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摘要：采用商品化固相萃取柱净化，气相色谱－质谱联用法检测，建立了一种前处理简单快捷的橄
榄油中脂肪酸烷基酯含量测定方法。该方法测定橄榄油中 ８种脂肪酸烷基酯的检出限均为
１．０ｍｇ／ｋｇ，加标回收率为９９．０５％～１１１．１３％，相对标准偏差为０．５０％～６．７０％。方法重复性好，
准确度高。通过测定橄榄油中脂肪酸烷基酯的含量，可以帮助区分橄榄油品质，为特级初榨橄榄油

掺伪的鉴别提供技术支持。
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　　橄榄油具有独特的营养价值和保健功效［１］，被

越来越多的人所接受，中国橄榄油消费增长潜力

巨大［２］。

国家标准ＧＢ２３３４７—２００９、国际橄榄油协会标
准 ＣＯＩ／Ｔ．１５／ＮＣＮｏ３／Ｒｅｖ．１１和国际食品法典
ＣＯＤＥＸＳＴＡＮ３３—１９８１等均对橄榄油进行了严格
的等级划分。橄榄油主要分为初榨橄榄油和精炼橄

榄油，初榨橄榄油要求采用机械压榨等物理方式直

接从油橄榄果实中榨取油脂，根据油脂的质量可分

为多个等级，其中特级初榨橄榄油品质要求最为严

格。对于质量不符合要求的初榨橄榄油，可以通过

精炼的方式得到精炼橄榄油。

因为橄榄油特别是特级初榨橄榄油价格昂贵，

有些不法分子通过掺假、以次充好等欺骗行为获取

高额利益。报道［３］指出，使用低等级橄榄油冒充高

等级橄榄油的情况可能非常普遍。对于橄榄油中掺

入其他种类油脂的研究较多，黄飞等［４］利用气相色

谱质谱仪测定脂肪酸组成，结合化学计量学判断橄

榄油是否掺假；Ｚｏｕ等［５］报道了利用拉曼光谱判断

橄榄油是否掺假的方法；Ｒｏｃａ等［６］通过检测橄榄油

中叶绿素铜衍生物，判断橄榄油是否掺假。不同质
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量的橄榄油通过感官评定被分为不同的等级，适当

的精炼技术可以除去低等级橄榄油的不良气味，从

而导致低质量橄榄油被精炼后冒充特级初榨橄榄油

进行销售。脂肪酸烷基酯（ＦＡＡＥｓ）是游离脂肪酸
与橄榄果发酵产生的低级醇类物质反应产生的，主

要有脂肪酸甲酯（ＦＡＭＥｓ）和脂肪酸乙酯（ＦＡＥＥｓ）。
Ｐéｒｅｚ－Ｃａｍｉｎｏ等［７］对不同等级橄榄油中脂肪酸烷

基酯含量进行研究发现，１５个西班牙受保护的原产
地特级初榨橄榄油中，脂肪酸烷基酯的含量均低于

４０ｍｇ／ｋｇ，脂肪酸乙酯与脂肪酸甲酯含量的平均比
值为１．０；而低质量的橄榄灯油中脂肪酸烷基酯的
含量高于７０ｍｇ／ｋｇ，脂肪酸乙酯与脂肪酸甲酯含量
的平均比值大于５．０。另外，文章还报道了使用氮
气下９８℃的低温软精炼工艺对高脂肪酸烷基酯含
量的橄榄油处理２ｈ，其脂肪酸烷基酯含量并没有减
少。Ｇóｍｅｚｃｏｃａ等［８］研究了橄榄油感官分类与脂肪

酸烷基酯含量之间的关系，发现有发酵缺陷的橄榄

油中脂肪酸烷基酯的含量较高；经过温和精炼的有

发酵缺陷的橄榄油也可通过检测脂肪酸烷基酯含量

被发现。国际橄榄油协会标准 ＣＯＩ／Ｔ．１５／ＮＣＮｏ３／
Ｒｅｖ．１１规定特级初榨橄榄油中脂肪酸乙酯含量不
得超过３５ｍｇ／ｋｇ。而欧盟标准（ＥＵ）Ｎｏ１３４８／２０１３
规定２０１５年后生产的特级初榨橄榄油中脂肪酸乙
酯含量不得超过３０ｍｇ／ｋｇ。

橄榄油中脂肪酸烷基酯的检测方法主要有国际

橄榄油协会的ＣＯＩ／Ｔ．２０／Ｄｏｃ．Ｎｏ３１，采用硅胶层析
柱净化，气相色谱法测定，该方法需要自己填装层析

柱，操作较麻烦，不便于大批量处理样品。直接进样

气相色谱－质谱法［９］和时域反射法（ＴＤＲ）［１０］也被
用于测定橄榄油中脂肪酸烷基酯含量，这些方法需

要使用特殊的仪器，不便于方法的普及。本文报道

一种采用商品化硅胶固相萃取柱净化，气相色谱 －
质谱分析的方法测定橄榄油中脂肪酸烷基酯含量，

该方法操作简便，且具有较高的灵敏度与准确性。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　主要原料、试剂

特级初榨橄榄油、低芥酸菜籽油，均购置于武汉

市场。正己烷（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；甲苯（色
谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；无水乙醚（分析纯，国药试
剂）；标准物质：十六烷酸甲酯（纯度 ＞９９％，ＡＮ
ＰＥＬ）；十七烷酸甲酯（纯度＞９９％，ＡＮＰＥＬ）；十八烷
酸甲酯（纯度＞９９％，ＡＮＰＥＬ）；十八碳烯酸甲酯（纯
度＞９９％，Ｎｕ－Ｃｈｅｋ）；十八碳二烯酸甲酯（纯度 ＞

９９％，Ｎｕ－Ｃｈｅｋ）；十六烷酸乙酯（纯度 ＞９９％，ＡＮ
ＰＥＬ）；十八烷酸乙酯（纯度＞９９％，ＡＮＰＥＬ）；十八碳
烯酸乙酯（纯度 ＞９９％，ＡＮＰＥＬ）；十八碳二烯酸乙
酯（纯度＞９９％，ＡＮＰＥＬ）。
１．１．２　主要仪器、设备

７８９０Ｂ－５９７７Ａ气相色谱 －质谱联用仪（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司），Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ２涡旋混匀器（美国
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司），Ｎ－ＥＶＡＰ１１１氮气浓缩仪
（美国ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｓＪｎｃ．公司），硅胶固相
萃取柱（１０００ｍｇ，ＣＮＷ）。
１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液配制
１．２．１．１　脂肪酸烷基酯标准储备液的配制

分别精密称取十六烷酸甲酯、十八烷酸甲酯、十

八碳烯酸甲酯、十八碳二烯酸甲酯、十六烷酸乙酯、

十八烷酸乙酯、十八碳烯酸乙酯、十八碳二烯酸乙酯

各１０ｍｇ，分别置于１０ｍＬ容量瓶中，用正己烷溶解
并稀释至刻度，制成质量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ标准储
备液。

１．２．１．２　脂肪酸烷基酯混合中间溶液的配制
分别精密量取１．２．１．１的８种脂肪酸烷基酯标准

储备液各１ｍＬ，置于同一１００ｍＬ容量瓶中，用正己烷
稀释至刻度，摇匀，制成１０μｇ／ｍＬ的标准中间溶液。
１．２．１．３　十七烷酸甲酯内标储备液的配制

精密称取十七烷酸甲酯１０ｍｇ，置于１０ｍＬ容
量瓶中，用正己烷溶解并稀释至刻度，制成１ｍｇ／ｍＬ
内标储备液。

１．２．１．４　十七烷酸甲酯内标中间溶液的配制
精密量取１．２．１．３的十七烷酸甲酯内标储备液

１ｍＬ，置于１００ｍＬ容量瓶中，用正己烷稀释至刻度，
摇匀，制成１０μｇ／ｍＬ的内标中间溶液。
１．２．２　样品前处理

称取０．１ｇ油脂样品于１０ｍＬ离心管中，加入
１００μＬ十七烷酸甲酯内标中间溶液作为内标，再加
入１ｍＬ正己烷，涡旋使样品充分溶解。硅胶固相萃
取柱使用６ｍＬ正己烷淋洗，弃去淋洗液。将溶解后
的样品加入固相萃取柱中，加入洗脱溶剂进行洗脱。

收集流出液，氮气下缓慢吹至近干，加入１ｍＬ正己
烷复溶，进行气相色谱－质谱分析。
１．２．３　气相色谱－质谱分析条件

ＧＣ条件：ＤＢ－５ＭＳ色谱柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×
０．２５μｍ）；进样口温度３００℃；载气为高纯氦气（纯
度 ＞９９．９９９％），流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为
１００℃保持 １ｍｉｎ，以 ２０℃／ｍｉｎ升至 ２００℃，再以
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５℃／ｍｉｎ升至２４０℃，保持１ｍｉｎ，最后以２０℃／ｍｉｎ
升至３００℃，保持２ｍｉｎ；传输线温度３００℃；进样方
式为不分流进样，进样量１μＬ。

ＭＳ条件：电离方式为电子轰击源（ＥＩ）；电离能
量７０ｅＶ；离子源温度２５０℃；溶剂延迟时间８ｍｉｎ；
监测方式为选择离子监测（ＳＩＭ），各化合物定量及
定性离子信息见表１。

表１　各化合物定量及定性离子

化合物
定量离子

（ｍ／ｚ）
定性离子

（ｍ／ｚ）

十六烷酸甲酯（Ｃ１６∶０甲酯） ７４ ８７、１４３、２７０
十六烷酸乙酯（Ｃ１６∶０乙酯） ８８ １０１、２４１、２８４
十七烷酸甲酯（Ｃ１７∶０甲酯） ７４ ８７、１４３、２８４
十八碳二烯酸甲酯（Ｃ１８∶２甲酯） ６７ １０９、２６３、２９４
十八碳烯酸甲酯（Ｃ１８∶１甲酯） ７４ ２２２、２６４、２９６
十八烷酸甲酯（Ｃ１８∶０甲酯） ７４ ８７、２５５、２９８
十八碳二烯酸乙酯（Ｃ１８∶２乙酯） ６７ １０９、２６３、３０８
十八碳烯酸乙酯（Ｃ１８∶１乙酯） ８８ ２２２、２６４、３１０
十八烷酸乙酯（Ｃ１８∶０乙酯） ８８ １０１、２６９、３１２

２　结果与讨论
２．１　洗脱溶剂的选择

因橄榄油均含有一定量的脂肪酸烷基酯，故在

本实验中选择与橄榄油脂肪酸组成较为接近的低芥

酸菜籽油作为空白样品。称取０．１ｇ空白样品，加
入１００μＬ脂肪酸烷基酯混合中间溶液制备加标样
品，按１．２．２步骤操作，选择正己烷、正己烷 －乙醚
（体积比９９∶１）及正己烷 －甲苯（体积比８５∶１５）作
为洗脱溶剂进行洗脱实验。分别收集 ０～１０ｍＬ、
１０～２０ｍＬ、２０～３０ｍＬ的洗脱液，浓缩定容至１ｍＬ
后测定脂肪酸烷基酯含量，判断其是否完全洗脱。

结果表明正己烷需大于２０ｍＬ的洗脱体积才能使脂
肪酸烷基酯完全洗脱，正己烷 －乙醚及正己烷 －甲

苯只需１０ｍＬ洗脱体积就可完全洗脱。但是正己
烷－甲苯洗脱液吹至近干后有较多的油状物，说明
可能有部分甘油三酯被洗脱，故最终选择１０ｍＬ正
己烷－乙醚（体积比９９∶１）作为洗脱溶剂。
２．２　色谱分离情况

称取０．１ｇ空白样品，加入１００μＬ脂肪酸烷基
酯混合中间溶液制备加标样品，经处理后按 １．２．３
条件进行检测，得到如图１所示的脂肪酸烷基酯总
离子流图。由图１可见，８种脂肪酸烷基酯及内标
物十七烷酸甲酯可以很好的分离。

图１　脂肪酸烷基酯总离子流图

２．３　方法验证
２．３．１　检出限与线性范围

称取０．１ｇ空白样品，加入１０μＬ脂肪酸烷基
酯混合中间溶液，制成１．０ｍｇ／ｋｇ的加标样品，经处
理后按１．２．３条件进行检测，以３倍信噪比计算检
出限。以质量浓度（ｘ）为横坐标，峰面积（ｙ）为纵坐
标，得到回归方程，具体见表２。由表２可知，８种脂
肪酸烷基酯在０．１～８．０μｇ／ｍＬ范围内，具有很好
的线性关系。８种脂肪酸烷基酯的检出限均为１０
ｍｇ／ｋｇ。

表２　８种脂肪酸烷基酯的检出限、线性范围与回归方程

化合物 检出限／（ｍｇ／ｋｇ） 线性范围／（μｇ／ｍＬ） 回归方程

Ｃ１６∶０甲酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．９９１１ｘ＋０．０２１０，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１６∶０乙酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．９８２５ｘ＋０．０２６８，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶２甲酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．３９７５ｘ－０．０１８５，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶１甲酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．２００４ｘ－０．０００２，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶０甲酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．９３５８ｘ＋０．０１８９，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶２乙酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．３３７８ｘ－０．０１４７，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶１乙酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．１９６８ｘ－０．００１１，Ｒ２＝０．９９９
Ｃ１８∶０乙酯 １．０ ０．１～８．０ ｙ＝０．７６３２ｘ＋０．００３１，Ｒ２＝０．９９９

２．３．２　回收率与精密度
称取０．１ｇ空白样品，分别加入５０、１００、２００μＬ

脂肪酸烷基酯混合中间溶液，制成５．０、１０、２０ｍｇ／ｋｇ
３个质量浓度的加标样品，每个质量浓度５个样品，

经处理后采用１．２．３条件进行检测，计算８种脂肪酸
烷基酯的回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ），结果见表３。

由表 ３可知，８种脂肪酸烷基酯的回收率在
９９．０５％～１１１．１３％，ＲＳＤ在０．５０％～６．７０％。

２４１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ１



表３　８种脂肪酸烷基酯的回收率与精密度（ｎ＝５）

化合物
５．０ｍｇ／ｋｇ加标样品

回收率／％ ＲＳＤ／％
１０ｍｇ／ｋｇ加标样品

回收率／％ ＲＳＤ／％
２０ｍｇ／ｋｇ加标样品

回收率／％ ＲＳＤ／％
Ｃ１６∶０甲酯 １０２．７６ ４．３９ １１１．１３ ６．３８ １０９．５２ ５．４６
Ｃ１６∶０乙酯 １０１．３６ ０．５０ １０４．９０ １．０４ １０４．５９ ０．５６
Ｃ１８∶２甲酯 ９９．９０ ３．１５ １０４．７２ ２．４４ １０６．８４ ３．６４
Ｃ１８∶１甲酯 １０６．６４ ５．１１ １０６．６８ ６．７０ １０８．６０ ４．９６
Ｃ１８∶０甲酯 １０１．１７ ２．１０ １０５．４９ １．５４ １０５．３５ １．９４
Ｃ１８∶２乙酯 ９９．８０ １．３６ １０１．８７ １．３３ １０３．７３ １．２８
Ｃ１８∶１乙酯 ９９．０５ ４．２４ １０２．８５ １．９２ １０３．０８ １．３２
Ｃ１８∶０乙酯 ９９．３９ ０．８９ １０２．５２ ０．６３ １０２．７６ ０．８９

２．４　实际样品测定
随机在市场购买５份特级初榨橄榄油样品，经

处理后采用１．２．３条件进行检测，每份样品做平行
样，测定结果以两次测定平均值表示，结果见表４。

表４　市售特级初榨橄榄油中脂肪酸烷基酯含量

样品

含量／（ｍｇ／ｋｇ）

Ｃ１６∶０
甲酯

Ｃ１６∶０
乙酯

Ｃ１８∶２
甲酯

Ｃ１８∶１
甲酯

Ｃ１８∶０
甲酯

Ｃ１８∶２
乙酯

Ｃ１８∶１
乙酯

Ｃ１８∶０
乙酯

ＦＡＭＥｓ ＦＡＥＥｓ ＦＡＡＥｓ

ＦＡＥＥｓ与
ＦＡＭＥｓ
含量比值

样品１ ２．５６ １．４０ １．４２ ０７．７２ ＮＤ １．８３ ０７．９７ ＮＤ １１．７０ １１．２０ ２２．９０ ０．９６

样品２ ３．０１ ２．９５ １．７３ ０９．０６ ＮＤ ２．５５ １４．２５ １．５３ １３．８０ ２１．２８ ３５．０８ １．５４

样品３ ３．７９ ２．１８ ２．２４ １１．１７ ＮＤ １．９８ ０９．５７ ＮＤ １７．２０ １３．７３ ３０．９３ ０．８０

样品４ １．４８ ０．６５ １．２７ ０２．４３ ＮＤ ２．０８ ０７．３１ ＮＤ ０５．１８ １０．０４ １５．２２ １．９３

样品５ ４．１５ ６．１１ ２．３０ １５．６９ １．０６ ４．０６ ３１．９７ ２．２６ ２３．２０ ４４．４０ ６７．６０ １．９１
　注：ＮＤ表示未检出。

　　由表４可以看出，不同橄榄油中脂肪酸烷基酯
总量、ＦＡＥＥｓ与 ＦＡＭＥｓ含量比值差异较大，５份特
级初榨橄榄油中有１份脂肪酸乙酯含量超出了欧盟
标准与国际橄榄油协会标准。相同样品中十八碳烯

酸甲酯与十八碳烯酸乙酯含量较高，这与橄榄油脂

肪酸组成特点相符。

３　结　论
采用商品化固相萃取柱净化，结合气相色谱－质

谱联用法检测，建立了一种前处理简单快捷的橄榄油

中脂肪酸烷基酯含量测定方法。该方法测定橄榄油

中８种脂肪酸烷基酯的检出限均为１．０ｍｇ／ｋｇ，加标
回收率在 ９９．０５％ ～１１１．１３％，相对标准偏差为
０．５０％～６．７０％。实验验证表明，该方法重复性好，
准确度高。通过测定橄榄油中脂肪酸烷基酯的含

量，可以帮助区分橄榄油品质，也可以用于特级初榨

橄榄油掺伪行为的鉴别，为市场监管提供技术保障。
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