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摘要!为了使植物油中脂溶性维生素H异构体得到更好的分离"建立一种超高效合相色谱!]\7

!

#

快速分离和测定植物油中维生素?和维生素H的方法' 样品经异丙醇溶解"过 "'!!

!

Q有机相滤

膜后直接进样分析' 分析条件为<55 7

#8

5I色谱柱!2'" QQg#"" QQ"#'8

!

Q#"7@

!

和 "'!:甲

酸甲醇溶液为流动相"梯度洗脱"流速 #'" QA)Q.,"柱温 3"["检测波长 !(" ,Q' 结果表明(维生

素?和维生素H在测定范围内呈现良好的线性关系"相关系数均在 "'((( 3 及以上"样品回收率为

8!'"": b#"&'8!:"e5B在 "'(9: b2'3%:之间"日内精密度与日间精密度的e5B分别为 #'(9: b

2'3#:与 2'%9:b3'#2:"并采用已建立的方法对 !&份植物油样品中的维生素?和维生素H含量进

行测定"表明植物油中维生素H含量最高"其中以
!

$生育酚和
'

$生育酚为主"

$

$生育酚含量较低'

该方法简单高效&灵敏度高&重复性好"可用于植物油中脂溶性维生素?和维生素H的分离检测'
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66维生素?与维生素 H是人体正常代谢和功能

所必需的脂溶性维生素$其中,维生素 ?(视黄醇*

的主要功能是参与视觉细胞视紫红质的合成0#1

$维

持人类视觉与骨骼的健康$促进细胞的分裂识别以

及维护免疫系统的完整性%维生素 H具有防癌&抗

氧化&抗衰老等功效0! $91

$根据结构不同其分为
!

$&

$

$&

'

$&

#

$生育酚(4E+EKJONEF$ 4*和生育三烯酚

(4E+E;N.O,EF$ 42*

031

$其中
!

$生育酚的生物活性最

强$其次为
$

$&

'

$生育酚$

#

$生育酚的生物活性

最弱$抗氧化能力强弱则是
!

$生育酚 j

$

$生育

酚j

'

$生育酚j

#

$生育酚0& $%1

# 植物油中含有丰

富的天然维生素 H$是人体从外界食物中获取维生

素H的主要来源$研究建立同时快速检测植物油中

维生素?和维生素H的方法$除了对鉴定植物油的

营养价值和品质具有重要意义外$同时能更好地评

估人体从膳食摄入这两种营养素的状况#

目前$测定脂溶性维生素?和维生素H的方法

主要有分光光度法081

&电化学法0( $#"1

&气相色谱

法0##1

&高效液相色谱法0#!1

&液质联用法0#21等# 其

中高效液相色谱法(<\A7*应用最广泛$如,姜波

等0#91建立了<\A7同时测定植物油中维生素 ?和

不同构型维生素H含量的方法$但
$

$维生素 H和

'

$维生素 H的保留时间一致$不能分离%乔坤

云0#31

&王晖0#&1

&陈春晓0#%1等采用反相<\A7对不同

食品中维生素?和维生素H含量进行测定$但检测

时间较长$样品前处理需要经过皂化处理$无法实现

快速分离检测的目的# 刘莹等0#81建立了固相萃取$

在线二维快速同时测定食品中维生素?&B和 9 种维

生素H异构体的含量$实现了9种维生素H异构体的

有效分离$样品前处理方法使用固相萃取代替液液萃

取$简化了前处理操作步骤$提高了检测效率# 反相

<\A7无法分离
$

$维生素H和
'

$维生素H$样品需

经过皂化$操作烦琐$而正相<\A7虽然可实现维生

素H各种异构体的分离0#(1

$但流动相挥发性强$溶剂

强致癌$对仪器损耗较大# 因此$建立快速高效的维

生素?和维生素H检测方法具有重要意义#

超高效合相色谱(]\7

!

*作为一种新型色谱分

离技术$可分析不适用气相色谱(h7*分析的高沸点

样品$又比传统的<\A7分析速度快$且具有有机溶

剂使用量少&重现性好&绿色环保的优点0!" $!!1

# 因

此$本实验运用]\7

! 技术$对不同植物油样品中的

脂溶性维生素 ?和维生素 H(大量文献表明$植物

油中
#

$生育酚含量较少$对总维生素 H含量贡献

不大$故本文只对
!

$&

$

$&

'

$生育酚进行研究*进

行测定$以期建立一种快速高效的分离检测方法#

$%材料与方法

#'#6实验材料

!& 份植物油样品$主要来自实验室储存以及当

地超市#

维生素?标准品(纯度
$

(('2:*&

!

$生育酚

标准品(纯度
$

(8'9:*&

$

$生育酚标准品(纯度
$

(&:*&

'

$生育酚标准品(纯度
$

(&:*$上海安谱

实验科技股份有限公司%异丙醇&甲酸&乙腈&甲醇$

均为色谱纯$德国RON+-公司%无水乙醇&正己烷$均

为分析纯$上海国药集团%屈臣氏饮用水$广州屈臣

氏食品饮料有限公司%7@

!

(纯度 k(('((%:*$兰州

汇能公司#

?+VX.;1]\7

!仪$美国 YT;ONZ公司%电子天平

( p"'"# 0*% 分 析 天 平 ( p"'""" # 0*$ 德国

5TN;EN.XZ公司%2d2" 冷冻离心机$美国 5.0QT公司%

R52 涡旋仪$德国 =d?R52 公司%移液枪 (#"" b

# """

!

A&!" b#""

!

A*$美国4JONQEHFO+;NE,公司#

#'!6实验方法

#'!'#6标准溶液配制

分别精确称取各标准品 "'"#" " 0(精确至

"'""" # 0*$用异丙醇准确定容至 #"" QA容量瓶

中$配制成 #"" Q0)A的标准储备液$于 $#8[避光

储存$使用期限不超过 2 个月#

分别取一定体积的维生素?&

!

$生育酚&

$

$生

育酚&

'

$生育酚标准储备液$用流动相(助溶剂*配

制成维生素 ?质量浓度为 "'3&#'"&3'"&#"'"&

!3'"&3"'" Q0)A$

!

$生育酚&

'

$生育酚质量浓度

均为 3'"&#"'"&!3'"&3"'"&#""'" Q0)A$

$

$生育酚

质量浓度为 3'"&#"'"&!3'"&3"'"&#""'"&!3"'" Q0)A

的系列标准工作溶液#

#'!'!6样品前处理

准确称取 2'"" 0植物油样品(精确至 "'"# 0*

于 3" QA聚乙烯塑料离心管中$加入提取溶剂异丙

醇定容至 #" QA# 涡旋振荡 3 Q.,$充分混匀后取

#'3 QA上清液$经 "'!!

!

Q有机相滤膜过滤后装入

89#
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棕色进样小瓶中$直接进行]\7

! 测定(整个过程中

避光*#

#'!'26]\7

!色谱条件

<55 7

#8

5I色谱柱(2'" QQg#"" QQ$#'8

!

Q*%

流动相?为7@

!

$流动相 I(助溶剂*为 "'!:甲酸

甲醇溶液$梯度洗脱程序见表 #%检测波长 !(" ,Q%

动态背压 #2'# R\T%柱温 3"[%进样量 #'"

!

A# 数

据处理使用HQKELON2 软件# 在对色谱条件进行优

化实验时$只改变其中一个变量的值$其他条件不变#

表 $%流动相梯度洗脱条件

时间)Q., 流动相?): 流动相I): 流速)(QA)Q.,*

"" (3 "3 #'"

"2 (3 "3 #'"

"% (" #" #'"

"( &" 9" #'"

#! &" 9" #'"

#2 (3 "3 #'"

#3 (3 "3 #'"

&%结果与分析

!'#6色谱条件的优化

!'#'#6色谱柱的选择

为了使 9 种脂溶性维生素(维生素 ?&

!

$生育

酚&

$

$生育酚&

'

$生育酚*能够在较短的时间内实

现良好的分离$本实验比较了 ! 种填料的]\7

!色谱

柱<55 7

#8

5I(2'" QQg#"" QQ$#'8

!

Q*和 75<

CFXENE$\JO,1F(!'# QQg#3" QQ$#'%

!

Q*对目标

物分离的影响# <55 7

#8

5I色谱柱填装了高强度硅

胶颗粒$有利于脂溶性维生素&碱性类物质的分离$

75<CFXENE$\JO,1F色谱柱固定相表面带电杂化颗

粒$适用于天然产物的分离0!21

# 实验结果表明$

75<CFXENE$\JO,1F色谱柱无法有效分离 9 种脂溶

性维生素$其色谱峰均互相包埋或形成肩峰$而<55

7

#8

5I色谱柱在 3 Q.,之内可实现 9 种脂溶性维生

素的有效分离(见图 #*# 因此$本实验选用<55 7

#8

5I作为分析色谱柱#

图 $%GLLK

$\

LN色谱柱分离 D 种脂溶性维生素的色谱图

!'#'!6助溶剂的选择

本实验考察了 9 种不同极性的助溶剂甲醇&乙

腈&异丙醇&乙醇对 9 种脂溶性维生素分离效果的影

响# 结果表明$随着助溶剂极性的降低$流动相的洗

脱能力和选择性也发生了相应的变化$使用乙腈&乙

醇作为助溶剂时$无法将 9 种脂溶性维生素很好地

洗脱出来甚至不出峰$使用异丙醇作为助溶剂时$基

线发生严重的漂移$使用甲醇作为助溶剂时$9 种维

生素可达到分离的目的# 为了增强维生素在色谱柱

上的保留效果$改善峰形$在助溶剂甲醇中加入甲酸

以改变流动相的酸性环境$实验比较了 2 种不同体

积分数("'"3:&"'#:&"'!:*的甲酸甲醇溶液对 9

种脂溶性维生素峰形的影响# 结果表明$"'"3:甲

酸甲醇溶液和 "'#:甲酸甲醇溶液基本未改变 9 种

脂溶性维生素的峰形$而 "'!:甲酸甲醇溶液对 9

种脂溶性维生素的峰形均有较好的改善# 因此$选

用 "'!:甲酸甲醇溶液作为助溶剂#

!'#'26色谱柱温度的选择

色谱柱的温度(柱温*对目标物的分离度和保

留时间均有一定的影响$当柱温升高&背压减小时$

超临界7@

!

密度变小$化合物的保留时间延长# 本

实验考察了柱温在 2"&23&9"&93&3"&33[时对 9 种

脂溶性维生素分离的影响# 结果表明,柱温低于

9"[时$只能分离出 2 种脂溶性维生素%柱温为

93[时$

!

$生育酚和
$

$生育酚分离不完全$出现

拖尾%柱温为 3"[时$9 种脂溶性维生素完全分离$

且峰形良好# 考虑到柱子的使用情况以及实际样品

的分离度&系统压力等因素$最终选择色谱柱温度为

3"[#

!'#'96流速的选择

流速也是影响目标物峰形和保留时间的重要因

素之一# 随着流速的增大$目标物的出峰时间提前$

峰形变得尖锐$但是流速过大容易造成柱压过高$影

响峰形$缩短色谱柱的使用寿命%较小的流速会造成

分析时间过长$峰展宽较大$影响灵敏度# 本实验在

"'8 b#'3 QA)Q.,范围内对流速进行了优化# 结果

表明$当流速为 "'8 QA)Q.,时$分离时间延长$无法

达到快速分离的目的$当流速为 #'! QA)Q., 时$

!

$生育酚和
$

$生育酚分离不完全# 因此$选择

#'" QA)Q.,为最佳流速#

!'!6样品前处理提取溶剂的选择

按 #'!'! 方法$分别用正己烷&异丙醇&甲醇作

为提取溶剂$通过比较 9 种脂溶性维生素的峰面积

评价 2 种溶剂对植物油中目标物的提取效果$结果

如图 ! 所示#

(9#
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图 &%不同提取溶剂对 D 种脂溶性维生素的提取效果

66由图 ! 可见$甲醇对植物油中维生素 ?和维生

素H的提取率最低$其次是正己烷$而异丙醇的提

取率最高# 计算结果表明$正己烷&异丙醇&甲醇作

为提取溶剂时$维生素 ?峰面积的相对标准偏差

(e5B*分别为 !'&#:&2'"8:&!'23:$

!

$生育酚

峰面积的 e5B分别为 !'9!:&#'(2:&!'%(:$

$

$

生育酚峰面积的 e5B分别为 2'##:& !'!8:&

2'3":$

'

$生育酚峰面积的 e5B分别为 2'3!:&

2'"!:&2'29:# 异丙醇提取 9 种脂溶性维生素时

峰面积的e5B相对较好$因此选择异丙醇作为样品

中 9 种脂溶性维生素的提取溶剂#

!'26方法学考察

!'2'#6线性关系&方法检出限和定量限

将维生素?&

!

$生育酚&

$

$生育酚&

'

$生育

酚系列标准工作溶液进行]\7

!测定$以标准溶液的

质量浓度("*为横坐标$对应峰面积(7*为纵坐标$

绘制标准曲线$求得回归方程和相关系数# 同时$以

2 倍信噪比计算检出限$以 #" 倍信噪比计算定量

限$结果如表 ! 所示#

表 &%维生素B和维生素(的线性方程&相关系数&检出限和定量限

脂溶性维生素 线性范围)(Q0)A* 线性方程 相关系数(!

!

*

检出限)(Q0)A* 定量限)(Q0)A*

维生素?6 "'3 b3"'""

7f3'&" g#"

2

"$8'89 g#"

!

"'((( ( "'# #'"

!

$生育酚 3'" b#""'"

7f2'3" g#"

!

"$2'(3 g#"

!

"'((( ( #'3 3'"

$

$生育酚 3'" b!3"'"

7f9'3" g#"

!

"$&'%! g#"

!

"'((( ( #'3 3'"

'

$生育酚 3'" b#""'"

7f9'"8 g#"

!

"$!'"% g#"

!

"'((( 3 #'3 3'"

66由表 ! 可见$标准曲线回归方程的相关系数

(!

!

*均在 "'((( 3及以上$说明 9 种脂溶性维生素在

相应的线性范围内呈现良好的线性关系$方法的检出

限和定量限分别为 "'# b#'3 Q0)A和 #'" b3'" Q0)A#

!'2'!6加标回收率

准确称取空白样品 2'"" 0(精确至 "'"# 0*于离

心管中$分别添加低&中&高 2 个水平的标准工作溶

液$按照 #'!'! 的方法进行前处理$按 #'!'2 条件进

行测定$每个加标水平平行测定 & 次$计算平均回收

率及e5B$结果如表 2 所示#

表 '%样品加标回收率及相对标准偏差#$YF$

脂溶性

维生素

样品含量)

(Q0)-0*

加标量)

(Q0)-0*

测定值)

(Q0)-0*

平均

回收率):

e5B)

:

维生

素?

""2'&#

""3'"" ""%'%# "8!'"" 2'"9

"!3'"" "!9'82 "89'88 2'3%

"3"'"" "39'!# #"#'!" !'98

!

$生

育酚
2!#'"#

"#"'"" 2!('!( "8!'8" !'2"

"3"'"" 2&8'9" "(9'%8 #'#&

#""'"" 9#('## "(8'#" #'%9

$

$生

育酚
#9#'!%

"#"'"" #9('3% "82'"" !'"2

#""'"" !28'3# "(%'!9 #'##

!3"'"" 9"8'2! #"&'8! "'(9

'

$生

育酚
#%2'8!

"#"'"" #82'"& "(!'9" #'&%

"3"'"" !!#'8( "(&'#9 #'8#

#""'"" !%2'"% "(('!3 #'%(

66由表 2 可见$2 个不同加标水平的回收率在

8!'"": b#"&'8!:之间$e5B在 "'(9: b2'3%:

之间$说明该方法的准确度良好#

!'2'26精密度

取质量浓度为 3"'" Q0)A的 9 种脂溶性维生素

标准工作液于一天内连续进样测定 & 次$记录 9 种

脂溶性维生素的峰面积并计算峰面积的 e5B# 结

果表明$维生素 ?&

!

$生育酚&

$

$生育酚&

'

$生育

酚峰面积的e5B分别为 !'"8:&#'(9:&2'3#:和

!'%!:# 同样取质量浓度为 3"'" Q0)A的 9 种脂溶

性维生素标准工作液$每天进样测定 2 次$连续进样

测定 2 `$记录 9 种脂溶性维生素的峰面积并计算峰

面积的e5B# 结果表明$维生素?&

!

$生育酚&

$

$生

育酚&

'

$生育酚峰面积的 e5B分别为 2'(%:&

3'#2:&2'%9:和 9'&&:$说明本方法的精密度良好#

!'2'96重复性

精密称取 2'"" 0植物油样品 & 份$按照 #'!'!

的方法进行样品前处理$按 #'!'2 条件进行测定$记

录 9 种脂溶性维生素对应的峰面积并计算峰面积的

e5B# 结果表明$维生素?&

!

$生育酚&

$

$生育酚&

'

$生育酚峰面积的 e5B分别为 !'!3:&2'8":&

2'2#:和 2'&(:$说明本方法的重复性良好#

!'2'36稳定性

取同一供试样品溶液$分别于 "&9&8&#!&#&&

!"&!9 J 按 #'!'2 条件进行测定$计算峰面积的

e5B# 结果表明$维生素?&

!

$生育酚&

$

$生育酚&

'

$生育酚峰面积的 e5B分别为 2'#!:&!'8!:&

9'"9:和 !'(%:$表明该方法的样品溶液在 !9 J内

稳定性良好#

"3#
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!'96实际样品的测定

采用优化的样品前处理方法及色谱条件对 !&

份植物油样品中的维生素 ?和维生素 H含量进行

测定$每个植物油样品平行测定 2 次$结果见表 9#

表 D%&F 份植物油样品中维生素B和维生素(含量的测定结果 .8W78

编号 油样 维生素?

!

$生育酚
$

$生育酚
'

$生育酚 编号 油样 维生素?

!

$生育酚
$

$生育酚
'

$生育酚

#

浓香

大豆油
$ ##9'"2 $ 32!'#% #9

特级初榨

橄榄油
$ #3#'#2 $ "##'((

! 玉米油 $ #%"'&# "!3'98 &&3'(3 #3

压榨一级

花生油
$ #23'%# $ "(9'#9

2 玉米油 $ #2!'"% "!8'2# %!"'&& #& 花生油 $ #&#'#( $ ##('!8

9 火麻油 $ "!9'%( "23'(9 %##'#2 #% 小磨香油 2'#& $ $ 39#'&9

3 亚麻籽油 $ "#3'(" $ 2"3'## #8

四级浸出

醇香菜籽油
$ #9#'&8 $ 3!('2(

&

亚麻籽油

(压榨*

$ $ $ !&2'%( #(

四级小榨

浓香菜籽油
$ #%"'93 $ 982'8&

%

胡麻油

(二级*

$ $ $ 2("'9# !"

四级压榨

菜籽油
$ #98'%9 $ 9&3'&9

8 胡麻油 $ $ $ 9!3'!" !#

食用植物

调和油
#'!9 "8"'93 #9!'8( 22#'9%

(

鲜花椒

调味油
#'8" #&8'#3 "(8'"! 99#'3! !!

食用植物

调和油
$ "2('&& $ !82'23

#" 沙棘籽油 9'"9 %(#'83 #39'!! "(%'22 !2 稻米油 2'&# 2!#'"# #9#'!% #%2'8!

##

特级初榨

橄榄油
$ !#%'(& $ "#('8& !9 葵花籽油 $ 3&#'3% $ "2('"!

#!

特级初榨

橄榄油
$ #39'23 $ "#%'2! !3 芝麻油 $ $ $ 3"9'!#

#2

特级初榨

橄榄油
$ #"#'## $ "#!'#9 !&

芥末

调味油
$ "88'9& !#('(9 %"('8!

6注,! $"为未检出#

66由表 9 可知,在所检测的 !& 份油样中$大豆油&

橄榄油&花生油&菜籽油&葵花籽油含有
!

$生育酚

和
'

$生育酚$不含
$

$生育酚和维生素 ?$其中葵

花籽油中
!

$生育酚含量最高$为 3&#'3% Q0)-0$大

豆油中
'

$生育酚含量最高$为 32!'#% Q0)-0$橄榄

油中主要以
!

$生育酚为主$而菜籽油中主要以

'

$生育酚为主%玉米油&火麻油&芥末调味油中不

含维生素?$但含有
!

$生育酚&

$

$生育酚和
'

$生

育酚 2 种组分$且主要以
'

$生育酚为主$平均含量

约 %"" Q0)-0$是所测样品中
'

$生育酚含量最高的

2 种植物油%鲜花椒调味油&沙棘籽油&小磨香油&稻

米油和食用植物调和油中检出含量极低的维生素

?$平均值不超过 #" Q0)-0$除小磨香油外$其余 9

种植物油中均含有
!

$生育酚&

$

$生育酚和
'

$生

育酚%芝麻油&压榨亚麻籽油和胡麻油中只检出
'

$

生育酚# 不同植物油样品中维生素 ?和维生素 H

含量总体分布与吴轲等0!91报道的结果基本一致#

'%结%论

本文利用超高效合相色谱法同时测定植物油中

维生素?&

!

$生育酚&

$

$生育酚和
'

$生育酚$在 3

Q.,内可实现维生素 ?和不同构型维生素 H的分

离$且
$

$生育酚和
'

$生育酚分离效果良好# 该方

法检测时间短&灵敏度高&稳定性良好&前处理操作

简便快速$可作为植物油中不同脂溶性维生素同时

检测的新方法$提高检测效率# 采用已建立的方法

对不同植物油样品中的维生素 ?和维生素 H进行

测定$结果表明$植物油中维生素 H的含量最高$其

中以
!

$生育酚和
'

$生育酚为主$

$

$生育酚含量

相对较低$而维生素 ?只在个别植物油样品中检

出$且含量很低#
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!上接第 #9& 页#

'%结%论

本研究以大豆油中典方法为参考依据$分别对

定量方法&前处理方法&色谱条件进行优化与考察$

以优化的条件进行线性&精密度&准确度&稳定性&耐

用性的考察$证实该方法适用于蛋黄卵磷脂(供注

射用*中 % 种脂肪酸含量的测定# 笔者也将本方法

进行了拓展$将其应用于蛋黄卵磷脂粗品&脱油蛋黄

粉等样品的脂肪酸含量测定中$均能达到较好的精

密度与准确度$为日后工艺研究及产品脂肪酸来源

考察$提供了可靠的分析与控制手段#
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