顶空-气相色谱法检测生物样品中挥发性物质
前言
血液中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇的测定是一种广泛使用的应用分析技术，生物样品血液是属于不干净的基体，用顶空进样测定其中的挥发物有着卓越的优势。顶空进样的优势在于能更好的保护色谱柱、减少样品前处理的工作量、减少交叉污染等。而双柱系统具有的优点能使乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇和其他挥发性物质有不同的洗脱次序，不仅增加了确认的功能，还能减少其他干扰物或与乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇一起的共流出物的影响。
执行标准
《GA/T1073-2013生物样品血液、尿液中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇的顶空-气相色谱检验方法》
方法概述
本法利用此类化合物的易挥发性，用顶空-气相色谱/氢火焰离子化检测器(HS-GC/FID)进行检测；经与平行操作的对照品比较，以保留时间进行定性分析；以峰面积为依据，采用内标法或外标法定量测定。
采用双气相色谱柱（1）RBX-BAC1(30m×320um×1.8um)和（2）RBX-BAC2（30m×320um×1.2um）对生物样品中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇的含量进行分析，用内标-校正曲线法测定，以乙醇（或甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇、正丁醇）与内标叔丁醇的峰面积比为纵坐标、乙醇（或甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇、正丁醇）对照品工作溶液浓度为横坐标绘制标准曲线，相关系数在0.999以上，方法检出限为0.0002~0.0011mg/mL；定量下限为0.0009~0.0044mg/mL，具体见表3和表4。

试剂及标准品
	序号
	试剂
	规格

	1
	甲醇
	AR

	2
	乙醛
	AR

	3
	乙醇
	AR

	4
	异丙醇
	AR

	5
	丙酮
	AR

	6
	叔丁醇
	AR

	7
	正丙醇
	AR

	8
	正丁醇
	AR



设备及工具
	序号
	仪器
	型号规格

	1
	气相色谱仪
	福立GC9720Plus（双FID）

	2
	顶空进样器
	臻盛HS930全自动顶空进样器

	3
	气相毛细管色谱柱
	RBX-BAC1(30m×320um×1.8um)和RBX-BAC2（30m×320um×1.2um）

	4
	Y型分流器
	5190-6980（安捷伦）

	5
	天平
	精度为0.0001g

	6
	顶空瓶
	10mL，螺旋口或钳口顶空瓶

	7
	顶空瓶盖
	密封盖（螺旋盖或一次使用的压盖），密封垫（硅橡胶、丁基橡胶或氟橡胶材料）

	8
	顶空瓶压盖器
	/

	9
	其他实验室常用设备
	/



测试条件
	仪器
	序号
	部件
	参数

	顶
空
进
样
器
	1
	样品瓶温度
	65℃

	
	2
	取样针温度
	75℃

	
	3
	阀箱温度
	105℃

	
	4
	传输管温度
	110℃

	
	5
	平衡时间
	10min

	
气
相
色
谱
仪
	6
	柱箱
	恒温40℃

	
	7
	进样口
	150℃

	
	8
	检测器
	250℃

	
	9
	载气流量（N2）
	4.0mL/min

	
	10
	分流比
	20:1

	
	11
	进样量
	1mL



对照品溶液
分别精密称取对照品乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）适量，用水配成10.0mg/mL乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）对照品标准储备溶液，试验中所用其它浓度的标准溶液均从上述储备液稀释而得。精密称取适量叔丁醇，用水配成5.0mg/mL叔丁醇储备液，将储备液用水稀释，得40.0μg/mL叔丁醇内标工作液。
取乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）对照品标准溶液100μL和500μL的40.0μg/mL叔丁醇内标工作液，加入样品瓶内，盖上硅橡胶垫，用密封钳加封铝帽，混匀。
典型色谱图（浓度0.1mg/ml），如下：
[image: ]
图1 柱（1）的各挥发性组分和内标物的典型色谱图

[image: ]
图2 柱（2）的各挥发性组分和内标物的典型色谱图

空白对照色谱图（100μL溶剂水+500μL内标工作液）：
[image: ]
图3 柱（1）空白对照色谱图

[image: ]
图4 柱（2）空白对照色谱图

精密度实验
[image: ]
图5 柱（1）的各挥发性组分和内标物精密度色谱图

[image: ]
图6 柱（2）的各挥发性组分和内标物精密度色谱图

校正曲线及相关系数
配制乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）浓度为0.10、0.20、0.50、0.80、1.00、2.00、3.00mg/mL的水溶液，按照上述测试条件，每一浓度点取2份，以乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）与内标叔丁醇的峰面积比对乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）浓度做标准曲线。
表1 柱（1）回归方程及线性范围
	挥发性物质
	回归方程
	相关系数（R2）
	线性范围（mg/mL）

	甲醇
	A/Ai=-0.011190+0.023070*(C/Ci)
	0.99984
	0.10-3.00

	乙醛
	A/Ai=-0.033451+0.331180*(C/Ci)
	0.99996
	0.10-3.00

	乙醇
	A/Ai=-0.024961+0.048300*(C/Ci)
	0.99986
	0.10-3.00

	异丙醇
	A/Ai=-0.057827+0.087110*(C/Ci)
	0.99981
	0.10-3.00

	丙酮
	A/Ai=-0.094462+0.230982*(C/Ci)
	0.99993
	0.10-3.00

	正丙醇
	A/Ai=-0.054050+0.087853*(C/Ci)
	0.99981
	0.10-3.00

	正丁醇
	A/Ai=-0.077532+0.130440*(C/Ci)
	0.99984
	0.10-3.00



表2 柱（2）回归方程及线性范围
	挥发性物质
	回归方程
	相关系数（R2）
	线性范围（ug/mL）

	乙醛
	A/Ai=-0.027830+0.333320*(C/Ci)
	0.99999
	0.10-3.00

	甲醇
	A/Ai=-0.017362+0.019873*(C/Ci)
	0.99974
	0.10-3.00

	乙醇
	A/Ai=-0.046571+0.048743*(C/Ci)
	0.99964
	0.10-3.00

	丙酮
	A/Ai=-0.142917+0.235407*(C/Ci)
	0.99997
	0.10-3.00

	异丙醇
	A/Ai=-0.101642+0.085760*(C/Ci)
	0.99959
	0.10-3.00

	正丙醇
	A/Ai=-0.078092+0.087941*(C/Ci)
	0.99973
	0.10-3.00

	正丁醇
	A/Ai=-0.145045+0.130356*(C/Ci)
	0.99952
	0.10-3.00


其中A/Ai为乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）与叔丁醇的峰面积比值，C为乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）工作溶液浓度(mg/mL)，Ci为内标叔丁醇工作溶液浓度(mg/mL)。

方法检出限和测定下限
取浓度为0.01mg/mL乙醇（甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇）标准溶液100μL及叔丁醇内标工作液500μL作为检测限添加样品，计算方法检出限：MDL＝S×t（n-1，0.99）（如果连续分析7个样品，在99%的置信区间，t（6,0.99）=3.143）
其中：S为平行测定的标准偏差，t(n-1,0.99)为置信度为99％、自由度为n－1时的t值，n为重复分析的样品数。结果见表3和表4。
表3 柱（1）生物样品中各挥发性物质检出限和测定下限
	挥发性物质
	英文名称
	检出限
	测定下限

	甲醇
	methanol
	0.0009 
	0.0037 

	乙醛
	acetaldehyde
	0.0011 
	0.0043 

	乙醇
	ethanol
	0.0009 
	0.0036 

	异丙醇
	dimethylcarbinol
	0.0005 
	0.0020 

	丙酮
	acetone
	0.0004 
	0.0016 

	正丙醇
	n-propanol
	0.0008 
	0.0030 

	正丁醇
	butyl alcohol
	0.0006 
	0.0025 



表4 柱（2）生物样品中各挥发性物质检出限和测定下限
	挥发性物质
	英文名称
	检出限
	测定下限

	乙醛
	acetaldehyde
	0.0011 
	0.0044 

	甲醇
	methanol
	0.0003 
	0.0012 

	乙醇
	ethanol
	0.0007 
	0.0029 

	丙酮
	acetone
	0.0004 
	0.0016 

	异丙醇
	dimethylcarbinol
	0.0002 
	0.0009 

	正丙醇
	n-propanol
	0.0004 
	0.0018 

	正丁醇
	butyl alcohol
	0.0003 
	0.0012 



结论
依据标准《GA/T1073-2013 生物样品血液、尿液中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇的顶空-气相色谱检验方法》，本法使用臻盛全自动顶空进样器（HS930）-福立气相色谱仪(GC9720Plus双柱FID）准确分析生物样品中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇的含量。色谱柱RBX-BAC1和RBX-BAC2能使各组分的分离度大于1.5，各组分与常见的干扰物得到分离，虽然一根色谱柱也能满足分析的要求，但是双柱系统可以得到附加的确认以及分离应用，而并不增加分析时间，方便快捷，结果准确，各分析数据均满足标准的要求。在实际生产与检测应用过程中，可使用臻盛全自动顶空进样器（HS930）-福立气相色谱仪(GC9720Plus双柱FID）配合本解决方案一起作为生物样品中乙醇、甲醇、正丙醇、乙醛、丙酮、异丙醇和正丁醇含量的检测手段。
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