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前言

本文中使用安捷伦 7696A 样品制备工作台对脂肪酸（FAs）进行自动衍生化处理。

由于游离脂肪酸在气相色谱上易产生拖尾，通常将脂肪酸转换成脂肪酸甲酯

（FAMEs）的形式进行测定。人工样品衍生化既费时重复性又差。而自动衍生化操

作不仅节约了大量时间，而且极大地提高了结果的重复性。尤其对某些高度不饱和脂

肪酸，人工衍生化过程中，反应温度和时间的微小变化都会对重复性产生负面影响。

三文鱼油是一种生产多不饱和 Ω-3 脂肪酸的优质原料。其中两种主要的脂肪酸-廿碳

五烯酸（EPA）和二十二碳六烯酸（DHA）已经被确认是影响健康的重要因素，其

与心脏的正常功能密切相关。EPA 和 DHA 的浓度是三文鱼油胶囊质量好坏的关键性

指标。本应用重点阐述了使用安捷伦 7696A 样品制备平台对三文鱼油胶囊中的 EPA

和 DHA 进行衍生化和测定。
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材料和方法

在 2 mL 自动样品瓶中称量 10 mg 三文鱼油用于样品制备。用

500 µL 甲基叔丁基醚（TBME）稀释样品，采用安捷伦 7696A

样品制备工作台的液体配制模块，在工作台的涡旋混合器上将

样品混和 90 s。将 250 µL 混匀的样品转移至另一空的样品瓶

中，加入 125 µL 三甲基氢氧化硫（TMSH）衍生化溶液

[MachereyNagel，Düren]，再将此样品瓶在工作台的涡旋混

合器上混匀。将混合液在单瓶位加热器上 80 °C 加热 5 min。

安捷伦 7696A 样品制备工作台的自动化操作流程图见图 1。

文中使用的气相色谱条件如表 1 所示。

图 1 安捷伦 7696A 样品制备工作台制备样品的流程图

 500 µL TBME

3000 rpm 3 25 s

 15 s

 250 µL 

 125 µL TMSH

 3000 rpm 3 

80°C  5 min

GC色谱条件
仪器 安捷伦 6890 系列 GC 

色谱柱 HP 88，100 m × 250 µm，0.20 µm

进样体积 2 µL

进样口 分流/不分流，分流比 50:1

载气 H2

柱箱温度 70 °C–260 °C 

载气流速 1.4 mL/min

检测器 250 °C，FID

H2
：40 mL/min

空气：450 mL/min

补偿气流，N2
：45 mL/min

表1 GC/FID 工作条件

色谱峰
C14:0 肉豆蔻酸

C16:0 棕榈酸

C16:1 棕榈油酸

C18:0 十八烷酸

C18:1 油酸

C18:2 亚油酸

C20:0 花生酸

C18:3 g-亚麻酸

C20:1 顺9-二十碳烯酸

C18:3 亚麻酸

C22:1 芥酸

C20:4 花生四烯酸

C20:5 廿碳五烯酸

C24:1 神经酸

C22:6 二十二碳六烯酸
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结果和讨论

图 2 为 7696A 自动化制备三文鱼油样品后分析得到的 FAMEs

分离谱图。该谱图的分离度可明确识别出所有 FAMEs。最受

关注的两种主要脂肪酸的保留时间分别为 35.07 min（EPA）

和 40.55 min（DHA）。除了含有 23.7% EPA 和 20.0% DHA

外，三文鱼油中还含有不饱和脂肪酸油（12%），亚油酸

（11%）和棕榈油酸（8%），饱和脂肪酸的含量相对较低，

棕榈酸和硬脂酸的含量分别为 4% 和 5%。

重复性检验：将 10 个独立的三文鱼油样品分别进行衍生化和

测定，以验证自动样品制备和色谱分析的重复性。正如图 3 所

示，均获得了良好的重复性结果。

EPA 和 DHA 几次测定的绝对峰面积的标准偏差均小于 1% 

（EPA 0.51%，DHA 0.78%)。此外，EPA 和 DHA 的相对浓

度差别比较恒定，得到相对标准偏差分别为 EPA，0.85% 和

DHA，1.22%。10 个样品中均未测定到离群值。

使用安捷伦 7696A 样品制备工作台制备样品的总过程仅耗时

20 min，而人工衍生化过程根据实验室工作人员的熟练程度不

同最长可达 2 个小时。

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C18:3 C20:1 C18:3 C22:1 C20:4 C20:5 C24:1 C22:6
0.71 4.68 7.95 3.54 12.95 13.86 0.36 2.61 1.71 3.33 3.35 0.87 23.79 0.36 19.93

表 2 三文鱼油样品脂肪酸的构成
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图 2 使用安捷伦 7696A 工作台制备三文鱼油样品后经 GC/FID 检测得到的色谱图
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图 4 EPA 甲酯（左）和 DHA 甲酯（右）的结构图

图 3 三文鱼油中 FAME 自动化测定的重复性数据
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结论

自动化样品衍生是一种简便、快速并可靠的处理方法。尤其

对那些多不饱和脂肪酸含量较高的样品，自动样品制备比人

工样品制备更加可靠。
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