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高效液相色谱法分析词料中 VK
3

戴 军 唐 忠

(无锡轻工大学 ) ( 盐城面粉厂 )

摘要 在 C
:

柱和 N H:

柱上分别 用反相 离子对 色谱法和 离子 交换法建立 了预混料

和配合饲料 中 K V
3

( 亚硫酸氢钠甲茶酸 ) 的 P L HC分析方法
,

并对 V K
3

在这两 种 分

离模式中的保留值与流动相组成的 关来作 了较系统的研究
。

主题词 甲基茶醒
; 高效液体色谱 ; 饲料

中图分类号 0 6 5 .7 7

0 前 言
V K 是一类能促进血液凝固的蔡醒衍生物

。

K , ,

K Z

为天然产物
,

K 。

为人工合成 品
,

且活

性最强
。

动物缺乏 V K
,

在有创伤时
,

可引起流血不止
。

但大剂量 V K 3

及其衍生物又会引起

动物贫血
、

脾肿大和肝肾伤害〔 ’」。

因此
,

在预混合饲料及全价配合饲料的研究和生产过程中
,

必须对原料和产品中的 V K 含量进行准确的定量分析和控制
。

在饲料中强化的 V K 一般都

是 V K
3

的亚硫酸氢钠盐
,

即亚硫酸氢钠 甲蔡酿
,

其分析方法 目前主要有分光光度法和气相

色谱法 2[,
’ 〕 ,

前者需衍生
,

操作麻烦
,

易受杂质干扰
,

仅适用于成分较简单的饲料添加剂样品
,

后者需在热解气相色谱柱上转化为游离的 V K 3

才可测定
。

作者分别在 C
。

柱和 N H Z

柱上采

用反相离子对色谱法和离子交换法两种分离模式建立了简便
、

快速
、

准确的直接测定饲料 中

V K 3

的 H P L C 分析方法
,

并对 V K 3

在这两种色谱体 系中的保 留行为与流动相组成的关 系

作了较系统的研究
,

其结果对分析药物及其它样品中 V K
3

也应有一定的指导意义
。

1 实 验
1

.

1 试剂

样 品 由本校饲料 教研 室和无锡 联合生 物技 术公 司提供
;
标 准品为 生化试剂 ( 含量

94 % )
,

上海试剂二厂生产 ; 甲醇为光谱纯
,

上海振兴化工一厂生产 ;
水为超纯级

,

无锡华晶公

司生产
。

其它试剂 皆为分析纯
。

1
.

2 样品预处理

称取一定量样品 (预混料为 0
.

1一 1g
,

全价配合饲料为 3一 59 )于 1 00 m l 棕色容量瓶中
,

收稿 日期
: 1 9 9 5

一

。`
一

3 0
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用 甲醇
一

水 ( 2 0/ 80
,

V / V )定容
,

超声振荡 10 m in
,

离心
,

用 0
.

45 “ m 微孔膜过滤
,

滤液供进样

用
。

若样品是鱼虾等水产颗粒饲料
,

因其中含有变性淀粉或糊精
,

在甲醇
一

水溶剂中会呈糊

状
,

无法提取
,

故需先用少量
a 一

淀粉酶使之液化水解
,

再提取
、

离心
、

过滤
,

然后用 S e p
一

p ak

C
, 8

小柱处理净化后再进样
。

1
.

3 色谱条件

见表 1
.

V K
:

在模式 I 和 I 中的紫外光谱采集图相同
,

如图 1 所示
,

V K
3

有三个吸收峰
,

表 1 选

择 2 6 6 n m 和 2 3 2 n m 两个波长检测
。

表 1 H P L c 分析 v K 。
的色谱条件

2 32 n m

分离模式 I 反相离子对色谱法 离子交换法

色谱柱 俄产 C :
,

1 2 0 太 4 m m ( 1 0拜 )

流动相
C H

3
O H / H Z ( )

,

2 0 / 8 0 ( V / V )

6m m o l / I
_

( C
:

H
S

)
.

N B r

0
.

s m l / m
一n

大连化物所 N u e l e o s
i l N H Z

2 5 0 只 4 n l m ( 7卜m )

C H 3 ( ) H / H Z ( )
,

1 5 / 8 5 ( V / V )
,

1 0 0 n l n l o l / 1 K C I

1 O rn m o l / 1 K H Z P ( )
; ,

P H 3一 4

1
.

o n l l /
n l一n

检 测
U V 26 6 ( I Q ) n m

一

4 5 0 ( 6 ( ) ) x l n l
M F I

.

或 2 3 2 ( 8 ) n n 1 4 2 o ( 6。 ) n f l ,
M F I

.

〔J

仪 器 H l
〕 I Q S Q

2
.

1

结果与讨论

色谱体系的选择

图 1 v K
3

亚硫酸氢钠光谱采集图

扫 描范围 2 20 ~ 4O 0 n m

在 v K 3

亚硫酸氢钠分子结构中
,

虽然有芳环结构存在
,

但因为它是离子型化合物
,

故用

一般的反相色谱法无法对它分离分析
。

离子交换法当然可行
,

但一般检测部门和工厂的仪器

上都不具备标准的键合型阴离子交换柱
。

鉴于上述情况
,

作者根据被分析对象的结构特征
,

首选模式 1
.

为满足检测单位的不同要求
,

考虑到氨基柱为常用极性柱
,

且在酸性条件下
,

又可作为一种具有较好的化学稳定性和热稳定性 (相对于离子交换树脂柱 )的键合型弱碱性

阴离子交换柱 [’]
,

故也选择模式 皿作试验
。

结果表明 (图 2
,

3 )
,

这两种分离模式的选择都是

可行的
,

且易于推广
。

对于模式 I
,

若换用 C
18

柱
,

其它色谱 条件基本不变
,

只需将流动相 中甲醇的比例适当提

高或将离子对试剂浓度适当减小即可
。

2
.

2 反相离子对色谱法中流动相组成对 v K 3

保留值的影响

2
.

2
.

1 离子对试剂 的浓度 如图 4 中曲线 1 所示
,

在其它条件不变的情况下
,

随着离子对

试剂浓度 ( C Q ) 即四 乙基澳化按浓度的增大
,

其容量 因子 k
’

也增大
,

且增大速率逐渐减小
。

以 In k
’

对 In C Q
作一元线性回归得

:
In k

’

一 一 0
.

0 3 4 4 + 0
.

5 6 Ol n C Q ,

相关系数
r = 0

.

9 9 2 9
,

即

In k
’

与 In C Q
之间近似地线性正相关

。

2
.

2
.

2 有机溶剂浓度 恒定 ( C
Z H S

)
。 N B : 浓度

,

容量因子 k
’

随甲醇浓度的升高而迅速下降
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(m 宜 n) (t ni n)

图 2 猪的预混料色谱图 图 3

模式 1 VK :

保留时间 6
.

2 o6 m im 模式

(图 4 曲线 2)
,

且 Ikn
’

与甲醇浓度 C
m

之间存在近似的直

线关系
:

l欣
’

一 3
.

19 一 0
.

09 8 C m , r
- 一 0

.

9 9 1 9
.

利用此

规律
,

可预见梯度洗脱复杂样品时 V K 。

的保 留特征
。

.2 3 在氨基柱上离子交换法中 v K 。

保留值与流动相组

成的关系

2
.

3
.

1 无机盐浓度的影响 在恒定 甲醇和 K H : P 0
4

浓

度
,

p H 不变条件下
,

改变 K CI 浓度 ( C K c ,
) 即改变流动相

离子强度
,

其容量因子 k
’

变化如图 5 曲线 1 所示
。

nI k
’

与

In C
K c ;

之 l司呈线性负相关
: I n k

’

~ 3
.

2 4 1 一 O
·

5 8 8 I n C K。 , , r

- 一 0
.

9 9 9 4
.

符合卢佩章教授等 s[,
6」提 出的无机盐浓度

对保留值影响的关系式
:

nI k
’

~ A 一 lB n C S
.

2
.

3
.

2 甲醇浓度的影响 图 5 曲线 2 显示
,

随着甲醇浓

度 ( C
m

) 的增大
,

V K 。

保留值显著减小
,

Ink
’

与 1n 叽
、

也呈

负相关
:

In k
’

= 1
.

6 0 6 一 0
.

4 0 (〕In C m , : = 一 0
.

9 9 7 7
.

该变

化趋势与邹汉法
[ ’ 口有关离子交换色谱 中甲醇浓度对保留

值的影响的研 究结果相反
,

这可能是因为
:

从挣 电作用

看
,

流动相中甲醇分子对离子色谱固定相的吸附作用 ( 即

与溶 质竞争吸 附作用 ) 比水分 子要弱
,

随着 甲醇 浓度增

大
,

溶 质 V K 3

与 固定相的静 电作用有所增强
,

这 将使保

留值增大
。

但从另一方面看
,

随着甲醇浓度的增大
,

溶剂

与溶质的疏水作 用增大
,

导致保 留值减小
。

作者研究的溶

鸡的预混料色谱图

v K
:

保留时 l司 7
·

O 6 n ” , n

e m ( % )

4 6 8 1 0

aC ( m m o l / L )

图 4 C
、

柱上流动相组成

对 v K :

保留值的影响

色谱条件
:

1 (
一 n、

为 2 0 % 2 (
一

Q 为 6 m m o l / I
,

其它 见条件表 1

质 V K 3

在所选 定的 N H :

柱离
一

子交换色谱体系中 ( 弱碱性 阴离子交换 )
,

甲醇浓度增大所 引

起 的疏水作用增大 的幅度大于 !狰电作用增强的幅度
;而邹汉法等人的研 究对象为苯和蔡的

一氨基或二氨基 的一磺酸盐及二
、

三磺酸盐
,

分子极性较强
,

且固定相为强碱性 阴离子交换
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柱
,

因而甲醇浓度的变化所引起的疏水作用变化幅度小于静电作用变化的幅度
,

致使保留值

随甲醇浓度的升高而增大
。

e m ( % )

2 0 3 0

4 00 C x e .
( m m o l / L )

6 p H

门ónó匕刁勺UOù”ùJ勺邝̀

2
.

3
.

3 p H 的影响 图 5 曲线 3 表明
,

随着 p H 值

降低即酸度增大
,

键合相 N H
:

的质子化程度增大
,

即离子交换基团数 目增多
,

交换容量增大
,

因而保

留值增大
。

质子化程度及交换容量随 p H 降低而增

加 的速率
,

在低 酸度时 ( p H 6
.

5~ 5
.

3 8 )较慢
,

较高

酸度 ( 5
.

38 ~ 4
.

00 ) 时较快
,

当酸度大到一定值时

( p H 4 以下 )
,

又趋缓慢
,

即质子化程度和交换容量

趋于饱和
。

p H 在 3~ 4 之间较合适
。

此时
,

应注意
:

柱子平衡时间较长
,

需 h2 (1 m l/ m in )左右
,

柱后流

出液的 p H 值和 V K
。

保留时间才趋于稳定
。

2
.

4 V K :

的定性

在样 品分析时
,

除了用 V K 3

保 留时间和添加

标样峰面积增大 法进行一般定性外
,

还利用仪器

具有的在线瞬间采集紫外光谱图的功能
,

对 V K 3

峰定性并作峰纯 度评估
:

在峰顶及两侧峰腰 处分

别采集光谱图
,

所得 图谱的形状
、

吸收带位置及相

对强度都与标准品谱 图 ( 图 l) 一致
,

因而确证所定

性的峰确实为纯 一的 V K 3
.

2
.

5 检测线性及检出限

配制 V K 3

系列标准溶液
,

分别在表 1 所列的

0 1 0 0

2 3

图 5 氨基柱上流动相组成对

v K 3

保留值的影响

色谱条件
:

1 C m l s 写
.

K H Z P ( )
4 l o m m o l / I _ ,

p H 4
.

0 0

2 C K e 一 I O O m m o l/ l
,

K H Z P ( )
` I O m m o l / I

_ ,

P H 3
.

9 5一 4
.

0 0

3 C K e 一 10 0m om l/ L
,

K H Z P ( )
;

1 0 n ,
m o l / L

,

C o l s写
,

其它条件见表 l

条件下进样分析 (进样 1 0川 )
,

以 V K 。

峰面积 A ( 义 103 )对其浓度 C ( 拌g / m l) 作线性回归
,

得

到回归方程和线性相关系数于表 2
.

以 1拌g / m l V K
3

标准液逐级稀释进样
,

测其峰高及基线

噪音强度
,

以 2倍信噪比计得选定条件下的检出限即最小检测浓度 (进样 1 0闪 时 )也列于表

2
.

表 2 v K 3

的检测线性及检出限

分离模式
检测波长

( n rn )

线性范围
(尸g / n 、 l )

回归方程 相关系数
检 出限

(拜 g / m l )

1 ~ 1 00

l ~ 1 0 0

A = 4 7
.

3 3 7 C 一 2 6
.

4 7 5

A = 14 8
.

2 5 6 C 一 9 5
.

9 3 9

0
.

99 98

0
.

9 9 97 ;: :
1 ~ 1 0 0

l ~ 1 0 0

A = 3
.

7 0 8 C 一 0
.

9 1 8

A = 1 19
.

9 1 8 C 一 2
.

2 9 1

0
.

9 9 97

0
.

9 9 9 6

0
.

2 4

U
.

0 9

ùhn乙ō匕9曰
ù
bgJ一bQ口9一9一,一9曰

2
.

6 准确度和精密度

用上述选定的色谱条件和样 品处理方法
,

分别在 C
,

柱和 N H
Z

柱上 (分别为分析方式 I

和分析方式 l ) 以外标法测定了 6 种不同饲料样品中 V K 3

含量
,

并作加标 回收试验 测得 回

收率于表 3
.

鸡的配合料和鱼的配合料的检测波长为 2 3 2n m
,

其它 4 种样 品的检测波长为

2 6 6 n m
.

表 3 表明
,

两种分析方式都能较准确
、

精密地用于饲料中 V K
3

的定量测定
。
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表 3 6 种饲料样品中 vK :

测定结果及其回收率

样 品
分析

方式
平均含盘 ( m g /k g )

气 月

1 5 6
.

5

1 5 5
.

6

变异系数
( % )

加标量
(拜g /g )

测得量
(拌g /g )

匕Jōb t
廿

I

…
润匕叮̀d

.
OóO甘O一

鸡的预混料

2
.

8 5

3
。

0 3

15 0
.

3

15 0
.

3

3 0 4
.

1

3 0 0
.

7

9 8
.

2

猪的预混料
3 54

.

3

3 4 3
.

8

10 0
`

2

10 0
.

2

4 5 2
.

1

4 3 8
.

7

1孟n6d
压

né月0OJJ任O甘d
盆内了匕J叮口

……
n乙1上,10自
ù人卫. .上

联合公司

预混料 1 #

1 8 6 9
.

0

1 8 9 0
.

6

5 0 1
.

0

5 0 1
.

0

23 5 0
.

5

23 8 0
.

4 :)
`

;
联合公司

预混料 2 #

5 7 7
.

7

5 65
.

3

3 0 0
.

6

3 0 0
.

6

8 7 8
.

9

8 60
.

2

1 0 0
.

2

9 8
.

1

鸡的配合料 : : :{::
2

.

0

2
.

0 :
.

:
1 0 5

.

0

9 5 0

鱼的配合料 :
’

: :
.

::
2

.

0

2
.

0 :
.

:
9 5

.

0

, 0
.

0
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