
DOI: 10． 11895 / j． issn． 0253-3820． 140740

超高效合相色谱-质谱法快速检测

工业油酸中 5 种常见的脂肪酸

林春花 范乃立1 芮培欣1 夏剑辉* 1 廖维林1 杨绍明2
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摘 要 采用超高效合相色谱-质谱( UPC2-MS) 技术，建立了工业油酸中 5 种常见的脂肪酸( 软脂酸、硬脂酸、
油酸、亚油酸和亚麻酸) 的快速检测方法。样品用正己烷溶解，采用超临界 CO2-甲醇 /乙腈( 1∶ 1，V /V) 梯度

洗脱，经 Acquity UPC2BEH 2-EP 色谱柱( 100 mm × 2． 1 mm，1． 7 μm) 分离，通过质谱检测器在负离子电喷雾

模式下对目标化合物进行分析，外标法定量。通过对 UPC2-MS 条件的优化，5 种脂肪酸在 3 min 内实现有效

分离，目标物在 0． 5 ～ 100 mg /L 范围内具有良好的线性( 相关系数大于 0． 9985) ; 在 3 个添加水平下，5 种脂

肪酸的回收率在 89． 3% ～ 106． 7% 之间，相对标准偏差为 0． 8% ～ 3． 0% ; 方法检出限( S /N≥3 ) 为 0． 07 ～
0． 26 mg /L。实际样品分析结果表明，本方法不但简单快速，分离效果好，而且无需对脂肪酸样品进行衍生化，

同时为 UPC2 在油脂类相关领域的研究与开发提供一种快速有效的检测方法。
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1 引 言

工业油酸是一种重要的化工中间体，可用于生产脂肪酸甲酯、生物柴油等，市场需求较大［1］。它是

以植物油脂、皂脚为原料，通过水解、精馏而得到的一种混合脂肪酸，主要含有 5 种脂肪酸，其中以油酸

( C18∶ 1) 、亚油酸( C18∶ 2) 为主，还含有少量的软脂酸( C16∶ 0) 、硬脂酸( C18∶ 0) 和亚麻酸( C18∶ 3) 等［2］。
原料和生产方法的差异会造成工业油酸中 5 种脂肪酸含量的不同［2］，而脂肪酸的不同比例将造成工业油

酸的品类不同，因此建立快速、准确地检测这 5 种脂肪酸含量的方法是区分工业油酸品类的必然选择。
目前，对于脂肪酸的检测方法主要是气相色谱法［3 ～ 9］和液相色谱法［10，11］等，这些方法一般都要对

样品进行脂肪酸衍生化的前处理［12］。近年来，也出现了采用超临界流体色谱法［13，14］、超高效液相色谱-
蒸发光散射检测法［15］和快速气相色谱法［16，17］直接分析未衍生化脂肪酸的文献报道。但是，这些方法都

有各自的不足之处。如衍生化不仅操作繁琐耗时，而且衍生化反应是否完全等因素直接影响产物的准

确测定; 蒸发光散射检测器会降低分析的灵敏度，低浓度样品的分析受到一定的限制［7］; 气相色谱直

接分析脂肪酸样品时，多次进样后高沸点物质的残留会大大降低色谱柱的使用寿命等; 超临界流体色

谱法分析油脂类样品虽能得到更好的分离结果［18］，但由于其对仪器的硬件要求非常高，使得该技术在

很长的时间内没有得到长足的发展。
超高效 合 相 色 谱 ( Ultra-performance convergence chromatography，UPC2 ) 技 术 是 Waters 公 司 于

2012 年 8 月新推出的一种分离技术［19，20］。该技术基于超临界流体色谱技术原理，其流动相以超临界

CO2 为主要组成，辅助少量的有机溶剂，具有粘度低、分子扩散快、分离效率高、绿色环保的优势。本研

究利用超高效合相色谱-质谱技术建立了上述 5 种结构类似的脂肪酸的简便、快速检测方法，为工业油

酸中5 种重要的脂肪酸的快速分析以及 UPC2 技术的推广应用提供参考。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

Acquity UPC2 系统( 美国 Waters 公司) ，配 Waters SQD 2 质谱检测器。Acquity UPC2BEH 2-EP 色
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谱柱( 100 mm × 2． 1 mm，1． 7 μm) 、Acquity UPC2BEH 色谱柱( 100 mm × 3 mm，1． 7 μm) 、Acquity
UPC2HSS C18 SB 色谱柱( 100 mm × 2． 1 mm，1． 8 μm) 和 Acquity UPC2CSHTM Fluoro-Phenyl Column 色谱

柱( 100 mm × 3 mm，1． 7 μm，美国 Waters 公司) 。TOLEDO AL204 型电子天平( 瑞士 METTLEＲ 公

司) 。PUＲELAB Ultra MK 2 型超纯水仪( 英国 ELGA 公司) 。可调式移液器( 上海大龙公司) 。
5 种脂肪酸标准品: 软脂酸( C16∶ 0) 、硬脂酸( C18∶ 0) 、油酸( C18∶ 1 ) 、亚油酸( C18∶ 2 ) 和亚麻酸

( C18∶ 3) 均购自 Sigma Aldrich 公司( 纯度大于 99% ) ; 正己烷、甲醇和乙腈( 色谱纯，德国 Merck 公司) ;

甲酸铵和醋酸铵( 色谱纯，美国 Agilent 公司) 。实验用水为超纯水。工业油酸( 棉籽油酸、大豆油酸和

菜籽油酸) 均来源于湖北天门市诚鑫化工有限公司。
2． 2 实验条件

2． 2． 1 色谱 条 件 采 用Acquity UPC2 BEH2 -EP色 谱 柱 ; 系 统 背 压 为1 3 ． 7 8 MPa ; 色 谱 柱 温 度 为

表 1 梯度洗脱程序
Table 1 Gradient elution program

时间
Time

( min)

A
( % )

B
( % )

曲线
Curve

初始 Initial 98 2 初始 Initial
2 96 4 6
3 96 4 6
4 90 10 6
5 98 2 6

50 ℃ ; 样品室温度为 10 ℃ ; 流动相分别为超临界 CO2 ( 流动

相 A) 和甲醇-乙腈( 1∶ 1，V /V，流动相 B) ; 进样量为 1 μL;

柱流速为 0． 8 mL /min; 流动相梯度洗脱程序见表 1。
2． 2． 2 质谱条件 离子源为 ESI"; 毛细管电压为 2． 0 kV;

锥孔电压为 40 V; 源温度为 150 ℃ ; 脱溶剂气温度为500 ℃ ;

脱溶剂气体流速为 850 L /h; 锥孔气体流速为 40 L /h; 补偿

溶剂为甲醇溶液( 含 1% 水) ，流速为 0． 2 mL /min; SIＲ 模式

下( ［M － H］") 棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和亚麻酸的 m/z
分别为 255． 42，283． 48，281． 46，279． 45，277． 43，图 1 为

图 1 5 种脂肪酸标准品在 ESI" 模式下的 UPC2-MS 谱图

Fig． 1 Ultraperformance convergence chromatography-MS

( UPC2-MS) chromatograms of the 5 fatty acids standards by in

ESI" mode
a． 软脂酸( C16∶ 0) ; b． 硬脂酸( C18∶ 0) ; c． 油酸( C18∶ 1) ; d． 亚油

酸( C18∶ 2) ; e． 亚麻酸( C18∶ 3) 。

a． Palmitic acid ( C16 ∶ 0 ) ; b． Stearic acid ( C18 ∶ 0 ) ; c． Oleic acid

( C18∶ 1) ; d． Linoleic acid( C18∶ 2) ; e． Linolenic acid( C18∶ 3) 。

5 种脂肪酸的提取离子色谱图。
2． 3 混合标准溶液的配制

分别准确称取 0． 05 g( 精确至 0． 001 g) 各

种脂肪酸标样，用正己烷溶解并分别定容至

50 mL，制备成 1 g /L 的单一标准品储备液; 再

用正己烷制备成浓度为 100 mg /L 混合标准溶

液，并稀释成系列标准工作溶液。
2． 4 样品制备

准确称取 0． 01 g( 精确至 0． 0001 g) 工业

油酸样品，用正己烷溶解并定容至 10 mL，再

稀释至 100 mg /L，经有机膜过滤后直接进行

UPC2 系统分析。

3 结果与讨论

3． 1 色谱柱的选择

本实验测定的 5 种脂肪酸，具有结构类

似、难于分离的特点; 另外，UPC2 系统所使用

的亚 2 μm 色谱柱涵盖了正相和反相色谱柱类

别。本实验考察了 4 种固定相差异明显的色谱

柱，分别为 Acquity UPC2BEH，BEH 2-EP，HSS
C18 SB 以及 CSHTM Fluoro-Phenyl。从实验结果( 图2) 可见，本实验条件下 Acquity UPC2BEH 2-EP 色谱柱能

够更好地实现 5 种脂肪酸的有效分离。
3． 2 流动相中助溶剂的选择

UPC2 系统所使用的流动相主要是 CO2，并以少量有机溶剂作为助溶剂进行分离; 不同类别的有机

溶剂对目标物的分离也会产生一定影响。因本研究是 UPC2 系统接入 MS 检测器，因此助溶剂以甲醇和
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图 2 不同色谱柱对 5 种脂肪酸分离效果的影响

Fig． 2 Effect of different columns on the separation of 5 fatty acids
1． 软脂酸( C16∶ 0) ; 2． 硬脂酸( C18∶ 0) ; 3． 油酸( C18∶ 1) ; 4． 亚油酸( C18∶ 2) ; 5． 亚麻酸( C18∶ 3) 。

1． Palmitic acid( C16∶ 0) ; 2． Stearic acid( C18∶ 0) ; 3． Oleic acid( C18∶ 1) ; 4． Linoleic acid( C18∶ 2) ; 5． Linolenic acid

( C18∶ 3) ．

乙腈为主要研究对象。实验考察了3 种有机溶剂( 甲醇、乙腈、甲醇-乙腈( 1∶ 1，V /V) ) 对 5 种脂肪酸的

分离影响。从图 3 可见，3 种溶剂在本方法中对脂肪酸的洗脱能力为: 甲醇﹥甲醇-乙腈( 1∶ 1，V /V) ﹥乙

腈; 3 种溶剂的选择性存在差异，其中甲醇-乙腈( 1∶ 1，V /V) 和乙腈分离效果相当，但乙腈保留时间相对

较长。综合考虑洗脱能力和分离效果，本实验最终采用甲醇-乙腈( 1∶ 1，V /V) 为有机溶剂辅助流动相。

图 3 不同有机溶剂流动相对 5 种脂肪酸分离效果的影响

Fig． 3 Effect of different organic solvent mobile phases on the separation of 5 fatty acids
峰号同图 2( The peak numbers are the same as in Fig． 2) 。

3． 3 色谱柱温度和系统背压的选择

在 UPC2 方法开发中，色谱柱温度和系统背压可以作为两个重要的参数进行分离条件的优化。改

变色谱柱温度和系统背压，就会显著改变以压缩的 CO2 为主的流动相的密度和性能，从而改变其洗脱

能力和选择性。本实验考察了柱温( 40，50 和 60 ℃ ) 和系统背压( 12． 41，13． 78 和 14． 83 MPa) 对分离的

影响，从图 4 可见，随着柱温升高和背压降低，脂肪酸的保留值增加。当柱温为 60 ℃时，C16∶ 0和 C18∶
3 的峰形拖尾，展宽明显，而过高的背压易使 UPC2 系统压力过大。综合考虑分离效果与分析效率，最终

确定柱温为 50 ℃，系统背压为 13． 78 MPa。
3． 4 MS 中补偿溶剂的选择

在 MS 方法开发中，不同的补偿溶剂对目标物的离子化效率也会产生一定的影响。实验考察了

3 组不同的补偿溶剂甲醇( 含 1%水) 、甲醇( 含 0． 1% 甲酸铵) 、甲醇( 含 0． 1% 醋酸铵) 和不同的流速

( 0． 1，0． 2 和 0． 3 mL /min) 对 5 种脂肪酸分离的影响。在相同的梯度洗脱条件下，甲醇-1% 水作为补偿

溶剂，且流速为 0． 2 mL /min 时，目标物离子化效果最好，色谱峰尖锐、对称响应灵敏度高，5 种脂肪酸分

离效果最好。
3． 5 方法评价

配制 0． 5，5，25，50 和 100 mg /L 的混合标准溶液，在优化的色谱条件下进行检测，以峰面积( Y) 对

质量浓度( x，mg /L) 进行线性回归，得线性回归方程。向已知含量的工业油酸样品中分别添加 5 种成

分的脂肪酸标准品，设置 3 个添加水平，每个水平重复测定 5 次，并计算加标回收率和精密度。按信噪
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图 4 温度( A) 和系统背压( B) 对 5 种脂肪酸分离效果的影响

Fig． 4 Effect of temperature ( A) and auto back pressure regulator pressure ( B) on the separation
of 5 fatty acids
峰号同图 2( The peak numbers are the same as in Fig． 2) 。

比 S /N≥3 计算得到分析方法的检出限( LOD) 。结果( 表 2) 表明，5 种脂肪酸在 0． 5 ～ 100 mg /L 内线性

关系良好( Ｒ2≥0． 9985) ，3 个加标水平的回收率为 89． 3% ～ 106． 7%，ＲSD 为 0． 8% ～ 3． 0%，LOD 为

0． 07 ～ 0． 26 mg /L，可满足实际样品测定的需要。

表 2 5 种脂肪酸的方法评价的结果
Table 2 Evaluation of the method for the 5 fatty acids

序号
No．

脂肪酸
Fatty acids

线性方程
Linear equation

线性相关系数
Correlation
coefficient

( Ｒ2 )

检出限
LOD

( mg /L)

本底值
Background

( mg /L)

加入值
Added

( mg /L)

回收率
Ｒecovery

( % )

ＲSD
( % ，n = 5)

1 C16∶ 0 y = 1． 323 × 104 x + 1． 932 × 102 0． 9997 0． 09 5． 08 6． 7 95． 9 2． 8
5． 1 98． 8 2． 0
15． 0 100． 5 2． 4

2 C18∶ 0 y = 8． 083 × 103 x + 5． 477 × 103 0． 9990 0． 26 3． 52 1． 2 106． 7 2． 9
3． 5 102． 0 1． 7
10． 5 101． 0 2． 6

3 C18∶ 1 y = 1． 615 × 104 x + 1． 351 × 103 0． 9997 0． 13 27． 74 9． 5 99． 0 1． 9
27． 8 99． 8 0． 97
55． 5 100． 2 1． 7

4 C18∶ 2 y = 1． 804 × 104 x + 5． 047 × 103 0． 9998 0． 11 55． 86 5． 6 98． 7 1． 8
11． 2 99． 5 0． 78
22． 3 99． 5 2． 3

5 C18∶ 3 y = 2． 177 × 104 x － 7． 898 × 103 0． 9985 0． 07 4． 01 1． 4 89． 3 3． 0
4． 0 95． 8 2． 3
12． 0 97． 4 2． 5

Y∶ 峰面积 ( Peak area) ; X: 质量浓度 ( Mass concentration) ( mg /L) 。

3． 6 实际样品分析

采用本方法对棉籽油酸、大豆油酸和菜籽油酸 3 种植物油样品进行检测，检测结果( 表 3 ) 表明，

3 种工业油酸中 5 种脂肪酸的含量和比例不同。其中，棉籽油酸和大豆油酸以亚油酸为主，而菜籽油酸

则是以油酸为主。但总体而言，以这 3 种植物油为原料所生产的工业油酸都是以油酸、亚油酸为主，且

这两种脂肪酸总含量均大于 80%。典型的样品色谱图如图 5 所示。
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表 3 实际样品检测结果( 单位: mg /L)
Table 3 Determination result of 5 fatty acids in 3 different kinds of oleic oil ( unit: mg /L)

样品
Sample

C16∶ 0
Palmitic acid

C18∶ 0
Stearic acid

C18∶ 1
Oleic acid

C18∶ 2
Linoleic acid

C18∶ 3
Linolenic acid

1#棉籽油酸 Cottonseed oleic oil 3． 05 2． 25 25． 65 61． 71 1． 53
2#大豆油酸 Soybean oleic oil 3． 42 4． 15 27． 45 57． 27 3． 84
3#菜籽油酸 Ｒapeseed oleic oil 8． 00 1． 35 58． 10 26． 10 2． 00

图 5 棉籽油酸( a) 、大豆油酸( b) 、菜籽油酸( c) 中 5 种脂肪酸的色谱图

Fig． 5 UPC2 chromatograms of 5 fatty acids in the cottonseed oleic oil ( a) ，soybean oleic oil ( b) and rapeseed oleic
oil ( c)

峰号同图 2( The peak numbers are the same as in Fig． 2) 。

通过对色谱柱、色谱柱温度、系统背压和质谱等条件的优化和考察，建立了超高效合相色谱-质谱快

速检测工业油酸中 5 种脂肪酸的分析方法。本方法能在 3 min 内实现 5 种脂肪酸的有效分离，采用 CO2

作主要流动相，实现了高分离度、高灵敏度、高分析速度、低成本的目标。
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Ｒapid Detection of Five Common Fatty Acids in Industrial Oleic
Acid Based on Ultra Performance Convergence

Chromatography-Mass Spectrometry

LIN Chun-Hua1，FAN Nai-Li1，ＲUI Pei-Xin1，XIA Jian-Hui* 1，LIAO Wei-Lin1，YANG Shao-Ming2
1 ( National Monosaccharide Chemical Synthesis Engineering Ｒesearch Center，Nanchang 330027，China)

2 ( Department of Chemistry and Chemical Engineering，School of Basic Sciences，
East China Jiaotong University，Nanchang 330013，China)

Abstract A rapid method was developed for the determination of 5 common fatty acids，palmitic acid，stearic
acid，oleic acid， linoleic acid and linolenic acid in industrial oleic acid based on ultra-performance
convergence chromatography-mass spectrometry ( UPC-MS) ． The sample was dissolved by n-hexane，followed
by clean-up of extract using 0． 22 μm organic phase filter． The fatty acids were separated in 3 min on the
column of Acquity UPC2 BEH 2-EP by gradient elution with carbon dioxide and methanol /acetonitrile ( 1∶ 1，

V /V) system，and finally detected by MS detector in ESI － mode． Through the optimization of UPC2-MS
condition，the reasonable linearity was achieved for all the analytes over the range of 0． 5 － 100 mg /L with the
correlation coefficients ( Ｒ2 ) greater than 0． 9985． The recoveries for five fatty acids at three spiked levels
were in the range from 89． 3% to 106． 67% with relative standard deviations of 0． 8% －3． 0% ． The limits of
detection for target compounds in the method ranged from 0． 07 mg /L to 0． 26 mg /L． The real sample analysis
showed that this method was simple，fast and had a good separation effect． There was no need of derivatization
for fatty acid samples． This work would provide a fast and effective detection method for UPC2 technology in
oil related research field．
Keywords Ultra performance convergence chromatography-mass spectrometry; Industrial oleic acid;

Underivatization; fatty acids
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