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棒薄层色谱氢火焰法定量测定磷脂组成

王兴国 裘爱泳 陶文沂

(食品资源科学与工程系 )

沈蓓英

摘要 采用捧薄层 色谱氢火焰 TL C /F I D法 浏定 了商品粉末磷脂 的 含量
,

T L C 的

展开剂为氛仿
:

甲醉
:
乙酸

:

水 (6 5 :

20
:

10
: 5 )

,

各组分变异 来数小 于 12 %
,

在

o一 3 0拼g 范围响应值与
.

点样量成 良好线性 关来
,

相 关来数大于 。
.

”
.
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0 前 言

磷脂的定量测定方法有多种
,

但各种方法测得的结果差异较大
。

因此
,

1习8 6 年第四 届国

际磷脂会议将各种磷脂测定方法的统一列为今后有待于解决的工作重点之一 〔’ 」
。

通常磷脂

的分离方法是应用柱色谱和薄层色谱
。

对分离得到的单一磷脂进行定量
,

是将磷脂中的磷转

化为游离磷酸
,

再 比色测定磷含量 z[,
3〕

,

或直接对展开后薄层板进行光密度计扫描阮
S〕

,

这些

方法即费时
,

准确度又差
。

80 年代后
,

高效液相色谱 ( H P L C )法也被用于分离和定量磷脂
,

这

种方法的特点是方便
,

快速
,

在短时间内可以很好分离 P C
,

P E
,

IP
,

P G
,

P A 等
,

所用的检测

器是紫外 ( U V )6[
一 ’ 。〕

,

荧光 〔”
, ’ 幻

,

折光指数 〔’ 3
,

“ 〕和红外 〔` 5 〕检测器
,

缺点是这些检测器对磷脂

的灵敏度偏低
。

高分辨
、

高磁场强度的核磁共振仪 ( N M R ) 的出现使得 由
3’ P

一

N M R 快速
、

准

确定量测定混合磷脂中单一磷脂含量成为可能
,

1 9 8 6 年
,

S ot ir h os 等〔` 6〕使用了 E D T A 钾或

艳盐等位移试剂在较低磁场强度实现了大豆磷脂的测定
。

并且不需对样品进行预处理
,

也无

需分离
,

所以能在短时间完成测试
。

但由于高分辨 N M R 的价格昂贵
,

此法不可能作为普遍

使用的方法
。

最近
,

也有报道〔” 〕用维多利亚染料显色后用分光光度法测定单一磷脂含量
。

但

该法缺点是不能测定带胆碱磷脂
,

如 P C
,

l y
s o P C

.

为配合开发利用我国磷脂天然资源
,

本文

在总结前人工作基础上
,

从生产性
,

实用性 出发
,

采用棒薄层色谱氢火焰 ( T L C / IF D )法测定

了大豆磷脂含量
。

正确地使用 T L C / IF D 方法可一步完成分离与定量
,

除了快速外
,

还可以

做到精确与准确
。

收稿 日期
: 1 9 9 4
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0 9
一

0 7
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1 材料与方法
1

.

1 材料

大豆粉末磷脂 市售

磷脂酞胆碱( C P )
,

磷脂酸 ( P A )
,

磷脂酞胆胺 ( P E )
,

磷脂酞甘油 ( P G )
,

磷脂酞肌醇 ( P l )
,

购 自 S i g m a
公司

乙醇可溶磷脂
,

乙醇不溶磷脂 实验室 自制
。

其它各种试剂均用分析纯
。

1
.

2 仪器

T H
一

1 0 I a t r o s e a n a n a l y s e :
采用 C h r o m a r o d

一

5 1 型号硅棒 (孔隙直径 6 OA
,

颗粒大小

5拜m ) 日本 I a t r o n L a b o r a t o r i e s
公司

W a t e r s A L C / G P C 24 4 液相色谱仪带二个 M
一

6 0 0 0 A 溶剂输送系统
,

一个 M
一

6 6 01 溶剂

梯度装置和 M
一

4 50 紫外检测器
。

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 乙醉 分 离粉 末碑 脂 10 0 9 粉末 大豆磷脂
,

加 3 00 m 195 % 乙 醇
,

40 ~ s o C下搅 拌

3 o m ill
.

混和物放置澄清后过滤
,

上清液 (乙醇溶液 )在旋转蒸发器上浓缩
,

即得到 乙醇可溶

馏分
,

过滤残余物即为乙醇不溶馏分
。

1
.

3
.

2 T L C / FI D 分析 步骤 称取一定量磷脂溶于氯仿中
,

用 5川微量注射器
,

吸取 2川 氯

仿溶液
,

小心地点在通过氢焰检测器燃烧的涂有熔融石英硅胶的石英棒上
,

将点好样品的石

英棒装在专用框架上 (每个框架可装 10 根石英棒 )
,

装好石英棒的框架置于层析缸 中展开
,

展开剂为氯仿
:

甲醇
:

醋酸
:

水 (6 5 :

20
:

10
:

5) 展开后置于红外快速水分干燥箱中去除

溶剂
,

然 后装入仪 器
,

进 行扫 描
。

T L C / FI D 测定条 件是氢气 流量 1 80 m l/ m in
,

空气 流量

Z I OOm l / m i n ,

扫描速度 4 0 5
.

1
.

3
.

3 液相 色谱 沮.J定方法 柱子为 W at e sr 拼
一

Por as il iS h ca 柱
,

洗脱剂为已烷 /异丙醇 /水

( 6
: 8 : 0

.

S V / V )
,

流量为 0
.

s m l / m i n
.

2 结果与讨论

2
.

1 T L C / F I D 测定粉末大豆磷脂

不同的展开剂直接影响被测组分的分离程度
,

进而影响定量结果
。

本实验中我们以磷脂

中主要成分 P C
,

P E
,

PI
,

P A 相互分离为原则
.

对不同的展开剂进行了优化选择
,

最后确定的

展开剂为氯仿
:

甲醇
:
乙 酸

:

水 (6 5 :

20
:

10
:

5)
.

图 1 为粉末大豆磷脂 T L C / IF D 色谱

图
,

图中前面部分是中性脂质和甘油三醋
,

后面部分是主要磷脂化合物
,

化合物是 由比较标

准化合物的 R ;
值来鉴定

,

个别 由内标法鉴定
。

通过计算可得 P C
,

P A
,

PI
,

P G
,

P E 和甘油三酷在以氯仿
:

甲醇
:

乙酸
:

水 ( 65
:

20
:

1 0 :
5 )为展开剂时 5 次测定的 R

;

平均值为 0
.

3 9
,

0
.

4 5
,

0
.

6 0
,

0
.

6 5
,

0
.

7 7和 0
.

9 1
.

表 1为 5次

测定的 R ;
.

值的标准偏差
、

变异系数和置信度为 95 环时的测量区间
。
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表 l 5次测定的 Rf
值的重现性

PG l P甘三醋

1 0
.

4 0 0
.

4 6 0
.

6 0 0
.

6 6 0
.

8 7 0
.

9 0

0
.

32 0
.

4 3 0
.

63

0
.

38

0
.

42

4 8

9 4

0
.

6 0

3 7

75

0
.

4 3

0
.

5 6

0
.

54

0
.

65

0
.

3 6

0
.

9 2

0
.

89

0
.

69

0
.

8 6

0
.

8 0 0
.

89

0
.

9 3

平均值 (叉 )

标准偏差S ( )

变异系数 (C
.

V % )

测量区间D ( )

0
.

39

0
.

4 4 0

1 1
.

1 8 8
.

2 2

0
.

65 0

0
.

05 5 0
.

8
.

9 3 3

79

7 7 0
.

9 1

0
.

t !1 8

2
.

0 0

)ù勺 )沟妇勺
ō
卜一卜 /f门钊
, -

.自

口é.)
门i

了t

40朽拼
.()00

叉 士 0
.

0 5 4 灭 士 0
.

0 4 6 叉 士 0
.

0 5 7 叉 士 0
.

0 6 8 叉 士 0
.

0 3 6 叉 士 0
.

0 2 2

2
.

2 测定方法的精密度

以商品大豆粉末磷脂为测定对象
,

考查了 T L C / FI D 测定方法的精密度
。

表 2 与表 3 分

别为样品中各个单一磷脂的绝对含量及总磷脂 中各单一磷脂的相对百分含量
。

对各次测定

的结果进行了统计量检验
,

以剔除测定的异常值
。

由表 2 和表 3 可知
, `

f L C / IF D 法测定磷脂

含量的标准偏差小于 1
.

50
,

变异系数小于 10 %
,

由测量 区间算得测量误差小于士 10 %
.

我

们将由 T L C / FI D 法测得的结果与该样品的出厂指标进行 了比较
,

其出厂指标含磷量为 2
.

7%
,

假定它们全为磷脂中的磷
,

如以磷脂平均分子量 80 0 计
,

可计算得到该样品含磷脂量为

6 7
.

5%
,

而 T L C / IF D 法 9 次测定的平均结果为 56
.

3%
,

两者结果相差 n %
,

造成出厂指标

计算的磷脂含量偏高的原因
,

我们认为是 目前通用的含磷量测定方法不足造成的
,

目前通用

的方法
〔’ 日〕是先将磷脂与氧化锌混合

,

在 5 50 一 6 00 C灼烧成磷酸盐
,

再在一定条件下与钥酸

按生成钥蓝
,

用分光光度法测吸光度而得到含磷量
。

在这一过程中非磷脂磷也被氧化成磷酸

盐被测定
,

这就造成通过含磷量计算得到的磷脂含量结果偏高
。

表 2 T L C / IF D 测定的大豆粉末磷脂的绝对含 t

测定次数 P C P A lP P E T IP

1 2 1
.

5 2
.

6 8
.

2 2 0
.

2 5 2
.

5

2 2 2
.

2 3
.

1 1 1
.

1 2 0
.

8 5 7
.

2

r 0
.

2

1 0
.

2 2 l

2 l

54
.

7

5 6
.

7

1 2

1 0 2 0
.

6

2 1 7

59
.

4

56
.

0

5 7
.

9

58
.

0 00刁

:
9一09é9曰

3410.9

21 声

2 0
.

4

2 2
.

1

2 2
.

9

2 1
.

9

2 2
.

4

2 3
.

0

3
.

4

3
.

7

0八己宁
口

.ù了尸a
平均值 叉

标准偏差 ( S )

变异系数 ( C
.

V % )

测量区间 ( D )

2 2

0
.

X 士 0
.

6 0

3
.

3

0
.

3 4

1 0
.

2 5

X 士 0
.

2 6

1 0
.

1

1
.

0 9

1 0
.

7 9

X 士 0
.

8 4 X 士 0
.

5 1

3
.

8 5

X 士 1
.

6 6
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表 3 L c T/I FD测定的大豆粉末磷脂的相对含 t( %)

PC P Al P P E

0 4 1
.

2 10
.

7 1 7
.

8 3 1
.

2

40
.

4

3 7
.

l 0 6

10

1 7

l 9

0 4
.

4

4 1
.

7

1 7
.

4

1 7
.

1

平均值

标准偏差

变异系数 ( %)

测量 区间 D ( )

2
.

3测定方法的线性范围

图 2为 PC
,

P A
,

P l
,

P E

3 2
.

3
“

11
.

6 23
.

4 3 2
.

8

3 9
.

4 9
.

7 16
.

2 3 4
.

7

4 0
.

0 10
.

1 17
.

6 3 2
.

6

1
.

3 7 0
.

8 7 1
.

0 5 1
.

1 9

3
.

4 8
.

6 6
.

0 3
.

6

X 士 1
.

2 7 X 士 0
.

s l X 士 0
.

9 7 X 士 1
.

1 0

与 F I D 响应值的关系
。

由图可知
,

在称样量为 。一 3即 g 范围内

252030

反J
O

恻谬侧

5 10 I 5

样量

20
L P g )

2 5 30 35

图 1 粉末大豆磷脂 T L C / FI D 色谱图 图 2 各磷脂馏分的线性测 t 范围
.

一 P C 一+ 一 P A 一
,

一 IP 一 口一 P E

响应值与点样量 成线性关系
,

各组分的相关线性方程和相关系数分别为
:

P C 夕 = 一 2
.

4 3 又 1 0 一 ’
+ 0

.

5 l l x r
= 0

.

9 9 9 9

P A y - 一 5
.

7 1 又 1 0 ’ 3
+ 0

.

4 1 5士 r
一 0

.

9 9 9 8

P l 夕 = 一 7
.

0 0 又 1 0
一

2
+ 0

.

6 1 4士 r
= 0

.

9 9 9 9

P E y = 一 0
.

1 8 + 0
.

8 1 6了 r
= 0

.

9 9 8 8

2
.

4 乙醉可溶和乙醇不溶磷脂馏分

图 3 为乙醇可溶磷脂馏分的 T L C / FI D 色谱图
,

由图可知
,

在这一馏分中
,

P C 和 P E 是

主要化合物
,

IP 和 P A 几乎完全去除
。

图 4 为乙醇不溶磷脂馏分 的 T L C / IF D 色谱图
,

在这

一馏分中 P A 和 P l 被浓缩了
。

表 4 和表 5 为两个馏分中测定的 P C
,

P E
,

IP 和 P A 的含量
。

在乙醇可溶馏分中 P C 是主要化合物
,

相对含量可高达 70 %左右
,

IP 几乎检测不出
;在乙醇

不溶馏分中 lP 是主要化合物
,

相对含量高达 30 %左右
; P E 在这两个馏分中几乎相 同

,

相对

含量为 25 写左右
。
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图 3乙醇可溶磷脂馏分的 TL C /I F D图 图 4乙醉不溶磷脂馏分的 TL C /I F D图

目前
,

我国油脂厂家生产的卵磷脂和脑磷脂产品
,

其基本工艺就是采用乙醇来提 取
,

表

4 和表 5 数据清楚表明要得到高含 P C 的产品
,

必需用乙醇反复多次萃取
,

这样就使得生产

成本大大提高 ;此外
,

要想得到高含 P E 的脑磷脂产品
,

用这种方法很难实现
。

表 4 乙醇可溶磷脂馏分的 T L C / FI D 定 t 结果 表 5 乙醉不溶磷脂馏分的 T L C /FI D 定 t 结果

化合物 绝对含量 ( % ) 相对含量 ( % )

P C 4 9
.

2 7 0
.

7

化合物 绝对含量 (% ) 相对含量 ( % )

P l < 1
.

0 < 1
.

4

P A < 2
.

0 < 2
.

9

P E 1 7
.

4 2 5
.

0

.2 5 T L C / F I D 与 H P L C 测定磷脂方法的比较

图 5 和图 6 是粉末大豆磷脂和乙醇可溶磷脂馏分的高效液相色谱 ( H P L C ) 图
。

由图可

图 5 大豆粉末磷脂的 H P L C 图 图 6 乙醇可溶磷脂馏分的 H P L C 图

知
,

在测定条件下
,

磷脂中主要组分 P C
,

P E
,

lP 和 P A 都可以得到较好的分离
,

H P L C 的两

张图与 T L C / FI D 的色谱 图分布趋势相近
。

表 6 为两种方法测得的磷脂含量
。

表 6 H P L C 和 T L c / FI D 法测定磷脂含 t 的结果比较

相对磷脂含量 ( % ) 绝对磷脂含量 (% )

H P I C 法 T l
一

C / F I D 法 H P I C 法 T I C / F I D 法

01393咒10系2056.
.

…
J任内bC已OU工了̀9自,1`.10白8.

…
O月了o
q山J

几

1.11.1nj
ù
h1

1

0“勺」

…
自

00QJ110夕]1.qó六乃P C

P 1

P A

P E

T P L
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由表可知
,

两种方法测得的相对含量 中 P E 和 lP 非常接近
,

而 P C 和 P A 则相差 10 %之

多
,

造成这种差别的原因可能是 由于 P C 和 P A 在紫外吸收区的响应值不同所致
。

在两种方

法测得的绝对 含量 中
,

H P L C 法 明显高于
`

r L C / FI D 法
.

并且 比用含磷量换算的结果都高

10 %以上
,

造成这种原因是我 们订购的单一磷脂标准
,

除 P C 是从大豆中提取之外
,

其余都

是从动物中提取的
,

动物中的磷脂所连的脂肪酸以饱和脂肪 酸为主
,

饱和脂肪酸在 2 1 5n m

紫外区基本不吸收
,

这样造成标准磷脂的响应值偏低
,

结果使样品的含量偏高
。

3 影响 T L C / F I D 测定的因素

3
.

1 氢焰检测器的流量

我们发现欲把滴加了 10 一 3 。拌g 磷脂在棒上定量地去除 (烧 )干净
,

氢气的流量必须超过

1 20 m l/ m in
.

图 7 表示的是磷脂组分的响应值与氢气流量的关 系
,

随着氢气流量的降低
,

响

应值降低
。

.3 2 扫描速度

当 氢气与 空气流量分 别为 1 8 o m l/ m in 与 2 1 o o m l/ m in
,

检 测器的燃烧 头距离色谱棒

0
.

sm m 时
,

将棒的移动速 度由 。
二

13 提高到 0
.

c4 m /
s
(即扫描 速度 60 一 2 55 )

,

棒上温度由
5 85 c 降到 37 5 c 「` 9〕

。

图 8 是磷脂在相同浓度下扫描速度与响应值的变化关系飞在高扫描速

10 0

8 0

、

/
/ :

/ 纂
/ 军

12 0

] 0 0

6040200恻侧年侈韧

川 0 15 0 20 0

流量 ( m l / m i n
)

4` , 2
犷

~

不尸丽一不

扫描

4 0 4 5 50 5 5 6 0 6 5

( s e e / e a e h )

图 7 氢气流量与响应值关系 图 8 扫描速度与响应值关系

度 区间响应值随扫描时间加长而减少是火焰活跃 区外化合物 的挥发逸 失而造成
,

活跃区外

但接近活跃区的地方
,

棒上温度可达 Z o 0 C 如 1
.

对于低的扫描速度响应值之所以增大是火

焰区的高温加速了火焰中离子的形成
,

离子的形成量随温度的升高而逐渐增多
。

4 结 论

首次采用 T L C / FI D 法测定了大 豆粉末磷脂的含量
,

通过优化选择确定展开剂为氯仿
:

甲醇
:

乙酸
:

水 (6 5 :

20
:

10
:

5 )
,

在此展开剂下磷脂中主要成分 P C
,

P E
,

PI 和 P A 能得

到较好分离
,

测量的重现性和精 密度较好
,

各组分变异系数小于 12 %
;
在 。一 3即 g 范围内

,

响应值与点样量成良好线性关系
,

相关系数大于 0
.

9 9
.

与常用的 H P L C 法和 含磷量测定方法相 比
,

T L C /FI D 反映整个磷脂分子在氢火焰中

响应
,

因此更能准确反映磷脂含量
,

并且可以一次同时测定多达 10 个样品
,

所以具有快速
、

准确和检测限低的特点
。
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