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HPLC2APCI2MS 法分析测定白刺籽油中游离脂肪酸
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摘　要 : 利用荧光衍生试剂 1 , 22苯并23 , 42二氢咔唑292乙基对甲苯磺酸酯

(BDETS)作为脂肪酸柱前衍生化试剂 , 采用梯度洗脱在 Eclipse XDB2C8 色谱柱

上对游离脂肪酸 (FFA) (油酸、亚油酸、软脂酸和硬脂酸)衍生物进行分离。利用

柱后在线的串联质谱以大气压化学电离源 (APCI)正离子模式实现了各组分的质

谱定性。荧光检测的激发和发射波长分别为λex = 333 nm ,λem = 390 nm。脂肪酸

的线性回归系数大于 0. 9990 , 检出限为 3. 38～6. 59 nmolΠL。建立的方法具有良

好的重现性。利用此方法对超临界 CO2 提取的唐古特白刺籽油中几种游离脂肪

酸进行了分析。结果表明白刺籽油中含有大量的游离不饱和脂肪酸。
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　　白刺 ( Nitraria)是蒺藜科 ( Zygophyllceae) 旱生或

超旱生典型荒漠植物 , 是防风固沙的优良灌木[1 ] 。

白刺果实研究发现具有较高的经济和药用价值 ,

并已得到了开发应用[2～4 ] 。在利用白刺果实时 , 产

出大量白刺种籽 , 种籽含油率达 11 %～13 % , 以

超临界 CO2 萃取的白刺籽油中含有丰富的保健活

性成分 , 利用 GC2MS 对白刺籽油的分析研究表明

其含有大量的脂肪酸 , 特别是不饱和脂肪酸的含

量高达 90 %[5 ] 。

脂肪酸在紫外2可见光区吸收较弱 , 光度法难

以准确测定[6 ] 。高效液相色谱荧光检测法具有较

高的灵敏度 , 主要荧光衍生试剂有溴代香豆素类

化合物[7～10 ]和重氮甲烷类[11～13 ]
, 然而该两类试剂

不稳定。虽然可以采用 22(22萘氧基) 乙基222(哌啶

子基)乙基磺酸酯 (NOEPES) 对脂肪酸类化合物进

行测定[14 ] , 但衍生过程需在 KOH、冠醚及相转移

催化剂的存在下于苯或甲苯溶剂中完成 , 分离前

需进行烦琐的预处理。本文采用合成的 1 ,22苯并2
3 ,42二氢咔唑292乙基对甲苯磺酸酯 (BDETS) 作为

柱前衍生化试剂 , 以 N ,N2二甲基甲酰胺 (DMF) 作

溶剂 , 在 90 ℃下以 K2 CO3 作催化剂可获得稳定的

荧光产物。试剂稳定、衍生产率高、条件温和、操

作简便 , 衍生溶液不必预处理可直接进样分析。

采用梯度洗脱实现了各种脂肪酸衍生物的同时分

离。

1 　实验部分

1. 1 　仪器与试剂

HA221250206 循环式超临界 CO2 萃取装置 , 带

有 1L 与 5L 两萃取釜 (江苏南通华安超临界萃取有

限公司) ; CO2 (纯度为 99. 99 %) 。

Agilent1100 型高效液相色谱2质谱联用仪 (Agi2
lent 公司)配备四元梯度泵 , 在线真空脱气机 , 荧

光检测器 , 100 位自动进样器 , 大气压化学电离源

(APCI) , Eclipse XDB2C8 色谱柱 (4. 6 mm i. d. ×150

mm , 5μm , Agilent 公司) 。

1 ,22苯并23 ,42二氢咔唑292乙基对甲苯磺酸酯

(BDETS) (由本实验室合成) ; 各种脂肪酸 (软脂

酸、硬脂酸、油酸、亚油酸) 标准样品 ( Sigma 公

司) ; 乙腈 (色谱纯 , 德国 Merck 公司) ; 所用试剂

皆为分析纯 , 纯水由 Milli2Q 超纯水系统制备。
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N ,N2二甲基甲酰胺 (DMF)经减压蒸馏后使用。

1. 2 　实验方法

1. 2. 1 　标准溶液的配制 　准确称取相应质量的各

种脂肪酸标准品 , 用色谱纯乙腈配成 110 ×10 - 2

molΠL 的溶液。称取 20815 mg BDETS 用乙腈定容至

10 mL , 相应浓度为 510 ×10
- 2

molΠL。相应低浓度

的衍生试剂 (510 ×10
- 4

molΠL) 及低浓度脂肪酸

(110 ×10
- 5

molΠL) 的标准溶液分别用光谱纯乙腈

稀释而成。DMF 经减压蒸馏后备用。

1. 2. 2 　脂肪酸标准品的衍生过程 　向盛有 10 mg

无水 K2 CO3 的 2 mL 安培瓶中依次加入 100 μL

DMF , 50 μL 混合脂肪酸标准溶液 ( 110 ×10
- 3

molΠL) , 100μL 衍生试剂溶液 (510 ×10
- 3

molΠL) ,

封口后于 90 ℃恒温水浴中振荡反应 30 min , 取出

放冷后 , 加入 400μL V (ACN) ∶V ( H2O) = 1∶1 溶液

后直接进样 10μL 分析[15 ] 。衍生反应概况如图 1。

图 1 　BDETS与脂肪酸衍生反应概况

Fig. 1 　Derivatization of free fatty acid with BDETS

1. 2. 3 　色谱与质谱条件 　色谱柱 : Eclipse XDB2C8

色谱柱 (4. 6 mm i. d. ×150 mm , 5μm) 。流动相 A :

体积分数 50 %乙腈水溶液 , B : 100 %乙腈 , 流速为

1. 0 mLΠmin , 进样量为 10μL , 柱温 30 ℃。荧光激

发和发射波长分别为 : λex = 333 nm ,λem = 390 nm。

梯度洗脱程序如表 1。

大气压化学电离源 (APCI) , 正离子模式 , 喷

雾压力 414 kPa , 干燥气流量为 5 LΠmin , 干燥气温

度 350 ℃, 气化温度 450 ℃, 毛细管电压 3500 V ,

电晕电流 4000 nA (Pos) [16 ] 。

表 1 　梯度洗脱程序

Tab. 1 　Gradient elution program

时间Πmin AΠ% BΠ%

0 100 0

12 60 40

15 20 80

25 0 100

30 0 100

1. 3 　白刺籽油的制备

采集的唐古特白刺果实 , 榨汁分离出种子 ,

将种子晾干、粉碎。每次将 380. 0 g 粉碎的白刺种

子样品装入 1 L 萃取釜中进行超临界 CO2 流体萃

取 , 萃取釜压力为 25 MPa , 温度 45 ℃; 一级解析

压力 1110 MPa , 解析温度 58 ℃; 二级解析压力

710 MPa , 解析温度 38 ℃, CO2 流量为 45 LΠh , 萃

取 2 h 得白刺籽油样品。

2 　结果与讨论

2. 1 　标准品的色谱分离及质谱鉴定

通过前期的 GC2MS 分析研究发现白刺籽油中

的主要脂肪酸为软脂酸、硬脂酸、油酸和亚油酸 ,

因此通过脂肪酸衍生的方法对白刺籽油中的此几

种游离脂肪酸进行测定。BDETS 对 4 种游离脂肪

酸的衍生条件主要参考尤进茂教授实验室对游离

脂肪酸的衍生条件进行衍生。通过改变各种洗脱

条件对 4 种标准脂肪酸的衍生物进行分离 , 最终

以表 1 所列的程序为梯度洗脱程序。4 种标准脂肪

酸衍生后的色谱分离见图 2 , 所有衍生物可获得分

离。图中的主要杂质组分 A 是试剂在 K2 CO3 作用

下分解出的 BDET , 组分 C 为试剂峰。B 可能是试

剂对 DMF 分解后的产物同时衍生的结果 , 不影响

分离。组分定性采用在线的柱后质谱鉴定 , 4 种标

准脂肪酸衍生物的质谱裂解数据见表 2。
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图 2 　标准脂肪酸衍生物的色谱分离图

Fig. 2 　Chromatogram of standard free fatty acid derivatives

(100 pmol)

色谱峰 : 1 - 亚油酸 ; 2 - 软脂酸 ; 3 - 油酸 ; 4 - 硬脂酸 ;

A - BDET峰 ; B - 未知峰 ; C - 试剂峰

色谱条件 : 柱温 30 ℃, 激发波长 333 nm , 吸收波长 390

nm , Eclipse XDB2C8 (4. 6 ×150 mm , 5μm) 色谱柱 , 流速 1. 0

mLΠmin

2. 2 　线性回归方程及检出限

不同浓度的脂肪酸标准品溶液分别进样 10

μL , 标品进样量在 38510 pmol～75120 fmol 范围内 ,

依据峰面积和实际进样量进行线性回归 , 得各脂

肪酸衍生物的线性回归方程、相关系数和检出限

(见表 3) 。各游离脂肪酸衍生物的线性相关系数在

019990～019995 之间 , 检出限为 3138～6159 nmolΠL
(按 SΠN = 3∶1 计算) 。

2. 3 　重现性实验

在相同洗脱条件下 , 对 50 pmol 脂肪酸衍生物

平行六次进样分析 , 亚油酸、软脂酸、油酸和硬脂

酸的保留时间相对标准偏差 RSD ( %) 分别为 :

01024 %、01034 %、01074 %和 01045 % ; 峰面积相

对标准偏差 RSD ( %) 分别为 115 %、210 %、119 %

和 115 %。以上结果表明该方法重现性良好。

表 2 　脂肪酸 BDETS衍生物的质谱数据

Tab. 2 　MS data of BDETS fatty acid derivatives

游离脂肪酸 分子离子峰 [MH] + 碎片离子峰 mΠz 特征离子峰

亚油酸 C18∶2 526. 4 508. 3 ( [MH] + - H2O) ; 307. 2 264. 1 , 246

软脂酸 C16∶0 502. 4 283. 2 264. 1 , 246

油酸 C18∶1 528. 4 510. 1 ( [MH] + - H2O) ; 309. 2 264. 1 , 246

硬脂酸 C18∶0 530. 5 311. 3 264. 1 , 246

表 3 　游离脂肪酸衍生物的线性回归方程、相关系数、检测限、一级质谱

Tab. 3 　Linear regression equations , correlation coefficients , detection limits , mass spectral data

of free fatty acid derivatives

游离脂肪酸
回归方程

c : 浓度 Y : 峰面积
线性相关系数 ( r) 检出限Π(nmolΠL) 一级质谱 [M + 1 ] +

亚油酸 C18∶2 Y = 35. 71 c - 12. 07 0. 9994 3. 38 526. 4

软脂酸 C16∶0 Y = 18. 22 c - 41. 25 0. 9991 4. 73 520. 4

油酸 C18∶1 Y = 18. 23 c - 56. 71 0. 9995 5. 65 528. 4

硬脂酸 C18∶0 Y = 23. 63 c - 13. 64 0. 9990 6. 59 530. 5

2. 4 　样品测定

2. 4. 1 　回收率 　在白刺籽油样品中加入 10μL 浓

度为 110 ×10 - 4 molΠL 各种脂肪酸标准品后 , 按照

上述方法进行衍生 , 重复 3 次所得各脂肪酸的回

收率在 91134 %～106107 %之间。

2. 4. 2 　白刺籽油实际样品测定 　按照实验确定的

色谱分离方法对几次相同条件下超临界 CO2 提取

的白刺籽油分析测定 , 利用图谱中各个峰的保留

时间和质谱数据与标准图谱相比较从而确定各种

脂肪酸衍生物峰的位置。图 3 为白刺籽油样品的

色谱分离图。各种游离脂肪酸的测定结果如表 4

所示。
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图 3 　唐古特白刺籽油中游离脂肪酸的色谱分离图

Fig. 3 　Chromatogram of FFA in extracted oil from Nitraria

tangutorum seed

表 4 　白刺籽油样品中游离脂肪酸测定结果

Tab. 4 　Determination results of FFA in the samples

样品
ρΠ(mgΠmL)

亚油酸 油酸 软脂酸 硬脂酸

1 17. 02 6. 05 2. 18 0. 87

2 18. 18 6. 33 2. 30 0. 78

3 16. 81 6. 15 1. 98 0. 73

4 19. 19 6. 31 2. 90 0. 86

平均值 17. 80 6. 21 2. 09 0. 81
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Determination of free fatty acids in nitraria seed oil by HPLC2APCI2MS
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Abstract : Separation of free fatty acids (oleci acid , linoleic acid , hexadecanoic acid and octadecanoic acid) was ac2
complished with a pre2column derivation method using 1 , 22benzo23 , 42dihydrocarbazole292ethyl2p2toluenesulfonate

(BDETS) as labeling regent followed by high2performance liquid chromatography with fluorescence detection. The tar2
get compounds were identified by mass spectrometry with atmospheric pressure chemical ionization (APCI in positive2
ion detection mode) . Separation of derivatized fatty acids have been optimized by a reversed2phase Eclipse XDB2C8

column in conjunction with a water2acetonitrile gradient elution (λex = 333 nm , λem = 390 nm) . Excellent linear re2
sponses were observed with correlation coefficients > 019990. Detection limits (at signal2to2noise of 3∶1) are 3138～

6159 nmolΠL. And the free fatty acids in the Nitraria tangutorum seed oil obtained by supercritical carbon oxide ex2
traction were analysed , and the results showed that there are abundant unsaturated free fatty acids in Nitraria seed oil .

Keywords : Nitraria seed oil ; HPLCΠMS ; Fluorescence detection ; Derivatization reagent ; Free fatty acids

—82—

第 26 卷第 11 期
2007 年 11 月 　　　　　　　　　　　　 分析试验室

Chinese Journal of Analysis Laboratory 　　　　　　　　　　　　Vol. 26. No. 11
2007 - 11


