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检测分析

初榨葡萄籽毛油中维生素 Ｅ、植物甾醇
及角鲨烯的快速同步检测
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摘要：建立一种高准确度、快速的 ＨＰＬＣ方法测定初榨葡萄籽毛油中维生素 Ｅ、植物甾醇（菜油甾
醇、豆甾醇、β－谷甾醇、谷甾烷醇）及角鲨烯的含量。样品经高温皂化，以无水乙醚为提取剂提取，
纯化后采用ＨＰＬＣ检测。流动相采用Ａ相甲醇－乙腈－叔丁基甲醚（体积比８５．５∶８∶６．５），Ｂ相超
纯水－冰醋酸（体积比９９∶１），梯度洗脱，进样量２０μＬ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，维生素 Ｅ与３种常见植
物甾醇、角鲨烯检测波长分别为２９２ｎｍ与２１０ｎｍ，柱温２５℃，谷甾烷醇采用ＥＬＳＤ检测，运行时间
２５ｍｉｎ。结果表明：１１种目标物的质量浓度均与峰面积有较好的线性关系，Ｒ２均大于０．９９９，检出
限为０．１０～５．００μｇ／ｍＬ，定量限为０．１７～６．２５μｇ／ｍＬ；样品中维生素Ｅ总含量为３５７．０９～６５５．０６
ｍｇ／ｋｇ，植物甾醇总含量为１２２０．１１～３１７８．７６ｍｇ／ｋｇ，角鲨烯含量为２４．２１～６７．９８ｍｇ／ｋｇ。该方
法测定相对偏差较小，结果准确，可以成批次测定初榨葡萄籽毛油。
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油，含有生育酚、生育三烯酚、植物甾醇、角鲨烯和多

酚等多种微量活性成分，尤其是生育三烯酚含量丰

富，这些微量成分对人体健康具有积极作用。生育

酚可减轻细胞毒性，降低应激反应损伤，改善免疫功

能［１－２］，摄入γ－生育酚可预防前列腺癌症［３］。生

育酚三烯酚可预防增生性肥胖［４］、结肠癌［５］、心血

管疾病等慢性疾病［６］。植物甾醇对动脉粥样硬化

的预防、降低胆固醇吸收与代谢、抗炎症等方面具有

积极的作用［７］。角鲨烯具备延缓细胞衰老、促进人

体细胞代谢和显著提高人体免疫功能等作用［８］。

准确测定葡萄籽油中的微量成分对于油的营养

功能评价、识别鉴定和质量控制具有重要意义。目

前油中微量成分常采用的提取方法有高温皂化［９］、

超临界流体萃取［１０］、液液分散微萃取［１１］和固相萃

取［１２］等。定量分析方法主要有高效液相色谱

法［１３］、硅烷化气相色谱 －质谱联用法［１４］和液相质

谱联用技术［１５］，一般是对一种或者是几种物质的分

析，时间长，未有报道实现过生育三烯酚、植物甾醇、

生育酚和角鲨烯的液相色谱同时测定。因此，建立

一种快速提取、定量准确的初榨葡萄籽毛油中多种

微量活性成分的同步分析方法是很重要的。

本研究优化了高温提取初榨葡萄籽毛油中的４
种植物甾醇（豆甾醇、β－谷甾醇、菜油甾醇、谷甾烷
醇）、６种维生素 Ｅ和角鲨烯的最佳皂化条件，首次
建立了初榨葡萄籽毛油中１１种生物活性物质同步
分析的ＨＰＬＣ定量方法。
１　材料与方法
１．１　实验材料

实验所用的不同品种葡萄籽：新疆产区的美乐、

赤霞珠、克隆松、木纳格、贵人香、梅鹿辄、柔丁香和

霞多丽品种；山东产区的工酿一号；云南产区的玫瑰

蜜品种。

维生素Ｅ标准样品：α－生育酚（纯度≥９８％），
购自美国 Ｃｈｒｏｍａｄｅｘ公司；γ－生育酚（纯度≥
９８％）、δ－生育酚（纯度≥９８％），均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；α－生育三烯酚（纯度≥９８％）、γ－生育三烯
酚（纯度≥９８％）、δ－生育三烯酚（纯度≥９８％），均
购自美国Ｍａｔｒｅｙａ公司。

植物甾醇标准品：菜油甾醇（纯度９７％），购自
日本和光公司；豆甾醇（纯度９５％）、β－谷甾醇（纯
度９８％），均购自 Ｊ＆Ｋ公司；β－谷甾烷醇（纯度
９７％），购自美国 Ｍａｔｒｅｙａ公司。角鲨烯（纯度≥
９９％），购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

甲醇：色谱级，购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ＵＳＡ）；冰
醋酸；超纯水：用Ｍｉｌｌｉ－Ｑｗａｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ纯

化，购自美国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ；乙腈：色谱级，购自
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ＵＳＡ）；叔丁基甲醚：色谱级。
１５２５型系列高效液相色谱系统：配备泵、柱温

箱、１５２５型可变波长紫外检测器和３３００型蒸发光
散射检测器，购自美国Ｗａｔｅｒｓ公司；Ｃ１８－ＳＴ色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），购自中国泰科美特公
司；ＳｙｍｍｅｒｔｒｙＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
购自美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ３０色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），购自中国浙江月旭材料
科技有限公司；液体混合器；水浴锅。

１．２　实验方法
１．２．１　标准样品溶液的配制

维生素Ｅ标准储备液的配制：用无水乙醇配制
１０、３５．３、７０．６、１７６．５、３５３μｇ／ｍＬ和７０６μｇ／ｍＬα－
生育酚系列标准溶液；配制５、１０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ
和２００μｇ／ｍＬγ－生育酚系列标准溶液；配制 ５、
１２．５、２５、５０、１００、１２５、２００、２５０μｇ／ｍＬ和 ５００
μｇ／ｍＬα－生育三烯酚、γ－生育三烯酚、δ－生育酚
和δ－生育三烯酚系列标准溶液。

植物甾醇标准储备液的配制：用无水乙醇配制

７．５、１５、３０、６０、１２０、２００、２５０、５００μｇ／ｍＬ和 １０００
μｇ／ｍＬ豆甾醇系列标准溶液；配制 １２．５、２５、５０、
１００、２００、４００、８００μｇ／ｍＬ和１０００μｇ／ｍＬ菜油甾醇
系列标准溶液；配制 ８．５、２５、５０、１００、２５０、５００、
１０００、２０００μｇ／ｍＬ和２５００μｇ／ｍＬβ－谷甾醇系列
标准溶液；配制１２．５、２５、５０、６２．５、１００、２５０μｇ／ｍＬ
和５００μｇ／ｍＬβ－谷甾烷醇系列标准溶液。

角鲨烯标准储备液的配制：配制６．８２、２１．１４２、
４２．６２５、８５．２５、１７０．５μｇ／ｍＬ和６８２μｇ／ｍＬ的角鲨
烯系列标准溶液。

１．２．２　样品处理
准确称取２ｇ（精确到０．０００１ｇ）的实验室自制

的冷榨葡萄籽毛油（采用ＣＡ－５９－Ｇ螺旋榨油机压
榨）于１５０ｍＬ烧瓶中，加入３０ｍＬ氢氧化钾溶液，
３０ｍＬ无水乙醇，适量的ＴＢＨＱ抗氧化剂，于液体混
合器上振荡 ５ｍｉｎ，混合溶解，直至油脂呈分散状
油滴。

将混合的液体样品置于水浴振荡锅中加热反应

一段时间，快速冷却，转移皂化液于２５０ｍＬ的分液
漏斗中，分别用 ５０ｍＬ无水乙醚、５０ｍＬ超纯水萃
取、洗涤，重复操作３次，收集上清液，室温下用氮气
吹干，用无水乙醇溶解，过 ０．２２μｍ滤膜，置于
－２０℃保存。样品提取过程中发生的任何反应均
在避光条件下进行。
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１．２．３　ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ分析方法的建立
１．２．３．１　色谱条件

ＳｙｍｍｅｒｔｒｙＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相 Ａ相为甲醇 －乙腈 －叔丁基甲醚
（体积比８５．５∶８∶６．５），流动相 Ｂ相为含１％冰醋酸
的超纯水溶液，梯度洗脱，程序为：０～１０ｍｉｎ，１００％
Ａ；１０～１２ｍｉｎ，１００％Ａ线性降至 ９８％Ａ；１２～
２５ｍｉｎ，９８％Ａ保持运行；２５～２８ｍｉｎ，９８％Ａ线性升
至１００％Ａ；最终平衡１０ｍｉｎ，等待下一次进样。柱
温为 ２５℃，流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为 ２０μＬ。
生育酚及生育三烯酚检测波长为 ２９２ｎｍ，菜油甾
醇、豆甾醇、β－谷甾醇和角鲨烯检测波长为 ２１０
ｎｍ，均采用紫外检测器；谷甾烷醇采用ＥＬＳＤ蒸发光
散射检测器检测，气体流速 ０．５Ｌ／ｍｉｎ，气体温度
４０℃，增益数４；两种检测器串联。
１．２．３．２　质控样品的制备

将不同品种、产地的初榨葡萄籽毛油样品随机

选取３个样本，分别称取２ｇ于１５０ｍＬ圆底烧瓶内
振荡涡旋混匀作为 １个质控样。将质控样按照
１．２．２、１．２．３．１方法处理，上机时每测量１０个样本
插入１个质控样品来保证实验的重复性。
２　结果与分析
２．１　样品皂化条件的优化

为得到维生素Ｅ（生育酚和生育三烯酚）、植物
甾醇和角鲨烯的最佳皂化条件，以皂化温度、皂化时

间、碱液浓度为考察因素，总甾醇和维生素 Ｅ含量
为评价指标，经单因素实验分析，确定适合葡萄籽油

皂化提取的最适条件是８０℃、４５ｍｉｎ、３ｍｏｌ／Ｌ的氢
氧化钾溶液。经ＨＰＬＣ含量分析可知，此条件下的维
生素Ｅ、植物甾醇和角鲨烯的平均回收率为９６．３％，
ＲＳＤ为３．６０％。
２．２　液相色谱条件的选择
２．２．１　色谱柱的选择

考虑到极性洗脱，选择较为常用的３种色谱柱
（分别是Ｃ１８－ＳＴ色谱柱Ａ，ＳｙｍｍｅｒｔｒｙＣ１８色谱柱Ｂ，
ＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ－Ｃ３０色谱柱 Ｃ）用于同时分离生育酚、
生育三烯酚、豆甾醇、菜油甾醇、β－谷甾醇和角鲨

烯物质。

色谱柱Ａ、Ｂ和Ｃ的填料物质不同，但色谱柱的
长度和粒径相同，分别进样，流动相甲醇 －水（体积
比９８∶２），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２５℃，紫外检测波
长分别是２９２ｎｍ和２１０ｎｍ，等度洗脱。对比３个
色谱柱的分离情况可知，色谱柱 Ｃ的洗脱时间较
长，且仅能分离洗脱部分目标分析物，洗脱在１ｈ内
未完成，且菜油甾醇和豆甾醇峰完全重叠。色谱柱

Ａ和色谱柱Ｂ对生育酚、生育三烯酚和角鲨烯的洗
脱能力相似，但色谱柱 Ａ对 ３种常见的植物甾醇
（菜油甾醇、豆甾醇和 β－谷甾醇）的分离效果不明
显，尤其是菜油甾醇和豆甾醇，色谱峰存在部分重

叠，且在改变流动相组成、梯度洗脱的条件下，均无

法达到菜油甾醇和豆甾醇的基线分离要求，推测原

因是色谱柱填料键合了部分极性基团，使得极性较

弱的菜油甾醇和豆甾醇的洗脱能力减弱，菜油甾醇

和豆甾醇的结构十分相似，洗脱时间发生重叠。色

谱柱Ｂ在甲醇－水（体积比９８∶２）等度洗脱的条件
下，可实现菜油甾醇与豆甾醇的基线分离，但豆甾醇

的峰形有部分拖尾，但色谱柱Ｂ基本满足了１０种物
质的基线分离（谷甾烷醇在紫外无响应）。故选择

ＳｙｍｍｅｒｔｒｙＣ１８色谱柱用来分离、定量分析初榨葡萄
籽毛油中的不皂化物。

２．２．２　流动相的选择
考虑到谷甾烷醇在紫外检测器中无响应，优先

考虑紫外条件下１０种目标分析物的分离情况，为了
３种甾醇的峰形，实现１０种物质的快速定量分析，
再根据谷甾烷醇在蒸发光散射检测器下的洗脱情

况，对初始的液相条件进行优化，以实现对生育酚

（α－、γ－、δ－生育酚），生育三烯酚（α－、γ－、δ－
生育三烯酚），植物甾醇（菜油甾醇、豆甾醇、β－谷
甾醇、谷甾烷醇），角鲨烯的同时快速分离。

反相高效液相（ＲＰ－ＨＰＬＣ）Ｃ１８色谱柱用于分离
甾醇同分异构体时是不容易实现的，文献报道不多。

在Ｙｕａｎ等［１６］文献基础上，选取甲醇、乙腈、异丙醇、

叔丁基甲醚、水作为流动相，考察不同流动相组成对

１１种目标分析物分离效果的影响，结果见表１。

表１　不同流动相组成对ＶＥ、植物甾醇及角鲨烯分离效果的影响

流动相 洗脱程序 分离情况

乙腈 １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ４５ｍｉｎ内实现６种维生素Ｅ的分离，甾醇未被洗脱出来

甲醇 １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ３０ｍｉｎ内实现１０种目标物质的分离，但出峰位置较为紧密，
柱压较大；豆甾醇峰形较差；谷甾烷醇与角鲨烯未完全分离

甲醇－乙腈（９５∶５；９２∶８；９０∶１０） １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ２５ｍｉｎ内实现１０种目标物质的分离，改善峰的分离度，柱压
降低，响应值增加；谷甾烷醇与角鲨烯未完全分离
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续表１
流动相 洗脱程序 分离情况

甲醇－叔丁基甲醚（９５∶５；９３．５∶６．５；
９２∶８） １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ２０ｍｉｎ内实现１０种目标物质的分离，改善峰形，柱压大大降

低，脂溶性物质溶解度增加；谷甾烷醇与角鲨烯未完全分离

甲醇－异丙醇（９５∶５；９３．５∶６．５；９２∶８） １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 菜油甾醇和豆甾醇的分离度不好，谷甾烷醇与角鲨烯峰重叠

甲醇－水（９８∶２） １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ３５ｍｉｎ内实现１１种目标物质的分离，甾醇峰有部分拖尾，柱
压增加，响应值降低

甲醇－乙腈 －叔丁基甲醚（８５．５∶８∶
６．５，１％酸化水） １．０ｍＬ／ｍｉｎ等度 ３３ｍｉｎ内实现１１种目标物质的分离，豆甾醇峰形有所改善，

柱压增加，响应值降低

甲醇－乙腈 －叔丁基甲醚（８５．５∶８∶
６．５，１％酸化水）

１．２．３．１梯度洗
脱程序

２５ｍｉｎ内实现１１种目标物质的分离，甾醇分离度和峰形均得
到改善，柱压降低，响应值增加

　　由表 １可知，采用甲醇 －乙腈 －叔丁基甲醚
（８５．５∶８∶６．５，１％酸化水）为流动相，在１．２．３．１梯
度洗脱程序下，１１种目标物质在２５ｍｉｎ内完全分
离，效果较好。

２．２．３　检测器参数条件的选择
ＥＬＳＤ是一种通用型的检测器［１７］，可用于无紫

外吸收的甾醇饱和形式（谷甾烷醇）物质的测定。

根据１．２．３．１的流动相组成与洗脱程序，选取４０、
５０、６０、６５℃和 ７０℃作为温度考察范围，０．５、１．０、
１．５Ｌ／ｍｉｎ和２．０Ｌ／ｍｉｎ作为气体流速考察范围；根
据响应值的大小，选取１、２、４、８和１６作为增益值的
考察范围，结果见表２。

由表２可知，气体温度为 ４０℃，气体流速为
０．５Ｌ／ｍｉｎ，增益值为４时，各含量水平的标准物的
线性良好，达０．９９９以上；各含量水平的样品中谷甾
烷醇均有响应，达定量要求。当增益值达４时，可明
显看出谷甾烷醇与角鲨烯达到基线分离，无重叠交

叉峰。

表２　不同ＥＬＳＤ仪器参数对谷甾烷醇的响应影响

仪器参数 参数范围 谷甾烷醇标准品与样品的响应结果

气体温

度／℃

４０ 低含量与高含量目标物均有响应

５０ 目标物响应值较低，未达到定量限

６０ 低含量样品在出峰时间未检出

６５ 低、高含量样品目标物均基本无响应

７０ 高含量目标物无响应值

气体流速／
（Ｌ／ｍｉｎ）

０．５ 标准物和样品均有有效的响应值

１．０ 低、高含量目标物响应较低，定量难

１．５ 低、高含量样品目标物均基本无响应

２．０ 低、高含量样品目标物均无响应

增益值

０１ 谷甾烷醇响应值过低，无法定量

０２ 高含量样品可响应，低含量无响应

０４ 目标物均有响应，线性达０．９９９以上
０８ 基线噪音较大，灵敏度降低

１６ 基线噪音过大，线性差，无法定量

２．３　ＨＰＬＣ方法学验证
２．３．１　线性范围、检出限、定量限

在优化的液相条件下，考察１１种目标物质的线
性、灵敏度（检出限和定量限），结果如表３所示。

表３　维生素Ｅ、植物甾醇及角鲨烯的线性范围、检出限、定量限（ｎ＝６）

分析物 线性范围／（μｇ／ｍＬ） 标准曲线方程 回归系数（Ｒ２） 检出限／（μｇ／ｍＬ） 定量限／（μｇ／ｍＬ）
α－生育酚 １０～７０６０ ｙ＝０．０００１ｘ＋４．５０７４ ０．９９９５ ０．４４ １．４２
γ－生育酚 ５～２０００ ｙ＝０．０００４ｘ＋１．６３０４ ０．９９９７ ０．４０ １．００
δ－生育酚 ５～５０００ ｙ＝０．０００２ｘ＋０．８９１４ ０．９９９８ ０．２０ ０．６３
α－生育三烯酚 ５～５０００ ｙ＝０．０００１ｘ－２．４４２５ ０．９９９９ ０．２０ １．００
γ－生育三烯酚 ５～５０００ ｙ＝０．０００２ｘ－１．０９６８ １．００００ ０．１５ ０．４３
δ－生育三烯酚 ５～５０００ ｙ＝０．０００１ｘ－１．４４５７ ０．９９９５ ０．１０ ０．４４
菜油甾醇 １２．５～１０００ ｙ＝０．０００２ｘ＋１１．００６ ０．９９９５ １．００ ２．００
豆甾醇 ７．５～１０００ ｙ＝０．０００１ｘ－１１．００９ ０．９９９２ ０．８９ １．７８
β－谷甾醇 ８．５～２５００ ｙ＝０．０００２ｘ－１０２．４１ ０．９９９９ ０．３０ １．６０
谷甾烷醇 １２．５～５０００ ｙ＝０．００００１ｘ＋５．２６６７ ０．９９９６ ５．００ ６．２５
角鲨烯 ６．８２～６８２０ ｙ＝０．００００１ｘ－０．０３６７ ０．９９９６ ０．１１ ０．１７

　　由表３可知，１１种目标物质的质量浓度与峰面
积的线性关系良好，回归系数均大于０．９９９。以３倍
和１０倍的信噪比分别计算１１种目标物质的检出限
和定量限，维生素Ｅ、３种常见甾醇、角鲨烯的检出限
是０．１０～１．０μｇ／ｍＬ，定量限是０．１７～２．００μｇ／ｍＬ，

低于现有方法的灵敏度范围。而饱和形式的谷甾烷

醇在ＥＬＳＤ检测器中的检出限是５．００μｇ／ｍＬ，定量
限是６．２５μｇ／ｍＬ，不高于现有方法［１６］。该方法的

线性范围宽和灵敏度高，适合于初榨葡萄籽毛油中

的维生素Ｅ、植物甾醇及角鲨烯的定量分析。
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２．３．２　精密度实验
日内精密度是在相同条件下，对３个水平的样品

（低水平样品中维生素Ｅ含量是２６７．２２ｍｇ／ｋｇ，总甾
醇含量是６２１．２８ｍｇ／ｋｇ，角鲨烯含量是６．８１ｍｇ／ｋｇ；
中水平样品中维生素Ｅ含量是３９１．５８ｍｇ／ｋｇ，总甾醇
含量是２１７９．４５ｍｇ／ｋｇ，角鲨烯含量是３９．１４ｍｇ／ｋｇ；

高水平样品中维生素Ｅ含量是５８７．１３ｍｇ／ｋｇ，甾醇含
量是２８１８．３２ｍｇ／ｋｇ，角鲨烯含量是３９．３３ｍｇ／ｋｇ；９
种标准品均是５０μｇ／ｍＬ）分别进行６次重复测定。
日间精密度是在相同条件下，对３个水平的样品分
别连续测定５ｄ，以５ｄ的实验结果作为仪器方法的
精密度考察指标。结果见表４。

表４　标准品及不同含量水平样品的日内、日间精密度

分析物

标准品

ＲＳＤ／％

日内 日间

高水平样品ＲＳＤ／％
日内

峰面积
保留

时间

日间

峰面积
保留

时间

中水平样品ＲＳＤ／％
日内

峰面积
保留

时间

日间

峰面积
保留

时间

低水平样品ＲＳＤ／％
日内

峰面积
保留

时间

日间

峰面积
保留

时间

α－生育酚 ０．６２ ０．２１ １．９６ ０．８３ ２．１８ １．２３ １．０４ １．００ １．４１ ０．９０ ０．９５ ０．８０ ０．５７ ６．０８
γ－生育酚 ０．６５ ０．１４ １．２５ ０．８８ １．０６ １．２５ １．４２ ０．９６ ２．３７ ０．８６ １．９６ ５．０８ ０．８７ ４．４０
α－生育三
烯酚

０．２８ ０．１９ １．５３ ０．９５ １．６５ １．１２ ３．３８ ０．８９ ４．３８ ３．０４ ３．７２ ０．６３ １．７５ ４．４３

γ－生育三
烯酚

０．３７ ０．１７ １．０４ ０．９６ １．１９ １．０９ １．５７ ０．８７ ２．３０ ０．９３ １．８３ ０．６５ ３．５１ ４．１６

菜油甾醇 ０．２３ ０．６６ １．７０ １．１１ ２．８４ ２．２５ ３．０６ １．０８ ４．５８ １．１５ ２．４４ １．３３ ２．１０ ６．０７
豆甾醇 ０．４７ ０．７２ ３．３０ ０．６３ ３．９３ １．１７ １．２５ １．１０ １．５４ １．２０ ７．９６ １．２７ ８．５２ ６．２１
β－谷甾醇 ０．２３ ０．８１ １．２５ ０．８８ ２．８４ １．９８ １．４９ １．２０ ２．３２ １．４１ ０．６１ １．５３ １．７４ ６．２５
谷甾烷醇 ０．６８ １．１４ １．５１ ０．３３ ２．４９ ０．３２ ３．７６ ３．６２ ２．２５ １．６８ ３．７６ １．４６ １．６１ ５．２１
角鲨烯 ０．０５ １．１０ ２．９６ １．７７ １．７５ ６．０５ ７．５６ １．８３ ４．６９ １．２７ ３．１２ ４．２６ １．６３ ７．５７

　　由表４可以看出，９种标准品的保留时间日内
ＲＳＤ为 ０．０５％ ～０．６８％，日间 ＲＳＤ为 ０．１４％ ～
１．１４％；３种不同含量水平的样品中９种目标物保
留时间日内 ＲＳＤ为０．３３％ ～５．０８％，日间 ＲＳＤ为
０．３２％～７．５７％，峰面积的日内 ＲＳＤ为 ０．６１％ ～
７．９６％，日间 ＲＳＤ为０．５７％ ～８．５２％，表明该液相
方法具有良好的准确性。

２．３．３　加标回收率实验
选择３个含量水平的初榨葡萄籽毛油样品（含

量水平与精密度实验相同），分别添加浓度与样品

含量一致的９种标准溶液，测定平均加标回收率，结
果见表５。
　　表５　高、中、低水平样品的加标回收率（ｎ＝６） ％

分析物
高水平加

标回收率

中水平加

标回收率

低水平加

标回收率

平均加标

回收率

α－生育酚 ９９．８ １０２．５ １０２．８ １０１．７

γ－生育酚 １０３．２ ９６．５ １０２．１ １００．６

α－生育三烯酚 ９８．８ ９３．３ １０６．８ ９９．６

γ－生育三烯酚 １０２．１ １００．３ ９６．２ ９９．５
菜油甾醇 ９２．１ ９６．８ ９５．１ ９４．７
豆甾醇 ９７．３ ９３．６ １０２．７ ９７．９

β－谷甾醇 ９５．７ ９７．６ ９８．１ ９７．１
谷甾烷醇 ９２．６ １０２．７ ９６．６ ９７．３
角鲨烯 ８９．１ ８３．３ ９３．５ ８８．６

由表５可知，不同含量水平样品添加９种标准物

质的平均加标回收率范围是８８．６％～１０１．７％，表明
该方法适用于不同含量的样品测定，结果稳定可靠。

２．３．４　重现性与稳定性实验
选取３种梯度的初榨葡萄籽毛油样品（含量水

平与精密度实验一致），选择在０、４、８、１２、１６、２０ｈ
和２４ｈ依次进样，计算处理样品放置不同时间的稳
定性。按照确定的样品处理方法和液相分离方法，

选取３种典型的初榨葡萄籽毛油样品，每种样品制
备６次平行，计算每个样品的保留时间和峰面积的
ＲＳＤ值，以评价建立的液相方法的重复性。实验结
果如表６所示。

表６　重现性与稳定性实验结果（ｎ＝６）

分析物
高水平ＲＳＤ／％
重现性 稳定性

中水平ＲＳＤ／％
重现性 稳定性

低水平ＲＳＤ／％
重现性 稳定性

α－生育酚 ５．７８ ０．５８ ４．８９ ３．６５ ３．０６ １．５０

γ－生育酚 ２．３１ ０．８４ ４．１５ ５．１２ ３．９９ ０．８１

α－生育
三烯酚

１．７２ ０．４８ ３．９１ ４．４５ １．９１ ４．６４

γ－生育
三烯酚

１．４１ ０．５０ ０．６２ ０．２４ ３．８３ ３．７９

菜油甾醇 ７．７０ ４．５５ ２．７６ ０．５７ ３．４１ ３．３４
豆甾醇 ７．８６ ３．５９ １．２１ １．７５ ４．５２ ４．５４

β－谷甾醇 ２．５３ ２．６８ ２．００ ０．５０ １．６５ １．０１
谷甾醇烷 ２．５１ ３．４９ ６．３０ ６．２６ ３．９１ ４．６１
角鲨烯 ６．０８ ５．０７ ６．５５ ５．６０ ７．０２ ５．３６
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　　从表６可以看出，样品的重现性ＲＳＤ在０．６２％～
７．８６％，稳定性 ＲＳＤ在０．２４％ ～６．２６％，表明该实
验方法的重现性和稳定性均良好，满足要求。

２．４　快速同步方法测定初榨葡萄籽毛油中维生素
Ｅ、植物甾醇、角鲨烯含量

根据建立的 ＨＰＬＣ－ＵＶＤ－ＥＬＳＤ方法，对 １０
种不同品种的初榨葡萄籽毛油进行生育酚、生育三

烯酚、菜油甾醇、豆甾醇、β－谷甾醇、谷甾烷醇和角
鲨烯组成及含量分析，结果见图１～图３。

　注：图中１～１０编号葡萄籽品种依次是贵人香、美乐、赤霞
珠、木纳格、克隆松、梅鹿辄、霞多丽、柔丁香、玫瑰蜜、工酿一

号。下同。

图１　初榨葡萄籽毛油维生素Ｅ组成及含量分布

图２　初榨葡萄籽毛油植物甾醇组成及含量分布

图３　初榨葡萄籽毛油角鲨烯含量

　　由图１～图３可知，１０种初榨葡萄籽毛油的维
生素Ｅ组成主要是α－生育酚及生育三烯酚，γ－生
育酚及生育三烯酚，总含量分布在３５７．０９～６５５．０６

ｍｇ／ｋｇ，木纳格的含量最高，美乐的含量最低。甾醇
主要成分是 β－谷甾醇，其次是菜油甾醇、豆甾醇，
有少量的饱和形式的谷甾烷醇，总甾醇含量分布在

１２２０．１１～３１７８．７６ｍｇ／ｋｇ，柔丁香的含量最低，贵
人香的含量最高。角鲨烯含量分布在２４．２１～６７．９８
ｍｇ／ｋｇ，霞多丽含量最高，山东工酿一号含量最低。
总维生素 Ｅ和植物甾醇含量分布与文献含量相近，
角鲨烯含量分布略低于文献［１８］。由数据可以看
出，每种葡萄籽油的维生素 Ｅ、植物甾醇、角鲨烯的
组成一致，但含量呈差异化分布。

３　结　论
首次建立了葡萄籽油中生育酚、生育三烯酚、植

物甾醇、角鲨烯同时测定的 ＨＰＬＣ－ＵＶＤ－ＥＬＳＤ联
用的液相色谱方法。确定了样品前处理的最佳提取

条件是在碱浓度为３ｍｏｌ／Ｌ的环境中，水浴８０℃高
温皂化时间 ４５ｍｉｎ。最佳流动相条件为 Ａ相：甲
醇－乙腈－叔丁基甲醚（体积比 ８５．５∶８∶６．５），Ｂ
相：１％冰醋酸酸化的水，梯度洗脱，维生素 Ｅ紫外
检测波长２９２ｎｍ；３种常见甾醇和角鲨烯紫外检测
波长２１０ｎｍ。ＥＬＳＤ用于谷甾烷醇的检测，最佳仪
器参数为气体温度４０℃、载气流速０．５Ｌ／ｍｉｎ、增益
值４。优化后的条件可适用于成批次的葡萄籽压榨
油中维生素Ｅ、植物甾醇、角鲨烯的组成及含量分布
分析，仅需２５ｍｉｎ，检出限低，灵敏度高，精密度好，
加标回收率高，准确性好，重现性良好。

不同初榨葡萄籽毛油的成分含量分布存在着较

大差异，贵人香品种的总甾醇含量最高，木纳格品种

的维生素Ｅ含量最高，梅鹿辄次之，霞多丽品种的
角鲨烯含量最高。综合来看，贵人香品种的维生素

Ｅ、甾醇及角鲨烯的含量组成较为均衡，含量水平
较高。
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图５　蛋白泥碳饼

图６　挤压脱水后的湿豆渣

３　实际应用
根据对济宁市污水处理厂５０ｔ／ｄ水热炭化污

泥处理生产线的实测，处理 １ｔ污泥的成本约 １５０

元，远低于目前大部分烘干或蒸发工艺，且该工艺对

污泥中的有机物质保留完好，反应后污泥碳饼的热

值约７．５ＭＪ／ｋｇ，相当于褐煤的热值。对一般的市
政污泥，可用于电厂掺煤燃烧（若原料污泥的有机

物质含量高，反应后的污泥碳饼热值会更高）。因

大豆分离蛋白工艺过程产生的污泥中含大量的有机

物质，还可以考虑将反应后的蛋白泥用于动物饲料，

处理后的黑泥可用于有机肥原料。

４　结束语
污泥水热炭化技术整个处理过程能达到“无害

化、资源化、减量化、稳定化”的要求，且运行成本

低，对环境情况、污泥的有机物质含量、含沙量等要

求不高，能有效脱除大豆分离蛋白生产过程中产生

的污泥中的水分，且能有效保留污泥中的有机物质，

是一种具有极高环保价值的污泥处理工艺。
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