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特级初榨橄榄油中脂肪酸乙酯含量的测定 气相色谱-质谱法

1 范围

本文件规定了脂肪酸乙酯含量的气相色谱-质谱联用测定方法。

本文件适用于特级初榨橄榄油中脂肪酸乙酯含量的测定。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法。

COI/T.20/Doc. no.28 Determination of the content of waxes, fatty acid methyl esters and fatty acid ethyl

esters by capillary gas chromatography。

(EEC) No 2568/91 On the characteristics of olive oil and olive residue oil and on the relevant methods of

analysis。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

脂肪酸乙酯 fatty acid ethyl esters

榨取橄榄油过程中，不当操作会导致油橄榄果发酵，发酵反应生成的乙醇与脂肪酸发生酯化反应，

生成脂肪酸乙酯。此指标是特级初榨橄榄油的质量指标之一，可用于鉴别特级初榨橄榄油中是否掺入低

等级的油（如初榨橄榄油、普通橄榄油、油橄榄灯油或某些脱臭的油类）。

4 方法提要

试样中脂肪酸乙酯用正己烷溶解，经硅胶固相萃取柱净化，气相色谱-质谱联用仪分析，内标法定

量。

5 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682中一级水的规定要求。

5.1 试剂

5.1.1 正己烷：色谱纯。

5.1.2 乙醚：色谱纯。

5.1.3 正庚烷：色谱纯。

5.2 溶液配制

正己烷-乙醚溶液（99+1，体积比）：量取 5 mL乙醚与 495 mL正己烷混合均匀后备用，现用现配。
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5.3 标准物质

脂肪酸乙酯标准物质及内标物质的种类和化学信息参见附录 A表 A.1，纯度均大于等于 99.0 %，或

等同有证可溯源物质。

5.4 标准溶液配制

5.4.1 标准储备液

准确称取 4种脂肪酸乙酯标准物质各 10 mg（精确到 0.01 mg）于 10 mL容量瓶中，用正庚烷溶解

并定容，配制成 1.0 mg/mL单种标准储备液。用玻璃移液管分别移取单标储备液各 0.5 mL至 10 mL容

量瓶中，用正庚烷定容，配制成 50 μg/mL混合标准溶液，4 ℃冷藏保存，有效期 6个月。

5.4.2 标准工作溶液

吸取 1mL 50 μg/mL混合标准溶液至 10 mL容量瓶中，用正庚烷定容，配制成 5 μg/mL混合标准中

间液，4 ℃冷藏保存，有效期 6 个月。吸取适量混合标准中间液，用正己烷配制成浓度范围为 0.05
μg/mL~0.8 μg/mL的系列标准工作溶液，现用现配。

5.4.3 内标储备液

准确称取 2种内标标准物质各 10 mg（精确到 0.01 mg）于 10 mL容量瓶中，用正庚烷溶解并定容，

配制成 1.0 mg/mL单种内标储备液，4 ℃冷藏保存，有效期 6个月。

5.4.4 内标工作溶液

用玻璃移液管分别移取 0.5 mL 1.0 mg/mL 的单种内标储备液至 10 mL容量瓶中，用正庚烷定容，

配制成 50 μg/mL混合内标中间液，移取 1 mL 50 μg/mL的混合内标中间液至 10 mL容量瓶中，用正庚

烷定容，配制成 5 μg/mL混合内标工作液，4 ℃冷藏保存，有效期 6个月。

5.5 耗材

5.5.1 硅胶固相萃取柱：规格为 1 g，6 mL，或相当者。

5.5.2 微孔滤膜：0.45 μm，有机型。

5.5.3 色谱柱：质谱专用石英毛细管柱，30 m（长）× 0.25 mm（内径）× 0.25 μm（膜厚），固定相为

5 %苯基-95 %甲基聚硅氧烷，或性能相当者。

5.6 气体

5.6.1 氦气：纯度大于等于 99.999 %。

5.6.2 氢气：纯度大于等于 99.999 %。

5.6.3 空气：普通压缩空气或高纯空气。

5.6.4 氮气：纯度大于等于 99.999 %。

6 仪器和设备

6.1 气相色谱-质谱仪，配置有电子轰击（EI）源。

6.2 分析天平：感量 0.0001 g、0.00001 g。

6.3 固相萃取装置。
6.4 涡旋振荡器。

6.5 旋转蒸发仪。

7 样品的制备和保存
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振摇或颠倒混匀装有待测样品的密闭容器，使样品尽可能均匀。如样品出现凝固，可置于不超过

30 ℃的水浴中加热至样品融化，充分混匀后尽快称样。制备好的样品室温下避光密封保存。

8 试验方法

8.1 分析步骤

8.1.1 提取

准确称取 0.05 g（精确到 0.0001 g）样品，加入到 10 mL玻璃试管中，向试管中加入混合内标工作

溶液 0.2 mL。然后向试管中加入 1 mL正己烷，涡旋混匀 30 s，待净化。

8.1.2 净化

预先用 6 mL正己烷活化硅胶固相萃取柱，将待净化液转移至活化后的硅胶柱中（用 2 mL正己烷

分两次润洗试管，洗液一并加入硅胶柱中）。待样液全部流出后，用 5 mL正己烷-乙醚溶液进行淋洗，

弃去淋洗液，然后用 15 mL正己烷-乙醚溶液进行洗脱，自然滴下或流速控制在每秒 1~2滴，收集洗脱

液，待浓缩。

8.1.3 浓缩

于旋转蒸发仪上 40 ℃减压浓缩至干，用 2 mL正己烷充分溶解后，过 0.45 μm微孔滤膜，滤液待

测。

8.2 色谱条件

8.2.1 载气流速：1 mL/min。
8.2.2 进样口温度：300 ℃。

8.2.3 进样模式：不分流进样，分流阀打开时间为 1.00 min。
8.2.4 载气：氦气（纯度≥99.999 %）。

8.2.5 柱温：初始温度 150 ℃，以 20 ℃/min升至 200 ℃，以 2.5 ℃/min升至 240 ℃，保持 1.5 min，
以 35 ℃/min升至 310 ℃，保持 2 min。
8.2.6 进样量：1 µL。

8.3 质谱条件

8.3.1 电离方式：电子轰击电离源（EI源，电子能量 70 eV）。
8.3.2 离子源温度：230 ℃。

8.3.3 接口温度：280 ℃。

8.3.4 溶剂延迟时间：5 min。
8.3.5 数据采集方式：选择离子检测（SIM）模式。定量离子、定性离子和保留时间参考值详见表 1。

表 1 脂肪酸乙酯的定量离子、定性离子和保留时间参考值

化合物
保留时间

min

定量离子

m/z
定性离子

m/z

棕榈酸乙酯 8.84 241 213,255,284

十七碳一烯酸乙酯 10.20 250 166,208,296

十七碳烷酸乙酯 10.57 255 213,253,298

亚油酸乙酯 11.89 262 178,220,308

油酸乙酯 12.01 222 180,264,310

硬脂酸乙酯 12.56 269 213,283,312
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8.4 标准曲线的制作

将脂肪酸乙酯标准工作液按浓度由低到高分别注入气相色谱-质谱仪中，按照每种脂肪酸乙酯的定

量离子，测得各脂肪酸乙酯和内标物质的峰面积，亚油酸乙酯和油酸乙酯以十七碳一烯酸乙酯为内标，

棕榈酸乙酯和硬脂酸乙酯以十七碳烷酸乙酯为内标，分别以系列标准工作溶液中脂肪酸乙酯质量浓度为

横坐标，以各脂肪酸乙酯和内标物的定量离子峰面积比值为纵坐标，绘制标准曲线，求回归方程和相关

系数。

8.5 试样溶液的测定

将试样溶液注入气相色谱-质谱仪中，依据 8.2和 8.3的条件对样品进行测定。

8.5.1 定性测定

根据色谱峰的保留时间和表 1中脂肪酸乙酯的定性离子进行定性分析，定性依据为：

a） 在相同的测试条件下被测样品中待测物质的保留时间与标准工作溶液中对应的保留时间偏差

在±0.5%之内；

b） 每个组分至少选择监测 3个特征离子，被测样液与标准品的质谱图相似，且所选择的全部监

测离子均出现；被测样品监测离子的相对丰度与标准工作溶液的相对丰度两者之差应符合表 2要求。

表 2 定性离子相对丰度的最大允许偏差

相对离子丰度 ＞50% ＞20%至 50% ＞10%至 20% ≤10%

允许的相对偏差 ±10% ±15% ±20% ±50%

8.5.2 定量测定

取试样溶液和标准溶液，根据绘制的标准曲线进行多点校准，以定量离子的峰面积定量，内标法计

算，4种脂肪酸乙酯总离子流色谱图和质谱图信息参见附录 B。

8.6 平行试验

按以上步骤（8.1-8.3），对同一试样进行平行试验测定。

8.7 空白试验

除不称取试样外，均按上述步骤（8.1-8.3）进行。

8.8 结果计算

试样中单种脂肪酸乙酯的含量按公式（1）计算：

1000

1000





m

Vc
X ………………………………………（1）

式中：

X──试样中脂肪酸乙酯的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）；

c──从标准工作曲线上查出的试样液中脂肪酸乙酯的质量浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；

V──试样定容体积，单位为毫升（mL）；

m──试样的质量，单位为克（g）。

计算结果应扣除空白值，以重复性条件下获得的两次独立测定结果算术平均值表示，结果修约到小

数点后1位。试样溶液中待测物的响应值应在定量测定线性范围内，超过线性范围时，应根据测定浓度

对样品进行适当稀释，按照8.1~8.4的步骤试验再进行分析。

根据国际标准COI/T.20/Doc. no.28和(EEC) No 2568/91，橄榄油中脂肪酸乙酯含量以棕榈酸乙酯

（C16:0 E）、亚油酸乙酯（C18:2 E）、油酸乙酯（C18:1 E）和硬脂酸乙酯（C18:0 E）总和计。

9 检测方法的灵敏度、准确度和精密度
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9.1 灵敏度

本文件的检出限，棕榈酸乙酯为 0.4 mg/kg，亚油酸乙酯为 0.5 mg/kg，油酸乙酯为 0.5 mg/kg，硬脂

酸乙酯为 0.4 mg/kg。

本文件的定量限，棕榈酸乙酯为 1.2 mg/kg，亚油酸乙酯为 1.7 mg/kg，油酸乙酯为 1.6 mg/kg，硬脂

酸乙酯为 1.3 mg/kg。

9.2 准确度

本文件在添加水平为 4.00 mg/kg~20.00 mg/kg时，回收率范围为 90.7 %~106.6 %，参见附录 C。

9.4 精密度

在重复性条件下获得的 2次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10%。
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附 录 A

资料性

脂肪酸乙酯化学信息

表 A.1 给出了脂肪酸乙酯化学信息。

表 A.1 脂肪酸乙酯的化学信息

化合物 缩写 CAS NO.

棕榈酸乙酯 C16:0 E 628-97-7

十七碳一烯酸乙酯 C17:1 E（IS1） 150324-16-6

十七碳烷酸乙酯 C17:0 E（IS2） 14010-23-2

亚油酸乙酯 C18:2 E 544-35-4

油酸乙酯 C18:1 E 111-62-6

硬脂酸乙酯 C18:0 E 111-61-5

IS1：亚油酸乙酯和油酸乙酯内标物。

IS2：棕榈酸乙酯和硬脂酸乙酯内标物。
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附 录 B

资料性

脂肪酸乙酯混合标准溶液总离子流图

图B.1给出了根据标准推荐的色谱条件得到脂肪酸乙酯标准溶液中各组分分离的气相色谱质谱法总

离子流图，图B.2至图B.7给出了各脂肪酸乙酯的质谱图。

图 B.1 脂肪酸乙酯混合标准溶液总离子流图

1——棕榈酸乙酯（C16:0 E）

2——十七烷酸乙酯（C17:0 E）IS1

3——十七碳一烯酸乙酯（C17:1 E）IS2

4——亚油酸乙酯（C18:2 E）

5——油酸乙酯（C18:1 E）

6——硬脂酸乙酯（C18:0 E）
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图 B.2 棕榈酸乙酯（C16:0 E）质谱图

图 B.3 十七烷酸乙酯（C17:0 E）质谱图
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图 B.4 十七碳一烯酸乙酯（C17:1 E）质谱图

图 B.5 亚油酸乙酯（C18:2 E）质谱图
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图 B.6 油酸乙酯（C18:1 E）质谱图

图 B.7 硬脂酸乙酯（C18:0 E）质谱图
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附 录 C

资料性

脂肪酸乙酯的回收率数据

表 C.1 给出了特级初榨橄榄油中脂肪酸乙酯在 3 个不同添加水平条件下的回收率范围。

表 C.1 特级初榨橄榄油中不同添加水平的脂肪酸乙酯回收率范围

添加水平

mg/kg

回收率范围/ %

棕榈酸乙酯 亚油酸乙酯 油酸乙酯 硬脂酸乙酯

4.0 99.9~105.3 91.9~94.2 91.6~99.4 91.4~97.3

8.0 101.8~106.2 90.7~96.8 91.0~98.1 90.9~92.0

20.0 103.2~106.6 100.7~103.8 91.3~93.7 95.7~98.2


