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氢火焰气相色谱仪内标法测定反式脂肪酸的条件的建立及验证 *
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摘要目的：研究氢火焰气相色谱仪（GC112A）内标法测定反式脂肪酸的实验室最佳条件。方法：采用气相色谱内标 -标准曲线法，

通过测定反式脂肪酸标准品工作液的标准曲线、重现性和分离度来确定和验证 GC112A的最佳色谱条件。结果：实验室最佳色谱
条件：毛细管柱，PC-88(100 m× 0.25 mm× 0.2 滋m)；进样口温度：260 ℃；载气：高纯 N2，压力 220 kPa，流速 41.0 mL/min；检测器
(FID)温度：290 ℃，氢气压力 100 kPa，流速 21.0 mL/min；空气压力 160 kPa，流速 215.0 mL/min；检测器(FID)灵敏度：1010；手动进
样，进样量：1.0 滋L。结论：该方法避免了外标法（国标方法）的国产仪器局限性和操作者人工进样的不确定性，具有受仪器参数变
化的影响较小的特点，适合在基层食品检验机构推广。
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The Building and Validation of the Optimal conditions' Determination for
Laboratory Hydrogen Flame Gas GC Method the Trans Fatty Acids by

Internal Standard *

To measure laboratory optimum conditions of trans-fatty acids in Hydrogen flame gas chromatograph
(GC112A) internal standard method. We used gas chromatography internal standard - a standard curve method to testify and
confirm the best chromatographic condition of GC112A by measuring tans-atty acids standard working liquid standard curve,
reproducibility and degree of separation. Laboratory optimum chromatographic conditions: Capillary Column, PC-88 (100m×
0.25mm× 0.2 滋m); Inlet temperature: 260℃ ; The carrier gas: Purity N2, the pressure 220 kPa, flow rate of 41.0 mL/min; detector (FID)
temperature: 290 ℃ , hydrogen pressure of 100 kPa, flow rate of 21.0 mL/min; air pressure 160kPa, flow rate 215.0 mL/min; detector
(FID) Sensitivity: 1010; manual injection, injection volume: 1.0μ L. This method avoids domestic equipment limitations and
uncertainties of operator manual injections of the external standard method (GB method), which has a characteristics of less influence on
instrument parameters change and is suitable for promoting in primary food inspection institution.
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前言

随着经济的发展和生活方式变化，各种氢化食品层出不

穷，由于从此类食品中摄入过量的反式脂肪酸而引起的多种疾

病的安全问题已成为 21世纪全球面临最受关注的话题之一，

引发了消费者对食品安全的担忧[1]。反式脂肪酸含量的准确测

定是判断食品安全性的重要条件，尤其对于反式脂肪酸风险的

评估，尤为重要。本实验采用气相色谱内标 -标准曲线法对反
-9-十八碳一烯酸甲酯(C18:1-9t)和反 -9，12-十八碳二烯酸甲

酯(C18:2-9t，12t)的实验室条件进行摸索。该方法避免了外标法

（国标方法）的国产仪器局限性和操作者人工进样的不确定性，

具有受仪器参数变化的影响较小的特点[2-4]。并验证了该方法具

有较高的准确性和较好的重现性，为各类食品检验机构进一步

开展气相色谱法测定食品中的反式脂肪酸奠定了重要的基础。

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.18.043
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Scheme
Inlet temperature

(℃ )

Carrier gas

pressure (kPa)

Current speed

(mL/min)

1 240 330 72

2 250 330 72

3 250 220 41

4 240 220 41

5 260 330 72

6 260 220 41

表 2进样口温度、载气压力和流速调试方案

Table 2 The debugging scheme of the inlet temperature, carrier gas

pressure and current speed

Condition 1
FID's temperature: 290℃ , hydrogen pressure: 110 kPa,

current speed:

26.5 mL/min;

air pressure: 260 kPa, current speed : 427.0 mL/min

split ratio: 16:1

Condition 2
FID's temperature: 290℃ , hydrogen pressure : 100

kPa, current speed :

21.0 mL/min;

air pressure : 170 kPa, current speed : 274.0 mL/min

split ratio: 13:1

Condition 3
FID's temperature: 290℃ , hydrogen pressure: 100 kPa,

current speed:

21.0 mL/min;

air pressure: 160 kPa, current speed : 215.0 mL/min

split ratio: 10:1

表 1 GC112A气相色谱仪参考色谱参数

Table 1 GC112A Chromatographic parameters of Gas chromatograph

reference parameters

1 材料与方法

1.1 仪器
GC112A气相色谱仪(带氢火焰离子化检测器，上海精密有

限公司)、色谱柱 APEG-20M (25 m× 0.20 mm× 0.50 滋m)和
PC-88(100 m× 0.25 mm× 0.2 滋m)等。
1.2 试剂

正己烷(C6H14)(色谱纯)；内标物乙酸丁酯(色谱纯)；脂肪
酸甲酯标准品:反 -9-十八碳一烯酸甲酯(C18:1-9t)纯品和反 -9,
12-十八碳二烯酸甲酯(C18:2-9t，12t)纯品 (瑞典 Larodan Fine
Chemicals AB)；内标物贮备液；反式脂肪酸甲酯标准储备液；

反式脂肪酸甲酯标准工作液。

1.3 气相色谱分析条件
1.3.1 载气为高纯 N2 检测器(FID)灵敏度为 109；进样量为
1.0 滋L，手动进样；柱温箱升温条件为初始温度 120 ℃，以 10
℃ /min的速率升至 175 ℃，保持 10 min；以 5 ℃ /min的速率升
至 210 ℃，保持 5 min；以 5 ℃ /min的速率升至 230 ℃，保持 5
min[5-7]。

1.3.2 参数组合 可以选择的检测器温度、氢气压力和流速、

空气压力和流速、分流比的参数组合[8，9]见表 1。
1.3.3 调试方案 进样口温度、载气压力和流速的调试方案，

见表 2。

1.4 验证实验
1.4.1 绘制标准曲线 取反式脂肪酸甲酯标准工作液，分别用

1 滋L进样，以(两种反式脂肪酸甲酯的峰面积与内标物的峰面
积比)AC18:1-9t/A 内标和 AC18:2-9t，12t/A 内标为纵坐标 Y，
标准工作液 (两种反式脂肪酸甲酯的质量与内标物的质量比)
mC18:1-9t/m内标和 mC18:2-9t，12t/m内标为横坐标 X，绘制两
条标准曲线。当标准曲线的决定系数达到 R2=0.999以上时，即

可判定用内标物来预测反式脂肪酸的实际效果较佳[10-14]。

1.4.2 计算回收率 取标准品工作液，各 1 滋L进样，做 3次平
行试验。用测定回收率的方法评价准确度，一般要求回收率应

达到 95%～ 105%。用相对标准偏差的方法评价重复性，要求相

对标准偏差(relative standard deviation，RSD)小于 5%即可[15-18]。

进入检测器的待测组分 i的含量 mi(质量或浓度)与检测器的
响应信号(峰面积 Ai或峰高 hi)成正比。
1.4.3 计算分离度 分离度反应两个相邻色谱峰的分离程度
[19]。取已配制好浓度为 0.8 mg/mL，内标物浓度为 1 mg/mL的标
准品工作液平行测定 3次，取平均值[20，21]，得出正己烷与乙酸丁

酯的分离度。

2 结果及讨论

2.1 色谱柱的选择
当选用长度为 100 m规格的 PC-88(100 m× 0.25 mm× 0.2

滋m)时，两种反式脂肪酸得到了很好的分离，获得理想的分离
效果和峰形(见图 1)。
2.2 最佳色谱条件的选择

按照表 2中的六个调试方案，对应表 1各色谱参考条件反
复摸索，每个方案的组分出峰情况如表 3所示：

由表 3可知，序号为 12和 18的两个调试方法所获得的组
分峰形较好，分离效果理想，为可参考的调试方案。取已配制好

浓度为 0.8 mg/mL的两种反式脂肪酸甲酯标准品工作液各 3

份，分别 1 滋L进样，通过计算平均回收率对两个可参考调试方
案进一步摸索，结果见表 4。

根据上表回收率获得最佳的色谱条件，详列表 5。
2.3 最佳工作条件的验证
2.3.1 分离度 在仪器最佳工作条件下 (具体参数如见表 5)，
正己烷与乙酸丁酯的分离情况如图 2，反 -9-十八碳一烯酸甲
酯和反 -9,12-十八碳二烯酸甲酯的分离情况如图 3，平行测定
3次，取平均分离度。

结合 N2000色谱工作站中图谱，浓度为 0.8 mg/mL的标准
品工作液(内标物浓度为 1 mg/mL)中正己烷与乙酸丁酯的分离
度(R)为 3.65，C18:1-9t与 C18:2-9t，12t分离度(R)为 6.22，R 均
大于 2.5[6]，则本实验对正己烷与乙酸丁酯和 C18:1-9t)与 C18:
2-9t，12t皆具有理想的分离效果。
2.3.2 标准曲线 在仪器最佳工作条件下 (具体参数如见表
5)，用标准工作液进样 1 滋L，色谱测定结果列于表 6中，绘制出
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Note:★ : tailing or not good peak shape ☆ : the peak shape ▲: no peak ※ : unable to calculate.

Number Debugging method Hexane Butyl acetate C18:2-9t，12t Degree of separation

1 condition 1 scheme 1 ★ ☆ ▲ ※

2 condition 1 scheme 2 ★ ★ ★ ※

3 condition 1 scheme 3 ☆ ☆ ▲ 2.37

4 condition 1 scheme 4 ☆ ★ ▲ ※

5 condition 1 scheme 5 ★ ★ ☆ ※

6 condition 1 scheme 6 ★ ☆ ▲ ※

7 condition 2 scheme 1 ☆ ☆ ★ 2.77

8 condition 2 scheme 2 ★ ☆ ★ ※

9 condition 2 scheme 3 ☆ ☆ ▲ 3.23

10 condition 2 scheme 4 ☆ ☆ ▲ 2.75

11 condition 2 scheme 5 ★ ★ ★ ※

12 condition 2 scheme 6 ☆ ☆ ☆ 3.47

13 condition 3 scheme 1 ★ ★ ▲ ※

14 condition 3 scheme 2 ★ ☆ ☆ ※

15 condition 3 scheme 3 ☆ ☆ ▲ 2.78

16 condition 3 scheme 4 ☆ ★ ★ ※

17 condition 3 scheme 5 ★ ★ ▲ ※

18 condition 3 scheme 6 ☆ ☆ ☆ 3.59

表 3不同条件和方案的调试结果

Table 3 Debugging results of the different conditions and schemes

C18:1-9t和 C18:2-9t，12t两条标准曲线如图 4。
2.3.3 回收率 在仪器最佳工作条件下 (具体参数如见表 5)，
得到平均回收率。C18:1-9t平均回收率在 95.96%～ 102.92%之

间，相对标准偏差(RSD)在 0.86%～ 2.44%之间，RSD 值均小于

5%[7]；C18:2-9t，12t平均回收率在 96.11%～ 104.58%之间，相对

标准偏差(RSD)在 1.31%～ 2.29%之间，RSD 值均小于 5%，本

实验反式脂肪酸的标准品回收率为 95.96%～ 104.58%。

3 结论

图 1反式脂肪酸标准工作液色谱分离图谱(色谱柱 PC-88)

Fig. 1 The spectral separation of trans fatty acid's standard working fluid

Note: 1: hexane 2: internal standard(butyl acetate) 3: C18:1-9t 4: C18:2-9，12t
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Number of the watch 4 Sample
the amount standard

（1× 10-3 mg）

the detection value

（1× 10-3 mg）

rate of recovery

（%）

average recovery rate

（%）

12 C18:1-9t 0.80 0.67 83.75 87.92

0.80 0.79 98.75

0.80 0.65 81.25

C18:2-9，12t 0.80 0.74 92.50 83.75

0.80 0.59 73.75

0.80 0.68 85.00

18 C18:1-9t 0.80 0.78 97.50 99.17

0.80 0.83 103.75

0.80 0.77 96.25

C18:2-9，12t 0.80 0.76 95.00 100.83

0.80 0.82 102.50

0.80 0.84 105.00

表 4可参考调试方法的调试结果

Table 4 Debugging results of the referable debugging method

Parameters

Capillary column: PC-88(100 m× 0.25 mm× 0.2 滋m)

Inlet temperature: 260℃ ;

Carrier gas: high purity N2, pressure: 220 kPa, current speed: 41.0 mL/min

FID's temperature:
290℃ , hydrogen pressure : 100 kPa, current speed : 21.0 mL/min; air pressure : 160 kPa,

current speed: 215.0 mL/min

FID's sensitivity: 1010

Split ratio 10:1

Sample size: 1.0 滋L, manual injection

Temperature conditions of column oven:
initial temperature: 120℃ , at a rate of about 10℃ /min to 175℃ , keep 10 min; at a rate of

about 5℃ /min to 210℃ , keep 5 min; at a rate of about 5℃ /min to 230℃ , keep 5 min

表 5 GC112A气相色谱仪最佳工作条件

Table 5 GC112A The best working condition of gas chromatograph

图 2正己烷与乙酸丁酯的色谱分离图谱

Fig. 2 The spectral separation of hexane and butyl acetate

Note: 1: hexane 2: butyl acetate
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Sample Number
Mass ratio

( / )

Peak area ratio

( / )

C18:1-9t 1 0 0

2 0.8 0.807

3 1.2 1.226

4 1.6 1.584

5 2.0 2.023

6 2.4 2.401

C18:2-9t，12t 1 0 0

2 0.8 0.805

3 1.2 1.189

4 1.6 1.547

5 2.0 2.003

6 2.4 2.325

表 6两种反式脂肪酸甲酯标准曲线的结果数值

Table 6 The results of numerical of two kinds of trans fatty acid methyl ester's standard curve

图 3 C18:1-9t与 C18:2-9t，12t的色谱分离图谱

Fig. 3 The spectral separation of C18:1-9t and C18:2-9t, 12t

Note: 1: C18:1-9t 2: C18:2-9t, 12t

图 4两种反式脂肪酸甲酯标准曲线

Fig. 4 The standard curves of two kinds of trans fatty acid methyl ester

representative the standard curve of C18:1-9t

equation of a curve: y=1.0013x+0.0051 coefficient of determination:

R2=0.9997

representative the standard curve of C18:2-9t，12t

equation of a curve: y=0.975x+0.0115 coefficient of determination:

R2=0.9990

本实验利用基层食品检测机构及县区 CDC实验室常用的
国产氢火焰色谱仪，采用气相色谱内标 -标准曲线法进行反式
脂肪酸的分离测定。该方法避免了外标法（国标方法）的国产仪

器局限性和操作者人工进样的不确定性，具有受仪器参数变化

影响较小的特点，适合在基层食品检验机构推广。
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