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摘要  本文介绍的联用分析系统是将超临界流体萃取(SFE)系统与超高效液相色谱(UHPLC)系统联用。使用在线SFE-

UHPLC系统，可以完成对胡椒粉中胡椒碱成分的高速萃取和分析。整个分析过程包括萃取时间在内只需要7 min。将此

方法的萃取回收率与其他萃取方法进行比较，SFE方法得到的回收率与其他方法相当。这种在线SFE-UHPLC方法操作

简单，分析速度快。这一方法对于分析固体样品中的化合物组分非常有用，可以有效避免繁琐的样品预处理过程。
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超高效液相色谱(U H P L C)是一种分离分析技

术，其使用的色谱柱是填充微型颗粒(直径＜2 μm)，

由Xtreme liquid chromatography (X-LC™)系统(JASCO 

Corp., Tokyo, Japan)提供。UHPLC凭借其更高的分离

效率和对溶剂的低消耗量而得到广泛使用。UHPLC

的分离时间只是常规液相色谱方法的1/10。然而，

UHPLC的部件必须制造精密以防止窄色谱峰的峰扩

散问题。

目前对于固体样品有多种萃取方法，比如经典

的溶剂萃取以及索氏萃取法等[1,2]。然而，这些手段

需要繁琐的萃取步骤和冗长的萃取时间，从而引起

操作误差。超临界流体萃取(SFE)可以提供快速、有

效以及环境友好的萃取方式从而成为一种新的萃取

方法。以上优势是由于在超临界流体当中，传质速

率要比液相萃取高很多。二氧化碳，这种通常用于

超临界萃取的流体，具有T c=31.1 ℃和P c=7.38 MPa这

样温和的临界参数，而且低毒、廉价。

分析系统中多种方法的联用具有很多优势，比

如减少分析时间、降低分析成本、样品预处理简单

化以及灵敏度和选择性提高等。1985年，Sugiyama

和他的同事报道了SFE和超临界流体色谱(SFC)的直

接联用，实现了对咖啡豆中咖啡因的联用分析[3]。

1987年，Hawthorne和Miller使用SFE-GC(气相色谱)联

用的方法分析了环境固体中的多环烃和聚氯联苯[4]。

2003年，Ashraf-Khorassani和他的同事使用在线SFE-

LC(液相色谱)方法测定了聚合物添加剂[5]。然而，SFE

和UHPLC联用对固体样品的分析还没有被报道过。

这个在线SFE-UHPLC系统(JASCO)使用了阀切换

技术。固体样品中我们感兴趣的组分在SFE中进行有

效萃取后引入UHPLC系统来完成快速分离和高灵敏

度检测。该系统无需繁琐的样品预处理，能够提供

快速和高灵敏的分析。

胡椒粉常被用作一种调味料。胡椒粉中的主要

有效成分胡椒碱，是一种具有刺激和辛辣味道的生

物碱。1988年，Takaji和他的同事研究了使用SFE方

法从通过γ射线处理过的整个胡椒籽当中萃取胡椒

碱的萃取效率[6]。据报道，胡椒碱具有多种药理学特

性[7-10]。自从胡椒碱被广泛认为是胡椒粉辛辣味道的

重要组分，建立一种快速简便的分析方法变得非常

重要。

1 实验部分

1.1 仪器

SFE-UHPL C联用系统由一个SFE系统和一个

UHPLC系统(均为JASCO)组成。图1为整个在线SFE-

UHPLC系统的流路图。胡椒碱溶液通过自动进样器

(AS1)流入，而胡椒粉末样品则置于萃取容器中。样

品中的目标化合物在特定的萃取条件下进行萃取，

然后在与高压切换阀相连的捕集柱上进行捕集和浓

缩。萃取之后，萃取液通过一个特定的泵在捕集柱
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上去除气态的二氧化碳。然后，通过UHPLC的阀切

换(V2)，捕集柱与分离柱相连，捕集到的化合物在

UHPLC系统的分离柱上实现分离。

1.2 药品

二氧化碳(99.99%) 购自Nippon Tansan, Co., Ltd. 

(Tokyo, Japan)。乙腈和甲醇购自Wako Pure Chemicals 

(Osaka, Japan)，用作流动相(HPLC级)。胡椒碱(Wako 

Pure Chemicals)的甲醇溶液作为标准溶液，质量浓

度为0.1 mg/mL。超纯水通过一个Milli-Q水纯化系统

(Millipore, Bedford, MA)得到。样品包括细颗粒黑胡椒

粉和白胡椒粉。细颗粒黑胡椒粉和白胡椒粉购自食

品店，产自S&B食品(Tokyo, Japan)。

1.3 萃取样品的准备

进行SFE的胡椒粉样品通过以下步骤进行处理：

1)胡椒粉与二水合硫酸钙混合(1∶999)(稀释样品中的

胡椒粉浓度以便于萃取)；2) 10 mg样品置入萃取容器

中；3)不锈钢杆插入容器中并使样品粉末沉积在容器

底部；4)关闭萃取容器的盖子。

2 结果与讨论

2.1 SFE中温度和压强的影响

萃取效率通常随温度和压强变化[11]。通过改变

萃取温度40~60 ℃以及萃取压强10,15,20,25,30 MPa考

察了两种参数对萃取效率的影响。在上述条件下，

结果非常相似。在恒定压强下，随着超临界二氧化

碳温度的增加，其密度和溶剂化能力降低。在恒定

温度下，随着压强的升高，超临界二氧化碳的密度

增加，并具有更高的溶剂化能力。因此，在本研究

中，设定萃取温度为40 ℃，萃取压强为30 MPa。

2.2 捕集柱性能的差异

1．柱填料。捕集柱上对胡椒碱溶液(0.1 mg/mL，

进样1.0 μL)捕集效率的考察通过以下两种不同规格

的捕集柱进行：一根EV-C18筒状填充柱(OES-C18)

和一根EV-PS筒状填充柱(聚苯乙烯-二乙烯基苯共聚

物) (以上柱均购自JASCO)。图2比较了胡椒碱在以上

两个捕集柱上的色谱图以及各自的峰面积。可以看

到，在EV-PS柱上得到的理论塔板数(NTP)和峰拖尾

因子比在EV-C18柱上得到的要好一些。在EV-C18

捕集柱中，其保留主要为C18烷基链的疏水相互作

用，而在EV-PS捕集柱中，其保留作用主要为胡椒

碱和填充材料的苯基π-π相互作用。EV-PS的柱容

量也高于EV-C18，这是由于EV-PS柱的活性作用部

位在材料本身，而EV-C18的活性部分在多孔硅胶颗

粒表面的化学键合基团上。因此，选择EV-PS柱用

于后续的样品分析。

2．柱长。考察了改变捕集柱的柱长对捕集效率

的影响。表1显示了通过改变捕集柱的柱长得到的胡

椒碱峰参数。使用5-mm长捕集柱得到峰的NTP和拖

尾因子明显好于其他柱长条件，然而，其峰面积却

比其他条件的捕集柱小。这说明，5-mm长的捕集柱

并不能完全捕集洗脱液中的有效化合物组分，而柱

长10-mm以上的捕集柱所得到的峰面积几乎没有变

化。在以上柱条件中，20-mm长的捕集柱可以获得

最好的NTP和拖尾因子，因此作者采用20-mm长的捕

集柱。

3．峰面积和保留时间的重现性。峰面积和保留

时间的重现性通过5次连续进样的结果进行计算。保

留时间和峰面积的相对标准偏差(RSD)分别为0.36%

和1.91% (n =5)。

4．回收率。胡椒碱的回收率通过UHPLC系统和

图1   在线SFE-UHPLC系统流路示意图

表1   胡椒碱峰参数的比较

图2   使用EV-C18和EV-PS填充柱得到的胡椒碱色谱

图的比较
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SFE-UHPLC在线联用系统当中的峰面积进行计算。

得到的回收率为96.0%。

5．分馏时间的优化。黑胡椒粉末萃取中的SFE

截面使用一台X-LC 3110MD光电二极管阵列(PDA)检

测器(JASCO)进行检测来优化分流时间。胡椒粉萃取

在0.3 min内完成，比经典的溶剂萃取时间要短。在

0.0~0.5 min内进行分馏操作。将胡椒粉萃取液的光谱

与胡椒碱的光谱进行比较。两个光谱的相关性系数

为0.8265，证明黑胡椒提取物中含有胡椒碱。

6．对黑胡椒粉和白胡椒粉中胡椒碱的分析。图

3为黑胡椒粉的SFE萃取产物及其UHPLC色谱图。在

黑胡椒粉中胡椒碱的峰通过保留时间进行鉴定。图3

同时描述了胡椒碱标准品和在黑胡椒粉中提取出的

胡椒碱的光谱。这两个光谱匹配的非常好，相关系

数为1.0000。这一结果证明胡椒粉当中的胡椒碱可以

有效地被萃取出来并在很短的时间内在UHPLC上得

到完全的分离。通过胡椒碱标准溶液和黑胡椒当中

胡椒碱两者的色谱图进行计算，得到胡椒碱在黑胡

椒粉当中的含量为55.6 mg/g。分析黑胡椒的重现性

为4.53% (n =5)。白胡椒粉的分析也使用相似的方法

进行。测得白胡椒粉当中的胡椒碱含量为34.6 mg/g。

分析白胡椒的重现性为3.73% (n =5)。

7．萃取方法效率的比较。为比较不同萃取方法

效率的差异，尝试了3种不同的萃取技术：简单溶剂

萃取、索氏萃取以及在线SFE-UHPLC联用(见表2)。

其中在线SFE-UHPLC方法操作程序简单，样品预处

理时间非常短。

8．胡椒碱回收率的比较。表3列出了使用3种不

同萃取方法从黑胡椒粉和白胡椒粉当中提取胡椒碱

的回收率。通过以上3种方法得到的胡椒碱的量几乎

相同。这说明通过SFE方法提取胡椒碱可以得到很好

的回收率。

图3   样品：黑胡椒粉。 a)在345，390与370 nm条件

下的SFE图；a＇) SFE的彩色等高线；b) 在345，390

与370 nm检测波长下的UHPLC色谱图；b＇) UHPLC

等高线图；c)胡椒碱标准品与黑胡椒粉中提取的胡椒碱

的光谱比较。

3 结论

通过UHPLC方法可以在1.7 min内完成对胡椒碱

的分析，比常规的HPLC方法(7.7 min)快4倍。X-LC 

UHPLC系统与SFE系统的联用通过阀切换技术成功

实现。含有胡椒碱的提取物在SFE系统内用一根填充

有苯乙烯-二乙烯基苯共聚物的EV-PS填充柱实现捕

集。所用UHPLC系统具有很好的重现性(保留时间的

RSD为0.36%、峰面积的RSD为1.91%)。总的回收率

为96.0%。胡椒碱标准样品和胡椒粉提取物的光谱均

由X-LC 3110MD PDA进行测定，得到很好的匹配。

黑胡椒中胡椒碱的含量为55.6 mg/g，白胡椒中胡椒

碱的含量为34.6 mg/g。对3种不同提取方法获得胡椒

碱的量进行了比较，具有很好的一致性。这种在线

SFE-UHPLC方法简单并且可以实现快速分析。这一

方法对于分析固体样品中的化合物组分非常有用，

可以有效避免繁琐的样品预处理和样品转移过程。
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cess, was performed in 7.0 min. The extraction recovery was compared with other extraction methods, and the SFE 
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新闻动态

安捷伦推出业界最佳准确度的猪肉中“瘦肉精”残留检测方法

随着 “瘦肉精”猪肉事件的再次目曝光，国家各部门立即派出督察组督导查处工作。安捷伦做为分析仪器行业的领导

者，食品分析者的最佳合作伙伴，对该事件立即做出反应，推出了具有最佳准确度的猪肉中“瘦肉精”超痕量分析的解决方

案。瘦肉精是动物用药，包括盐酸克仑特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇和硫酸特布他林等，属于肾上腺类神经兴奋剂。食用含

有 “瘦肉精”的肉会对人体产生危害，因此，国内外对该类化合物的限量要求也越来越严。安捷伦推出的猪肉中“瘦肉精”

检测方法特别针对于新法规的超低检测限要求而开发，凭借安捷伦LC/MSMS的无与伦比的灵敏度，实现了对猪肉中的瘦肉精

超痕量残留的准确定量、定性分析（检测下限可达到50 ppt, 不同添加浓度下的重复实验，平均RSD为4.4%），结合安捷伦最

新的SCX聚合样品前处理技术，平均回收率接近90%。该方法准确，简单便捷，检测灵敏度高，可称之为当前具有最佳准确

度的猪肉中瘦肉精检测方法。


