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摘要!建立了反相高效液相色谱#蒸发光散射"L̀ NK#)NEb$法测定肌醇脂肪酸酯制备过程中肌

醇含量& 利用水对样品进行萃取定容!采用 F4-.23YmH_VFP?""EV#K%( "'8A ++o!&" ++!&

!

+$ 色谱柱!甲醇和 "8%C冰乙酸溶液作为流动相!在 "8( +N<+-3流速下进行梯度洗脱!蒸发器温

度 &&f!M

!

压力 !"A8(' = ,̀!增益 %"!以外标法对肌醇进行定量& 结果表明'该方法在 "8"% d

%8"" +4<+N质量浓度范围内线性良好!标准曲线回归方程相关系数"!

!

$为 "8$$? '!加标回收率为

("C d%"(C!相对标准偏差均小于 AC& 该方法前处理简单%重复性好%灵敏度高%结果准确可靠!

可应用于肌醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的检测&
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RW2\\1W2;,\!"A8(' = ,̀;-Ŷ Ŷ24,-3 %"8O30\-Y0.;,\c1,3Y-7-2[ X/29Y2W3,.\Y,3[,W[
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BB肌醇"O30\-Y0.#$又名环己六醇)%*

$是动植物生

长发育所必需的低分子有机物)!*

$具有调节胆固醇

水平%调控细胞活动等功效$被广泛应用于医药%食

品%饲料等领域)?*

& 肌醇因其特殊的 A 羟基结构$亲

水性强$难以与油脂分子互溶$因此在油脂行业中的

应用受到限制& 为了改善肌醇的脂溶性$研究者采

用酯化的方法$将肌醇转化为肌醇脂肪酸酯)' #&*

&

但由于缺乏具体的检测方法评估体系中肌醇的转化

程度$为工艺条件的确定提出了挑战&

现行国家标准"SV&""$8!@"+!"%A#采用微生

物法和气相色谱法测定食品中肌醇含量$其中微生

物法耗时较长且重现性较差)A*

$而气相色谱法需要

硅烷化试剂衍生$操作复杂$且高浓度的衍生试剂对

色谱的损伤及污染较大)@*

$在大批量样品检测中两

%'%
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种方法均具有局限性& 此外$有利用气相色谱 #质

谱联用"SK#JE#

)(*

%高效液相色谱"L̀ NK#

)$ #%%*

%

高效液相色谱#质谱联用"L̀ NK#JE#

)%!*

%离子色

谱)%?*

%毛细管电泳)%'*等方法对肌醇进行定性定量

分析& 其中 L̀ NK以分辨率高%速度快%重复性好等

优点被广泛应用在生化%食品%药品等领域中肌醇含

量的测定$如(陈地灵等)%&* 利用 _2>29_KJ #

J030\,66̂,W-[2K,

! l

"(C#色谱柱和去离子水为流

动相$采用 L̀ NK#)NEb法检测了化橘红中肌醇的

含量! 2̀W2..

4

等)%A*采用 L̀ NK#JE 法对唾液中肌

醇含量进行了直接测定& 然而$这些方法在测定肌

醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的含量时易受到其他物

质的干扰$影响肌醇的准确定量$因此迫切需要建立

一种肌醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的检测方法对肌

醇进行准确定量&

鉴于肌醇不具有紫外与荧光特征吸收$仅在通

用型检测器下存在响应$本研究建立了反相

L̀ NK#)NEb法对肌醇脂肪酸酯制备过程中的肌醇

进行检测$利用外标法对肌醇进行定量分析$为评价

肌醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的转化效率提供支

撑$同时为肌醇的深度开发利用奠定基础&

89材料与方法

%8%B实验材料

肌醇标准品"纯度
)

$$C#$西格玛奥德里奇

"上海# 贸易有限公司!肌醇纯品$上海麦克林

"J,6=.-3# 生化科技有限公司!油酸酰氯 "纯度

("C#$上海阿拉丁生化科技股份有限公司&

甲醇%冰乙酸$均为分析纯$天津市科密欧化学

试剂有限公司!甲醇"色谱纯#$常德成伟贸易有限

公司!超纯水&

_KD基本型数显加热磁力搅拌器%N,X b,362W涡

旋振荡器$德国O]F公司!E,WY0W-1\VEF!!'E 型分析天

平$赛多利斯科学仪器有限公司!LmD#F!"""电子天

平$郑州华志科学仪器有限公司!Q,Y2W\)!A$& 型高

效液相色谱仪$美国 Q,Y2W\公司! QSN#%!&V电热

鼓风干燥箱$天津市泰斯特仪器有限公司&

%8!B实验方法

%8!8%B样品制备

%8!8%B标准品工作溶液的制备

精确称量 !&" +4肌醇标准品于 !&" +N容量瓶

中$用超纯水定容$配制成 %8"" +4<+N的标准储备

液& 分别移取 "8%%%8"%!8"%?8"%'8"%&8"%A8"%

@8"%(8"%$8"%%"8" +N标准储备液至 %" +N容量

瓶$用超纯水定容$得到 "8"%%"8%"%"8!"%"8?"%

"8'"%"8&"%"8A"%"8@"%"8("%"8$"%%8"" +4<+N肌

醇标准品工作溶液&

%8!8!B样品溶液的制备

以肌醇油酸酯的制备为例$准确称取适量肌醇

原料"精确到 % +4#于 &" +N圆底烧瓶中$在 %A"f

下搅拌$按照摩尔比 %n? d%n$ 的比例加入油酸酰

氯$加热 ? ^ 得到反应混合物& 将反应混合物移至

分液漏斗中$用 %" +N蒸馏水洗涤 & 次$收集水相并

定容至 !&" +N$混匀后静置$从中移取适量样品溶

液用 "8!!

!

+聚丙烯滤膜过滤$转移至样品瓶中$

加盖密封$待进行 L̀ NK测定&

%8!8?BL̀ NK测定条件

利用反相高效液相色谱方法$选用非极性的固

定相和极性的流动相构成色谱体系& 其中(色谱柱

为 F4-.23YmH_VFP?""EV#K%( "'8A ++o!&"

++$&

!

+#!柱温 "?" r &#f!流动相为甲醇和

"8%C冰乙酸溶液$流速 "8( +N<+-3$梯度洗脱"见

表 %#!)NEb检测器!雾化器模式冷却!蒸发器温度

&&f!M

!

压力 !"A8(' = ,̀$增益 %"!进样量 %"

!

N&

表 89洗脱梯度

时间<+-3 "8%C冰乙酸溶液<C 甲醇<C

%" $" %"

%& " %""

?& " %""

'& $& &

A& $& &

%8!8'B标准曲线绘制

取 %8!8% 不同质量浓度的肌醇标准品工作溶液

各 ! +N$按照 %8!8? L̀ NK条件进行测定$每个质量

浓度重复测定 ? 次$取平均值$以肌醇质量浓度"D#

为横坐标$对应的峰面积"4#为纵坐标$绘制标准

曲线&

%8!8&B方法学验证

%8!8&8%B精密度实验

移取 ! +N"8$" +4<+N肌醇标准工作溶液$经

"8!!

!

+滤膜过滤后装入样品瓶中$按照 %8!8?

L̀ NK条件$重复进样 A 次$记录每次测定的峰面积

与保留时间$并分别计算峰面积和保留时间的相对

标准偏差"_Eb#&

%8!8&8!B重复性实验

按照 %8!8! 制备 A 份相同质量浓度的供试样品

溶液$按照 %8!8? L̀ NK条件进行测定$记录每次测

定的峰面积与保留时间$分别计算各组峰面积和保

留时间的_Eb&

%8!8&8?B稳定性实验

按照 %8!8! 制备不同质量浓度的供试样品溶

液$按照 %8!8? L̀ NK条件$分别于 !%'%A%(%%"%%!

!'%
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^测定样品中肌醇的峰面积与保留时间$并计算肌

醇峰面积和保留时间的_Eb&

%8!8&8'B加标回收率实验

将已知肌醇含量的肌醇样品溶液分为 $ 份$每

份 %"" +N$分为 ? 组$分别向各组中加入 "8&%%8"%

!8" +4肌醇标准品$混合均匀$按照 %8!8? L̀ NK条

件测定肌醇含量$计算加标回收率&

:9结果与讨论

!8%B肌醇标准曲线方程

按 %8!8' 方法绘制肌醇标准曲线$肌醇标准曲

线方程为4i? ??' "!AD#! &@!$相关系数"!

!

#为

"8$$? '& 说明在 "8"% d%8"" +4<+N范围内$肌醇

的质量浓度与峰面积存在良好的线性关系& 以 ? 倍

信噪比计算方法的检出限$以 %" 倍信噪比计算方法

的定量限$则检出限为 "8"&

!

4<+N$定量限为 "8"$

!

4<+N&

!8!B方法学验证结果

!8!8%B精密度

按照 %8!8&8% 方法测定肌醇标准工作溶液的保

留时间和峰面积$连续测定 A 次$结果见表 !&

表 :9精密度实验结果

测定次数
峰面积

测定值<

!

+

!

_Eb<C

保留时间

测定值<+-3 _Eb<C

% ? ""& A'$

! ? %&@ ('%

? ? !?! %&?

' ! $@" (A"

& ? %%( ?!$

A ? "'% @?%

?8!%

A8@@"

A8@@&

A8@("

A8@("

A8@(?

A8@(!

"8"@

BB由表 ! 可见$肌醇保留时间和峰面积的 _Eb分

别为 "8"@C和 ?8!%C$小于 &C$表明该方法精密

度良好&

!8!8!B重复性

按照 %8!8&8! 对肌醇与油酸酰氯反应混合物进

行 L̀ NK分析$ L̀ NK色谱图见图 %$肌醇的保留时

间和峰面积见表 ?&

图 89肌醇与油酸酰氯反应后混合物FEZD图谱

表 ;9重复性实验结果

测定次数
峰面积

测定值<

!

+

!

_Eb<C

保留时间

测定值<+-3 _Eb<C

% ? '"A $$!

! ? &&$ %('

? ? A'' &&!

' ? ?@! !"?

& ? &%$ A@!

A ? '!" @?"

?8"%

A8@&(

A8(!"

A8@$%

A8(A'

A8@?!

A8((&

"8((

BB由图 % 可见$保留时间 A8@(? +-3 的峰为肌醇$

而肌醇旁边的色谱峰不影响肌醇的分离$说明 L̀ NK

可以对肌醇与油酸酰氯反应制备肌醇油酸酯过程中

反应混合物中剩余的肌醇含量进行很好的定量分析&

由表 ? 可知$肌醇的保留时间和峰面积的 _Eb

分别为 "8((C和 ?8"%C$均小于 &C$表明该方法

重复性良好&

!8!8?B稳定性

按照 %8!8&8?方法$取 ?组不同肌醇质量浓度的

反应混合物样品溶液进行 L̀ NK分析$测定肌醇保留

时间和峰面积$测定日内稳定性& 结果如表 '所示&

表 <9稳定性实验结果

时间<

^

样 %

保留时

间<+-3

保留时间

_Eb<C

峰面积<

!

+

!

峰面积

_Eb<C

样 !

保留时

间<+-3

保留时间

_Eb<C

峰面积<

!

+

!

峰面积

_Eb<C

样 ?

保留时

间<+-3

保留时间

_Eb<C

峰面积<

!

+

!

峰面积

_Eb<C

! A8@&

' A8@@

A A8("

( A8@@

%" A8@(

%! A8@$

"8!A

% '!% A@?

% '%@ A''

% '%$ !(&

% '"" (&$

% ?$? @!!

% '"( A$!

"8("

A8('

A8(A

A8(@

A8(@

A8(A

A8(@

"8%@

! $!@ %!!

! $?A %'"

! $%@ !$'

! $"( &'A

! $A& @%'

! $$? @A(

%8%"

A8("

A8('

A8(?

A8@&

A8@'

A8@&

"8A&

? @@& @@$

? @$? @@&

? (?? ?'A

? @A& "!'

? (%' !%(

? (@( $?&

%8%"

BB由表 ' 可知$反应混合物样品中肌醇的保留时

间和峰面积的 _Eb均小于 !C$符合.中国药品检

验标准操作规程/中的要求"稳定性试验相对标准

偏差不得高于 !C#

)%@*

$表明样品在 %! ^内稳定&

!8!8'B加标回收率

按照 %8!8&8' 测定加标回收率$结果见表 &&

?'%
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表 C9加标回收率实验结果

序号 本底值<+4 肌醇加入量<+4 测定值<+4 回收率<C 平均回收率<C _Eb<C

% "8$! "8& %8'A %"(

! "8$! "8& %8'& %"A

? "8$! "8& %8'% $(

%"?8A@ &8"$

' "8$! %8" %8@( (A

& "8$! %8" %8@A ('

A "8$! %8" %8@! ("

(?8?? ?8A@

@ "8$! !8" !8(? $A

( "8$! !8" !8(" $'

$ "8$! !8" !8(( $(

$&8(? !8"(

BB由表 & 可知$? 组样品加标回收率在 ("C d

%"(C之间$_Eb小于 AC& 满足色谱分析回收率

@"C d%?"C的要求)%(*

$表明该方法测定受其他成

分干扰较小$结果较为可靠&

;9结9论

本文建立了反相 L̀ NK#)NEb方法以测定肌

醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的含量& 在肌醇质量浓

度为 "8"% d%8"" +4<+N范围内$标准曲线回归方

程相关系数"!

!

#为 "8$$? '$检出限为 "8"&

!

4<+N$

定量限为 "8"$

!

4<+N$加标回收率为 ("C d%"(C$

相对标准偏差均小于 AC& 方法学的验证结果说明

该检测方法检测结果准确%重现性好%灵敏度高$可

用于肌醇脂肪酸酯制备过程中肌醇的定量分析&
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