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酯交换植物油中甾醇含量快速测定方法的建立
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摘   要：建立简单、快速测定酯交换植物油中高含量的植物甾醇的方法。对紫外比色法分析酯交换植物油中的植

物甾醇含量进行研究，通过单因素与正交试验，确定最佳的测量条件为显色剂用量 2mL、显色剂组成(铁矾储备液:
浓硫酸)比例 2:8、显色时间 30min、显色温度 20℃。测定结果与气相色谱法结果相比，相对误差平均偏高 2.95%，

校正后测定结果的相对误差为 0.49%。本方法可用于酯交换植物油中甾醇的定量分析，操作简单、具有良好的准

确性和实用性。
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Abstract ：A simple and rapid colorimetric method was developed to determine phytosterol content in transesterified vegetable
oil. The optimal experimental conditions for the determination of phytosterol content, as determined by one-factor-at-a-time
and orthogonal array design methods, were as follows: the color developer used was composed of iron vitriol stock solution and
concentrated sulphuric acid at a ratio of 2:8. the color development was allowed to proceed for 30 min at 20℃ using 2 mL of the
color developer. The results obtained by the colorimetric method presented a high relative error of 2.95% in comparison with
those obtained by gas chromatography (GC), and the average relative error was 0.49% after calibration. This method was easy,
accurate, practical and suitable for the quantitative analysis of phytosterol in transesterified vegetable oil.
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植物甾醇(phyotsterol)，是植物性食物中含有的类

胆固醇物质，其中植物油中含量最为丰富[1]，是以环戊

烷全氢菲为骨架(又称甾核)的一类天然活性物质，植物

甾醇主要来源于植物油、谷物、水果和蔬菜中 [ 2 ]。植

物甾醇被誉为“生命的钥匙”，具有十分重要的生理

价值 [ 3 ]，如降低血胆固醇、抗癌、抗炎、抗肿瘤、防

治心血管疾病等[ 4 -6 ]。植物甾醇安全性高，研究证明植

物甾醇能有效降低血液中胆固醇的水平[7-8]，降低低密度

脂蛋白胆固醇(LDL)的水平，而对高密度脂蛋白胆固醇

(HDL)的影响不大[9-11]，可用于预防治疗冠状动脉粥样硬

化类的心脏病。植物甾醇作为存在于植物细胞中的一类

甾体组分和人类膳食脂质中的一类功能性组分，在医

学、食品、化工、饲料、植物基因工程等领域引起

高度重视与关注[12]。但游离甾醇在水和油脂中的低溶解

性限制了它在食品中的实际应用[13]，通过对植物油脂与

甾醇进行酯交换反应，制备具有较高含量甾醇酯的酯交

换植物油，可以有效的解决甾醇在油脂中溶解性低的问

题。甾醇酯具有较高的降胆固醇的效果和较好的脂溶性
[14]，国外市场已研发出添加了植物甾醇酯的保健功能食

品，例如食用油、黄油、人造奶油等 [ 1 5 - 1 6 ]，同样在化

妆品和医药方面的应用也比较广泛[17]。建立一种方便、

快捷、准确的测定植物油中甾醇含量的方法，对含植

物甾醇的功能性油脂的开发和产业化生产起着重要作

用。目前尚无测定植物油中植物甾醇含量的国标检测方

法，现有的测定方法主要有：毛地黄皂甙法、可见光

比色法、薄层色谱法、高效液相色谱法和气相色谱法

(gas chromatography，GC)等[18]。毛地黄皂甙法和薄层色

谱法分析甾醇处理过程繁杂、数据可靠性较差，已逐渐
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被淘汰。气相色谱法和高效液相色谱法具有较好的测量

精度，但仪器昂贵，操作要求高、标准品价格昂贵。

现有的紫外比色法测定植物甾醇的含量具有样品用量

少，操作方便，但存在测量精度差，不适合检测油脂

中高含量植物甾醇等缺点。

本研究借鉴现有的检测食品和食用油中甾醇含量的

紫外比色分析方法，通过对酯交换技术制备的甾醇含量

较高的植物油进行定性和定量分析研究，建立一种快速

测定植物油中植物甾醇含量的紫外比色法，旨在为添加

植物甾醇的功能性油脂的研究和产业化生产提供快捷和

简便的监测手段。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

1.1.1 材料与试剂

自制酯交换植物油(植物甾醇含量 3%～6%)；植物

甾醇(95%)    西安蓝天生物工程有限责任公司；豆甾醇、

β - 谷甾醇、角鲨烷标准样品    美国 Sigma 公司；石油

醚、冰乙酸、硫酸铁铵等均为分析纯。

1.1.2 试剂配制

铁矾储备液：溶解 4.463g 硫酸铁铵[FeNH4(SO4)2·

H2O]于 100mL 85% 磷酸中，贮于干燥器内，于室温中

稳定待用。铁矾显色液：吸取铁矾储备液 10mL，用浓

硫酸定容至 100mL。贮于干燥器内。

1.1.3 仪器与设备

TU-1901 双光束紫外分光光度计    北京普析通用仪

器有限责任公司；DK-2000- Ⅲ L 数显恒温水浴锅    天津

市泰斯特仪器有限公司；7890A 气相色谱仪(FID 检测

器)、HP-5 毛细管柱 (30m × 0.32mm，0.25μm)    美国安

捷伦公司。

1.2 方法

1.2.1 紫外比色法

1.2.1.1 测定方法

称取一定量(100～150mg)的酯交换植物油，置于

25mL 试管内，准确记录其质量，加入 KOH- 乙醇溶液，

恒温水浴中皂化 30～60min。冷却后加入氯化钠溶液与

石油醚 10mL，剧烈振摇数分钟后静置分层。取上层石

油醚液 2mL，氮气吹干后，加入冰乙酸与铁矾显色液，

混匀，放置 20～30min 后测得吸光度(如浓度过高应进行

稀释后测定)，对照标准曲线得出相应的甾醇含量。

1.2.1.2 制作标准曲线

依次吸取质量浓度为 1mg/mL 甾醇标准常备液 0.0、
0.5、1.0、1.5、2.0mL 分别置于 10mL 试管内，在各管

内加入冰乙酸使总体积皆达 4mL。沿管壁加入 2mL 铁矾

显色液，混匀，室温下显色 20～30min 后，于最大吸

收波长下测定吸光度。以甾醇标准浓度为横坐标，吸

光度为纵坐标，绘制标准曲线。

1.2.2 气相色谱法

1.2.2.1 色谱条件

进样口温度：300℃；分流比：30:1；柱箱温度：

2 6 0℃，F I D 检测器温度：3 0 0℃；载气：氮气流速

2.5mL/min恒流，氢气流速：40mL/min，空气流速 400mL/
m i n ；进样量：1μL 。

1.2.2.2 气相色谱法测定样品中甾醇的含量

准确称取酯交换植物油 150mg，置于 250mL 锥形瓶

中，加无水乙醇 1 0 m L，再加入氢氧化钾 3 g，加热回

流 2h。冷却后加入 20mL 去离子水，10mL 正己烷，振

摇后静置分层，用 10mL 正己烷萃取 2～3 次，合并正

己烷萃取液，用去离子水洗至 pH 值中性，加入适量无

水硫酸钠脱水，滤液于旋转蒸发仪浓缩，残液用正己

烷定容至 10mL，供气相色谱检测。经过 0.45μm 微滤

膜过滤后进样测定。

2 结果与分析

2.1 紫外比色法

2.1.1 最大吸收波长

取酯交换植物油样品适量，进行显色处理，于

320～900nm 范围内扫描。最大吸收峰在 564nm 处，因

此，选择 5 6 4 n m 作为测定吸收波长。

2.1.2 甾醇标准曲线

按照 1.2.1.2节方法，得其回归方程为Y ＝ 2.88947X＋

0.00671，R2 ＝ 0.9995。线性范围为 0～0.2mg/mL，检

出限为 0.007mg/mL，定量限为 0.025mg/mL。相关系数

为正，说明吸光度随甾醇含量增大而增大，其绝对值

接近 1 ，呈较好的正相关性。

2.1.3 稀释倍数的确定

植物油与甾醇酯交换后的油中甾醇的含量较高为

3%～6%，不在标准曲线可检测到的范围内，通过稀释

的方法加以调整。稀释倍数为 10 倍时，标准偏差(s)为
0.001%，相对标准偏差(relative standard deviation，
RSD)为 1.09%，为最佳稀释倍数。

2.2 显色反应单因素试验

2.2.1 显色剂用量对显色反应的影响

称取一定量(100～150mg)的酯交换植物油，按照

1.2.1.1 节测定方法进行前处理，加入铁矾显色剂体积分

别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5mL，15℃反应 30min，
在最大吸收波长下测定吸光度，以确定最佳用量。从

图 1 可见，当显色剂用量为 2.5mL 时，紫外扫描图 1 在
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340nm 和 564nm 处出现两个波峰，564nm 处最大吸收峰

较为明显；当显色剂用量为 2.0mL 和 1.5mL 时，紫外扫

描曲线 2、3 的吸光度在 20～30min 范围内基本保持不

变，且显色剂用量为 2.0mL 和 1.5mL 时最大吸收峰较为

明显。由图 2 可见，当显色剂用量为 2 . 5 m L 时，反

应的吸光度基本保持不变，因此，适宜显色剂用量为

1.5～2.5mL。

2.2.2 显色温度对显色反应的影响

称取一定量(100～150mg)的酯交换植物油，按照

1.2.1.1 节测定方法进行前处理，加入铁矾显色剂 2.0mL，

不同温度下反应 30min，以确定最佳显色温度。从图 3
可见，随显色温度的提高，反应的吸光度缓慢增加，

但 40℃后空白样品及测定样品颜色均变深，以同温度条

件下反应的空白对照下，测定吸光度变低，可见温度

较高使反应不稳定。因此，适宜显色温度为 10～30℃。

2.2.3 显色时间对显色反应的影响

称取一定量(100～150mg)的酯交换植物油，按照

1.2.1.1 节测定方法进行前处理，15℃反应条件下确定最

佳显色时间。从图 4 可见，随显色时间的延长，反应

的吸光度呈先升高再缓慢下降的趋势，在 2 5～3 5 m i n
间，显色反应稳定，反应的适宜时间为 2 5～3 5 mi n。

2.2.4 显色剂(铁矾储备液:浓硫酸)组成比例对显色反应

的影响

称取一定量(100～150mg)的酯交换植物油，按照

1.2.1.1 节测定方法进行前处理，15℃条件下反应 30min，
确定最佳显色时间。从图 5 可见，随显色剂组成中铁矾

储备液加入量的增加，在 564nm 处的吸光度呈下降趋

势。组成比例为 0.5:9.5 时，在 340nm 和 564nm 处出现

两个波峰，最大吸收峰出现在 340nm 处，对测定结果

有影响；在 1:9 时，在 340nm 和 564nm 处出现两个波峰，

最大吸收峰出现在564nm处；在1.5:8.5和2:8时，在340nm
处未出现波峰，在 564nm 处吸光度稳定。因此，适宜

的显色剂组成比例选择为 1:9～2:8。

1～5 显色剂用量分别为 2.5、2 .0、1 .5、1 .0、0 .5mL。

图 1 不同显色剂用量酯交换植物油的吸收谱图

Fig.1    UV spectra of reaction products of transesterified soybean oil
and different doses of color developer
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图 2 显色剂用量对显色反应的影响

Fig.2    Effect of color developer dose on reaction
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图 3 显色温度对显色反应的影响

Fig.3    Effect of color development temperature on reaction
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图 4 显色时间对显色反应的影响

Fig.4    Effect of color development time on reaction
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1～4 显色剂组成比例分别为 0.5:9.5、1:9、1.5:8.5、2:8。
图 5 显色剂组成比例对显色反应的影响

Fig.5     Effect of color developer composition on reaction
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2.2.5 紫外比色法显色条件正交优化试验

选取 4 个对显色过程影响较大的因素(即显色时间、

显色剂用量、显色剂的组成比例为研究对象，以吸光

度为考察指标进行正交试验，其因素水平见表 1。由表

2 可以看出，影响显色反应的因素的主次关系为显色剂

用量＞显色剂组成比例＞显色时间＞显色温度。通过以

上分析确定最佳反应条件为 A 2B 2C 3D 2，即显色剂用量

2mL，显色剂组成比例 2:8，显色时间 30min，显色温

度 20℃。在最佳反应条件下测量结果与 GC 法具有较好

的一致性，即紫外法 4.17%，GC 法为 4.05%。

水平
A 显色 B 显色剂 C 显色剂 D显色温

时间 /min 用量 /mL 组成比例 度 /℃
1 25 1.5 1:9 10
2 30 2.0 1.5:8.5 20
3 35 2.5 2:8 30

表 1 紫外比色法显色反应因素水平表

Table 1    Factors and levels of orthogonal tests

试验号 A B C D 吸光度

1 1 1 1 1 0.3858
2 1 2 2 2 0.4857
3 1 3 3 3 0.4832
4 2 1 2 3 0.3945
5 2 2 3 1 0.4887
6 2 3 1 2 0.4782
7 3 1 3 2 0.3923
8 3 2 1 3 0.4747
9 3 3 2 1 0.4767
k1 0.452 0.391 0.446 0.450
k2 0.454 0.483 0.452 0.452
k3 0.448 0.479 0.455 0.451
R 0.006 0.092 0.009 0.002

主次关系 B ＞ C ＞ A ＞ D
最优条件 A2B2C3D2

表 2 紫外比色法显色反应正交试验结果及分析

Table 2    Results and range analysis of orthogonal tests

2.3 气相色谱法测定样品中甾醇的含量

采用 GC 法对酯交换大豆油中甾醇进行了定性定量

分析，图 6 为酯交换大豆油中甾醇的 GC 图谱。对照标

准样品 GC 图谱，确定酯交换大豆油中的各种甾醇的出

峰先后顺序为菜籽甾醇、菜油甾醇、豆甾醇、β- 谷

甾 醇 。

2.4 检测精度的评价

2.4.1 紫外比色法与气相色谱法测定结果的比较分析

样品
气相色谱法                   紫外比色法

测定值 /% 测定值 /% 绝对误差 /% * 相对误差 /% 校正值 /%
1 3.29 3.41 0.12 3.65 3.27
2 4.05 4.17 0.12 2.96 4.03
3 5.05 5.18 0.13 2.57 5.04
4 5.96 6.11 0.15 2.52 5.97
5 3.61 3.73 0.12 3.32 3.59
6 4.42 4.48 0.06 1.36 4.34
7 5.67 5.88 0.21 3.70 5.74
8 5.69 5.89 0.20 3.51 5.75

表 3 两种方法测定结果的对比分析

Table 3    Comparison of the results obtained for phytosterol content in
transesterified vegetable oil by colorimetric method and GC method

注：* .与 GC 法测定结果的相对误差。

由表 3 可以看出，紫外比色法分析结果略高于气相

色谱法，紫外比色法测定绝对值平均高 0 . 1 4 %，绝对

误差最大为 0 .21%，平均偏高 0 .14%，相对误差最大

为 3.70%，平均偏高 2.95%。差别幅度与甾醇含量不存在

关联，紫外比色法测定植物甾醇总含量接近 GC 测定值。

若用平均偏高 0.14% 作为该法测定后的校正值，则与气相

色谱法测定值分别相差－ 0.02%、－ 0.02%、－ 0.01%、

0.01%、－ 0.02%、－ 0.08%、0.07%、0.06%，则相

对误差仅为－ 0.61%、－ 0.49%、－ 0.20%、0.17%、

－ 0.55%、－ 1.81%、1.23%、1.05%。

由表 3、4 进行分析，采用 t 检验法检验两种方法

测定结果的差异性，计算得：s ＝ 0.048，t ＝ 0.1229，
自由度 f ＝ 8 － 1 ＝ 7，若α＝ 0.05 时，查 t 分布表得

t 表＝ 2.3646，现 t ＜ t 表，说明两种方法测定结果没有显

著性差异。采用 F 检验法检验两种方法的精密度差异，

计算得：F ＝ s22/s12 ＝ 0.04，按自由度 f 1 ＝ 3 － 1 ＝ 2，
f 2 ＝ 5 － 1 ＝ 4 ，若α＝ 0 . 0 5 时，查 F 分布表得，

Fα(2,4)＝ 6.94，现 F ＜ F 表，说明两种测定方法的精密度

差异不显著。

样品
测定 测定平 标准 相对标 置信

次数 均值 /% 偏差 /% 准偏差 /% 区间 /%
紫外比色法 5 4.17 0.12 2.88 4.17 ± 0.054

GC 法 3 4.05 0.063 1.56 4.05 ± 0.036

表 4 两种方法精密度的对比分析

Table 4    Comparative analysis of the precision of colorimetric
method and GC method

1.溶剂(正己烷)；2.角鲨烷(3.651min )；3.菜籽甾醇(10.710min)；4.菜
油甾醇(12.179min)；5.豆甾醇(13.051min)；6.β - 谷甾醇(14.729min)。

图 6 酯交换大豆油的气相色谱图

Fig.6    Gas chromatogram of transesterified soybean oil
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2.4.2 稳定性实验

取酯交换植物油样品，分别于 5、1 0、1 5、2 0、
30、40、50、60min 显色，5～20min 吸光度不稳定；

20～60min 吸光度相对稳定，其 5 个时间点吸光度的均

值为 0.4260，RSD 为 0.141%，表明供试品溶液在显色

20～60min 较稳定。

2.4.3 精密度实验

取酯交换植物油样品，连续测定 5 次，吸光度的

相对标准偏差为 0.176%，表明仪器精密度良好。

2.4.4 回收率实验

采用加样回收法。取同批酯交换油脂样品 5 份，精

密量取浓度为 5.0mg/mL 植物甾醇对照品溶液 2mL，分别

加入上述 5 份样品中。按国标铁矾显色法处理，加 2mL
显色剂，于最大吸收波长处测定吸光度，计算回收率

(表 5)。计算紫外比色法平均回收率为 98.61%，相对标

准偏差为 0 . 5 7 %，表明加样回收可满足要求，测定结

果准确可靠。

编号
样品中 加入 测定 回收 平均回收

RSD/%
含量 /mg 量 /mg 量 /mg 率 /% 率 /%

1 2.26 10.00 12.09 98.27
2 2.3 10.00 12.09 97.88
3 2.28 10.00 12.16 98.83 98.61 0.57
4 2.14 10.00 2.08 99.36
5 2.25 10.00 12.12 98.71

表 5 回收率测定结果

Table 5  Result of fortified recoveries

3 结  论

以高含量甾醇的酯交换植物油为检测对象，探索紫

外比色法测定甾醇含量的可行性，与气相色谱法比较分

析表明，测定结果的精密度较高。相对误差平均偏高

2.95%，校正后测定结果的相对误差为 0.49%。与现有

紫外测定方法测定相比，本方法操作简单、准确。该

方法可为添加植物甾醇的功能性油脂的研究和产业化生

产提供快捷和简便的监测手段。
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