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乳粉中维生素 Kl高效液相色谱 

测定方法的改进 
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摘 要：通过改进流动相和样品处理方法，确定了最佳的流动相配比，缩短了分析时问(Rt 11 rain左右)，降低了 

检出限(O．02~g／100g)，维生素 K1的最小检出浓度达到 0．20~g／100 g． 
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关于食品和乳品中维生素 K 的测定方法在国 

家标准[1 中已经有规定，但较复杂，保 留时间长 

(约 55 min)，样品干扰峰分不开，检出限高(大于 1O 

ttg／100 g)．而本方法操作简便，改进了流动相(已腈 

+甲醇+异丙醇一20+65+15)和样品处理 ，保留时 

间小于 11 min，检出限(0．20 100 g)较低，并且 

有较宽的线性范围(1～1 000 vg／100 g)，适合乳粉 

样品中维生素 K (一般在 20~g／100 g)的检测． 

1 实验部分 

1．1 标准 

维生素 K (标准物质，sigma公司)标准溶液： 

6．5 mg／mL(用流动相定容)，维生素 Kt标准工作 

液：65 ttg／mL(用流动相定容)． 

1．2 试剂 

已腈 、甲醇 (色谱 纯)，异 丙 醇 (分 析 纯)， 

Taka-淀粉酶(1．68U／g，sigma公司)，脂酶(1140 

U／mg，加拿大 rugosa公司)，磷酸缓冲溶液 (pH 
一 7．4，与脂酶一致)，氯化钠(分析纯，天津海光 

公司)饱和溶液． 

1．3 仪器 

液相色谱仪二极管阵列检测器(Series200，波 

长范围：19O～700 nm，)紫外一可见光检测器(Series 

200，190~360 nm)，四元泵，柱温箱，自动进样器， 

以上仪器均为美国Perkin Elmer公司生产． 

旋转蒸发器( 2—98，上海亚荣生化仪器厂)，高 

速离心机(HERMLE，Z-323，德国)，C18色谱柱(Dia— 

monsil，5肿 ，250 ram~4．6 innl，迪马公司，流速：1．0 

mL／min，波长：270 nlTl，进样量：10 L，温度：4O℃，流 

动相：已腈+甲醇+异丙醇=20+65+15． 

1．4 测试步骤 

1．4．1 样品处理 

精密称取乳粉[3 ]10 g，首先按照参考文献[2] 

中5．1-5．2．7步骤进行，之后再加入正己烷 1．0 mL 

于 10 mL的试管中，在冰箱中冷冻 2 h，取出后，吸 

上清液 0．4 mL，用氮气吹干，再用异丙醇 1．0 mL 

定容．在超声波震荡器上震荡约 5 min，于离心机上 

离心 5 min(转速 5 000 r／min)． 

1．4．2 样品测定 

把标准工作液和待测样品液分别加入样品瓶 

中，设定进样体积为 10 t*L，进样测定，运行时间 

35 mirL 

1．4．3 计算公式[2] 

样品中维生素 Kl的含量(~g／100 g)． 

S×Co×100×2．5／S 

式中：S为样品溶液的峰面积 ，S0为标准溶液的峰 
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面积，C0为标准工作液的浓度，~g／mL． 

2 结果及讨论 

2．1 谱图分析 

谱图见图 1～3所示．图 2为含有维生素 K 的 
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样品的谱图，其保留时间为 11．02 min．图 3为原国 

标 方法中维生素 K 标样的谱图，维生素 K 的保 

留时间为 55 min，从以上 3个谱图的分析可以得出 

结论，分析方法改进后，维生素 K 的保留时间减少 

了近 40 min． 
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图 1 维生素 Kl标准样品的色谱图(Rt=10．82 rain) 

Fig．1 ~ togram of standard sampleof vitamin Kl(Rt=10．82rain) 
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图 2 维生素 Kl样品的色谱图 

2 ~ togram of sample of vitamin Kl 
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图 3 原国标方法中维生素 Kl标样的色谱图(Rt----55min) 

Fig．3 ~ togram of standard sampleofvitamin Kl inthe 0rjglnaI nat~nal standardmethod 
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2．2 加标回收率 ~g／100 g之间时，仍呈线性关系． 

对4 样 率测定’ 3 结论 
回收率结果在 93．3 ～1O6．O％之间．见表 1． ～ 

表 1 回收率的测定结果 

Table 1 Determination results of recovery 

样品名称 样重／ g 加标量／ 测定结果／ g回收率／ 

2．3 标准曲线 

标准曲线的线性 回归方程是：A一一4421+ 

28981 13C 

2．4 方法的检出限和最小检出浓度 

噪音面积极限的平均值(10次测定)是 59，按照 

2倍的峰面积噪音极限来计算，以进样 2O L计，则 

仪器的最小检出浓度为 0．02 gg／mL 该分析方法 

的检出限为 0．02／~g／100 g，最小检出浓度为 0．20 

g／100 g． 

2．7 方法的线性范围 

通过试验确定，得到样品含量范围在 1～1 000 

该方法作为乳粉中维生素 K·的检测方法，通 

过改进流动相组成和配比，具有较好的检出限和较 

宽的线性范围，方法稳定、适用．该方法比国标中的 

方法的检出限提高两个数量级以上，并且明显的改 

进了分离效果(原来方法的干扰组分的峰分不开，并 

且检出限也达不到)，该方法的加标 回收率在 

93．3 ～1O6．O 之间，保留时间也比国标中的方法 

大大的缩短 了(原 方法为 55 rain，现在约为 ll 

min)．经过多次实验验证，该方法稳定、可行 ，能够 

比原国标方法更好地满足乳粉中维生素 K．的检测 

要求． 
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Determination of Vitamin KI in M ilk Powder by HPLC 
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Abstract：A new method to analyse and test vitamin K1 in milk powder was reported，it not only saves tes— 

ting time(the remain time iS about 11 rain，the old method iS about 55 min)，but also reduces the limits of 

determ ination(O．02 t~g／100 g)，and neighborhood peaks can be separated completely．The mobile phase is 

compo sed of acetonitrile+methylalcohol+iso-propyl—alcohol=20+65+ 15．The method is fit for the de- 

term ination of vitamin Ki in the milk powder． 
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