分离。 当
柱温升至 ４０ ℃ 时，γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 分离度增大至 ２． ２。
再进一步提高柱温至 ４５ ℃ ，γ⁃Ｔ３、δ⁃Ｔ 分离度未出
现明显升高，而 β⁃Ｔ３、γ⁃Ｔ３ 分离度已降低至 ２．１，因
此，最终确定色谱柱温度为 ４０ ℃ 。
２．３　 前处理方法优化

２．３．１　 提取溶剂的选择

　 　 适合的提取溶剂有助于 ８ 种天然维生素 Ｅ 的

提取，为考察不同极性的提取溶剂的提取效果，选
择以二氧化硅为基质进行添加回收试验，考察了

正庚烷、甲醇、正己烷、２０％甲醇－乙酸乙酯 ／正己

烷、５％甲醇－乙酸乙酯 ／正己烷等 ５ 种提取溶剂对
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天然维生素 Ｅ 的提取效果，所得结果见图 １（误差

线为 ３ 次测量结果的标准偏差）。 当选取 ５％甲

醇－乙酸乙酯 ／ 正己烷作为提取溶剂，对以二氧化

硅为 基 质 的 样 品 具 有 很 好 的 效 果， 回 收 率 在

９４．５％ ～ １０２．３％，且重复性良好。

表 ４　 色谱柱柱温对多种生育酚和生育三烯酚分离的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌｓ

色谱柱型号
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｔｙｐｅ

柱温
Ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

分离度
Ｒ（β⁃Ｔ３，γ⁃Ｔ３）

分离度
Ｒ（γ⁃Ｔ３，δ⁃Ｔ）

Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ
（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）

２０ ２．６ １．４
２５ ２．４ １．６
３０ ２．３ １．９
３５ ２．３ ２．１
４０ ２．２ ２．２
４５ ２．１ ２．２

图 １　 不同提取溶剂对生育酚和生育三烯酚提取效率的比较

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．３．２　 提取温度的影响

　 　 因生育酚和生育三烯酚为热敏性物质，在加

热条件下易发生氧化反应，因此在高温处理时易

造成损失。 针对该特性，试验以二氧化硅为基质

进行标准添加，设定提取时间为 ５０ ｍｉｎ，对提取温

度进行优化，考察温度对天然维生素 Ｅ 的影响。
相对于其他维生素 Ｅ，α⁃Ｔ 和 α⁃Ｔ３ 的热稳定性最

差，长时间加热处理会使得饲料添加剂样品中的

α⁃Ｔ 和 α⁃Ｔ３ 含量显著下降。 由图 ２ 可知，以二氧

化硅为基质进行添加回收试验，在室温（２５ ℃ ）下

超声提取 ５０ ｍｉｎ，α⁃Ｔ 和 α⁃Ｔ３ 的回收率分别为

８１．３％、７９． ２％， 且 ８ 种 维 生 素 Ｅ 的 回 收 率 在

７９．２％ ～ １０１． ５％。 而在 ６０ ℃ 下超声 ５０ ｍｉｎ，α⁃Ｔ
含量降低至 ７２．７％，α⁃Ｔ３ 含量则下降至 ６６．５％，其

余 ６ 种维生素 Ｅ 受提取温度的影响较小，回收率

在 ８７．１％ ～ １０５．１％。 因此，试验选取室温 ２５ ℃下

对样品进行提取。
２．３．３　 提取时间的影响

　 　 设定提取温度为 ２５ ℃ ，对提取时间进行优

化，研究考察提取时间对饲料添加剂样品中 ８ 种

天然维生素 Ｅ 的影响。 由图 ３ 可知，超声时间越

长，α⁃Ｔ 和 α⁃Ｔ３ 的回收率越低。 超声 ２０ ｍｉｎ 时，
生育酚和生育三烯酚的回收率均 在 ９４． ５％ ～
１０４．１％，但超声提取 ５０ ｍｉｎ 后，α⁃Ｔ 和 α⁃Ｔ３ 的回

收率分别降低至 ８１．３％和 ７９．２％。 因此，选取超声

时间为 ２０ ｍｉｎ。
２．３．４　 样品基质的影响

　 　 目前市场上的天然维生素 Ｅ 饲料添加剂产品
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主要有液态和固态 ２ 种类型。 因液态型添加剂主

要是在食用植物油中，如菜籽油、亚麻籽油、大豆

油、花生油、葵花籽油中添加天然维生素 Ｅ，制成饲

料添加剂产品。 而固态型添加剂产品的样品基质

主要为二氧化硅、脱脂米糠等。 由于不同样品基

质对这 ８ 种天然维生素 Ｅ 的吸附影响存在差异，
因此试验选择了二氧化硅、脱脂米糠、花生油、大
豆油、混合植物油等 ５ 种样品基质进行添加回收

试验，按照 １．２ 所述方法进行样品处理和测定，考
察 ５ 种基质对生育酚和生育三烯酚提取效率的影

响。 由图 ４ 可知，对于上述几种基质，该前处理方

法均有较好的结果，回收率在 ８０％ ～ １１０％，可以实

现对上述基质种天然维生素 Ｅ 样品的检测。

图 ２　 不同提取温度对生育酚和

生育三烯酚提取效率的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ

２．４　 方法线性范围与定量限

　 　 配制浓度为 ０．２ ～ ５０．０ μｇ ／ ｍＬ 的生育酚和生

育三烯酚标准溶液，以 １．２．３ 色谱分离条件进行检

测，以色谱峰面积和标准溶液浓度作标准曲线。
表 ５ 中生育酚和生育三烯酚在 ０．２ ～ ５０．０ μｇ ／ ｍＬ
线性相关系数均大于 ０．９９９，线性关系良好。
　 　 选取不同来源的饲料添加剂空白基质（如二

氧化硅、脱脂米糠、大豆油等），按照 １．２ 所述方法

进行样品处理和测定，代表性的空白及添加样品

色谱图如图 ５ 所示。 检测限（ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，
ＬＯＤ）以空白样品中与标准品保留时间相同位置

的基线噪声的 ３ 倍值为依据，定量限 （ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）以空白样品在标准品保留时

间的基线噪声的 １０ 倍值为依据，确定空白基质中

生育酚和生育三烯酚的 ＬＯＤ、ＬＯＱ 约为 ２０ 和

１００ ｍｇ ／ ｋｇ，能够满足天然维生素 Ｅ 类饲料添加剂

中生育酚和生育三烯酚的分析需要。

图 ３　 不同提取时间对生育酚和

生育三烯酚提取效率的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ

２．５　 准确度与精密度试验

　 　 选择具有代表性的饲料添加剂基质，包括大

豆油、脱脂米糠、二氧化硅进行添加回收试验，以
考察方法的准确度和重现性。 在 ０．０１％、０．０２％和

０．０５％ ３ 个添加水平下，按照 １．２ 所述方法进行样

品处理和测定，添加回收试验重复 ６ 次。 由表 ６ 可

知，不同基质中生育酚和生育三烯酚的回收率为

８１．３％ ～ １０９．８％；相对标准偏差（ＲＳＤ）≤７．９％。
２．６　 实际样品检测

　 　 通过本试验建立的方法对市场上收购的 ７ 种

天然维生素 Ｅ 饲料添加剂样品进行检测，结果见

表 ７。 由表 ７ 可知，样品中维生素 Ｅ 的测定值与饲

料添加剂产品说明书中的标示值基本一致（如以

标示量为约定值，则测定值与约定值的相对误差

值皆小于 ６．０％），证明该方法可以满足对实际样

品的检测。

３　 讨　 论
３．１　 生育酚和生育三烯酚校正系数的确定

　 　 因生育酚和生育三烯酚化学性质不稳定，且
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其标准品价格昂贵、包装量小、黏度大，准确配制

标准溶液变得尤为困难。 因此行业中常通过紫外

比色法对生育酚和生育三烯酚标准溶液的浓度进

行定值。 目前生育酚和生育三烯酚的校正系数

（Ｋ）虽有文献报道，但数据并不完整，且各文献数

据间存在较大差异，这对生育酚和生育三烯酚含

量检测结果的准确性有较大影响。 本文对甲醇溶

液中生育酚和生育三烯酚的校正系数进行了测量

确认，通过对测量数据进行分析，确定了甲醇溶液

中生育酚和生育三烯酚的紫外最大吸收波长和校

正系数。 该数值准确、稳定，且与文献［５，１４］报道

的数值一致，可对生育酚和生育三烯酚标准溶液

的浓度进行定值分析。

图 ４　 不同饲料基质对生育酚和生育三烯酚的提取效率的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ

表 ５　 生育酚和生育三烯酚对照溶液的线性回归曲线

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

分析物

Ａｎａｌｙｔｅｓ
线性范围

Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ ｍＬ）
校准曲线

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ
相关系数

Ｒ２

ｄ⁃α－生育酚 ｄ⁃α⁃Ｔ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ４ ５６９Ｘ－１ ７８２ ０．９９９ ２
ｄ⁃β－生育酚 ｄ⁃β⁃Ｔ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ５ １６３Ｘ＋１ ９１６ ０．９９９ ８
ｄ⁃γ 生育酚 ｄ⁃γ⁃Ｔ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ４ ５９２Ｘ＋９６０ ０．９９９ ６
ｄ⁃δ 生育酚 ｄ⁃δ⁃Ｔ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ４ ６６０Ｘ－２ ３４６ ０．９９９ ２
ｄ⁃α 生育三烯酚 ｄ⁃α⁃Ｔ３ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ５ ７３８Ｘ－１ ３５６ ０．９９９ ８
ｄ⁃β 生育三烯酚 ｄ⁃β⁃Ｔ３ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ３ ９７５Ｘ－１ ４９８ ０．９９９ ０
ｄ⁃γ 生育三烯酚 ｄ⁃γ⁃Ｔ３ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ５ １０９Ｘ－１ ９４５ ０．９９９ ６
ｄ⁃δ 生育三烯酚 ｄ⁃δ⁃Ｔ３ ０．２～ ５０．０ Ｙ＝ ５ ６９１Ｘ－２ ００５ ０．９９９ ０

３．２　 色谱分离条件的选择

　 　 生育酚和生育三烯酚化学结构极为相似，皆
是由长脂肪链和色满环组成，只是色满环上的取

代基不同，这导致生育酚和生育三烯酚各异构体

不易分离。 反相色谱分离时（如 Ｃ１８ 为填料），亲
脂长链更易吸附于固定相，洗脱溶剂对脂肪长链

相同的 ４ 种生育酚（生育三烯酚）的影响不大，因
此使用反相色谱不易分离。 而正相色谱时，色满

环上的亲水基团更易吸附在固定相上，色满环上

因甲基取代而产生的结构差异将使生育酚（生育

三烯酚）在正相色谱柱上较易得到分离［１６］ 。 本试

验研 究 发 现， 使 用 正 相 色 谱 柱 ｓｉｎｏｃｈｒｏｍ Ｓｉ６０
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（４．６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ， ５ μｍ） 和 Ｋｒｏｍａｓｉｌ ６０⁃５ ｄｉｏｌ
（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）对生育酚和生育三烯酚

有较好的分离效果，相邻两峰间的最小分离度分

别为 １．４ 和 １．９，而反相色谱柱中 Ｐｅｒｆｅｃｔｓｉｌ Ｔａｒｇｅｔ

ＯＤＳ－３（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，３ μｍ）的分离效果最

优，但分离度仅为 １．２。 由此可以得出结论，正相

色谱更适合分离生育酚和生育三烯酚各异构体，
这与其化学结构分析得出的结论相一致。

　 　 １：α－生育酚 α⁃Ｔ；２：α－生育三烯酚 α⁃Ｔ３；３：β－生育酚 β⁃Ｔ；４：γ－生育酚 γ⁃Ｔ；５：β－生育三烯酚 β⁃Ｔ３；６：γ－生育三烯酚

γ⁃Ｔ３；７：δ－生育酚 δ⁃Ｔ；８：δ－生育三烯酚 δ⁃Ｔ３。

图 ５　 生育酚和生育三烯酚标准溶液（Ａ，５．０ μｇ ／ ｍＬ）、代表性空白样品（Ｂ，脱脂米糠）、
添加样品（Ｃ，２００ ｍｇ ／ ｋｇ）色谱图

Ｆｉｇ．５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ａｎｄ ｔｏｃｏｔｒｉｅｎｏｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （Ａ， ５．０ μｇ ／ ｍＬ）， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ
（Ｂ， ｄｅｆａｔｔｅｄ ｒｉｃｅ ｂｒａｎ） ａｎｄ ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ （Ｃ， ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）

表 ６　 不同基质中添加维生素 Ｅ 标品的回收率

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｘｅｓ （ｎ＝ ６） ％

天然维生素 Ｅ
Ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ

添加浓度 Ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ ％

０．０１（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

０．０２（２００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

０．０５（５００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

大豆油
Ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌ

α－生育酚 α⁃Ｔ １０１．８ ６．０ ９８．１ ６．２ １０５．３ ６．０
α－生育三烯酚 α⁃Ｔ３ ９３．５ ２．０ ９１．３ ２．４ ９８．０ ２．４

β－生育酚 β⁃Ｔ １０９．１ ３．９ ９２．８ ７．２ １０５．７ ６．９
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ９２．５ ７．７ １１０．０ ６．７ ９７．８ ６．７

β－生育三烯酚 β⁃Ｔ３ ９９．１ ４．２ ８８．６ １．２ １０９．８ １．２
γ－生育三烯酚 γ⁃Ｔ３ ９５．９ ７．９ ９５．９ ４．４ ９９．６ ４．４

δ－生育酚 δ⁃Ｔ １０３．８ ６．７ １０３．５ ５．８ １０６．０ ５．８
δ－生育三烯酚 δ⁃Ｔ３ ８３．２ ４．３ ８１．５ ４．１ １０５．３ ４．１

０３８５
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续表 ６

天然维生素 Ｅ
Ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ

添加浓度 Ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ ％

０．０１（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

０．０２（２００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

０．０５（５００ ｍｇ ／ ｋｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差
ＲＳＤ

脱脂米糠
Ｄｅｆａｔｔｅｄ
ｒｉｃｅ ｂｒａｎ

α－生育酚 α⁃Ｔ ９８．６ ２．４ ９２．０ ０．８ １０４．９ ３．８
α－生育三烯酚 α⁃Ｔ３ ９０．３ ４．１ ９２．９ ０．７ ９７．３ ２．８

β－生育酚 β⁃Ｔ ９６．９ ５．１ １００．６ ０．６ １０５．４ ２．６
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ９１．２ ４．１ ９５．４ １．０ １０４．４ ３．７

β－生育三烯酚 β⁃Ｔ３ ８５．５ ３．９ ８７．９ １．０ １００．７ ４．８
γ－生育三烯酚 γ⁃Ｔ３ ８３．０ ４．４ ８５．３ ２．２ ９５．５ １．５

δ－生育酚 δ⁃Ｔ ９６．８ ４．１ ８５．８ １．８ １０４．９ ２．７
δ－生育三烯酚 δ⁃Ｔ３ ８９．０ ７．９ ８５．２ ２．２ ９７．１ ３．０

二氧化硅
ＳｉＯ２

α－生育酚 α⁃Ｔ ９７．６ ５．８ ８８．２ ０．８ ９２．０ ０．８
α－生育三烯酚 α⁃Ｔ３ ９１．７ ４．２ ９１．７ １．０ ８７．９ １．０

β－生育酚 β⁃Ｔ ９８．７ ６．６ ８９．１ ０．７ ９２．９ ０．７
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ９１．８ ６．１ ９５．２ ０．６ １００．６ ０．６

β－生育三烯酚 β⁃Ｔ３ ８６．６ ６．０ ８４．８ ２．２ ８５．３ ２．２
γ－生育三烯酚 γ⁃Ｔ３ ８５．０ ２．２ ９６．９ １．８ ８５．８ １．８

δ－生育酚 δ⁃Ｔ ９８．２ ４．４ ８３．１ １．０ ９５．４ １．０
δ－生育三烯酚 δ⁃Ｔ３ ９０．８ ６．８ ８１．３ ２．２ ８５．２ ２．２

表 ７　 实际样品检测结果

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝ ３）

样品名称
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

异构体
Ｉｓｏｍｅｒ

测定值
Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｖａｌｕｅ ／ ％

相对标
准偏差
ＲＳＤ ／ ％

维生素 Ｅ
含量

Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

标示值
Ｌａｂｅｌｅｄ

ａｍｏｕｎｔ ／ ％

相对误差
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｒｒｏｒ ／ ％

饲料添加剂天然
维生素 Ｅ 粉
Ｆｅｅｄ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｎａｔｕｒａｌ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｐｏｗｄｅｒ

α－生育酚 α⁃Ｔ １．３ ４．７
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．１ ６．２
γ－生育酚 γ⁃Ｔ １０．７ １．２
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ８．２ １．０

２０．３ ２０ １．５

饲料添加剂天然
维生素 Ｅ 油
Ｆｅｅｄ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｎａｔｕｒａｌ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｏｉｌ

α－生育酚 α⁃Ｔ １．４ ５．２
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．１ ４．５
γ－生育酚 γ⁃Ｔ １１．３ １．０
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ８．４ ２．１

２１．２ ２０ ６．０

５０％天然维生素 Ｅ 油
５０％ ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｏｉｌ

α－生育酚 α⁃Ｔ ６．２ ４．７
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．６ ７．３
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ３６．２ １．９
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ９．０ ２．７

５２．０ ５０ ４．０

天然维生素 Ｅ 油
Ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｏｉｌ

α－生育酚 α⁃Ｔ １２．８ １．２
β－生育酚 β⁃Ｔ １．０ ３．３
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ６０．８ ０．７
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ２１．６ ２．７

９６．２ ９５ １．３
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续表 ７

样品名称
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

异构体
Ｉｓｏｍｅｒ

测定值
Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｖａｌｕｅ ／ ％

相对标
准偏差
ＲＳＤ ／ ％

维生素 Ｅ 含量
Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

标示值
Ｌａｂｅｌｅｄ

ａｍｏｕｎｔ ／ ％

相对误差
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｒｒｏｒ ／ ％

３０％天然维生素 Ｅ 粉
３０％ ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｐｏｗ⁃
ｄｅｒ

α－生育酚 α⁃Ｔ ２．３ ２．２
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．３ ０．７
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ２１．２ ４．３
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ７．１ ３．１

３０．９ ３０ ３．０

混合生育酚 ７０ＩＰ
Ｍｉｘｅｄ Ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ ７０ＩＰ

α－生育酚 α⁃Ｔ １．３ ２．１
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．１ ５．２
γ－生育酚 γ⁃Ｔ ６７．２ １．６
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ２．０ ２．２

７０．６ ７０ ０．９

天然维生素 Ｅ＋柠檬酸
Ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ＋ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ

α－生育酚 α⁃Ｔ １．９ ３．１
β－生育酚 β⁃Ｔ ０．２ ６．７
γ－生育酚 γ⁃Ｔ １０．３ １．６
δ－生育酚 δ⁃Ｔ ７．６ １．９

２０．０ ２０ ０

　 　 本研究同样考察了流动相及柱温等色谱条

件，发现其对生育酚和生育三烯酚的峰型、保留时

间、分离度皆能产生影响。 通过研究可知，固定相

对分离影响最为显著，色谱条件对生育酚和生育

三烯酚分离的影响应为：固定相＞流动相＞柱温。
３．３　 前处理条件对检测的影响

　 　 对于固体基质（如二氧化硅）为载体的饲料添

加剂样品，使用非极性溶剂正庚烷作为提取溶剂

时，因其对样品的表面渗透能力弱，δ⁃Ｔ 和 δ⁃Ｔ３ 不

能完全提取出来，回收率较低，仅为 ６０％ ～ ７０％。
而当使用极性溶剂甲醇为提取溶剂时，甲醇与流

动相极性差异较大，因此产生明显的溶剂效应，此
时 γ⁃Ｔ、δ⁃Ｔ 和 δ⁃Ｔ３ 等 ３ 组分的特征峰出现异常性

增强。 因此，本研究首先使用少量甲醇润湿样品，
然后加入乙酸乙酯－正己烷溶剂（３∶９７，Ｖ ／ Ｖ）改变

提取溶液极性，通过此方法获取了较佳的回收率，
可满足不同基质中天然维生素 Ｅ 含量的检测。

４　 结　 论
　 　 本研究首次建立了基于正相液相色谱－紫外

检测器对天然维生素 Ｅ 饲料添加剂产品中生育酚

和生育三烯酚的定量检测方法，可对饲料添加剂中

含量高于 ０．０１％的 ８ 种维生素 Ｅ 单体实现定量测定，
满足了现有天然维生素 Ｅ 产品标准中规定的质量要

求。 在不同基质中生育酚和生育三烯酚的回收率为

８１．３％～１０９．８％，符合在一定浓度水平上的回收率范

围；方法相对标准偏差≤７．９％。 该方法样品前处理简

单、分析时间短、结果可靠，适用于对饲料添加剂产品

中天然维生素 Ｅ 的质量控制。
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ｐｈｙ⁃ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｎｄ ｖｉｓｉｂｌｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ （ＮＰＬＣ⁃ＵＶ） ｈａｄ ｂｅｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
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