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定量核磁共振碳谱同时测定食用油中甘油三酯的

sn鄄1,3 和 sn鄄2 脂肪酸含量

肖 坤摇 龚 灿摇 郭强胜摇 许 旭*

(上海应用技术大学 化学与环境工程学院,上海 201418)

摘摇 要摇 建立了定量核磁共振碳谱( 13C鄄qNMR)技术测定食用油中特定位置不饱和脂肪酸含量的方法。 使用

反转门控去耦技术对食用油中的脂肪酸进行位置特异性分析,针对未完全分离的谱峰,比较了直接普通积分、
使用不同的洛伦兹 /高斯函数比值去卷积积分等数据处理方式对核磁共振碳谱定量结果的影响,选择以洛伦

兹鄄高斯(3:2)的比例,对谱图进行去卷积拟合,提取 sn鄄1,3 和 sn鄄2 位亚油酸和油酸两种不饱和脂肪酸的定量

峰,测定 3 种食用油中甘油三酯的饱和脂肪酸、 sn鄄1,3 位亚油酸、 sn鄄2 位亚油酸、 sn鄄1,3 位油酸、 sn鄄2 位油酸

含量分别为:大豆油(16. 2% 、 27. 8% 、 24. 0% 、 15. 5% 、 7. 9% (w / w,下同)); 玉米油(15. 3% 、 30. 7% 、
20. 5% 、 20. 1% 、 13. 3% ); 花生油(18. 3% 、 18. 7% 、 12. 5% 、 24. 9% 、 25. 5% )。 大豆油中 sn鄄1,3 位亚麻酸、
sn鄄2 位亚麻酸分别为 4. 5%和 4. 0% ,玉米油和花生油中未检出亚麻酸。 上述结果与1H鄄qNMR测定的各脂肪

酸总量一致。 13C鄄qNMR可对食用油中脂肪酸进行位置特异性分析, 无需复杂的样品前处理过程, 可区分不

饱和脂肪酸的不同位置分布,为在缺乏甘油三酯标样的情况下测量食用油中特定甘油三酯位置异构体成分

含量提供了新方法。
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1摇 引 言

食用油是人体所需脂肪和能量的重要来源[1],也是体内必需脂肪酸的主要来源。 目前,市场上常

见的食用油多为植物油,如大豆油、 玉米油、 花生油和橄榄油等。 甘油三酯(TAGs)是食用油的主要成

分,因其甘油骨架上结合的脂肪酸不同而种类繁多[2],其中的亚麻酸、 油酸、 亚油酸以及棕榈酸等饱和

脂肪酸的摄入量与多种慢性疾病有关[3 ~ 6]。 食用油中脂肪酸的主要分析方法有气相色谱法

(GC) [7 ~ 11]、 气相色谱鄄质谱联用法(GC鄄MS) [12 ~ 14]等。 这些方法需要复杂的样品前处理过程,即将甘油

三酯转酯化为沸点较低的脂肪酸甲酯再分析[15]。 Barison 等[16] 提出了一种简便的核磁共振氢谱

( 1H鄄NMR)方法,测定食用油中脂肪酸的相对含量,快速简便,且无需复杂的样品前处理过程,测定的脂

肪酸结果与 AOAC 的气相色谱法一致。
脂肪酸在甘油骨架中还存在位置特异性,可根据 sn鄄1、 sn鄄2、 sn鄄3( sn: stereospecific numbering)编号

区别各脂肪酸在甘油骨架的位置[7],其结构如图 1 所示。 脂肪酸的位置对油脂的物理性质、 生物化学

性质和营养价值都有重要影响[17]。 位于 sn鄄2 位的脂肪酸通过肠壁以甘油单酯的形式被吸收[18],可能

对动脉粥样硬化、 血脂和脂蛋白原形成不同的急性或慢性作用,并增加患心血管疾病的风险[19 ~ 21]; 而

位于 sn鄄1,3 位的脂肪酸则作为游离的脂肪酸被人体吸收。 研究表明[22,23],棕榈酸在甘油骨架的 sn鄄2 位

具有促进婴幼儿对矿物质吸收的作用; 而 sn鄄1,3 位的棕榈酸则很容易被肠道内脂肪酶水解成游离棕榈

酸,与钙、 镁等矿物质发生皂化反应,降低人体对脂肪的吸收利用效率。 因此,对甘油三酯中的脂肪酸

进行区域特异性分析非常重要。
脂肪酸在甘油骨架上的位置分析通常通过酶水解、 格氏化学降解和色谱分析的组合确定[26]。 常

规的酶和化学方法存在长链多不饱和脂肪酸对某些脂肪酶催化分析的抗性[27]、 通过格式化学降解可

能引起的酰基迁移[28]、 样品制备期间的损失或污染等缺点[29]。 脂肪酸的核磁共振分析通常使用
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图 1摇 甘油骨架及脂肪酸的基本结构

Fig. 1摇 Basic structure of glycerol backbone and fatty acids
1H鄄NMR,但1H鄄NMR不能对脂肪酸进行位置特异性分析。 13C鄄NMR的化学位移范围(约 200 ppm)较大,
可以识别几乎所有不饱和脂肪酸,而且可以通过特征化学位移区分不饱和脂肪酸的位置特异性,还可以

避免甘油三酯的酶促和格氏水解中无法完全消除酰基迁移所引起的样品损失或污染等问题。 因此,定
量核磁共振碳谱( 13C鄄 qNMR)在分析食用油中不同位置脂肪酸时具有明显优势。

目前,13C鄄qNMR已被用于天然产物[30] 和代谢物[31] 的定量分析、 材料科学[32] 和脂质分析[33] 等领

域。 甘油三酯骨架上的羰基碳是13C鄄qNMR的主要研究对象。 然而,羰基碳自旋鄄晶格弛豫时间(T1)比
其它类型的碳更长,而且脉冲角度、 脉冲序列以及温度等实验参数对区域特异性分析影响较大,导致每

次 NMR 实验时间较长[34]。 这对于在较短的实验时间内实现最佳信噪比(S / N),进而进行准确的区域

特异性分析提出了挑战。 为缩短实验时间,Vlahov 等[35] 假设所有羰基碳受质子去耦的影响相同,在完

全核 Overhauser 增强(NOE)下可获得信噪比较高的谱图。 Su佗rez 等[36] 将宽带去耦脉冲序列应用于

qNMR 碳谱分析。 然而,Gouk 等[34]的研究表明,在sn鄄1,3和 sn鄄2 处的羰基碳的 NOE 可能不同,因此,宽
带去耦脉冲序列并不能用于 qNMR 碳谱分析中。 除了羰基碳,甘油三酯的sn鄄1,3和 sn鄄2 位的其它碳原

子也具有不同的化学位移,如乙烯基碳。 Meusel 等[37]将 GC、 MALDI鄄TOF鄄MS 和 DEPT鄄45 结合,通过分

析乙烯基碳确定食用油中甘油三酯的含量。 Merchak 等[38]使用13C鄄INEPT 序列(极化转移技术)和气相

色谱(GC)分析橄榄油样品中脂肪酸和角鲨烯,同时用13C鄄INEPT 光谱的去卷积峰面积作为预测因子构

建多变量预测模型。 相对复杂的 HSQC鄄TOCSY NMR 谱也已被用于分析甘油三酯混合物中棕榈酸和油

酸的位置特异性分布[39]。 通常,13C鄄NMR谱中的峰强度与碳核的数目不成正比,原因是每个碳原子的

自旋鄄晶格弛豫时间不同,以及核的 Overhauser 增强(NOE)效应不同。 然而,采用加顺磁弛豫试剂和加

大脉冲间隔,特别是可以采用反转门控去耦消除 NOE 效应,同时消除全部质子的耦合,可以达到 13C核

定量分析的目的[40]。 脉冲傅里叶变换 NMR 的门控去偶(Gated decoupling)取13C 的脉冲时间间隔 tR>
5T1(T1 为该化合物各碳原子中的最长纵向弛豫时间),这样可使磁化矢量恢复到平衡值,全去耦的碳

谱 NOE 影响很小,谱线高度正比于碳原子数目,可用于定量分析。
本研究根据文献[16]的方法,以苯甲酸为内标,用1H鄄qNMR同时测定了大豆油中亚麻酸、 亚油酸、

油酸和饱和脂肪酸的绝对含量,进行了方法学验证。 在此基础上,采用13C鄄NMR反转门控去耦技术对食

用油中的脂肪酸进行位置特异性分析,应用去卷积法提取 sn鄄1,3 和 sn鄄2 位上油酸和亚油酸的峰面积,选择

苯甲酸作为内标计算各位置不同脂肪酸的含量。 本方法简便且无需复杂的样品前处理过程,可在没有

甘油三酯标准样品的情况下,对食用油中甘油三酯的位置特异性脂肪酸进行绝对含量的分析测定。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

Bruker AVANCE III 500MHz 核磁共振谱仪(德国 Bruker 公司); VGT鄄2120QT 超声波清洗机(广东
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固特超声实业有限公司); DC鄄12 氮吹仪(上海安谱科学仪器有限公司)。
苯甲酸(基准物质,99. 95% ~ 100. 05% ,国药集团化学试剂有限公司); 氘代氯仿(99. 8% D +

0. 03% TMS, Cambridge Isotope Lab 公司); 油酸 ( Oleic Acid, > 99. 0% ) 和亚油酸 ( Linoleic acid,
>99. 0% , 日本 Tokyo Chemical Industry 公司); 亚麻酸(Linolenic Acid,>99. 0% ,美国 Acros Organics 公

司); 三油酸甘油酯(OOO)、 三亚油酸甘油酯(LLL)(上海阿拉丁试剂有限公司); 1,2鄄二油酸鄄3鄄亚麻

酸甘油三酯(OOLn)、 1,3鄄二油酸鄄2鄄棕榈酸甘油三酯(OPO)(瑞典 Larodan 精细化学品有限公司)。 所有

甘油三酯均冷冻保存。
大豆油(Soybean oil)、 玉米油(Corn oil)和花生油(Peanut oil)购于本地超市。

2. 2摇 样品的制备

称取约 200 mg 样品,溶于 0. 5 mL CDCl3,氮气吹扫 2 min 后,加入准确称取的苯甲酸内标,并超声

2 min, 去除样品中顺磁性溶解氧对实验的影响,然后转移至 5 mm 的核磁管中待用。 所有油样均用

60益水浴加热 10 min, 确保其均匀性。
2. 3摇 定量核磁共振碳谱

13C鄄qNMR采集条件:反转门控去耦脉冲序列 zgig30,其脉冲时序图和相循环如图 2 所示。 扫描次数

NS=256,空扫次数 DS = 4,延迟时间 D1 = 35 s,谱宽 SW = 285 ppm,O1P = 110 ppm,O2P = 4. 5 ppm,
SI =256 K, 测定 NMR 图谱。 积分前先调平 NMR 基线,选择对应的峰的积分区间,每个峰积分 3 ~ 5 次,

13C

1H

d1 p1 aq

CPD

p1: (x)2, (-x)2, (y)2, (-y)2
aq: (x)2, (-x)2, (y)2, (-y)2

图 2摇 反转门控去偶脉冲时序图和相循环

Fig. 2 摇 Pulse sequence and phase cycling of inverse
gated decoupling

相对标准偏差(RSD)<1%时取平均值。 在对谱图进

行处理之前, 先进行相位校正和基线调平。 最后,根
据中国药典的绝对定量公式计算待测组分的含量

(Ws) [41]:
Ws = Wr 伊 (As / Ar) 伊 (Es / Er)

其中 Wr 为称取得苯甲酸(内标)的质量,As 和 Ar 分

别为供试品和苯甲酸内标峰(啄 129. 43 ppm)的峰面

积,Es 和 Er 分别为供试品和苯甲酸内标的当量重量

(分子量 /该共振峰处的碳核数目)。
2. 4摇 1H鄄qNMR谱中脂肪酸的分析

1H鄄qNMR采集条件:脉冲序列 zg30。 选择脉冲宽度 P1 =14. 10 滋s, 延迟时间 D1 =6 s,扫描次数 NS
=32,测定 NMR 图谱。 参考文献[16]中脂肪酸的计算方法,并加入内标苯甲酸,对大豆油中脂肪酸的

含量进行测定。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 脂肪酸的1H鄄NMR分析

3. 1. 1摇 实验参数的影响摇 分别考察了不同延迟时间 D1 和扫描次数 NS 对1H鄄NMR谱积分面积的影响。
当 D1逸5 s,NS逸16 时,信噪比( S / N) 可以达到 150 以上,且 Ar 与 As 趋于稳定。 故选择参数 P1 =
14. 10 滋s, D1 =6 s,NS=32。
3. 1. 2摇 方法学考察结果摇 亚麻酸、 亚油酸、 油酸 3 种脂肪酸线性相关系数(R)为 0. 9990 ~ 0. 9997,日
内精密度(RSD)为 0. 2% ~0. 7% ,日间精密度(RSD)为 0. 8% ~2. 0% 。 根据中国药典的标准曲线剩余

标准偏差和英国药典对 qNMR 要求(S / N 逸 150:1),估计 3 种脂肪酸的检出限在 1. 4 ~ 5. 5 g / L 之间,
定量限为 4. 8 ~ 17. 2 g / L。 在测定后的样品中加入 3 种脂肪酸(加标量均约为样品中含量的两倍),测
得加样回收率为 96. 8% ~102. 9% 。
3. 1. 3摇 样品中主要脂肪酸的测定摇 分别平行称取 200 mg 左右大豆油样品,用 2. 4 节的方法的测定其

中主要不饱和脂肪酸的含量(n = 3)为:亚麻酸 9. 1% 依0. 6% 、 亚油酸 51. 5% 依1. 7% 、 油酸 23. 2% 依
1. 5% 、 饱和脂肪酸 16. 2% 依1. 2% (w / w)。
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3. 2摇 脂肪酸的13C鄄qNMR分析

3. 2. 1摇 食用油中位置脂肪酸的13C鄄NMR峰归属摇 采用 2. 3 节的方法,测定几种甘油三酯试剂纯品的

NMR 谱图,具体归属见图 3。
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图 3摇 甘油三酯纯品乙烯基的13C鄄NMR谱图

Fig. 3摇 13C鄄Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra of vinyl in triglyceride sample
OOO: Glycerol trioleate; OPO: Glycerol 1,3鄄dioleate鄄2鄄palmitate; LLO: Glycerol 1,2鄄dilinoleate鄄
3鄄oleate; OOLn: Glycerol 1,2鄄dioleate鄄3鄄linolenate.

对比图 1 中的甘油骨架和脂肪酸的基本结构,对比甘油三酯纯品的 13C鄄NMR谱图,并参考文

献[38], 确定食用油中不同位置脂肪酸的13C鄄NMR化学位移如图 4 和图 5 所示。 具体归属结果见表 1。
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图 4摇 食用油样品中脂肪酸链乙烯基的13C鄄NMR谱. 峰 A-R 的归属见表 1
Fig. 4摇 13C鄄NMR spectra of fatty acid chain vinyl in edible oil sample. Assignments of peak A to R are in Table 1

3. 2. 2摇 13C 核弛豫时间(T1)的测定摇 通过反转恢复脉冲序列测量了用于获得定量13C鄄NMR谱图的弛豫

时间。 选择脉冲序列: t1irpg,T1 delay 设置为: 0. 05、 0. 5、 1、 3、 6、 10、 16、 24 和 50 s。 测得 sn鄄1,3 位

亚油酸(L)的 T1 最大值为 6. 75 s。 考虑脉冲延迟时间 D1、 弛豫时间 T1 与磁化矢量恢复关系。 当 D1 为

5 倍 T1 时,磁化矢量恢复率大于 99. 9% 。 最终选择 D1 为 35 s。
对于反转门控去偶技术,为了使去偶照射建立起来的 NOE 效应不影响下一次测定,必须增加两次

NMR 信号采样之间的延迟时间,但增加延迟时间会延长分析时间。 通常在实验测定核弛豫时间(T1)的
基础上,选择 5 倍 T1 或稍长的时间作为延迟时间。
3. 2. 3摇 13C鄄NMR谱定量峰的选择摇 根据图 4 中乙烯基碳的归属,在实际油样中选择 啄 = 129. 683 ppm
(即图 4 中的 G)和 啄= 129. 657 ppm(即图 4 中的 H)分别作为sn鄄1,3位油酸和 sn鄄2 位油酸的定量峰;
啄=130. 145 ppm(即图 4 中的 A)和 啄=130. 139 ppm(即图 4 中的 B)分别作为 sn鄄2 位亚油酸和sn鄄1,3位
亚油酸的定量峰; 除了大豆油中可以观察到亚麻酸sn鄄1,3和 sn鄄2 的位置特征峰,在其它 3 种食用油几乎

观察不到亚麻酸的特征峰,因此,只对大豆油油中亚麻酸进行定量分析,啄 =127. 775 ppm(即图 4 中的 Q)
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和 啄=127. 758 ppm(即图 4 中的 R)分别作为 sn鄄2 位亚麻酸和sn鄄1,3位亚麻酸的定量峰。
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图 5摇 食用油样品中脂肪酸链羰基的13C鄄NMR谱

Fig. 5摇 13C鄄NMR spectra of fatty acid chain carbonyls in edible oil sample
S: saturated fatty acid; O: Oleic oil; L: Linoleic oil

表 1摇 食用油 NMR 碳谱中峰的归属
Table 1摇 Assignment of peak in edible oil 13C鄄NMR spectrum

编号
No.

碳位置
Position of carbon

化学位移
Chemical shift

(啄)
A 18 颐 2(C13)鄄2 130. 145
B 18 颐 2(C13)鄄1,3 130. 139
C 18 颐 1(C10)鄄2 129. 981
D 18 颐 1(C10)鄄1,3 129. 967
E 18 颐 2(C9)鄄1,3 129. 944
F 18 颐 2(C9)鄄2 129. 918
G 18 颐 1(C9)鄄1,3 129. 683
H 18 颐 1(C9)鄄2 129. 657
I 18 颐 3(C13)鄄2 128. 266

编号
No.

碳位置
Position of carbon

化学位移
Chemical shift

(啄)
J 18 颐 3(C13)鄄1,3 128. 257
K 18 颐 3(C12)鄄1,3 128. 218
L 18 颐 3(C12)鄄2 128. 206
M 18 颐 2(C10)鄄2 128. 086
N 18 颐 2(C10)鄄1,3 128. 067
O 18 颐 2(C12)鄄1,3 127. 913
P 18 颐 2(C12)鄄2 127. 901
Q 18 颐 3(C10)鄄2 127. 775
R 18 颐 3(C10)鄄1,3 127. 758

摇 摇 根据图 5 中对羰基碳的归属,选择实际油样中 啄=173. 262 ppm(图 5sn鄄1,3 的 O)和 啄=172. 887 ppm
(即图 5 中 sn鄄2 的 O)分别作为sn鄄1,3位油酸和 sn鄄2 位油酸的定量峰; 啄=173. 253 ppm(即图 5 中 sn鄄1,3
的 L)和 啄=172. 947 ppm(即图 5 中 sn鄄2 的 L)分别作为 sn鄄1,3 位亚油酸和 sn鄄2 位亚油酸的定量峰; 对

于饱和脂肪酸,选择 啄=173. 298 ppm(即图 5 中sn鄄1,3的 P)作为其定量峰,在 sn鄄2 位置几乎检测不到饱

和脂肪酸,因此,只对sn鄄1,3位的饱和脂肪酸进行定量分析。
3. 2. 4摇 13C鄄NMR谱的数据处理方式摇 当谱图中有峰重叠或受噪声影响过大时,可以使用去卷积方法

算出各峰的峰面积。 NMR 峰的理论形状是由洛伦兹(Lorenz,L)方程给出的[42]。 然而,由于场的不均

匀性和加权函数可以产生部分高斯(Gauss,G)线形状。 洛伦兹线性适用于底部较宽,顶部较尖的峰形,
而高斯线性适用于底部较窄、 顶部较缓的峰形。 从图 6 可见, 6B 和 6C 是两个互补的形状,在某种程度

上,大多数对称的峰可用洛伦兹和高斯线性以适当的比例近似代替。
本研究选择直接普通积分和去卷积积分两种积分方式对得到的碳谱谱图进行对比考察分析,其中,

去卷积积分选择纯高斯、 纯洛伦兹以及洛伦兹和高斯线性不同比例(1颐 4,2颐 3,1颐 1,3颐 2,3颐 1)进行拟合。
其中“普通积分冶为选择两个波谷之间的部分进行直接中切法(Midcut method)积分处理。

由图 6A(图 3 中的 A 和 B 两峰)可见,使用直接普通积分时,两个相邻峰的谱图重叠以及基线都会

对峰面积造成影响,无法准确获取该化学位移处峰的面积信息,引起最终的结果的偏差。
去卷积积分,对需要去卷积的部分进行去卷积拟合,将得到的谱图用 Bruker Topspin 软件,Analysis

菜单里的 Line Ship Fitting寅Lorenz / Gauss Deconvolution[dcon]功能处理,得到相应的峰面积。 本研究选

用 7 种去卷积拟合方式进行处理: 纯洛伦兹(b)、 纯高斯(c)、 洛伦兹颐 高斯 = 1颐 4(d)、 2 颐 3(e)、 1 颐 1
(f)、 3颐 2(g)、 3颐 1(h),分析比较了去卷积结果,详见电子版文后支持信息表 S1(乙烯基区域)和表 S2
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图 6摇 数据处理方式的对比: (A) 普通积分; (B) 纯洛伦兹去卷积; (C) 纯高斯去卷积; (D) 洛伦兹颐
高斯=1颐 4; (E) 洛伦兹颐 高斯=2颐 3; (F) 洛伦兹颐 高斯=1颐 1; (G) 洛伦兹颐 高斯=3颐 2; (H) 洛伦兹颐 高
斯=3颐 1
Fig. 6摇 Comparison of data processing methods: (A) ordinary integral; (B) deconvolution of pure Lorentz;
(C) deconvolution of pure Gauss; (D) Lorentz 颐 Gauss = 1颐 4; (E) Lorentz 颐 Gauss = 2颐 3; (F) Lorentz 颐
Gauss =1颐 1; (G) Lorentz 颐 Gauss =3颐 2; (H) Lorentz 颐 Gauss =3颐 1

(羰基区域)。 当对谱图直接进行积分(中切法)时,得到的结果偏差较大。 用纯洛伦兹或纯高斯进行去

卷积拟合时,计算出的结果区别较大,两种峰去卷积拟合残差较大,与氢谱测定的脂肪酸总量仍有较大

的差别。 采用洛伦兹和高斯以一定比例进行去卷积拟合时发现,当洛伦兹颐 高斯=3颐 2 时,拟合程度与原

来的峰形最相似,且与氢谱测定的脂肪酸总量结果接近。 选择洛伦兹颐 高斯=3颐 2 进行去卷积拟合提取。
对羰基区域的谱图进行同样处理,区域拟合的结果与氢谱计算得到的脂肪酸含量结果(饱和脂肪

酸(16. 2% 依1. 2% ,亚油酸 51. 5% 依1. 7% ,油酸 23. 2% 依1. 5% )接近。 从表 3 可知,该区域拟合的结果

同表 2 的结果接近。
表 2摇 食用油中各位置脂肪酸的检出限
Table 2摇 Limit of detection(LOD) of fatty acids at various positions in edible oil

sn鄄2 亚油酸
sn鄄2

Linoleic acid

sn鄄1,3亚油酸
sn鄄1,3

Linoleic acid

sn鄄1,3油酸
sn鄄1,3

Oleic acid

sn鄄2 油酸
sn鄄2

Oleic acid

sn鄄2 亚麻酸
sn鄄2

Linolenic acid

sn鄄1,3亚麻酸
sn鄄1,3

Linolenic acid

饱和脂肪酸
Saturated fatty

acid

LOD
(mg / g) 0. 94 0. 88 0. 87 0. 71 0. 052 0. 082 0. 54

摇 摇 考察了在洛伦兹 颐 高斯 = 60 颐 40(40% L)附近其它的比例。 对于乙烯基区域,当洛伦兹 颐 高斯 =
62 颐 38(38% L)时,碳谱结果与氢谱最接近,对于羰基区域,洛伦兹颐 高斯= 58颐 42(42% L)时,碳谱结果

与氢谱最接近,考虑到整个图谱的处理方法尽量一致,且在 40% L 附近不同比例的差异不大。 选择以

洛伦兹颐 高斯=60颐 40(40% L)的比例,同时用于去卷积计算乙烯基区域和羰基区域的峰面积。
大多数 NMR 峰可用洛伦兹和高斯以适当的比例近似。 本研究选用洛伦兹颐 高斯= 3颐 2 进行去卷积

拟合,对于不同的谱仪、 仪器状态、 样品,两者之间的比例可能也有差别,故在对谱图进行去卷积拟合
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时,建议通过考察实验数据选择合适的比例。
3. 2. 5摇 检出限(LOD) 摇 根据中国药典四部[35]通则(2015 版)规定,基于能显示基线噪声的分析方法,
可以以信噪比为 3 或 2 时的相应浓度确定检出限(LOD)。 本研究以普通光谱分析信噪比 S / N>3 确定

检出限,选择本研究中采用的定量峰,根据其信噪比计算检出限, 结果见表 2。
对于 qNMR,英国药典[103]要求根据 S / N逸150 确定定量限。 对于碳谱,达到此信噪比的要求较难。

中国药典四部[35]通则(2105 版)中“9101 药品质量标准分析方法验证指导原则冶以 S / N = 10 时对应浓

度为方法的定量限(LOQ)。 上述研究结果可满足中国药典的信噪比要求。 但较低的信噪比会使精密

度差一些。 需要进一步研究提高13C鄄qNMR信噪比和精密度的方法。 本研究暂未对定量限做明确评价。
3. 3摇 实际样品分析

称适量大豆油、 玉米油和花生油样品和内标苯甲酸,按 2. 2 节的方法配制成待测样品,用 2. 3 节的

方法测定。 分析结果见表 3,与 3. 1. 3 节中大豆油中脂肪酸的测定结果基本一致,说明 NMR 碳谱以内

标法测定不同位置脂肪酸的结果可靠。
大豆油中亚油酸含量最多,且sn鄄1,3位亚油酸与 sn鄄2 位的亚油酸含量都高,其次是油酸,而亚麻酸

含量较少,且这几种脂肪酸多位于sn鄄1,3位,饱和脂肪酸只在sn鄄1,3位。 玉米油中亚油酸含量较高,且
sn鄄1,3位较 sn鄄2 位含量多,花生油中油酸最多。 由食用油的1H鄄qNMR分析结果可知,玉米油和花生油中

含有的亚麻酸较少,在碳谱中难以观察到其特征峰,也难以测定其含量。 而大豆油中的亚麻酸含量比较

多,可采用13C鄄qNMR测定其含量。 同时,在这几种食用油中,不饱和脂肪酸在sn鄄1,3位和 sn鄄2 位都有分

布,并且含量相差不大,而饱和脂肪酸则都位于sn鄄1,3位,未检测到有 sn鄄2 位的饱和脂肪酸。
表 3摇 食用油中脂肪酸的含量
Table 3摇 Quantitative determination results of fatty acids in edible oil (% , w / w, n=3)

样品
Sample

大豆油
Soybean oil

玉米油
Coril oil

花生油
Peanut oil

饱和脂肪酸 Saturated fatty acid

总和 Total

亚油酸含量
Content of linoleic acid

总和 Total

油酸含量
Content of oleic acid

总和 Total

亚麻酸含量
Content of linolenic acid

总和 Total

sn鄄1,3 16. 2依1. 5 15. 3依1. 4 18. 3依1. 5
sn鄄2 - - -

16. 2依1. 5 15. 3依1. 4 18. 3依1. 5
sn鄄1,3 27. 8依1. 7 30. 7依1. 5 18. 7依1. 4
sn鄄2 24. 0依1. 6 20. 5依1. 2 12. 5依1. 7

51. 8依1. 7 51. 3依1. 3 31. 2依1. 5
sn鄄1,3 15. 5依1. 3 20. 1依1. 2 24. 9依1. 8
sn鄄2 7. 9依1. 7 13. 3依1. 6 25. 5依1. 3

23. 4依1. 5 33. 4依1. 4 50. 5依1. 5
sn鄄1,3 4. 5依1. 0 - -
sn鄄2 4. 0依0. 9 - -

8. 6依0. 9 - -

注: 表中数值为平均值依SD; Note: The values in the table are mean 依 standard deviation

摇 摇 致谢: 感谢华东师范大学磁共振重点实验室余亦华的帮助。
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Simultaneous Determination of Fatty Acids at sn鄄1,3
and sn鄄2 of Triglyceride in Edible Oils

by Quantitative 13C鄄Nuclear Magnetic Resonance

XIAO Kun, GONG Can, GUO Qiang鄄Sheng, XU Xu*

(School of Chemical and Environmental Engineering, Shanghai Institute of Technology, Shanghai 201418, China)

Abstract摇 A 13C鄄quantitative nuclear magnetic resonance (qNMR) method was established for determination
of content of fatty acid at different positions in edible oil. The positional specificity analysis of sn鄄1,3 and sn鄄2
in fatty acids in edible oil was performed using reverse鄄gated decoupling technique. The direct normal
integral, deconvolution integral using different Lorentz鄄Gaussian ratios, and other data processing methods
were compared for the analyzing 13C鄄qNMR unseparated peaks. Then the deconvolution integral with Lorentz鄄
Gauss (3颐 2) was selected to extract the quantitative peak areas of two unsaturated fatty acids at sn鄄1,3 and
sn鄄2, linoleic acid and oleic acid. The content of unsaturated fatty acids in different positions showed that the
saturated fatty acids, sn鄄1 linoleic acid, sn鄄2 linoleic acid, sn鄄1,3 oleic acid, sn鄄2 oleic acid were as follows:
soybean oil (16. 2% , 27. 8% , 24. 0% , 15. 5% , 7. 9% (w / w, the same below)); corn oil (15. 3% ,
30. 7% , 20. 5% , 20. 1% , 13. 3% ); peanut oil (18. 3% , 18. 7% , 12. 5% , 24. 9% , 25. 5% ). The
sn鄄1,3 linolenic acid, sn鄄2 linolenic acid in soybean oil were 4. 5% and 4. 1% , respectively, but were
undetectable in corn oil and peanut oil. The result was in accordance with content of total linoleic acid and
total oleic acid detected by above 1H鄄qNMR method. 13C鄄qNMR can be applied to distinguish the location and
distribution of unsaturated fatty acids with easy sample preparation and flexible operation, providing a method
for quantifying the specific triglyceride positional isomer component in edible oil without its standard sample.
Keywords 摇 Quantitative nuclear magnetic resonance; 13C鄄nuclear magnetic resonance; Edible oil; Fatty
acid; Positional isomer
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表 S1. 乙烯基区域不同去卷积拟合方式的结果（%, w/w）及误差对比 

Table S1. Results（%, w/w） and error comparison of different deconvolution fitting methods 

处理方式 亚麻酸含量 总和 亚油酸含量 总和 油酸含量 总和 

 sn-1,3       sn-2  sn-1,3        sn-2  sn-1,3       sn-2  

氢谱结果对比 - - 9.1±0.6 - - 51.5±1.7 - - 23.2±1.5 

普通积分（中切法） 3.9±1.5 3.9±1.3 7.9±1.5 25.9±1.5 22.5±1.7 48.4±1.7 15.3±1.5 7.3±1.6 22.3±1.5 

纯洛伦兹 (100% L) 5.5±1.4 4.5±1.3 10.0±1.4 28.3±1.9 24.4±1.5 52.7±1.6 15.9±1.2 7.9±1.7 23.8±1.4 

L/G=1:4(80%L) 4.2±1.2 4.0±1.1 8.3±1.0 26.3±2.2 23.1±1.8 49.4±1.9 15.1±1.4 8.1±1.9 23.1±1.6 

L/G=2:3(60%L) 4.5±1.3 4.1±1.4 8.1±1.3 27.0±2.0 23.2±1.7 49.8±1.9 15.0±1.3 7.9±1.8 23.0±1.7 

L/G=1:1(50%L) 4.5±1.4 4.0±1.1 8.0±1.3 27.1±1.9 23.8±1.5 50.4±1.8 15.0±1.2 7.9±1.9 23.0±1.7 

L/G=3:2(40%L) 4.5±1.4 3.9±1.6 8.5±1.5 27.4±1.7 23.6±1.6 51.0±1.7 15.2±1.3 7.8±1.7 23.0±1.5 

L/G=3:1(20%L) 4.4±1.2 4.0±1.6 8.4±1.5 27.4±1.8 23.2±1.7 50.5±1.8 15.0±1.3 7.8±1.8 22.2±1.6 

纯高斯（G, 0%L) 4.4±1.1 3.9±1.4 8.3±1.2 25.4±1.5 21.8±1.5 47.2±1.4 14.9±1.4 6.8±2.0 21.7±1.5 

注：图中数值为平均值（n=3，%，w/w）±SD；乙烯基区域 
Note：The values are mean（n=3，%，w/w） ± standard deviation in the table；Vinyl region 
 

表 S2.  羰基区域不同去卷积拟合方式的结果（%, w/w）及误差对比 

Table S2. Results（%, w/w） and error comparison of different deconvolution fitting methods 

处理方式 饱和脂肪酸 总和 亚油酸含量 总和 油酸含量 总和 

 sn-1,3      sn-2     sn-1,3     sn-2     sn-1,3    sn-2     

氢谱结果对比 - - 16.2±1.2 - - 51.5±1.7 - - 23.2±1.5 

普通积分(中切法) 14.9±1.2 - 14.9±1.2 26.2±1.4 21.5±1.7 47.7±1.6 12.5±1.7 7.3±1.5 19.7±1.6 

纯洛伦兹 (100% 
L) 17.5±1.4 - 17.5±1.4 31.3±1.6 23.2±1.3 54.5±1.5 14.4±1.4 8.5±1.8 22.9±1.5 

L/G=1:4(80%L) 16.6±1.2 - 16.6±1.2 30.4±1.9 22.0±1.8 52.5±1.9 13.5±1.8 8.1±1.3 21.7±1.6 

L/G=2:3(60%L) 16.5±1.0 - 16.5±1.0 30.8±1.7 22.7±1.3 53.5±1.4 13.2±1.4 8.6±1.4 21.8±1.4 

L/G=1:1(50%L) 16.1±1.6 - 16.1±1.6 29.8±1.4 21.3±1.7 51.2±1.6 13.4±1.7 9.3±1.3 22.7±1.5 

L/G=3:2(40%L) 15.9±1.5 - 15.9±1.5 30.0±1.3 21.6±1.8 51.6±1.5 13.4±1.3 9.3±1.6 22.9±1.4 

L/G=3:1(20%L) 16.5±1.3 - 16.5±1.3 29.4±1.7 22.7±1.7 52.0±1.7 13.0±1.8 8.7±1.4 22.8±1.6 

纯高斯（G, 0%L) 17.2±1.5 - 17.2±1.5 30.7±1.5 22.5±1.3 53.3±1.4 12.9±1.3 7.5±1.7 20.4±1.5 

（图中数值为平均值±SD；羰基区域） 
（The values are mean ± standard deviation in the table；Carbonyl region） 
 


