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高效液相色谱(蒸发光散射法测定植物油中
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种脂肪酸含量
A#%#+/(21%(&2&",9(26,&""1%%

4

1$(6,(2<#

)

#%130#&(03

4

BCD;5!D:A

牛倩倩#

!

!

$7"O2<*(

U

2<*

#

&

!

!

许
!

馨#

!

!

M"M2*

#

&

!

!

曾雪莹#

!

!

L0$%M'-(

>

2*

4

#

&

!

!

钟海雁#

!

!

L!5$%!<2(

>

<*

#

&

!

!

徐友志#

!

!

M",@'(Q62

#

&

!

#

#:

中南林业科技大学食品科学与工程学院&湖南 长沙
!

(#"""(

*

!:

稻谷及副产物深加工国家工程实验室&湖南 长沙
!

(#"""(

%

#

#:8@FF-

4

-@

A

B@@C&D2-*D-<*C0*

4

2*--.2*

4

&

8-*;.<F&@';6"*2G-.H2;

>

@

A

B@.-H;.

>

<*CE-D6*@F@

4>

&

86<*

4

H6<

&

!'*<*(#"""(

&

862*<

*

!:$<;2@*<F0*

4

2*--.2*

4

1<?@.<;@.

>A

@.S2D-<*CR

>

(

3

.@C'D;

/--

3

K.@D-HH2*

4

&

86<*

4

H6<

&

!'*<*(#"""(

&

862*<

%

摘要!目的!探索一种无需衍生就能准确得到植物油中脂

肪酸的绝对含量的脂肪酸测定方法"方法!通过高效液

相色谱与蒸发光散射检测器联用方法对植物油中主要脂

肪酸含量进行更准确的分析测定!采用
PSf

&

P

#K

*fU

色谱柱#

(4+.._!2"..

!

2

#

.

$&流动相
O

为
"4#̂

甲

酸水溶液!流动相
e

为
"4#̂

甲酸甲醇溶液!采用梯度洗

脱!流速为
#4".L

(

.0@

&柱温箱温度设为
!2\

!进样量为

)"

#

L

&蒸发光检测器漂移管温度为
$2\

&无油空气泵提

供载气!流速为
!4"L

(

.0@

&增益设为
(

"结果!在该条件

下!十四酸%软脂酸%亚麻酸%亚油酸%油酸%硬脂酸%花生

酸%芥酸和山嵛酸都有较好的线性关系!且稳定性高

#

TW'

均在
)̂

之内$%精密度好#

TW'

均在
)̂

之内$&芥

酸最低检测限达到
#"

`)

..61

(

L

!其余脂肪酸的最低检

测限达到
#"

`!

..61

(

L

&各类脂肪酸的平均回收率为

,"̂

"

##"̂

!符合试验要求"结论!该方法线性关系良

好%稳定性高%精密度好!适用于测定植物油中
,

种脂肪

酸的含量"

关键词!植物油&脂肪酸&检测&高效液相色谱&蒸发光散

射检测器
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目前&对植物油中脂肪酸分析检测的方法主要有气

相色谱法,

#̀ !

-

+气相色谱(质谱联用法,

)

-

+高效液相色谱

法,

(

-

&这些方法在分析之前都需要将沸点较高的脂肪酸

类物质衍生为沸点较低的甲酯化合物,

2

-

&而在这个过程

中会产生较多的副产物&并且存在反应不完全的问题'

目前对植物油脂肪酸含量分析大多采用峰面积归一

法,

+

-

&即通过传统方法得到的都是植物油中脂肪酸的相

!%
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对含量&并非绝对含量'因此&传统方法在灵敏度+选择

性以及脂肪酸定量方面都存在一定缺陷'

蒸发光散射检测器#

-LW'

%的响应不依赖于样品的

光学性质'因此样品无需衍生化,

$

-

'与传统的脂肪酸分

析技术相比&蒸发光散射检测器具有广泛的溶剂和梯度

兼容性&可以提高分析的分辨率和速度,

K

-

'研究拟用高

效液相色谱与蒸发光散射检测器联用方法对植物油中脂

肪酸含量与种类进行分析&以期准确快速测得植物油中

脂肪酸的绝对含量'

#

!

材料与方法
#4#

!

材料与仪器

#4#4#

!

材料与试剂

十四酸+软脂酸+亚麻酸+亚油酸+油酸+硬脂酸+花生

酸+芥酸+山嵛酸标准品$质量分数
&

,,̂

&阿拉丁试剂有

限公司*

山茶油+菜籽油$湖南巴陵油脂有限公司*

正己烷+甲醇+氢氧化钾$分析纯&国药集团化学试剂

有限公司*

盐酸$分析纯&株洲市星空化玻有限公司*

甲醇+甲酸$色谱纯&美国天地有限公司*

'JWM

$分析纯&阿拉丁试剂有限公司*

氨水$色谱级&阿拉丁试剂有限公司*

色谱柱$

PSf

&

P#K*fU

#

(4+.._!2"..

&

2

#

.

%&

上海安谱实验科技股份有限公司'

#4#4!

!

仪器与设备

电子天平$

&O!!"(O

型&常州幸运电子设备有限

公司*

数显恒温水浴锅$

QQ*W!(W

型&金坛市大地自动化仪

器厂*

微型旋涡混合仪$

fQ*)

型&上海沪西分析仪器厂有

限公司*

高效液相色谱仪$

LP*!"O

型&日本岛津株式会社*

O11:>5=-LW'

检 测 器$

!"""-W

型&美 国
YTOP-

公司'

#4!

!

试验方法

#4!4#

!

色谱条件
!

色谱柱$

PSf

&

P

#K

*fU

#

(4+.._

!2"..

&

2

#

.

%*流动相$

O

为
"4#̂

甲酸水溶液&流动相
e

为
"4#̂

甲酸甲醇溶液&梯度洗脱条件$

"

"

!".0@

&

e

相由

K2̂

升至
,"̂

*

!"

"

(".0@

&

e

相保持
,"̂

*

("

"

$2.0@

&

e

相由
,"̂

升至
#""̂

*

$2

"

K".0@

&

e

相保持
#""̂

*流

速$

#4".L

)

.0@

*柱温箱温度$

!2\

*进样量$

)"

#

L

'检测

器设定条件为$蒸发光检测器漂移管温度为
$2\

*无油

空气泵提供载气&流速为
!4"L

)

.0@

*增益设为
(

'

#4!4!

!

流动相条件的优化
!

在
QULP

系统中&流动相
B

Q

会影响色谱保留行为'为了使各脂肪酸达到更好的分离

效果&用色谱纯的氨水调节
"4#̂

甲酸水溶液&使溶液
B

Q

为
!4(!

&

)4,!

&

(4)!

&

(42!

'同时在
"4#̂

甲酸甲醇溶液中分

别加入等量的氨水'对试验结果进行分析和讨论&得到

对色谱分离效果最佳的
B

Q

和梯度洗脱程序'

#4!4)

!

线性关系考察
!

准确称取各脂肪酸标准品
"4#2"

A

至
#".L

容量瓶中&根据脂肪酸特性&分别将十四酸+软

脂酸+亚麻酸+亚油酸+油酸+硬脂酸和芥酸用
'JWM

&花

生酸用氯仿&山嵛酸用四氢呋喃溶解并定容&得到各脂肪

酸储备液'将各脂肪酸储备液梯度稀释成不同浓度&再

分别用
"4!!

#

.

的滤膜过滤后装入进样瓶中&并依次按

照优化后的色谱条件及蒸发光散射检测器工作参数进行

测定#每个样品重复测定
)

次后取其峰面积的平均值%'

根据得到峰面积与其对应标准品浓度分别取对数后进行

线性回归并绘出标准曲线'

#4!4(

!

稳定性及重现性考察
!

根据表
#

用
#".L

的容量

瓶配制各脂肪酸标准品的甲醇溶液'然后用
"4!!

#

.

的

滤膜过滤后装入液相色谱进样瓶'分别于进样后
"4"

&

#42

&

)4"

&

+4"

&

,4"

&

#24"=

时对各脂肪酸标准品溶液用优化

好的色谱条件及检测器工作参数进行进样测定&利用峰

面积的变化&来判断该方法的稳定性*对各脂肪酸标准品

溶液用所有优化好的色谱条件及检测器工作参数连续进

样测定
+

次&利用峰面积的变化&来判断该方法的重

现性'

#4!42

!

最小检测限考察
!

将各脂肪酸标准品进行不断稀

释&以色谱峰信号强度与噪音比值#信噪比
&

)

$

%为
)

"

(

为各脂肪酸的最低检测限#

LM'

%'

#4!4+

!

加标回收率考察
!

取
,

份山茶油样品&分别添加

相较于初始浓度约为
K"̂

&

#""̂

&

#!"̂

的
,

种混合脂肪

酸标准样品加入到
)

份平行样品中&混匀过滤装瓶&用优

化后的色谱条件对每个样品进行测定&计算其回收率及

相对标准偏差'

#4!4$

!

实际样品测定
!

准确称取
"4#

A

山茶油和菜籽油置

于不同的具塞试管中&而后加入
!.L

配好的
"4).61

)

L

的

VMQ

甲醇溶液&置于
+"\

水浴中皂化
)".0@

&皂化结束

后冷却至室温&加入
!.L

的蒸馏水&混匀后用浓度
+4"

&

"4+.61

)

L

的盐酸使
B

Q

调至
)

"

(

&再加入
).L

正己烷

表
#

!

各脂肪酸标准品溶液数据

8/E1>#

!

8=>7/:/6??/::

<

/50799:/@7/C7961;:06@

脂肪酸名称
溶液浓度)

#

..61

.

L

`#

%

脂肪酸名称
溶液浓度)

#

..61

.

L

`#

%

十四酸
)"42"

硬脂酸
"4$+

亚麻酸
!42"

花生酸
"42)

亚油酸
!4+)

芥酸
!

!4+2

软脂酸
24"(

山嵛酸
#4!+

油酸
!

!42K

"%

安全与检测
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总第
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期
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年
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月
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萃取两次&然后合并正己烷层*用蒸馏水反萃取正己烷相

两次&每次
).L

&合并正己烷层'最后用氮气吹干&加入

甲醇定容至
#".L

的容量瓶中&摇匀后过滤进样测定'

!

!

结果与讨论
!4#

!

流动相
B

Q

优化

流动相
B

Q

会影响脂肪酸的解离度&因此对流动相

B

Q

进行单因素优化试验&结果见图
#

'由图
#

可知&随着

流动相
B

Q

的增加&脂肪酸的分离效果越来越好&尤其对

于前两种脂肪酸'因为随着
B

Q

的增加&脂肪酸的解离程

度也越大&不同的脂肪酸与色谱柱间的作用力也存在差

异性&但在前期试验中&当流动相
B

Q

进一步增大后&后面

)

种脂肪酸的分离效果变差&故将流动相
B

Q(42!

作为最

优的色谱分离条件'

!4!

!

方法学考察

!4!4#

!

线性关系考察
!

各脂肪酸标准品的标准曲线如

图
#

!

流动相
B

Q

对色谱分离的影响

&0

A

;C>#

!

8=>>??>5:6?.6E01>

B

=/9>

B

Q6@:=>

5=C6./:6

A

C/

B

=059>

B

/C/:06@

图
!

所示&各脂肪酸的线性关系+相关系数和线性范围如

表
!

所示'结果表明$各脂肪酸在其线性范围内的
S

!

%

"4,,""

&说明相关线性关系良好&线性范围宽'

图
!

!

各脂肪酸标准曲线

&0

A

;C>!

!

8=>9:/@7/C75;CF>6??/::

<

/5079

#%

"

b614)$

"

S64$

牛倩倩等!高效液相色谱(蒸发光散射法测定植物油中
,

种脂肪酸含量



表
!

!

各脂肪酸标样的线性关系'相关系数和线性范围d

8/E1>!

!

L0@>/C>

3

;/:06@9

"

56CC>1/:06@56>??050>@:9

/@7C/@

A

>9

脂肪酸

名称
线性方程

相关

系数

线性范围)

#

..61

.

L

`#

%

十四酸
1@#l!42,(!1@8k#)4$") "4,,(K "4#!$

"

#4"!

亚麻酸
1@#l!4("+)1@8k#)4,)) "4,,$) "4"+!)

"

#4!2

亚油酸
1@#l!4)!(#1@8k#)4$(# "4,,(( "4"$2!
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线性方程中
#

为峰面积&

8

为浓度'

!4!4!

!

稳定性及重现性考察
!

将各脂肪酸标准品&分别

在不同的时间点进样测定&最终得到各时间点的峰面积&

从而判断该检测方法的稳定性'如表
)

所示&十四酸+亚

麻酸+亚油酸+软脂酸+油酸+硬脂酸+花生酸+芥酸+山嵛

酸
,

种脂肪酸峰面积的相对标准偏差#

TW'

%均小于
)̂

&

说明在
#2=

之内该检测方法是稳定的'

将各脂肪酸标准品按照上述色谱条件连续进样测定

+

次&最终得到各次的峰面积&从而判断该检测方法的重

现性'如表
(

所示&

,

种脂肪酸峰面积的相对标准偏差

#

TW'

%均小于
)̂

&说明该检测方法重现性高'

!4!4)

!

最低检测限
!

将各脂肪酸标准溶液用优化好的色

谱条件依次进样检测&以信噪比为
)

的各脂肪酸质量浓

度为最低检测限&结果如表
2

所示'对比梁敏等,

,

-采用

QULP*TR'

测定脂肪酸的含量&其最小检出限仅为
#4,

"

24"

#

A

)

.L

'试 验 中&各 脂 肪 酸 的 最 低 检 测 限 均 在

"4"$..61

)

L

以下&符合试验要求'

!4!4(

!

加标回收率考察
!

将加标后的茶油样品用优化好

的色谱条件依次进行进样测定&结果见表
+

'由表
+

可

知&

,

种脂肪酸平均加标回收率为
,!4(̂

"

#"!4)̂

&其相

表
)

!

#2=

内各脂肪酸峰面积的测定结果及其相对标准偏差
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表
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# ! ) ( 2 +
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各脂肪酸的最低检测限
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各脂肪酸加标回收率
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名称
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样品回收率)
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平均值)
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TW'
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对标准偏差#

TW'

%均小于
)̂

&均符合试验要求'说明使

用该方法测定茶油中的各脂肪酸是准确可靠的'

!!

在优化后的色谱条件下&

,

种脂肪酸均实现了良好的

分离&对其进行方法学验证'结果表明$十四酸+软脂酸+

亚麻酸+亚油酸+油酸+硬脂酸+花生酸+芥酸和山嵛酸

,

种脂肪酸都有较好的线性关系且线性范围宽*稳定性高

#

TW'

#

)̂

%*重现性好#

TW'

#

)̂

%*芥酸最低检测限达

到
#"

`+

.61

)

L

&其 余 脂 肪 酸 的 最 低 检 测 限 达 到

#"

`2

.61

)

L

*回收率符合试验要求#各脂肪酸的平均回收

率均为
,"̂

"

##"̂
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样品中脂肪酸的分析

将制备的山茶油和菜籽油样品用优化后的色谱条件

依次进行脂肪酸分析测定'由图
)

可知$基于
QULP*

-LW'

的脂肪酸测定方法对山茶油和菜籽油均呈现良好的

分离度&与其他研究结果类似&山茶油,

#"

-和菜籽油,

##

-的主

要脂肪酸成分为油酸'山茶油和菜籽油的脂肪酸含量如

表
$

所示&此法测得的含量要显著高于
J/

等,

#!

-用
YP

法

测定的总脂肪酸含量#

(!)4(#

"

(+#4+(.

A

)

.L

%&可能是甲

酯化产生的副产物导致反应不完全造成的'

QULP*-LW'

法和其他分析脂肪酸方法的比较如表
K

所示'

#4

十四酸
!

!4

亚麻酸
!

)4

亚油酸
!

(4

软脂酸
!

24

油酸
!

+4

硬脂酸
!

$4

花生酸
!

K4

芥酸
!

,4

山嵛酸

图
)

!

标准品及样品的液相色谱分离图

&0

A

;C>)
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=056?6019/.

B

1>9

%%

"

b614)$
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S64$

牛倩倩等!高效液相色谱(蒸发光散射法测定植物油中
,

种脂肪酸含量



表
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各油样中脂肪酸含量
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A

样品名称 亚麻酸 亚油酸 软脂酸 油酸 硬脂酸 花生酸 芥酸 山嵛酸 总计

山茶油
##+4!! 2,4(" ))4!$ )+24"" )24!) ` ` ` +",4#!

菜籽油
)24)" #K"42" !24"" (#(4K" )$4"" ` !4"" !4"" +,+4+"

表
K

!

QULP*-LW'

法和其他分析脂肪酸方法的比较

8/E1>K

!

P6.

B

/C096@6?QULP*-LW'.>:=67/@76:=>C.>:=679?6C?/::

<

/5079/@/1

<

909

检测方法 前处理方法 检测成本 检测效果

YP

法,

#!

- 甲酯化 低
从

)

种油茶籽油中分离鉴定出
#(

种脂肪酸&油酸占
+$4$̂

"

$+4$̂

&不饱和脂

肪酸占
K!4K(̂

YP*JW

,

(

&

#)

- 甲酯化 高
在油茶籽油中分离鉴定出

,

种脂肪酸&饱和脂肪酸
(

种&占
#24,!̂

*不饱和脂

肪酸
2

种&占
K!4))̂

&其中油酸含量为
+)4!+̂

QULP

法,

(

- 无需衍生 低
QULP

法在油茶籽油中鉴定出的油酸含量为
+#̂

&可能是由于样品前处理过

程中&脂肪酸盐转化为脂肪酸不够完全所致

QULP*-LW'

法,

#(

- 无需衍生 低

对比前述方法&该方法从油茶籽油鉴定出的不饱和脂肪酸占
KK4$2̂

&其中油酸

含量为
+$42̂

&可能是由于试验采用了不同的原材料&其中的脂肪酸成分略有

不同&但该方法可得到油茶籽油中的不同脂肪酸的绝对含量

)

!

结论
利用高效液相色谱(蒸发光散射检测法测定植物油

中的脂肪酸'与其他分析脂肪酸比较&该法具有样品前

处理过程简单+检测成本低&能得到植物油中脂肪酸绝对

含量的优点'而且该方法操作过程简单&无需衍生且能

得到植物油中脂肪酸的绝对含量&比气相色谱法更具优

势'用该检测技术代替气相色谱法可提高高级脂肪酸的

检测效率&但只能检测长链脂肪酸#

P

#(

"

P

!!

%&后续针对

此缺陷也将寻找方法对试样进行一定的前处理减少蒸发

过程对样品脂肪酸的损失&以期能够更全面快速测定植

物油中的脂肪酸'
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