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一、标准任务的来源、背景及意义

本国家标准的制定任务列入国家标准化管理委员会《国家标准委关于下达2018年第二批国家标准制修订计划的通知》（国标委综合〔2018〕41号），项目编号“20180917-T-424”。该标准由国家重点研发计划项目“生物产业共性技术标准研究”提供支持，由中国标准化研究院提出并归口，由中国水产科学研究院南海水产研究所等单位承担该标准的制定任务。

二十二碳六烯酸（DHA）和二十碳五烯酸（EPA）是人体必需而又不能直接合成的多不饱和脂肪酸（PUFA），在促进婴幼儿视、脑神经发育，改善人脑记忆、治疗心血管疾病、防治老年痴呆以及抗肿瘤、抗氧化等方面有着重要的生理调节功能。当前国内外市场上富含DHA、EPA的生物产品很多，如深海鱼油、微藻油等，这些产品大多深受消费者欢迎，但是由于产地、加工工艺等原因，其有效成分DHA、EPA含量存在较大差异，因此迫切需要建立起生物产品中DHA、EPA含量的快速有效的检测方法。气相色谱（GC）技术是一种高效能，选择性好，灵敏度高，操作简单，应用广泛的分离分析方法，在环境监测、药物分析及工业分析上都得到了广泛的应用。但是由于它适用于沸点在500℃以下，热稳定性好，相对分子质量在400以下的物质，因此对于生物产品的脂肪酸，用GC直接分析有困难，往往拖尾严重，或被吸附、热解等，为解决这个问题，可采用衍生化技术，即将脂肪酸制成具有一定挥发性的衍生物，使之可以用GC进行测定。经常使用的是甲酯化试剂，与羧基作用生成相应的甲酯，即可进行GC分析。采用毛细管柱作为气相色谱柱的毛细管气相色谱法已成为GC分析中的主流，它具有高效、快速、渗透性好、灵敏度高等优点。但是必须对仪器和操作条件要求严格，特别是对进样和检测器，死体积要小，如连接不当就会影响柱效。气相色谱分析方法比较简便，所需样品量少（5-20 mg），为大批量分析生物产品中的DHA、EPA，提供了一种实用的分析方法。

蔡阿根等曾经以正十九酸（C19: 0）作为内标，用HC1-CH3OH对三角褐指藻进行抽提酯化后作毛细管气相色谱分析，方法的重现性好，各脂肪酸的相对偏差为0.3%-11.6%，脂肪酸回收率在85.7%-103.3%，仪器稳定性的相对偏差为0.2%-3.1%。廖启斌等也曾以正十九酸（C19: 0）作为内标，对三角褐指藻、盐生杜氏藻、小球藻和等鞭金藻抽提酯化后进行毛细管气相色谱分析测定，方法的重现性好，相对偏差为0.53%-5.49%，回收率很高，在95.1%-102.3%之间，检测限为0.0072 µg。王德才等对鱼油样品采用三氟化硼-甲醇溶液酯化，用质量分数为5%DEGS+质量分数为1%H3PO4高效色谱柱分离，EPA、DHA的回收率分别为96.2%和95.8%，标准偏差分别为1.68%和2.11%。
目前DHA、EPA的主要商业来源是深海鱼油、海洋微藻等生物产品。目前国内还没有统一的生物产品中DHA、EPA测定的国家标准检测方法，本标准的建立为鱼油、微藻等生物产品中DHA、EPA的含量测定提供了依据，为对市场上富含DHA、EPA的生物产品进行有效监测提供了技术保障。

二、工作过程

工作任务明确后，标准制定单位中国水产科学研究院南海水产研究所集中相关检测人员和科研力量成立标准起草小组，起草组首先完成了国内外相关资料的收集、整理、分析，制定了利用气相色谱法测定生物产品中DHA、EPA的初步研究方案，然后进行相关试验材料的准备，并着手生物产品中DHA、EPA测定的色谱条件研究，同时对样品的前处理条件进行了研究，初步完成了检测方法，并对微藻油及鱼油等生物产品进行大量的测定工作。在这些工作中我们不断总结经验，改进前处理方法，对方法添加回收率情况及检测精密度进行试验，于2017年2月完成了方法适用性、回收率、精密度、检出限试验。2017年6月，依据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第一部分：标准的结构和编写规则》、GB 2001.4-2001《标准编写规则 第四部分：化学分析方法》，完成了本标准的征求意见稿。
三、标准主要内容的确定

（一）标准适用范围的说明
本标准以DHA、EPA的主要商业来源深海鱼油、海洋微藻两种生物产品为代表，研究了DHA、EPA在生物产品中含量测定的制样、前处理方法以及色谱条件。因此，本标准适用范围定为鱼油、微藻等生物产品中DHA、EPA含量的测定。
（二）方法提要

微藻等生物产品经氯仿-甲醇法提取油脂，本身为鱼油的生物产品则不需要提取，油脂经皂化并甲酯化后，利用气相色谱毛细管柱进行有效分离，用氢火焰离子化检测器检测，使用内标法定量。

（三）试剂和材料

样品前处理提取及甲酯化所用试剂均为分析纯，实验用水应符合GB/T6682中二级要求。气相色谱检测时所用甲醇，正己烷均为色谱纯。DHA标准品：纯度≥98%。EPA标准品：纯度≥98%。十七碳烷酸标准品：纯度≥98%。氮气：纯度≥99.999%。氢气：纯度≥99.999%。氧气：纯度≥99.999%（或者是高压空气）。
（四）样品检测前的处理
4.1样品的制备

取10.0 g生物产品干品（本身是油脂类产品的除外），研碎后取1.0 g的均匀样品，待提取油脂所用。

4.2 油脂提取
采用氯仿-甲醇法：取研细后的均匀试样1.0 g干粉，放入50 mL试管中，加入6.0 mL蒸馏水，加入氯仿/甲醇（1:2，v/v）混合液22.5 mL，震荡混匀后超声波破碎2 min，加入7.5 mL氯仿震荡混匀30 s，再加入7.5 mL蒸馏水震荡混匀30 s，静置分层，吸出下层于已知恒重试管中，真空干燥，称重并计算含油率。

本身是油脂类生物产品的无需此步。 
4.3 脂肪酸的甲酯化

脂肪酸甲酯化常用方法有三氟化硼-甲醇法、氢氧化钾-甲醇法等。普通脂肪酸甲酯化反应大多先采用氢氧化钾-甲醇先皂化后经三氟-化硼溶液再甲酯化，但EPA和DHA在氢氧化钾-甲醇溶液中除可发生皂化反应外也可以发生甲酯化反应。分别考察了上述这2种甲酯化方法，实验结果表明差异无统计学意义（见表1），考虑到三氟化硼有毒，且操作繁琐、费时长，故本标准选择了皂化和甲酯化可一并进行的氢氧化钾-甲醇法。
取0.1 g油脂样品（如4.2所提油脂低于0.1 g，则合并多次提取量后取0.1 g）置于10 mL带盖离心管中，加入1 mL乙醚/正己烷（2:1，v/v）混合液，摇匀15 min后加入0.8 mol/L的氢氧化钾-甲醇溶液2 mL，摇匀后在50℃恒温水浴下反应15 min，沿壁加水到10 mL刻度处，静置分层，取上清液用正己烷定容至1 mL，稀释一定倍数后待进样分析。
表1 不同甲酯化方法制备鱼油样品测定结果（/0.1g油脂）

	甲酯化方法
	DHA含量（mg）
	EPA含量（mg）

	三氟化硼-甲醇法
	11.4
	15.4

	氢氧化钾-甲醇法
	11.6
	15.1


（五）气相色谱条件的确定
5.1 色谱柱的选择
采用毛细管柱作为色谱柱的气相色谱法已成为GC分析中的主流，它具有高效、快速、渗透性好、灵敏度高等优点。由于DHA、EPA经甲酯化后生成极性弱的相应脂肪酸甲酯类物质，故选择非极性的毛细管色谱柱，一般毛细管柱越长分离效果越好，但太长又会影响分析时间，综合文献参考选择30 m长的毛细管色谱柱为宜。因此本实验选择安捷伦HP-5毛细管柱（0.32 mm×0.25 µm×30 m），或相当者。
5.2 检测器的选择
氢火焰离子化检测器（FID）的工作原理是将有机化合物在氢气中燃烧产生CHO+离子，该离子强度与含量成正比，适用于沸点在500℃以下，热稳定性好的物质，DHA、EPA经甲酯化后生成具有一定挥发性，沸点降低且高温下稳定的DHA、EPA甲酯，使之可以用氢火焰离子化检测器进行测定，灵敏且准确。5.3 柱温程序的确定
所查阅的参考文献中气相色谱法测定脂肪酸的组成及含量多采用程序升温的方式，经实验证明，以下柱温程序下，脂肪酸的分离效果较好。初始温度160℃（保留3 min），以6℃/min速率升到230℃，保留10 min，进样口温度250℃，检测器温度280℃。
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图1 隐甲藻样品气相色谱图

 (六) 标准曲线的绘制

十七碳烷酸内标储备液（2.0 mg/mL）：称取0.05 g（精确至0.0001 g）十七烷酸于25 mL容量瓶中，加入适量正己烷使溶解，并稀释至刻度，摇匀。

DHA和EPA标准工作溶液：分别称10.0 mg的DHA和EPA标准品于5 mL容量瓶中，加入适量正己烷使溶解，并稀释至刻度，摇匀。然后分别取0.1 mL、0.2 mL、0.4 mL、0.8 mL、1.5 mL于5个10 mL容量瓶中，分别移入十七碳烷酸内标储备液2.0 ml，加入正己烷使溶解，并稀释至刻度，摇匀。

将不同浓度的标准工作溶液依次进样，分别测定DHA甲酯、EPA甲酯和十七烷酸甲酯的峰面积。分别以标准工作溶液DHA和EPA的浓度（mg/mL）为横坐标，以DHA甲酯和EPA甲酯分别与十七烷酸甲酯的峰面积比为纵坐标，绘制标准曲线。

y = (a×x)+b……………………………………………………………………………（1）

式中：

y—DHA甲酯或EPA甲酯与十七烷酸甲酯的峰面积比；

a—回归曲线的斜率；

x—标准工作溶液中DHA或EPA的浓度，单位为毫克每毫升（mg/mL）；

b—回归曲线的截距。
DHA标准曲线方程为：y = 1.4648 x-0.0087，相关系数为：0. 9999。EPA标准曲线方程为：y = 1.5371 x-0.0054，相关系数为：0. 9999。结果表明DHA、EPA浓度在0.01 - 0.40 mg/mL 范围内，线性关系良好。
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图2混合标样经甲酯化后的色谱图

（七）加标回收试验
在确定检测方法后，分别以鱼油、裂壶藻、隐甲藻3种不同样品为测试对象，在3种不同加标浓度下进行加标回收率实验，以考察方法的适用性。在3种不同来源的油脂样品中分别加入5 mg、10 mg、20 mg的DHA和EPA标准品，经甲酯化定容后，再稀释100倍后进行检测（因样品中DHA、EPA原始浓度过高），每个浓度做6个平行，并设一个空白对照，测定回收率，所测结果见下表。
表2 鱼油样品加标回收试验（n=6）

	组分名称
	本底值(mg/mL)
	加标值(mg/mL)
	平均回收率(%)

	DHA
	0.11
	0.05
	99.51

	DHA
	0.11
	0.10
	100.46

	DHA
	0.11
	0.20
	101.52

	EPA
	0.15
	0.05
	97.88

	EPA
	0.15
	0.10
	99.01

	EPA
	0.15
	0.20
	100.81


表3 裂壶藻样品加标回收试验（n=6）

	组分名称
	本底值(mg/mL)
	加标值(mg/mL)
	平均回收率(%)

	DHA
	0.30
	0.05
	94.04

	DHA
	0.30
	0.10
	95.20

	DHA
	0.30
	0.20
	96.86

	EPA
	0.00
	0.05
	95.58

	EPA
	0.00
	0.10
	97.32

	EPA
	0.00
	0.20
	100.10


表4 隐甲藻样品加标回收试验（n=6）

	组分名称
	本底值(mg/mL)
	加标值(mg/mL)
	平均回收率(%)

	DHA
	0.35
	0.05
	96.12

	DHA
	0.35
	0.10
	98.56

	DHA
	0.35
	0.20
	100.02

	EPA
	0.00
	0.05
	96.20

	EPA
	0.00
	0.10
	97.38

	EPA
	0.00
	0.20
	100.22


（八）精密度试验
通过稀释高浓度标准品，对添加量为0.05 mg/mL DHA和EPA的鱼油样品（DHA、EPA本底值分别为0.11 mg/mL和0.15 mg/mL），在不同时间重复测定6 次，DHA、EPA相对标准偏差RSD分别为1.17%和1.32%，均小于5%。
表5 精密度试验（n=6）

	试验序号
	DHA测定值(mg/mL)
	加标EPA测定值 (mg/mL)

	1
	0.1560
	0.2015

	2
	0.1567
	0.1956

	3
	0.1557
	0.1958

	4
	0.1570
	0.1962

	5
	0.1596
	0.1975

	6
	0.1600
	0.2008

	(x
	0.1575
	0.1979

	s
	0.001846
	0.002612

	RSD(%)
	1.17
	1.32


（九）检测限的确定
方法的检测限是指在保证具有一定可靠性（准确度和精密度）的前提下，分析方法能测定出样品中某组分的最低浓度，色谱方法一般是根据信噪比外推得到。在本标准条件下，采用3 倍信噪比（S/N=3）计算，检出限为0.01 g/100 g。

（十）样品的测定
将空白溶液和待测样品溶液依次进样，扣除空白值，获得DHA甲酯和EPA甲酯分别和十七烷酸甲酯的峰面积比。

结果计算
试样中DHA或EPA的含量w按公式（2）计算：
v×(y-b)×n×w1
    w =                ×100% ………………………………………………（1）
a×m
式中：
w —试样中DHA或EPA的含量，%；

w1 —试样中油脂的含量（油脂类样品则取100%），%；
y —试样中DHA甲酯或EPA甲酯与十七烷酸甲酯的峰面积比；

a —回归曲线的斜率；

b —回归曲线的截距；

v —试液最终定容体积，单位为毫升（mL）；

m —试样的质量，单位为毫克（mg）。
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图3 裂壶藻样品气相色谱图
表6 不同生物产品中DHA、EPA的测定结果

	生物产品
	DHA含量（mg/g）
	EPA含量（mg/g）

	裂壶藻粉
	100.32
	/

	隐甲藻粉
	115.83
	/

	鱼油
	116.01
	151.02


（十一）方法验证
为了进一步完善和确定检验方法，标准起草单位委托三家单位对方法标准进行复核验证。
四、国内外标准情况

目前国内还没有统一的生物产品中DHA、EPA测定的国家标准检测方法，但是针对食品中脂肪酸的测定，以及部分特定食品如保健食品中DHA、EPA测定的相关标准已有发布，如GB 5009.168- 2016食品安全国家标准 食品中脂肪酸的测定， GB 28404- 2012食品安全国家标准 保健食品中α-亚麻酸 、二十碳五烯酸 、二十二碳五烯酸和二十二碳六烯酸的测定。本标准与其具有显著的不同：①检测对象不同，本标准主要是针对粗鱼油原料、微藻粉等生物产品但并不一定是食品进行检测；②样品的前处理方法不同，本标准主要是利用氯仿-甲醇法粗提非油脂类样品，方法简单快捷，使用试剂较少，而已有标准使用的多是水解-提取法，步骤较为繁琐；③标准品不同，本标准使用DHA、EPA为标准品，与样品一样参加甲酯化过程，更具有可比性。已有标准使用的是DHA甲酯、EPA甲酯为标准品，直接进行标定；④内标不同，本标准使用的是十七碳烷酸作为内标，与待测目标物碳原子数接近又有较好的分离，GB 5009.168- 2016 使用的是十一碳酸甘油三酯作内标，而GB 28404- 2012使用的是外表法，没有内标。⑤所测目标物及使用的色谱柱不同，本标准只是为了更加快速准确的测定样品中DHA、EPA的含量，使用的是30m长的毛细管色谱柱，分离快速，20分钟就可以完成检测，而GB 5009.168- 2016需要测定的是样品中所有脂肪酸含量，使用的是100m长的毛细管色谱柱，分离时间较长，样品检测需要85分钟。总体来说，本标准与已有标准相比更加快速简捷。
五、与相关法律、法规或限制性标准的关系

本标准的编制依据为现行的法律、法规和现行的国家强制性卫生标准。标准内容符合我国的《中华人民共和国产品质量法》、《中华人民共和国食品安全法》、《水产品卫生管理办法》等法律、法规以及强制性国家标准等，并与这些文件中的规定相一致。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

七、标准作为强制性标准与推荐性标准的建议

建议本标准为推荐性标准。

八、贯彻标准的要求和措施建议

在该标准发布后，建议相关的管理部门及时组织各级质量监督检验机构的质量检验人员进行交流和培训，使其熟练掌握生物产品中DHA、EPA测定的方法，然后推荐到生物产品质量安全检测中使用。

九、废止现行标准的建议

本标准为首次发布。

十、其他应予以说明的事项

无。
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