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葡萄背酸内酚盐的反相离子对色谱分析
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摘 要

在色谱柱为 S u p e l e o s i l S P L C
一

1 8
一

D B ( 5 /
: ,

2 5 0 又 l o m 。 )
,

流动相为含 s ur M FI
门

一

基

澳化锣的。
.

02 M磷酸二氢钾缓冲溶浓和乙睛 ( 75
: 2 5

,

v/
v

)
,

流速为 兀
.

Om 了/ m i n
,

柱 温 为

3。 。

C的条件下
,

7 种葡萄普酸内醋盐成分得到完五: 的分离
,

其中吐种主要成分被定量测 定
。

此法具有简便
、

快速
、

准砚性和重现性好的优点
。

文中对主要的色谱 参 数 ( 流 动 相 的 组

成
、

p H值
、

柱温 ) 对保留值和选择性的影响也进行了较详细的讨论
.

关键词 葡萄普酸内醋盐
,

油菜籽
,

反相离子对色语

葡萄昔酸内醋盐 ( G l u c os i n ol at e ,

简称 G S )普遍存在于十字花科植物 及其种子中
,

它及其酶解产物睛
、

异硫氰酸醋
、

岖 哩烷硫酮等会使动物体甲状腺肿大
,

体重下降
,

甚

至产生肝出血或堕蛋 〔`〕 .

近年来
,

国外已开展从油菜籽渣中除去 G S成份和提取油菜 籽

蛋白质的研究 〔“ ’ “ ’ ` ’ .

,

S
一
C

二

I工
, ,

O
二

G S是离子型化合物
,

共娜制匀为 R一 C戈
,

根据 R 基团的差异
,

已 知
、 N

一

O 一 5 0 石M
十

可以构成 90 多种不同的物质 〔 5〕 .

关于 G S的分析
,

过去多采用上匕色法
、

重量 法 测 定 其

水解产物
,

或用气相 色谱 〔“ ’ 7 〕 、

普通高效液相色谱 〔 8 ’ 。 ’
测定其脱硫产物

.

这些方 法 不

但在处理样品过程中耗时很长
,

也会使一些性质不 稳定的成份
,

例如含叫嵘环的 C S 发

生热或光分解
,

从而影响测定的准确性
.

本文采用反相离子对 色谱 ( R P护 C ) 直 接 测

定原始的 G S成份
,

很好地克服了上述方法的缺点
。

1 实 验 部 分

1
.

1 主要仪器和试刘 H e w 儿 t士一 P o c !: 二
一

d l ” 。型液相 色浴仪
。

附有〕 9。一 4 0 0 n 二可变

波长紫外检测器
,

白动进样装置和自功积分仪
.

色借操作条件的拄蕊
l

叮和数据处理通过计

算机进行
。

乙腊为 H P L C级试剂
,

色借用水为二次蒸馏水再经去离子处理
,

二者均经 。
.

4 5、 醋

酸纤维滤纸过滤
.

磷酸二氢钾
、

四烷基澳化钱等均为分析纯试剂
.

1
.

2 G S 样品 的捉取和纯化 称 2 00 二 g的脱脂油菜籽于一干燥 i大管中
,

在 佛水 浴 加 热

3分钟后
,

用 2
.

。 , 1
.

。 , 1
.

O n l l沸水提取三次
,

合并举取液并加入 1脚月各 0
.

5入I醋酸钡和

醋酸铅溶液
,

离心除去硫酸盐沉淀
,

清液 i丛过一支微型阴离子交换树脂柱 ( 填充高度为
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动7 x Z Om m )
,

用 0
.

5 m l x 2体积水洗涤柱子
,

再用 o
.

s m l x 3体积的O
.

I M 碳酸氢钠

洗脱 G S
,

并收集在 1
.

5 m l的 H P L C进样瓶中
,

上好盖子备用
.

1 2 7

不液

1
.

3 色谱 条件 色谱柱为 S u p e l e o s i l S P L C
一 2 5一 D B ( 5。

, 2 5 o x z o m m )
,

流动相为 含

s m M 四丁基澳化钱的磷酸二氢钾缓冲溶液和乙睛 ( 75 : 2 5
, v / v

)
,

流速为 1
.

0 m 】/ m i n ,

柱温为 30
“ 。

紫外检测器的检测波长 为 22 7 n m
。

2 结 果 和 讨 论

2
.

1 G S的色谱分析 在本实验条件下
,

色谱

柱对油菜籽萃取液中的 G S成分及 杂 质有良好

的分离效果 (图 1 )
.

经紫外光谱和气相色谱
一
质

谱 ( C工和 E l为离子源 )鉴 定
,

图中 峰 1一 7是含

不 同 R基团的 G S成份
,

其中峰 6是加 进去的内

标物节基
一
G S

.

其 余均为萃取液中的杂质峰
。

表 1列出了三种油菜籽中主要的 G S 成份

的定量测定结果
,

每个数据均为三次或四次平

行分析的平均 值
。

另二 种 G S 组 份 ( 峰 2
、

4 ) 由于含量太低
,

难以制备足够量的纯样品

测定其相对响应值
,

而未做定量分析
。

2
.

2 离子对试剂 的影响 在离子对 色谱 中离

子对试剂与样品之间存在着离子间作用力
.

这

种作用力与离子对试剂的性质及浓度有密切的

关系
,

并影响离子对的生成及其在固定相和流

动相之间的分配平衡
.

图Z A 表 明G S 的分配容

量随离子对试剂四烷基澳化按中烷基链长增大

而显著增大
,

选择性提高
。

离子对试剂浓度增

大
,

也使 G S的分配容量线性地 增大 (图 ZB )
。

t ( m i n )

图 1 油菜籽中 G S成份的色谱分离
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表 1

T a b

脱脂 油 茉籽中的 G S含量 ( 微摩 尔 /克 )
G S e o n t e n t

G S *

相对摩尔响
应值

i n d e f a t t e d r a P e s e e d
,

(# m o l / g )

5 6 7

0
。
4 8 1

。
0 0 0

。
4 9

G S

总含量

样品 1

G S含量 6
.

3 4 3
.

4 2

标准编差 0
.

1 9 0
.

1 7

样品 2

G S含量 7
.

5 0 峨
.

0 4

标准编差 0
.

21 0
.

08

样品 3

G S含量 6
.

7 1 3
.

3 4

标准编差 。
.

18 0
.

02

. 行中数字所代表的R 基见图 1 说明
.

1 0
。
6 6

0
。
1 5

。
4 4

。
2 0

2 1
。
9 5

0
。

5 7

.

3 9

。
2 6

。
8 9

。

0 1

2 2
。

1 2

0
。

2 6

1 0
。

3 6

O
。

0 5

。

8 6

。

1 5

2 1
。

2 7

0
。

4 4
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图 Z R 。N B r

中 烷基碳数和 R ` N B r 浓度对 G S的分配容量的影响
.

各 曲

线代表的物质见图 1

F 1 9
.

2 I n f l健 e n e e o f R ` N B r e a r b o n n u m b e r a n d R o N B r

C o n e e n t r a t i o n o n t h e p a r t i t i o n e a p a e i t y o f G S

2
.

3 流动相溶 剂的影响 图 3 A 表明流动相中乙睛浓度对 G S保留值的影响
.

随着 乙睛

浓度的增大
,

流动相的溶剂强度也增 大
,

G S 的分配容量随之显著减小
,

G S 的分离变

坏
.

这种现象与非离子型化合物在没有离子对试剂的反相色谱中的行为是相似的
。

缓冲溶液的浓度增大会导致 G S分配容量降低
,

但这种影响没有上述因素那么显著
。

磷酸盐中阳离子不同对分离效果不会产生明显的差异
.

k 1 3奋

, ’

{
” ’

兮三藻瑞

2口 乃 了口 邓 4 0

c叭 CN声
犷一飞厂一六一节厂一贪

P玉壬

图 3 流动相中 C H 3 C N浓度 ( A )和 p H值
、

柱温 ( B )对 G S分配容量的影响

A 图中各曲线代表的物质见图 1
,

B图各曲线分别为
:
口 50

O

C
,

▲ t10
O

C
, +

30
O

C

F 19
.

3 I n f l u e n e e s o f C H 3 C N C o n e e n t r a t i o n i n m o b i l e p h a s e

( A )
a n d p H a n d t e m

-

P e r a t u r e ( B ) o n t h e P a r t i t i o n 。 a p a e
i t y o f G S

2
.

4 缓冲溶液的 p H 值及柱温 的影响 流动相的 p H值是影响离子对色谱的重要 因 素
.

实验表明
,

当缓冲溶液的 p H值在 6
.

5一 7
.

5时
,

油菜籽提取液中的 G S成份及杂质彼 此分

离良好
,

而 当 p H 值大于 7
.

5或小于 6
.

0时
,

总有某些成份互相重迭
.

而且
,

在较低 p H值

时
,

分析时间增加
,

色谱峰形变宽
.

由于在酸性和碱性条件下
,

G S的稳定性都 降 低
.

因此
,

本研究的全部实验都选择在 中性条件下进行
.

升高柱温会使流动相粘度降低
,

加

速离子对在 两相中的分配平衡
,

从而使 G S的分配容量减小
.

图 3 B显示 了流 动 相 p H 值
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及柱温对节基
一 G S的分配容量的影响

。

上述结果表明
,

反相离子对色谱对油菜籽中的 G S成份具有良好的选择性和广 泛 的

适应性
.

相对于 目前比较广 泛采用的气相色谱法来说
,

由于省去了 G S萃取液 的 脱 硫
、

干燥 及硅烷化等步骤
,

避免了某些不稳定成份的热分解
,

因而此法对各种 G S 成份 均能

得到准确和稳定的分析结果
。
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