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金藻中 ΕΠΑ的分离与分析
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提要 为建立金藻 Ισοχρψσισ γαλβανα中 ∞°�的分离与分析方法 o对金藻中的脂肪酸进行萃取

分离和乙酯化 o硅胶薄板检验乙酯化程度 o利用气相色谱k�≤l进行定性分析 o用内标法对 ∞°�

进行定量分析 ∀测得藻粉中 ∞°�含量为 tq|uh ∀

关键词 金藻 o∞°� o分离 o气相色谱

收稿日期 }usss2tt2sv~修回日期 }usst2sw2sx

∞°�的传统来源是鱼油 o但鱼油数量有限 o从鱼

油中纯化 ∞°�有一定难度 o且具有难以去除的鱼腥

味 ∀因此 o寻找 ∞°�的新来源受到关注 ≈t ∗ v ∀近年来 o

人们发现某些海洋微藻中含有较多 ∞°� o作者用气相

色谱仪k�≤l对金藻 Ισοχηρψσισ γαλβανα中脂肪酸进行分

析 o并对 ∞°�的含量进行了测定 ∀

t 实验部分

tqt 试剂与仪器

金藻由清华大学生物系培养 ∀

氯仿 !甲醇 !无水乙醇 !正庚烷 !氢氧化钠 !乙酸乙

酯均为分析纯 o北京化工厂出品 ∀

石油醚kys ∗ |s ε l o分析纯 o中国人民解放军第

九零六六工厂 ∀

�ƒv乙醚溶液 o分析纯 o北京八零九厂 ∀

∞°�乙酯 o||qyh o中国药品生物制品检定所 ∀

≤t|脂肪酸乙酯 o||h o≥����公司 ∀

�°y{|s ³̄º²气相色谱仪 ∀
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tqu 实验步骤

tquqt 粗脂肪的分离

参照文献≈wox 方法 o取干燥藻粉 sqv{z y ªo充分

研磨后 o置于 xs °̄ 三口瓶中 o加入 v{ °̄ 氯仿 Β甲醇

Β水的体积比为 tΒ uΒ sq{的混合液 o充氮 o充分搅

拌 o在室温下 ~连续萃取 { «∀然后加入 tx °̄ 氯仿和 tx

°̄ 氯仿 Β甲醇 Β水的体积比为 tΒ tΒ sq|的混合液 o

静置分层 o分出下层有机相 o用氮气吹干 o得粗脂肪

squsz v ª∀

tququ 粗脂肪的乙酯化

取粗脂肪 xs °ª置入 xs °̄ 容量瓶中 o加入 sqx

°²̄r�的 �¤��乙醇溶液 x °̄ o盖紧塞子 o{s ε 水浴加热

y °¬±o加入 ts °̄ 酯化试剂 o{s ε 水浴加热 ts °¬±o取出

冷却 o加入 vx °̄ 饱和 �¤≤̄ 溶液 ou °̄ 正庚烷 o振摇混

匀 o静置分层 o取上层正庚烷液进行分析 ∀酯化试剂由市

售 �ƒ v2乙醚溶液与无水乙醇以体积比 tΒv相配 ∀

tquqv 检验乙酯化程度

取上述乙酯化样品 x Λ̄ 点于硅胶薄板上kus¦°≅ x

¦°o预先于 tts ε 活化l o用体积比为 {sΒus的石油醚 }

乙酸乙酯展开 o然后用碘蒸气显色 ∀

tquqw 定性和定量分析

配制被测样品 o用 �≤进行定性 ∀ �≤分析条件为 }

�°y{|s柱 o长 vs °o内径 squx °°~载气为 �uo流速 tqx

°̄r°¬±~程序升温 txs∗ uus ε oux ε r°¬±o于 uus ε 保持

t °¬±ouus ∗ uxs ε ov ε r°¬±o于 uxs ε 保持 y °¬±o气化

室温度和检测室温度均为 vss ε ∀内标法测定 ∞°�乙酯

的含量 ∀用≤ t|脂肪酸乙酯作为内标 ∀配制一系列 ∞°�

乙酯标准溶液 o进行气相色谱分析 ∀取样品粗脂肪酸 o加

入≤ t|脂肪酸乙酯 o按上述条件进行处理分析 ∀

u 结果与讨论

uqt 乙酯化程度
脂肪酸 !醇类和脂肪酸乙酯的 Ρ ©值依次增大 ∀脂

肪酸点消失 o说明乙酯化反应完全 ∀

uqu 定性分析
图 t为粗脂肪乙酯化后进样得到的气相色谱图 o

保留值 tsqtx{处有一峰 ~图 u为 ≤ t|脂肪酸乙酯和 ∞°�

乙酯标样混合后进样得到的气相色谱图 o 保留值

tsqtz|处峰为 ∞°�乙酯 ~图 v为前面两个样品混合后进

样所得气相色谱图 o保留值 tsqt{v附近只出现一个峰 ~

综合图 touov可基本判定图 t中保留值 tsqtx{处峰为

∞°�乙酯 ∀

uqv 定量分析

其中 o Μσ为内标物质量 , Μι为 ∞°�乙酯质量 o

Ασ为内标物峰面积 , Αι 为 ∞°� 峰面积 ∀ 进行规

一 o 可求得校正因子 Φι ,σ为 uqszu∀

图 t 粗脂肪酸乙酯化样品气相色谱

ƒ¬ªqt �≤¶³̈¦·µ∏°²© ·̈«¼̄ ¶̈·̈µ¬©¬̈§¦µ∏§̈ ©¤··¼¤¦¬§

图 u ∞°�乙酯标准样品的气相色谱

ƒ¬ªqu �≤¶³̈¦·µ∏°²©¶·¤±§¤µ§³µ²§∏¦·²© ·̈«¼̄ ¶̈·̈µ¬©¬̈§∞°�

图 v 粗脂肪酸乙酯与 ∞°�标样混合后的气相色谱

ƒ¬ªqv �≤¶³̈¦·µ∏°²©°¬¬·∏µ̈ ²© ·̈«¼̄ ¶̈·̈µ¬©¬̈§¦µ∏§̈ ©¤··¼

¤¦¬§¤±§¶·¤±§¤µ§³µ²§∏¦·²© ·̈«¼̄ ¶̈·̈µ¬©¬̈§∞°�

ψ= uqszuξ − sqvx{ Ρu
� sq||{ z

其中 oψ= Ασ/ Αι , Ξ= Μσ/ Μι

取粗脂肪 twqw °ªo加入 sqvx °ª≤t|脂肪酸乙酯

作为内标物 o按上述条件进行处理和分析 o所测得
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表 1  标准溶液气相色谱图中的峰面积

Ταβ .1  Πεακ αρεα οφ στανδαρδιζεδ σολυτιον. σ ΓΧ σπεχτρυµ

Μσk°ªl Μιk°ªl Μσ/ Μι Ασ Αι Ασ/ Αι

  s .vvx   s .syu x x .vy wz |u{ ||v w v|u tzu ts .|tu vyz

  s .vvx   s .tux u .y{ vw xyv wwz z syy vwz w .{|t uzx s

  s .vvx   s .ux t .vw t| yw| {wz { yxs tt| u .uzt yuz w

  s .vvx   s .x s .yz ts zyt ||x | zuw uwz t .tsy ztz y

  s .vvx   t s .vvx x v|x uty | |wu w{z s .xwu ywu x

表 2  样品中 ΕΠΑ的峰面积 Αι

Ταβ .2  Πεακ αρεα Αι οφ ΕΠΑ τηψλιν σαµ πλε

样品
Αι

t u v 平均值

相对标准偏差

k ≅ ts p wl

粗脂肪酸乙酯 n 内标 x {t{ suv x {t{ yuw x {t{ wu{ x {t{ vx{ s qxuz

表 3  样品中 Χ19酸乙酯的峰面积 Ασ

Ταβ .3  Πεακ αρεα Ασ οφ Νοναδεχανοιχ(Χ19) αχιδ ετηψλιν σαµ πλε

样品
Ασ

t u v 平均值

相对标准偏差

k ≅ ts p wl

粗脂肪酸乙酯 n 内标 z wyu usu z wyu |zy z wyt xw{ z wyu uwu s q|x{

表 4  样品中 ΕΠΑ乙酯的质量 Μι

Ταβ .4  Μι µασσ οφ ΕΠΑ ετηψλιν σαµ πλε

样品
Μι

t u v 平均值

相对标准偏差

rk ≅ ts p wl

粗脂肪酸乙酸 n 内标 s qxyx w s qxyx w s qxyx x s qxyx w t qsut

∞°� 乙酯的峰面

积 Αι 和 内 标 物

峰 面积 Ασ 分 别

列于表 u !表 v ∀

取校正因子

Φι , σ为 uqszu o根

据公式

Μι = Φι , σ

≅ Αι ≅ Μσ / Ασ

计 算 twqw

°ª 粗 脂 肪 中

所含 ∞°�乙酯的

质量 Μι ∀

藻粉中 ∞°�

含量为 } sqxyx

w r twqw ≅

ΣΕΠΑΡΑΤΙΝΓ ΑΝ∆ ΑΝΑΛΨΖΙΝΓ ΕΠΑ ΦΡ ΟΜ Ισοχηρψσισ γαλ2
βανα
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uszqv r v{zqy≅ vsuqxr vvsqx≅ tssh � tq|uh o其中

vsuqx是 ∞°�分子量 ovvsqx是 ∞°�乙酯分子量 ∀
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