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法测定特殊医学用途婴配食品中视黄醇

棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯
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摘要!采用正相高效液相色谱法测定特殊医学用途婴配食品

中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯的含量#采用氨基柱
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'为色谱柱!流动相%正己烷
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#结果表明%视黄醇棕榈酸酯保留时间为
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黄醇醋酸酯保留时间为
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#特

殊医学用途婴儿配方食品中视黄醇棕榈酸酯含量为
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#

=*<:)
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!精密度为
):.R

#

.:&R

!视黄醇醋酸酯含量

为
):)

#
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!精密度为
,:,R

#

-:,R

!不同添加

浓度回收率为
=*:)R

#

.):)R

#该方法简单"快速"准确"精

密度高!分离度好#

关键词!特殊医学用途婴配食品$视黄醇棕榈酸酯$视黄醇醋

酸酯$检测$正相高效液相色谱法
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特殊医学用途婴儿配方食品!以下简称特医婴配食品#

是指针对患有特殊紊乱*疾病或医疗状况等特殊医学状况的

营养需求而设计的粉状或液态配方食品&针对不同的婴儿

患病类型分为
-

种配方%包括无乳糖或低乳糖配方*乳蛋白

部分水解配方*乳蛋白深度水解或氨基酸配方*早产)低出生

体重婴儿配方*母乳营养补充剂配方*氨基酸代谢障碍配

方+

*

,

&维生素
"

是一类脂溶性维生素%又称视黄醇%其主要

生理功能是维持正常视觉*增强机体抗感染力及维持骨骼健

康+

(

,

&维生素
"

在特医婴配食品中为必须营养强化成分%通

过添加视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯进行营养强化+

,\&

,

&

目前%维生素
"

测定主要有液相法和液相色谱串联质谱

法+

'\-

,

&现有食品安全国家标准中维生素
"

测定是将视黄

醇酯类皂化为醇类进行分析%一般需对样品进行酶解*皂化*

提取*分离*浓缩等步骤%操作极其繁琐耗时+

<\=

,

&特医婴配

食品有
-

种配方%经研究发现按照现有标准中皂化条件进行

皂化%会出现皂化不完全*严重乳化*维生素
"

不能完全游离

等现象%且脂溶性维生素不稳定%在此分析过程中易损耗%回

收率不高%不能进行批量操作&本试验拟采用正相高效液相

色谱法直接测定特殊医学用途配方食品中的视黄醇棕榈酸

*.



酯和视黄醇醋酸酯+

.

,

%以期能准确测定产品中营养强化视黄

醇的类别及含量%为检测特医婴配食品中维生素
"

提供技术

参考&

*

!

材料与方法
*:*

!

材料与仪器

*:*:*

!

材料与试剂

特医无乳糖配方奶粉!

"

#*特医乳蛋白部分水解配方奶

粉!

+

#*特医乳蛋白深度水解配方奶粉!

!*

#)氨基酸配方奶粉

!

!(

#*特医早产)低出生体重婴儿配方乳!

V

#%特医母乳营养

补充剂!

/

#*特医氨基酸代谢障碍配方乳!

X

#"市售$

视黄醇棕榈酸酯标准品"纯度
.=:*R

%德国
VE:/CDED9%

L4;EODE

公司$

视黄 醇 醋 酸 酯 标 准 品"纯 度
.=:'R

%德 国
VE:

/CDED9L4;EODE

公司$

叔丁基甲醚*正己烷*异辛烷"色谱纯%上海安谱实验科

技有限公司$

氢醌*无水乙酸钠"分析纯%国药集团化学试剂有限

公司$

木瓜蛋白酶"酶活
%

&))[

)

0

H

%合肥博美生物科技有限

责任公司&

*:*:(

!

主要仪器设备

高效液相色谱仪"

P!%()"

型%带
V"V

检测器%日本岛津

公司$

漩涡振荡器"

W@$%,')

型%上海珂淮仪器有限公司$

电子分析天平"

+$((&$

型%德国赛多利斯公司$

台式冷冻离心机"

b*#

型%赛默飞世尔科技!中国#有限

公司$

J

W

酸度计"

T+%*)

型%德国赛多利斯公司$

电热恒温水浴锅"

WA$%(=

型%上海一恒科学仪器有限

公司&

*:(

!

方法

*:(:*

!

标准溶液的制备
!

称取视黄醇棕榈酸酯约
('0

H

!精

确至
):*0

H

#至
('0P

容量瓶中%异辛烷溶解并定容至刻

度$称取视黄醇醋酸酯约
('0

H

!精确至
):*0

H

#至
('0P

容

量瓶中%无水乙醇溶解并定容至刻度&分别精取
):')0P

标

准溶液至
')0P

容量瓶中%异辛烷稀释至刻度%得
*):)

"
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混标储备液%分别精取
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%

):*)

%

):()

%

):')

%

*:)

%

(:)

%

':)0P

混标储备液至
*)0P

容量瓶中%异辛烷稀释至刻度%

得浓度为
):)'

#

*):)

"
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)
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的标准使用液&

*:(:(

!

供试品溶液的制备

!

*

#样品称量"固体样品精确称重
('

H

至
(')0P

碘量

瓶中%加入
())0P

纯水!约
&)

#

&'Y

#%溶解并冷却%称重&

转移
':)

H

溶解后的新样品至
')0P

离心管%计算样品质量

!粉末当量#$液态样品精确称取
':)

H

至
')0P

离心管中&

!

(

#酶解"

=))[

)

0P

木瓜蛋白酶溶液"称取
*))0

H

氢

醌和
&:)

H

无水乙酸钠于
*))0P

容量瓶中%加纯水
=)0P

溶解%用盐酸溶液调节
J

W

至
':)

%加入
):(

H

木瓜蛋白酶超

声
'029

%冷却后定容至刻度&向样品溶液中加入
':)0P

木

瓜蛋白酶溶液%混匀后置于!

,<i(

#

Y

水浴
,)029

后冷却&

!

,

#提取"向酶解液中加入
():)0P(R

醋酸甲醇%振荡

*'029

%加入
*):)0P

异辛烷振荡提取
*'029

%

')))E

)

029

离心
*)029

%取异辛烷层用于高效液相色谱分析&

*:(:,

!

色谱条件
!

色谱柱"

"
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0

#$流动相"正己烷
%('R

叔丁基甲醚正己烷!体

积比
.'

"

'

#%等梯度洗脱$柱温"

,)Y

$流速"

*:)0P

)

029

$进

样量"

')

"

P

$紫外检测器波长"

,('90

&

(

!

结果与分析
(:*

!

线性关系考察

取标准使用液注入液相色谱仪测定%以峰面积!

5

#为纵

坐标%进样浓度!

O

#为横坐标%绘制标准曲线&视黄醇棕榈

酸酯线性方程为"

5g(=-)&(O\--(:)<&'

!

U

(

g):....

#%

视黄醇醋酸酯线性方程为
5g,).=-(:,O\&&-):*<*

!

U

(

g

):....

#%标准工作液浓度为
):)'

#

*):))

"

H

)

0P

%校准曲线

线性良好%线性低点是
S+')).:=(

'

()*-

中低点的
*

)

&

倍%

测定范围更广&

(:(

!

检出限和定量限

取空白响应值的
(

#

,

倍对应浓度的混合标准溶液

):)'

"

H

)

0P

%平行测定
**

次%根据检出限的计算方法
8"Xg

,G(

)

A

和
8"%g*)G(

)

A

!

G(

为标准偏差%

A

为工作曲线斜

率#%当取样量为
):'

H

%异辛烷体积为
*):)0P

时%方法检出

限和定量限见表
*

&此方法的检出限与定量限是
S+')).:

=(

'

()*-

的
*

)

,

%说明此检验方法具有更高的灵敏度&

(:,

!

样品含量测定和精密度试验

特医婴配食品
"

#

X

分别平行取样
-

组%按供试品溶液

制备方法制备供试品溶液%进液相色谱测定%特医婴配食品

"

#

X

号中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯含量及精密度结

果见表
(

*

,

&结果显示特医婴配食品中通常添加一种视黄醇

酯类作为维生素
"

来源%且添加量依据适用对象的差异而不

表
*
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检出限和定量限
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榈酸酯
!
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特医婴配食品中视黄醇醋酸酯含量及精密度
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同%各配方中视黄醇棕榈酸酯含量为
):)

#

=*<:)

"

H

)

*))

H

%

精密度为
):.R

#

.:&R

$视 黄 醇 醋 酸 酯 含 量 为
):)

#

=-=,:)

"

H

)

*))

H

%视黄醇醋酸酯精密度为
,:,R

#

-:,R

%精

密度均满足测定要求&

(:&

!

加标回收率试验

选取深度水解配方奶粉!

!*

#为代表进行特医婴配食品

回收率试验%共
.

份%每个浓度
,

份%分别添加约
):'

%

*:)

%

(:)

倍样品检测浓度的混合标准溶液%低中高
,

个加标浓度添加

量分别为
,:)

%

-:)

%

*):)

"

H

&按供试品溶液制备方法制备供

试品溶液%进液相色谱仪测定&视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋

酸酯加标回收率见表
&

&由表
&

可知%视黄醇棕榈酸酯的不

同添加浓度下回收率为
=(:-R

#

.):)R

%

#$V

值为
*:=R

#

(:'R

%视黄醇醋酸酯不同添加浓度下回收率为
=*:)R

#

==:-R

%

#$V

值为
(:(R

#

&:'R

%深度水解配方奶粉为特医婴

配奶粉中最复杂基质之一%说明该方法对特医婴配食品中不

表
&

!

样品加标回收率

B1G3D&

!

#DL534L;OED7;FDE

8

O;EL

J

2MDKL10

J

3DL

名称 添加量)
"

H

回收率)
R #$V

)

R

视黄醇棕

榈酸酯
!

, =-:& =(:- =':- (:&

- ==:& =-:. =':( *:=

*) =':- =<:, .):) (:'

视黄醇醋

酸酯
!!

, =*:( =':, =,:* (:'

- ==:- =&:) =*:) &:'

*) =):. =(:< =&:- (:(

同浓度视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯的测定具有较高的

准确度&

(:'

!

检验方法的选择性

视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯的标准溶液图谱见

图
*

%

<

种特医婴配食品中视黄醇酯图谱见图
(

%检验方法系

统性评价参数结果见表
'

&由图
*

可知%视黄醇棕榈酸酯保

留时间为
,:'029

%视黄醇醋酸酯保留时间为
-:)029

%样品测

定过程中
(

种视黄醇酯均未发生明显漂移%该检验方法能准

确定性&由表
'

可知%混合标准溶液及样品中
(

种视黄醇酯

的分离度均
%

*:=

%高于
U

.

*:'

的一般要求%理论塔板数均

图
*

!

标准溶液中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯
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H
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图
(

!

特医婴配食品中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯
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表
'

!

检验方法系统性评价参数结果

B1G3D'

!

#DL534L;O0D4C;KL

8

L4D01427DF135142;9

J

1E10D4DE

参数

U

视黄醇棕

榈酸酯

视黄醇醋

酸酯

>

视黄醇棕

榈酸酯

视黄醇醋

酸酯

标准溶液
(:, *:= =*'= .',)

" (:)

)

=&<'

)

+ (:(

)

=&('

)

!*

)

*:.

)

.==(

!(

)

*:=

)

.===

V (:(

)

=('.

)

/

)

*:=

)

.-&*

X (:*

)

=*,-

)

大于
=)))

%高于
>

.

,)))

的一般要求%表明该检验方法将待

测成分与其它杂质进行了基线分离%分离效能良好%说明该

检验方法具有良好的系统适用性&特医婴配食品成分极其

复杂%但样品基质不会干扰视黄醇酯分离%表明该检验方法

对特殊医学用途婴幼儿食品中
(

种视黄醇酯具有良好选择

性%分离度高&

,

!

结论
本试验建立了正相高效液相色谱测定特殊医学用途婴

儿配方食品中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯的方法&采

用木瓜蛋白酶酶解拥有脂肪胶束涂层的亲水性蛋白%释放视

黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯%酸化甲醇沉淀蛋白质%异辛

烷提取%氨基柱正相分离%紫外检测
(

种视黄醇酯&在
):)'

#

*):)

"

H

)

0P

时呈线性相关!

U

(

g):....

#%视黄醇棕榈酸酯

和视黄醇醋酸酯检出限分别为
(:)

%

(:'

"

H

)

*))

H

%不同添加

浓度回收率为
=*:)R

#

.):)R

%也可通过公式!维生素
"g

视

黄醇棕榈酸酯
l):''c

视黄醇醋酸酯
l):=<

#换算得到特医

婴配食品中维生素
"

含量%此试验的线性范围和检出限均优

于现有食品安全国家标准
S+')).:=(

'

()*-

&

前期试验研究表明现有国标测定特医婴配食品中视黄

醇时%多种配方产品皂化时会出现乳化现象严重*皂化不完

全和精密差等问题&本试验方法无需将视黄醇酯皂化为视

黄醇%采用直接测定样品中视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸

酯%避开操作繁杂的皂化过程%流程简单%精密度和准确度

高%可实现批量检测&此试验建立的检测方法简单*快速*准

确%针对特医婴配产品中的视黄醇棕榈酸酯和视黄醇醋酸酯

检测重复性好&此试验前处理酶解液还可用于测定
!

生育

酚醋酸酯和
!

生育酚%后续将对此进一步研究&
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