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应用 C3 0-HPLC-PDA
分离与鉴定番茄红素几何异构体
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摘 要：在装备了二极管阵列检测器 （)*+）的高压液 相 色 谱

（,)-.）上，应 用 .%# 柱 ，番 茄 红 素 几 何 异 构 体 获 得 了 良

好 的 分 离 。 色 谱 条 件 为 ：/01234 56. .03712879: ;<=
（>"?@&=#AA）柱 ；乙 腈<甲 醇<三 乙 胺 （’=B&=B#"#=，C D C）

为流动相 +，甲基叔丁基醚<三乙胺（!##B#"#=，C D C）为流

动相 E，流动相 E 在 $A98 内由 #F线性增至 ==F，而后维

持恒定至 %=A98；流速：!"#A- D A98；)*+ 波长范围：&?#G
’##8A；进样量：&#!-。根据各组分的色谱行为、光谱特征

和在碘催化下发生几何异构的产物分析，!%H!%I<顺式番

茄红素、!!H!!I<顺式番茄红素、(H(I<顺 式 番 茄 红 素 和 全

反式番茄红素 > 个组分被鉴定。本项研究的结果奠定了

应用 .%#<,)-.<)*+ 定量检测番茄红素几何异构体的

基础。
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番茄红素异构体的理化性质有所不同，二者的

电子吸收光谱特征也有所不同。顺式异构体的主吸

收峰与反式异构体的主吸收峰相比，可以观察到向

短波长方向发生的“紫移”。单顺式异构体“紫移”幅

度较小，多顺式异构体的紫移幅度较大，一般超过

#$/01(2。而且，顺式异构体在 &*$/0 处左右会出现一

特征吸收峰。由于本项研究中所使用的 3456 装备

了 47’，在分离番茄红素的分离过程中获得这些光

谱是很方便的。这些光谱的特征可作为判断番茄红

素异构体的重要依据。碘是一个活跃的催化剂，可以

作用于分子的二级结构使分子发生弯曲，改变构型。

番 茄 红 素 全 反 式 异 构 体 被 碘 诱 导 可 形 成 顺 式 异 构

体，这是一个已知多年的化学反应。在本项研究中，

碘被用来催化诱导从 3456 分离出的全反式番茄红

素异构化，生成顺式异构体，以作为在 3456 上对顺

式异构体组分鉴定的依据。目前，核磁共振（89:）圆

二色光谱（67）等能够鉴定分子几何异构体的设备在

我国多数进行番茄红素研究工作的实验室和检测部

门中应用得并不普遍。相对而言，电子（紫外—可见）

吸收光谱设备得到了广泛的应用。这类设备也包括

3456 上的 47’。在这种情况下，建立以 6&$)3456)
47’ 为基本手段的分离和鉴定番茄红素几何异构体

的方法，对于我国的大多数番茄红素研究和检测机

构具有明显的实际意义。本项研究的目的为：以 6&$)
3456)47’ 为基本技术，配合化学性质的验证，建立

分离和鉴定番茄红素几何异构体的方法，为它们的

定量奠定基础。这一方法在 89: 和 67 设备并不普

遍的我国具有较强的实用价值。

% 材料与方法

%’% 材料与设备

被分离和鉴定的番茄红素组分 来自于番茄果

实的萃取物；番茄 购自北京朝来农艺园，品种为

“佳粉 #*”；碘 为分析纯试剂，购自北京化工厂；乙

腈、甲醇、甲基叔丁基醚（9!;<）三乙胺 均为色谱
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纯试剂，购自迪马公司（!"#$% &’()*+,+-"’.）。

/01 柱 （23/ /%4+5’*+"6 7 89，:%5’4.），;<=/
（:%5’4. >11? 溶剂输送系统，<!@8AA> 二极管阵列

检 测 器 ，:%5’4. /+B）， 分 光 光 度 计 （7;C3@!DE
3F,5"7G’(8H91H）。

%&! 实验方法

HBIBH 番茄果实中番茄红素的萃取 准确称取新鲜

番茄果实 H1-，于研钵中加 I1$= 丙酮研磨，收集上

清液。再分别用 I1$= 二氯甲烷研磨 J 次，收集上清

液。合并丙酮和二氯甲烷上清液于分液漏斗中，弃去

水相。负压浓缩有机相至 I9$=，低温避光保存。

HBIBI /018;<=/ 分 离 番 茄 红 素 异 构 体 ;<=/ 条

件：色谱柱：23/ /%4+5’*+"6 789（JB>KI91$$）；流动

相 @：乙 腈8甲 醇 （0LH，M N M）；流 动 相 O：3&O?；流 动

相 @ 与 O 中分别加入 1B19P（M N M）三乙胺；线性梯

度 洗 脱 ：O 在 Q$"* 内 由 1P增 加 至 99P（M N M）；QR
09$"* 内 O 维 持 99P；流 速 ：HB1$= N $"*；检 测 波 长 ：

JS9*$；<!@ 光 谱 收 集 范 围 I>1RS11*$； 进 样 量 ：

I1!=。根据组分的色谱行为和光谱特征对番茄红素

全反式异构体进行鉴定。

HBIB0 全反式番茄红素组分的收集和定量 从 /018
;<=/ 上收集全反式番茄红素组分，用二氯甲烷定

容。用分光光度计测量其 JQ1*$ 处吸光值，并根据下

面公式计算其含量。

TU（@KV）N @HP
H($KH11P

其中：

TU样品中所含组分的含量（-）；

VU样品溶液的体积（$=）；

@U样品的组分 JQ1*$ 吸光值；

@HP
H($U吸光系数，定义为在 H($ 光程长的比色杯

中 HP（:NM）浓度溶质的理论吸收值，在此采用值为

番茄红素 "U0911。

HBIBJ 碘诱导生成顺式异构体 配制与番茄红素8
二氯甲烷溶液相同浓度（3 NM）的碘8二氯甲烷溶液，

按 H N I1（M N M）的比例混合碘溶液与番茄红素溶液，

摇匀，混合液在日光或距离 J1: 日光灯 >1($ 处照

射 H9$"*，避光保存产物。

HBIB9 异构反应产物的 /018;<=/ 分离 碘诱导反

应的产物在相同的 ;<=/ 条件下被分离，根据各组

分的色谱行为和光谱特征对其进行鉴定。

! 结果与讨论

!&% 番茄果实萃取物在 ’(" 柱上的分离

根据文献报道，极性有所差异的二元梯度洗脱

在反相 /01 柱上分离不同极性的天然类胡萝卜素方

面已有一些成功的先例WIRJX。对于极性弱的一相（流动

相 O），比较共同的观点是使用 3&O?；对于极性较强

的一相（流动相 @），一般的观点是甲醇、乙腈和水的

组合。考虑到被分离物为不含氧的非极性类胡萝卜

素，非水流动相是正确的选择。因此，在本项研究中，

流动相 @ 被定为乙腈和甲醇的组合。在这一组合中，

乙腈和甲醇的比例对异构体的分离有一定的影响。

经过优化，最后确定为 S9LI9。在这个洗脱条件下，番

茄果实萃取物中 0 类类胡萝卜素的洗脱顺序为：含

氧类胡萝卜素（一般为叶黄素，量很小）8具环不含氧

类胡萝卜素（主要为 #8胡萝卜素）8开环不含氧类胡

萝卜素（主要为番茄红素），如图 H 所示。本项研究的

目的是分离开环类胡萝卜素（番茄红素）的几何异构

体。显然，这一分离的合适洗脱条件应为恒定梯度洗

脱。因此，整个洗脱过程分为两步：第一步为梯度洗

脱，其目的是洗脱并分离含氧类胡萝卜素；第二步是

恒定梯度洗脱，目的是分离不含氧的类胡萝卜素（包

括番茄红素）的几何异构体。二者的转换时间应发生

在含氧类胡萝卜素和不含氧的具环类胡萝卜素的保

留时间之间（见图 H）。在恒定梯度洗脱的阶段，流动

相 O 的比例会对番茄红素几何异构体的分离产生明

显的影响。经过优化，在本项研究中流动相 O 的比例

确定为 99P（M N M）。显然，无论两步洗脱的转换时

间，还是恒定梯度洗脱中流动相 O 的比例，二者的确

定应根据不同固定相的性质决定。换言之，二者需根

据不同型号和品牌的柱子而优化。图 I（实线部分）为

在本项研究中收集的番茄果实的丙酮—二氯甲烷萃

取液 /018;<=/ 色谱图。由于在本项研究中针对番茄

红素的萃取主要采用二氯甲烷作为萃取剂，故萃取

物中含氧类胡萝卜素的比例很小。根据其色谱行为

色谱条件见 IBI 节。组分鉴定：$UH0YH0Z8顺式番茄红

素；%UHHYHHZ8顺式番茄红素；&UAYAZ8顺式番茄红素；

’U全反式番茄红素。

图 I 番茄果实的丙酮8二氯甲烷萃取液反相 /01

柱高效液相色谱图

碘催化前

碘催化后
1BHH11

1B1S11

1B1011

81B1H11

吸
光

值 $

%

&

’ (

1B11 9B11 H1B11 H9B11 I1B11 I9B11 01B11 09B11
保留时间（$"*）

图 H 番茄果实萃取物中类胡萝卜素的洗脱顺序和

流动相 O 比例变化示意图

CU含氧类胡萝卜素；CCU具环不含氧类胡萝卜素；

CCCU开环不含氧类胡萝卜素。

OP（[ N [）

1B11 保留时间

$ % &
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和光谱特征，峰 !" 被鉴定为全反式番茄红素组分。

!%! 顺式异构体的鉴定

碘可以诱导类胡萝卜素全反式异构体主要产生

#$#% 顺式异构体、&&$&&% 顺式异构体和 &’$&’% 顺式

异构体，这一反应已被认识并应用在类胡萝卜素化

学中有 () 年的历史了。在本项研究中，这一反应被

用于诱导番茄红素全反式异构体发生几何异构，主

要产生 ’ 种顺式异构体。反应产物的 *’)$+,-* 色谱

图 （见 图 . 虚 线 部 分 ）显 示 ，全 反 式 番 茄 红 素 峰 （!"
峰）前 ’ 个峰（即峰 !、!! 和 !!!）的峰高明显增加，而且

全反式番茄红素峰高度有所降低。这一变化的原因

是部分全反式异构体经碘诱导转化为顺式异构体。

在所有碘诱导反应的产物中均能检测出峰 "，其保

留时间比全反式异构体稍长，电子吸收光谱与全反

式异构体完全重合。该组分被推测为在碘诱导下全

反式异构体向顺式异构体转化时的中间体。

根据文献报道，由于分子在一个双键处发生了

顺式异构，在番茄红素的电子吸收光谱上 ’/.01 处

会出现一个峰（吸收段），这个峰被 234515 等人称为

“顺式峰”（678$9:5;），分子中发生顺式异构的部分被

称为“678$<50=”。同时，与全反式异构体比较，顺式异

构体主吸收峰的最大吸收波长（!15>）也会发生轻度的

“紫移”。图 . 中的 !、!!、!!! 及 !" 号峰的电子吸收光

谱图在 ’/.01 左右与全反式异构体的光谱比较可以

看到有明显的峰存在，见图 ’。同时，与 " 号峰的光

谱比较，!、!!、!!!、!" 号峰光谱主吸收峰和顺式吸收峰

的 !15> 发生了 ?@&)01 和 A@(01 的“紫移”，见图 B。

这些光谱特征的变化提供了将 !、!!、!!! 及 !" 号峰鉴

定为番茄红素顺式异构体的平行证据C&D。

!%& 顺式异构体的洗脱顺序

根据文献报道，类胡萝卜素分子发生顺式异构

的位置越靠近分子的对称中心，顺式特征峰越高 C&D。

从图 ’ 中可以观察到，!、!!、!!! 号色谱峰的光谱中顺

式特征峰高逐渐减小，减小的幅度在图 A 中给予了

量化表达。根据这一观察，可以判定"号峰为 &’$&’%
顺式异构体、#号峰为 &&$&&% 顺式异构体、$号峰为

#$#% 顺式异构体。

形成这一洗脱顺序的原因可以用一种称为 “草

丛效应”的理论予以解释。由于其主链上基团的空间

位阻均等，番茄红素分子为典型的链状分子。从全反

式异构体异构为顺式异构体时，番茄红素分子的构

型发生变化，分子由原来的直线型转变为折线型。根

据反相 *’) 高效液相色谱分离原理中的“草丛效应”，

直线型分子比折线型分子可以更深地插入到由无数

*’) 长链平行排列所形成的固定相 “草丛”中 （见图

/），因此更不易被流动相洗脱出来，从而增加了它的

保留时间。所以，全反式异构体比顺式异构体在分离

过程中有保留时间延长的特点。在 &’E&’%$、&&E&&%$、

#E#%$三种异构体中，分子发生异构的位置逐渐偏向

分子末端。因此，它们可以插入固定相“草丛”中的长

度依次增长，即与固定相结合的牢固性依次增强。当
图 ’ 番茄红素几何异构体的电子吸收光谱特征比较
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图中所示的相对“紫移”为：全反式异构体主吸收峰与顺式

峰的最大吸收波长与顺式异构体相关波长之差。在此，全

反 式 异 构 体 主 吸 收 峰 与 顺 式 峰 的 最 大 吸 收 波 长 分 别 为

B(’01 和 ’()01。

图 B 番茄红素顺式异构体的相对“紫移”比较

峰$

峰#

峰"

顺式峰

主吸收峰

?F)
AF)

AF)
?F)

(F)
?F)

)F) &F) .F) ’F) BF) AF) /F) (F) ?F) #F)
相对“紫移”（01）

图 A 番茄红素几何异构体顺式特征峰信号强度的比较

)F/)

)FA)

)FB)

)F’)

)F.)

)F&)

)F))

)FB?

顺
式

峰
高

G主
峰

高

)F&) )F&)
)F)A

峰" 峰# 峰$ 峰%

图 / *’)$+,-*“草丛效应”示意图

&’E&’%H$7831:I

JKKL$7831:I
#E#%H$7831:I

&&E&&%H$7831:I
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流动相像一阵风吹过固定相“草丛”时，它们被流动

相带走所需要的时间（即洗脱时间）依次延长。因此，

!"#!"$%顺式异构体最先被洗脱出来，之后顺次是 !!%
!!$ 和 &%&$ 顺式异构体及全反式异构体。

% 结论

本项研究的结果表明，应用 ’"(%)*+’%*,- 色

谱系统，在乙腈%甲醇（流动相 -）和 ./01（流 动 相

0）的线性梯度洗脱条件下，!"#!"$%顺式番茄红素、

!!#!!$%顺式番茄红素、&#&$%顺式番茄红素和全反式

番茄红素 2 个组分可获得良好的分离。根据其电子

吸收光谱特征，辅助以化学反应验证，这 2 个组分可

被鉴定。这一结果奠定了应用 ’"(%)*+’%*,- 定量

检测番茄红素几何异构体的基础。
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中，相对地减少了膨胀糊化淀粉颗粒的水分，对淀粉

有如在较少的水中糊化，颗粒膨胀困难，糊化温度和

黏度都增高。但由于试验条件中水含量较大，因此，

本试验葡萄糖浓度对玉米淀粉糊化温度和黏度影响

不大。

!&’ 脂肪对玉米淀粉糊化黏度的影响

将样品配制成浓度为 Y[的淀粉乳液，另分别加

入 258、Y5:8、&5(A+ 油脂，配成 !([、!8[、7([的油脂

溶液并加入淀粉样品的 8[的大豆蛋白做乳化剂，在

沸水浴中加热至完全糊化，冷却至室温，测其黏度，

结果见表 8。

从表 8 中可看出，随着脂肪含量的增高，玉米淀

粉开始糊化温度降低，峰值温度基本不变；峰值黏

度、&8\的黏度也随之降低。

!&# 分离蛋白对不同淀粉黏度的影响

将样品配制成浓度为 Y[的淀粉乳液，另分别加

入 ![、!58[、7[的分离蛋白，在沸水浴中加热至完

全糊化，冷却至室温，测其黏度。同时以蒸馏水配制

同浓度的样品液，测其黏度，其差值大小说明分离蛋

白对黏度的影响效果，结果见表 Y。

从表 Y 中可看出，随着分离蛋白含量的增高，玉

米淀粉开始糊化温度降低，峰值温度、峰值黏度基本

保持不变，&8\的黏度也随之降低。

% 结论

玉米淀粉的糊化温度较高，几乎不受葡萄糖、O)
的影响，耐酸性较强；随着 ]B’L 含量的增加，玉米淀

粉开始糊化温度、峰值温度增高，峰值黏度、&8\的黏

度增加；随着脂肪含量的增高，玉米淀粉开始糊化温

度降低，峰值温度基本不变，峰值黏度、&8\的黏度也

随之降低；随着分离蛋白含量的增高，玉米淀粉开始

糊化温度降低，峰值温度、峰值黏度基本保持不变，

&8\的黏度也随之降低。
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油脂（[） 开始糊化温度（\） 峰值黏度（0U） 峰值温度（\） &8\的黏度（0U）

!(
!8
7(

Z&58(
ZY5&(
Z85Y(

727
72(
7":

&25Z(
&25Z(
&25:(

7"Y
7"8
7"(

表 8 脂肪对玉米淀粉糊化黏度的影响

分离蛋白（[） 开始糊化温度（\） 峰值黏度（0U） 峰值温度（\） &8\的黏度（0U）

!5(
!58
75(

:Z5Y(
:75"(
YZ588

7"Z
7"Z
7"Z

&(5Z(
&!5((
&!5"(

7"7
772
7!&

表 Y 分离蛋白对玉米淀粉黏度的影响
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