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摘要

本应⽤纪要介绍了C3:0‒C18:0游离脂肪酸的分离。

优势

Atlantis PREMIER BEH C18 AX⾊谱柱可出⾊地分离游离脂肪酸。

简介

脂肪酸存在于⻝物中，⽤作⽣物系统和复杂纤维微⽣物群发酵的⼀部分，对于哺乳动物⽽⾔，是重要的能量储

存库和细胞壁成分¹。脂肪酸分析涵盖多个学科，可通过多种⽅式进⾏，包括⽓相⾊谱法（经过羧酸部分的衍

⽣化）²、反相液相⾊谱法³和超临界流体⾊谱法⁴等。本⽂展⽰了混合模式反相/阴离⼦交换柱Waters Atlantis 

PREMIER BEH C18 AX在分离游离脂肪酸⽅⾯的应⽤。

结果与讨论

Atlantis PREMIER BEH C18 AX是⼀种混合模式反相/阴离⼦交换柱，即反相C18和阳离⼦键合在亚⼄基桥杂化

颗粒上⁵。当pH值低于8.0时，固定相表⾯带正电，可与带负电荷的分⼦（例如酸）发⽣离⼦交换。将购⾃Nu-

Chek Prep, Inc.的游离脂肪酸混标(GLC-412)与10 μL浓丙酸(Sigma Aldrich)混合，并⽤3:1甲醇/氯仿定容⾄1 

mL。⽤甲醇将样品进⼀步稀释100倍，然后放⼊样品瓶中进⾏分析。

流动相由1 mM甲酸铵⽔溶液（pH 3.0，⽤A表⽰）和包含1 mM甲酸铵的50:50⼄腈/异丙醇（pH 3.0，⽤B表

⽰）组成。梯度设置：使⽤梯度曲线5，在6分钟内将流动相B从0%增加⾄100%。流速0.6 mL/min，柱温设

置为60℃，进样体积3 μL。图1显⽰了从C3:0丙酸到C18:0硬脂酸的游离脂肪酸分离结果。丙酸的k'为

2.36，且k'按链⻓顺序增加。当pH为3.0，低于羧基部分的pKa时，脂肪酸不带电，可通过与C18配体的相互作

⽤实现保留⁵。但是，Atlantis BEH C18 AX填料的孔径为95 Å，⼩于其它BEH颗粒的孔径(130 Å)⁵。颗粒孔径越

⼩，⽐表⾯积越⼤，因此保留性能更好。如图2所⽰，与⽐表⾯积为185 m²/g的BEH C18⾊谱柱相⽐，使⽤⽐

表⾯积为270 m²/g的Atlantis PREMIER BEH C18 AX⾊谱柱时，脂肪酸的保留性能明显提⾼，丙酸的峰形也有

所改善。为测试进样重现性，计算了五次重复进样的保留时间RSD。在图3中，将进样结果叠加显⽰，所有分

析物的保留时间RSD均为0.02〜0.14%。



图1.混标中游离脂肪酸的分离结果



图2.⽐表⾯积对游离脂肪酸保留性能的影响。BEH C18 , 2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm⾊谱柱（上图）与

Atlantis PREMIER BEH C18 AX 2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm⾊谱柱（下图）⽐较。保留性能随⽐表⾯

积增加⽽升⾼。



图3.游离脂肪酸的进样重现性

结论

Atlantis PREMIER BEH C18 AX⾊谱柱可以很好地保留和分离游离脂肪酸，并提供优异的进样重现性。
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