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超临界 CO2 萃取 2气相色谱质谱法测定
斑点叉尾鮰肌肉中的脂肪酸

张凤枰 1, 2, 3　刘耀敏 2　史俊友 1, 3　王洪伦 1　赵先恩 1, 3　索有瑞 3 1
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2 (通威股份有限公司 , 成都 610041)　　3 (中国科学院研究生院 , 北京 100049)

摘　要　采用超临界 CO2萃取工艺、气相色谱 2电子电离质谱 ( GC2E I2MS)法 ,建立了斑点叉尾鮰肌肉中脂肪

酸的定性与定量分析方法。在 CO2流速为 30 L /h、温度 45 ℃、压力 25 MPa、时间 100 m in条件下进行超临界

CO2萃取 ,所得油脂皂化 10 m in,采用三氟化硼法进行甲酯化衍生 20 m in,经 HP2Innowax毛细管柱分离 , 电子

电离质谱检测 ,以全扫描模式定性分析 , 选择离子扫描模式定量分析 ,饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸、双不饱

和脂肪酸、多不饱和脂肪酸的定量离子分别为 m / z 74, 55, 67和 79。14种脂肪酸甲酯的检出限和定量限分

别在 2. 2～20μg/L和 7. 4～60μg/L之间 ; 平均回收率为 90. 0%～111. 2% ,相对标准偏差为 2. 0%～5. 9%。

本方法灵敏度高、重复性好 ,可用于测定斑点叉尾鮰肌肉样品的脂肪酸。
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1　引　言

脂肪酸是细胞的重要组成部分 ,不仅为细胞活动提供能量 ,含有 3～5个双建的多不饱和脂肪酸 ,还

是前列腺素和白细胞三烯的合成前体 [ 1 ]。研究表明 ,α2亚麻酸、花生四烯酸 (ARA )、二十碳五烯酸

( EPA)、二十二碳六烯酸 (DHA)等ω23脂肪酸具有抗发炎、抗血栓、降血脂和软化血管等作用 [ 2 ]。斑点

叉尾鮰 ( Icta lurus puncta tus) ,又称沟鲶、河鲶、美洲鲶 ,其肉质细嫩、味鲜美 ,富含蛋白质和多不饱和脂肪

酸 [ 3 ]。文献 [ 4, 5 ]报道了斑点叉尾鮰内脏和肌肉脂质的脂肪酸组分、甘油三酯和磷脂的立体结构分析。

尚未见采用超临界 CO2萃取斑点叉尾鮰肌肉中的油脂 ,气相色谱质谱法测定其脂肪酸含量的报道。

油脂的提取方法有索氏提取法、微波辅助提取法、超临界 CO2萃取法等 ,与前两种提取方法相比 ,

超临界 CO2萃取操作温度低、不使用有机溶剂 ,萃取物无残留溶剂 ,保证提取物质 100%纯天然性。油

脂脂肪酸的测定方法有气相色谱 ( GC2F ID )法 [ 6 ]、液相色谱法 [ 7 ]、气相色谱 2电子电离质谱 ( GC2E I2MS)

法 [ 8, 9 ]、液相色谱质谱联用法 [ 10 ]、毛细管电泳 [ 11 ]、红外光谱法 [ 12 ]及拉曼光谱法 [ 13 ]等。与上述其它方法

相比 , GC2E I2MS全扫描 ( Full scan)模式可以得到目标化合物的标准质谱图。文献 [ 14 ]采用 GC2E I2MS

选择离子扫描 ( SIM )模式定量测定食品中的脂肪酸 ,其灵敏度比 GC2F ID和 GC2E I2MS全扫描法高 10～

20倍。本研究采用超临界 CO2萃取工艺提取斑点叉尾鮰肌肉中的油脂 , 建立了脂肪酸的 GC2MS定性

和定量分析方法 ,为斑点叉尾鮰的深加工提供了技术支持。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

7890A 25975C气质联用仪 (Agilent公司 ) ; HA221240212超临界萃取仪 (江苏南通华安超临界萃取

有限公司 ) ; CP225D电子天平 ( Sartorius公司 ) ;WH23旋涡混合仪 (上海沪西分析仪器厂 )。

14种脂肪酸甲酯标准品 (NU2CHEKPREP公司 ) ; 13%～15% BF3 2CH3 OH ( Sigma2A ldrich公司 ) ,其

它试剂均为分析纯 ;水为 M illi2Q超纯水 ; N2和 He (纯度 99. 999% ,成都侨源实业有限公司 ) ; CO2 (纯度
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99. 99% ,青海康普生物科技股份有限公司 ) ;斑点叉尾鮰样品 3批 (通威 (成都 )水产食品有限公司 )。

2. 2　肌肉油脂超临界 CO2萃取

斑点叉尾鮰鲜鱼放血、去内脏、去骨、去皮 ,肌肉真空包装 , - 40 ℃冷冻备用 , 48 h后取出 ,室温解

冻 ,将肌肉切成长条薄片放在筛网上 ,自然风干后 ,切成直径为 2～3 mm的细块 ,作为超临界 CO2萃取

试样。每次称量 150 g试样 ,置于 1 L萃取罐中 ,密封系统 ,设定 CO2流量为 30 L /h,萃取釜的温度和压

力依据每次萃取要求设定 ;分离釜Ⅰ温度为 39 ℃, 压力为 6. 7 MPa; 分离釜Ⅱ温度为 36 ℃, 压力为

616 MPa;萃取 120 m in,每隔 20 m in接取油脂 ,称重 ,置于塑料瓶中 ,密封 , 0～5 ℃贮存备用。

同时按 GB /T 5009. 622003索式抽提法测定试样含油量 ,进行比较。

2. 3　油脂样品前处理和标准溶液的配制

称取 100 mg (精确至 011 mg)萃取所得油脂样品 ,置于 50 mL圆底烧瓶中 ,加入 4 mL 015 mol/L

NaOH2CH3 OH,充 N2 ,连接冷凝器 ,置于水浴上回流 10 m in后立即加入 5 mL 13%～15% BF3 2CH3 OH于

沸腾的溶液中 ,继续煮沸 ,回流 20 m in。加入 10 mL异辛烷于沸腾的混合溶液中 ,停止加热 ,加入 20 mL

饱和 NaCl溶液 ,在漩涡混合器上混合 1 m in,继续加入饱和 NaCl溶液至烧瓶颈部 ,静置分层 ,移取

4～5 mL上清液至 10 mL具塞试管中 ,加入适量无水 Na2 SO4脱水 ,准确移取 1 mL脱水试液 ,用异辛烷

稀释至 10 mL,作为供试液备用 [ 15 ]。

分别称取脂肪酸甲酯标准品适量 ,用异辛烷溶解后转移至 25 mL棕色容量瓶 ,定容 , 0～5 ℃贮存。

2. 4　色谱质谱条件

HP2Innowax石英毛细管柱 ( 60 m ×0125 mm , 0125μm ) ,柱初始温度 60 ℃,以 4 ℃ /m in升温至

180 ℃, 1 ℃ /m in升温至 240 ℃,保持 10 m in;汽化室温度 260 ℃;载气 : He;柱流速 : 1. 0 mL /m in;分流

比 : 10∶1;进样量 1μL。传输线温度 260 ℃;电子电离 ( E I)源温度 230 ℃;四级杆温度 150 ℃;电子能量

70 eV;电子倍增管电压 1. 494 kV ;质量范围 40～500 amu;溶剂延迟时间 6 m in。

3　结果与讨论

3. 1　超临界 CO2萃取条件的选择

对 CO2的流量进行了考察。研究发现 , CO2流量对萃取率有一定影响 ,但不是主要因素。结合文

献 [ 16, 17 ]、萃取仪技术参数、样品量和操作者经验 ,固定 CO2流量为 30 L /h,重点考察温度、压力、时间

对萃取率的影响。

设定萃取压力为 25 MPa,考察不同萃取温度 (35, 40, 45, 50 ℃)对萃取率的影响 ;设定萃取温度为

45 ℃ ,考察不同萃取压力 (20, 25, 30 MPa)对萃取率的影响 ,结果见表 1、图 1和图 2。结果表明 , 40 ℃

的试样油脂萃取率低于其含油量 ,而 45 ℃的萃取率与其含油量基本一致 ,萃取温度宜选择 45 ℃。在

100 m in内 ,萃取率随着压力的升高而升高 ,特别是在压力为 20～25 MPa时 ,萃取率的升高趋势比较明

显。当压力高于 25 MPa时 ,萃取率变化不大 ; 而压力较高时 ,动力消耗必然增加 ,同时也增加了不安全

因素 ,最终选择萃取压力为 25 MPa;在 20 MPa, 45 ℃条件下 ,萃取时间为 100 m in的油脂萃取率与试样

含油量一致 ,萃取时间选择 100 m in为宜。

表 1　不同超临界萃取条件的油脂萃取率和索氏抽提法含油量测定结果 ( n = 2)
Table 1　Results of oil yield in different supercritical fluid extraction (SFE) conditions and oil content of Soxhlet extraction (n = 2)

方法
Method

超临界 CO2萃取 (萃取时间 100 m in)
Supercritical Carbon D ioxide extraction ( extraction time 100 m in)

25 MPa,
35 ℃

25 MPa,
40 ℃

25 MPa,
45 ℃

25 MPa,
50 ℃

20 MPa,
45 ℃

30 MPa,
45℃

索氏抽提
Soxhlet extraction

测定结果
Result ( % ) 15. 01 15. 57 15. 83 15. 62 14. 10 15. 80 15. 89

3. 2　样品前处理条件的选择

气相色谱法测定油脂脂肪酸 ,需对脂肪酸进行衍生 ,衍生方法有三氟化硼法、三甲基氢氧化硫法、酯

交换法等 [ 18, 19 ]。本研究采用经典的三氟化硼法 ,固定甲酯化时间为 20 m in,考察不同皂化时间 (5, 10,

15和 20 m in)对棕榈酸、油酸、亚油酸、亚麻酸和二十二碳六烯酸等主要脂肪酸含量测定结果的影响 ;固
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定皂化时间为 10 m in,考察不同甲酯化时间 (10, 20, 30和 40 m in)对其测定结果的影响 (图 3)。由图 3

可见 ,皂化时间宜选择 10 m in,甲酯化时间宜选择 20 m in。

　图 1　不同萃取温度下油脂萃取率

Fig. 1　O il extraction rate at different temperature

—■—35 ℃; —●—40 ℃; —▲—45 ℃; —▼—50 ℃.

　图 2　不同萃取压力下油脂萃取率

Fig. 2　O il extraction rate at different p ressure

—■—20 MPa; —●—25 MPa; —▲—30 MPa.

图 3　不同皂化时间 ( a)、不同甲酯化时间 ( b)时 5种脂肪酸的含量变化曲线

Fig. 3　Five fatty acids contents variation curve at different saponification time ( a) and different

esterification time ( b)

—■— C16∶0; —●— C18∶1; —▲— C18∶2; —▼— C18∶3; —◆— C22∶6.

　图 4　斑点叉尾鮰肌肉油脂脂肪酸甲酯总离子

流图

Fig. 4　Total ion chromatogram of fatty acid esters

from muscle oils of Channel Catfish

3. 3　色谱质谱条件的选择

选用聚乙二醇强极性柱 (60 m ×0125 mm, 0125μm ) ,

通过对色谱柱温度的选择 ,确定了上述色谱条件 ,在 Full

scan模式下 ,斑点叉尾鮰肌肉油脂脂肪酸总离子流图见图 4。

根据目标化合物结构、调谐参数等确定上述质谱条件。

脂肪酸定性测定选择 Full scan模式 ,得到样品各脂肪酸甲

酯的质谱图 ,经谱库检索、查阅文献 ,确认化学结构、归一化

面积百分比计算相对含量。

脂肪酸定量测定采用 SIM模式。根据定性测定得到的

质谱图 ,并结合 N IST标准谱图 ,选择基峰作为定量离子 ,丰

度较强的 3个离子峰作为确证离子 ,经统计与分析 ,最终确

定饱和脂肪酸甲酯的定量离子 m / z 74,确证离子为 m / z 87,

43, 41;单不饱和脂肪酸甲酯定量离子 m / z 55,确证离子为 m / z 41, 69, 43;双不饱和脂肪酸甲酯定量离子

m / z 67,确证离子为 m / z 81, 55, 41;多不饱和脂肪酸甲酯定量离子 m / z 79, 确证离子为 m / z 67, 41,

91
[ 20～22 ]。根据各脂肪酸甲酯的保留时间、不饱和度、定量离子和确证离子 ,共分 23组离子对其进行测定。

3. 4　线性范围、回收率、精密度、检出限和定量限

在最优化的色谱质谱条件下 ,对 14种脂肪酸甲酯系列浓度混合标准溶液进行测定 ,以 MS定量离

子色谱峰面积 ( Y )对浓度 ( X , mg/L )绘制标准曲线 ,并分别计算检出限 ( S /N = 3 )、最低定量限

(S /N = 10)。称取 100 mg萃取所得油脂样品 ,分别添加不同浓度游离脂肪酸混合标准溶液 ,每个浓度

水平重复 4次 ,用氮气吹干后 ,按前述方法和条件测定 ,计算回收率和 RSD,结果见表 2。
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表 2　14种脂肪酸甲酯的线性回归方程、相关系数、回收率、相对偏差和检出限
Table 2　L inear regression equations, correlation coeficients, recoveries, relative standard deviations ( RSD ) , lim its of detection
(LOD) and lim its of quantification (LOQ) datas of 14 fatty acid methylesters

脂肪酸
Fatty acids

线性范围
L inear range

(mg/L)

线性回归方程
L inear regression

equation

相关系数
Correlation
coefficient

添加量
Added
(mg/g)

回收率
Recovery

( % , n = 4)

检出限
LOD

(μg/L)

肉豆蔻酸 Myristic acid 015～50 Y = 29132X - 14313 019998 5
15

91. 2
93. 3 2. 5

棕榈酸 Palm itic acid 10～1000 Y = 24671X + 95278 019995 100
300

93. 1
96. 5 5. 0

92十六烯酸 Palm itoleic acid 1. 5～150 Y = 8273. 5X - 8172 019999 15
45

98. 2
99. 1 8. 9

硬脂酸 Stearic acid 1. 5～150 Y = 26350X + 46702 019996 15
45

95. 4
98. 4 8. 3

油酸 O leic acid 40～4000 Y = 6173. 8X + 95602 019968 200
600

102. 6
105. 7 4. 0

亚油酸 L inoleic acid 10～1000 Y = 909016X + 54132 019992 10
30

98. 6
99. 0 2. 2

亚麻酸 L inolenic acid 5～500 Y = 7464. 8X + 26329 019999 10
30

111. 2
109. 0 7. 6

花生酸 Eicosanoic acid 015～50 Y = 18640X - 7871. 2 019983 5
15

9019
97. 4 4. 8

112二十碳一烯酸 Eicosenoic acid 1. 0～100 Y = 878018X - 10136 019996 10
30

99. 9
105. 9 4. 6

5, 8, 11, 142二十碳四烯酸
A rachidonic acid 015～50 Y = 4023. 5X + 5421. 8 019991 5

15
94. 9
9011 11

5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸
Eicosapentaenoic acid 015～50 Y = 3634. 0X - 1617. 5 019999 5

15
9016
96. 1 14

顺 2132二十二碳烯酸 Erucic acid 1. 0～100 Y = 4122. 6X - 295018 019999 10
30

98. 8
104. 6 14

7, 10, 13, 16, 192二十二碳五烯酸
Docosapentaenoic acid 015～50 Y = 3569. 5X - 2652. 3 019990 5

15
91. 1
90. 0 18

4, 7, 10, 13, 16, 192二十二碳六烯酸
Docosahexaenoic acid 1. 0～100 Y = 320018X - 1511. 9 019999 10

30
93. 1
9012 20

3. 5　实际样品测定

按照上述方法对 3个斑点叉尾鮰肌肉实际样品进行定性与定量测定 ,结果分别见表 3和表 4。

表 3　斑点叉尾鮰肌肉实际样品定量测定结果
Table 3　Quantification determ ination results for real Channel Catfish muscle samp les

No. 脂肪酸
Fatty acid

含量 Content(μg/g)

Samp le 1 Samp le 2 Samp le 3

1 肉豆蔻酸 Myristic acid 198. 9 ±3. 9 19011 ±3. 8 206. 9 ±4. 2

2 棕榈酸 Palm itic acid 4501 ±77 4269 ±77 4354 ±71

3 112十六烯酸 3 Palm itoleic acid 13015 ±3. 3 151. 9 ±3. 0 143. 2 ±4. 8

4 92十六烯酸 Palm itoleic acid 507. 9 ±13. 5 463. 8 ±11. 2 48013 ±10155

5 硬脂酸 Stearic acid 1098 ±20 1075 ±20 1061. 3 ±17. 9

6 油酸 O leic acid 13279 ±399 13010 ±355 12272 ±338

7 反式油酸 3 Elaidic acid 408. 0 ±1019 437. 8 ±11. 6 422. 8 ±8. 9

8 反式亚油酸 3 L inoleic acid 69. 0 ±1. 3 1. 9 ±1. 9 65. 7 ±1. 4

9 亚油酸 L inoleic acid 3354 ±90 3558 ±63 3403 ±78

10 γ2亚麻酸 3 γ2L inolenic acid 76. 8 ±1. 6 77. 8 ±1. 2 8015 ±1. 1

11 α2亚麻酸 L inolenic acid 477. 4 ±12. 1 496 ±14 463 ±13

12 花生酸 Eicosanoic acid 48. 4 ±016 47. 7 ±016 55. 4 ±017

13 112二十碳一烯酸 Eicosenoic acid 662. 1 ±8. 2 635. 3 ±6. 9 627. 4 ±7. 7

14 5, 8, 11, 142二十碳四烯酸 A rachidonic acid 31. 3 ±017 3010 ±017 28. 0 ±018

15 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸 Eicosapentaenoic acid 48. 2 ±018 49. 6 ±017 58. 2 ±019

16 顺 2132二十二碳烯酸 Erucic acid 186. 3 ±5. 1 19011 ±5. 0 193. 8 ±5. 6

17 7, 10, 13, 16, 192二十二碳五烯酸 Docosapentaenoic acid 32. 0 ±1. 0 33. 5 ±1. 0 35. 7 ±1. 4

18 4, 7, 10, 13, 16, 192二十二碳六烯酸 Docosahexaenoic acid 234. 9 ±1019 218. 1 ±6. 9 219. 5 ±7. 9

3 :以其异构体标准曲线计算含量 (Calculated by the standard curve of isomer)。
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表 4　斑点叉尾鮰肌肉油脂脂肪酸成分和相对含量测定结果
Table 4　Composition of identified fatty acids methylesters in muscle oils of Channel Catfish and their contents

峰号 3

Peak No.

保留时间
Retention time

(m in)

脂肪酸
Fatty acid

相对含量 Relative content( % )

Samp le 1 Samp le 2 Samp le 3

1 34. 61 肉豆蔻酸 Myristic acid 0182 0184 0186

2 38. 17 十五烷酸 Pentadecanoic acid 0108 0109 0109

3 42. 30 棕榈酸 Palm itic acid 16. 57 16. 49 16. 81

4 43. 24 112十六烯酸 Palm itoleic acid 0155 0157 0157

5 43. 53 92十六烯酸 Palm itoleic acid 2. 03 2. 04 2. 06

6 46. 99 十七烷酸 Hep tadecanoic acid 0111 0113 0113

7 48. 43 十七烯酸 Hep tadecenoic acid 0108 0107 0108

8 52. 30 硬脂酸 Stearic acid 4. 82 4. 94 5. 07

9 53. 49 油酸 O leic acid 48. 24 47. 67 48. 29

10 53. 92 反式油酸 Elaidic acid 2. 89 2. 83 2. 84

11 55. 42 反式亚油酸 L inoleic acid 0122 0123 0121

12 56. 25 亚油酸 L inoleic acid 14. 52 14. 44 13. 97

13 58. 03 γ2亚麻酸γ2L inolenic acid 0131 0134 0130

14 60111 α2亚麻酸 L inolenic acid 1. 39 1. 43 1. 30

15 64. 16 花生酸 Eicosanoic acid 0119 0122 0121

16 65. 47 112二十碳一烯酸 Eicosenoic acid 1. 93 2. 04 2. 11

17 67. 41 11, 142二十碳二烯酸 11, 142Eicosadienoic acid 0118 0121 0121

18 68. 56 8, 112二十碳二烯酸 8, 112Eicosadienoic acid 0183 0186 0185

19 68. 94 5, 8, 11二十碳三烯酸 5, 8, 112Eicosatrienoic acid 0118 0117 0117

20 70136 8, 11, 14二十碳三烯酸 8, 11, 142Eicosatrienoic acid 0188 0192 0184

21 71. 88 11, 14, 172二十碳三烯酸 11, 14, 172Eicosatrienoic acid 0136 0137 0131

22 72. 84 5, 8, 11, 142二十碳四烯酸 A rachidonic acid 0109 0111 0110

23 76. 24 5, 8, 11, 14, 172二十碳五烯酸 Eicosapentaenoic acid 0120 0122 0115

24 78. 36 顺 2132二十二碳烯酸 Erucic acid 0176 0180 0192

25 81. 64 13, 162二十二碳二烯酸 Docosadienoic acid 0109 0111 0109

26 87. 06 二十二碳四烯酸 Docosatetraenoic acid 0120 0118 0116

27 89. 91 7, 10, 13, 16, 192二十二碳五烯酸 Docosapentaenoic acid 0124 0128 0120

28 91. 56 4, 7, 10, 13, 16, 192二十二碳六烯酸 Docosahexaenoic acid 1. 00 1. 05 0186

3 : 峰号同图 4 ( Peak numbers were same as in Fig. 4)。

4　结　论

采用超临界 CO2萃取工艺提取斑点叉尾鮰肌肉油脂 ,优化得出了最佳工艺参数。萃取得到的油脂

经三氟化硼法衍生 , HP2Innowax毛细管柱分离 , E I2MS检测 , Full scan模式定性 , SIM模式定量。方法

灵敏度高、重复性好 ,为斑点叉尾鮰肌肉等样品中脂肪酸的准确测定提供了新方法。
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Extraction of Channel Ca tf ish M uscle O il by Supercr itica l Carbon D iox ide

and D eterm ina tion of Fa tty Ac ids by Ga s Chroma tography2
Electron Ion iza tion2M a ss Spectrom etry

ZHANG Feng2Ping1, 2, 3 , L IU Yao2M in2 , SH I Jun2You1, 3 , WANG Hong2Lun1 , ZHAO Xian2En1, 3 , SUO You2Rui3 1

1 (N orthw est P lateau Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, X ining 810001)
2 ( Tongw ei Co. , L td. , Chengdu 610041)

3 (Graduate U niversity of the Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100049)

Abstract　A novel method was established for the qualitative and quantitative determ ination of fatty acids in

Channel Catfish muscle by gas chromatography2electron ionization2mass spectrometry ( GC2E I2MS) after super2
critical carbon dioxide fluid extraction ( SFE2CO2 ). The extraction parameters for the methodology were

op tim ized. The op timal conditions were extraction p ressure of 25 MPa at 45 ℃ and extraction time of 100 m in

at the rate of carbon dioxide 30 L /h. The fatty acids in the muscle oil were derived by boron2trifluoride

method. The saponification time was 10 m in, and the esterication time was 20 m in. The obtained fatty acid

methylesters were separated by gas chromatography using a HP2Innowax cap illary column, and were detected

by electron ionization mass spectrometry. Full scan mode and SIM mode were used for the qualitative and

quantitative analysis, respectively. In the SIM mode, saturated fatty acids were determ ined with m / z 74,

mono2unsaturated fatty acids were determ ined with m / z 55, double2unsaturated fatty acids were determ ined

with m / z 67, and polyunsaturated fatty acids were determ ined with m / z 79. The detection lim its of 14 fatty

acids were 2. 2 - 2010μg/L (S /N = 3) , and the quantitative lim its were 7. 39 - 59. 85μg/L (S /N = 10).

The recoveries fell in the range from 90. 0% to 111. 2% ( n = 4) , and the relative standard deviation was

between 2. 0% and 519%. This effective, sensitive and rep roducible method can be used for the determ ina2
tion of fatty acids in Channel Catfish muscle samp le.

Keywords　Supercritical carbon dioxide fluid extraction; Gas chromatography2electron ionization mass spec2
trometry; Fatty acid; Channel catfish
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