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浒苔脂肪酸前处理方法优化及 GC/MS 分析 
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摘要: 针对绿潮藻的快速化学溯源及资源化利用, 以浒苔为对象, 对其脂肪酸测定过程进行了研究; 

同时, 通过对浒苔脂肪酸的皂化和甲酯化试剂、水浴温度和水浴时间等反应条件的优化, 建立了绿潮

藻脂肪酸前处理新方法。该方法的精密度在 0.38%~3.25%之间, 重现性在 0.65%~5.80％之间; 采用该

方法测定福建、江苏和青岛的浒苔脂肪酸含量分别为 0.10~5.69 mg/g、0.16~8.59 mg/g、0.10~4.76 mg/g。

此方法可适用于浒苔等绿潮藻脂肪酸的实际测定。  
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海洋藻类富含人体必需氨基酸、多聚不饱和脂

肪酸等多种营养元素, 一直以来被作为人类的食物

和营养来源[1~3]。随着人们对健康和营养水平需求的

提高, 从海藻中摄取多不饱和脂肪酸已日益受到关

注[4,5]。因此掌握和优化脂肪酸分离提取方法很有必

要。目前, 藻类脂肪酸的研究多集中于脂肪酸的组 

成[6~10]、分类[11,12]和色谱分析条件比较[13], 有关脂肪

酸前处理过程的研究甚少[14]。脂肪酸前处理方法不

统一, 使得测定结果无可比性, 准确性更无从得知。 

文献报道脂肪酸前处理的皂化过程中使用的皂

化溶剂主要有氢氧化钠甲醇溶液(NaOH-CH3OH)[15,16]

和氢氧化钾甲醇溶液(KOH-CH3OH)[17]; 皂化时间长

短不同, 在 10 min到 2 h之间[9,10,15,16]; 皂化过程中

的水浴温度也不尽相同(55~75 )℃ [10,15~18]。同样脂肪

酸甲酯化过程也不统一, 常用的甲酯化溶剂是盐酸

甲醇溶液(HCl-CH3OH)[10,15~17]和三氟化硼甲醇溶液

(BF3-CH3OH)[19,20]; 甲酯化时间最短只需 10 min[18],

最长的时间可达 1 h[16,17]; 甲酯化水浴温度差异很大, 

在 60~75 ℃之间[9,10,15~18]。 

针对藻类脂肪酸前处理没有统一方法的情况 , 

在前人研究基础上 , 以浒苔为研究对象 , 比较浒苔

脂肪酸前处理过程中试剂、时间、温度等影响因素, 

得出最佳的脂肪酸前处理方法, 并考察该方法的稳

定性和重现性。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

试验所用的新鲜浒苔 , 经鉴定为浒苔属浒苔

(Enteromorpha prolifera), 2009年上半年采自福建、江

苏和青岛海域。样品用干净海水洗去表面杂质和附着

物, 于 60 ℃烘箱中烘干, 20 ℃冰箱中封口备用。 

1.2  仪器、试剂   

7890N GC/5975N MS型气相色谱-质谱仪(美国

Agilent 公司); 电热恒温水浴锅(上海跃进医疗器械

厂)。 

无水硫酸钠: 600 ℃烘烧 4 h, 冷却后置于干燥

器中; 氯仿、甲醇、正己烷均为色谱纯; 氢氧化钠、

氢氧化钾、盐酸、硼酸乙醚为分析纯;  

脂肪酸标样: 37种脂肪酸混合标准品和 19碳酸

(上海泉岛公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  脂肪酸前处理方法 

实验分为皂化条件优化和甲酯化条件优化两部

分。皂化条件优化中包括试剂、水浴时间和温度 3

个因素。皂化试剂选用文献中常见的 NaOH-CH3OH

溶液、KOH-CH3OH溶液; 水浴时间选用 15、30、60

和 120 min; 水浴温度选取 60、65、70、75 ℃。甲酯
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化优化中同样包括试剂、水浴时间和温度 3个因素。

酯化试剂 选用两种 , 即 HClCH3OH 溶液 和

BF3-CH3OH溶液; 酯化时间选用 10、20、30、60 min。

酯化过程选取与皂化过程相同的温度梯度。 

取适量脂肪酸样品置于 20 mL 试管中, 加入 5 

mL 皂化试剂, 一定水浴温度下反应一段时间, 冷却

至室温, 再加入 4 mL 甲酯化试剂, 混匀, 水浴一定

时间。加 1 mL正己烷溶液, 静置分层, 取上清液作

GC/MS分析试样。每个优化实验进行三次平行实验, 

取平均值进行数据分析和作图。 

1.3.2  脂肪酸色谱条件 

GC 条件 : 毛细管色谱柱 HP-5MS(30 m×250 

µm×0.25 µm); 进样口温度 260 ; ℃ 升温程序, 起始

温度为 50 , ℃ 保持 1 min, 以 20 /min℃ 升至 190 , ℃

再以 4 /min℃ 升至 240 , ℃ 然后以 10 /min℃ 升至 

280 , ℃ 维持 2 min。载气为高纯度氦气; 不分流; 进

样量 1 μL。 

MS条件: EI离子源, 电子能量 70 eV; 离子源温

度 230 ; ℃ 四极杆温度 150 ; ℃ 传输线温度 300 ; ℃

溶剂延时 3 min; 扫描范围 35~400 amu; 扫描方式为

全扫描(Scan)方式。 

1.4  标准曲线的绘制 

内标溶液: 准确称取 15.00 mg19碳酸于 10 mL

容量瓶中, 用正己烷稀释至刻度。 

标准溶液 : 将混合标准溶液用正己烷稀释至

100倍。 

1.5  样品的测定和计算 

标准溶液的测定: 取标准溶液 1 µL注入气相色

谱仪 , 得到标准溶液的谱图 , 经计算得到各脂肪酸

的校正因子。 

样品的测定: 取 1 µL待测样品注入气相色谱仪

进行测定 , 根据标准溶液的谱图进行定性 , 根据校

正因子进行定量。 

游离脂肪酸含量的计算: 根据被测物和内标物

的质量及在色谱图上相应的峰面积比, 由校正因子

按下式求游离脂肪酸的含量:  

Xi= Ws×Fsi ×Ai／(As×W)。 

其中, Xi为样品脂肪酸 i的含量; Ws为样品中加

入内标物的质量; As为内标物的峰面积; Ai为脂肪酸 i

的峰面积; W 为样品藻粉质量; Fsi 为相对校正因子, 

计算公式如下:   

Fsi=Wi’×As’／(Ws’×Ai’ )。 

其中, Wi’为标准品脂肪酸 i的质量; As’为标准品

中内标物的峰面积 ; Ws’为标准品中内标物的质量 ; 

Ai’为标准品中脂肪酸 i的峰面积。 

2  结果与讨论  

2.1  浒苔脂肪酸前处理优化 

2.1.1  皂化试剂对浒苔脂肪酸浓度的影响 

皂化试剂是浒苔脂肪酸前处理过程中影响因素

之一。本实验在前人文献基础上 , 选用 NaOH- 

CH3OH 溶液、KOH-CH3OH 溶液作为皂化试剂。实

验结果表明, 两种皂化试剂制备的脂肪酸浓度相差

不大, 说明皂化试剂对脂肪酸浓度影响较小。结合文

献与实际, 选用 KOH-CH3OH溶液作为皂化试剂。 

2.1.2  皂化时间对浒苔脂肪酸浓度的影响 

在皂化试剂 KOH-CH3OH溶液 5 mL、皂化温度

60 ℃、甲酯化试剂 HCl-CH3OH溶液 4 mL、甲酯化

时间 20 min、甲酯化温度 60 ℃的条件下考察水浴时

间对浒苔脂肪酸浓度的影响结果如图 1所示。 

 

图 1  不同皂化时间的脂肪酸浓度 
Fig. 1  The concentrations of fatty acids at different saponi-

fication times  
 

从图 1 中可以看出, 大多数脂肪酸含量随皂化

时间的增加出现先增后降的趋势 , 皂化时间小于  

60 min 时, 脂肪酸浓度随时间的增加而增加, 当皂

化时间超过 60 min, 脂肪酸的含量随时间的延长呈

现下降的趋势。说明皂化时间对皂化效率有重要影

响 , 时间短可能导致样品皂化不完全 , 过长一方面

造成时间的浪费 , 另一方面 , 皂化时间过长可能会

引起脂肪酸的损失。故选用 60 min作为皂化时间。 

2.1.3  皂化温度对浒苔脂肪酸浓度的影响 

保持皂化试剂 KOH-CH3OH溶液 5 mL、皂化时间
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60 min、甲酯化试剂 HCl-CH3OH溶液 4 mL、甲酯化

时间 20 min、甲酯化温度 60 ℃的条件不变, 考察水浴

温度对浒苔脂肪酸浓度的影响作用, 结果如图 2所示。 

 

图 2  不同皂化温度的脂肪酸浓度 

Fig. 2  The concentrations of fatty acids at different saponi-
fication temperatures 

 

由图 2可知, 除 C18:3外, 绝大多数脂肪酸的含

量在水浴温度为 60 ℃时最高, 其次是 70 ℃和 65 , ℃

75 ℃时脂肪酸的含量最低。此外, 从不同反应条件

的实验反应过程上看, 水浴温度过高会引起溶剂不

同程度的蒸发, 可能导致有效成分的损失。综合以上

因素, 水浴温度采用 60 ℃为宜。 

2.1.4  甲酯化试剂对浒苔脂肪酸浓度的影响 

脂肪酸甲酯化溶剂大多为酸性甲醇溶液, 根据

文献报道, 本实验选取最常用的 HCl-CH3OH溶液和

BF3-CH3OH 溶液 , 比较它们对脂肪酸浓度的影响 , 

实验结果如图 3所示。 

 

图 3  不同甲酯化试剂的脂肪酸浓度 

Fig. 3  The concentrations of fatty acids by different methyl 
esterification reagents 

从图 3中可以看出, 除 C18:0外, HCl-CH3OH溶

液甲酯化所得脂肪酸浓度显著高于经 BF3-CH3OH溶

液甲酯化所得脂肪酸的浓度。且 BF3-CH3OH溶液作

为甲酯化试剂的重现性较差。原因主要是, 其一, 工

业用BF3-CH3OH溶液成品的沸点为 59 ℃, 实验水浴

温度大于其沸点 , 温度过高 , 可能影响甲酯化试剂

的作用, 从而影响浒苔脂肪酸浓度。其二, BF3 溶剂

对光非常敏感需要避光保存, 在实验过程中很难满

足这个条件。综合以上因素, 确定 HCl-CH3OH溶液

为甲酯化试剂。 

2.1.5  甲酯化时间对浒苔脂肪酸浓度的影响 

在皂化试剂 KOH-CH3OH溶液 5 mL、皂化温度

60 ℃、皂化时间 60 min、甲酯化试剂 HCl-CH3OH

溶液 4 mL、甲酯化温度 60 ℃的条件下, 考察甲酯

化时间对产物中脂肪酸浓度的影响, 结果见图 4。 

 

图 4  不同甲酯化时间的浒苔脂肪酸浓度 

Fig. 4  The concentrations of fatty acids at different methyl 
esterification times 

 

由图 4 可知, 甲酯化时间从 10 min 增加到 20 

min 时, 浒苔脂肪酸的浓度逐渐增大, 甲酯化时间为

20 min时, 产物的浓度达到最大值。随后增加甲酯化

时间, 脂肪酸浓度不增加反而减少。这说明甲酯化时

间过短 , 甲酯化过程不完全 , 时间太长可能引起脂

肪酸的损失 , 因此 , 较短的甲酯化时间更有利于甲

酯化反应的进行。故选择 20 min作为甲酯化时间。 

2.1.6  甲酯化温度对浒苔脂肪酸浓度的影响 

保持皂化试剂 KOH-CH3OH溶液 5 mL、皂化温

度 60 ℃、皂化时间 60 min、甲酯化试剂 HCl-CH3OH

溶液 4 mL、甲酯化时间 20 min的条件不变, 考察了

温度对浒苔脂肪酸甲酯化过程的作用影响, 结果见

图 5。 
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图 5  不同甲酯化温度的脂肪酸浓度 

Fig. 5  The concentrations of fatty acids at different methyl 
esterification temperatures 

 

由图 5可知, 随着甲酯化温度的增加, 大部分脂

肪酸浓度成降低趋势。随着甲酯化水浴温度增加, 甲

酯化试剂有不同程度的损失 , 温度越高损失越大 , 

这说明, 温度的增加不利于脂肪酸甲酯化过程。因此, 

甲酯化温度为 60 ℃最佳。 

2.2  脂肪酸前处理方法精密度、重现性 

2.2.1  精密度实验   

取浒苔样品 1份, 在优化条件下制备供试液, 采

用 1.3.2 所述色谱条件, 连续进样 5 次, 结果 9 种脂

肪酸相对保留时间和相对峰面积的相对标准偏差

(RSD)分别在 0～0.19%和 0.38%～3.25%的范围内, 

说明该方法精密度良好。 

2.2.2  重现性实验  

取同一批号浒苔样品 5 份, 按优化条件下制备

供试液, 分别测定脂肪酸。结果 9种脂肪酸相对保留

时间和相对峰面积相对标准偏差(RSD)分别为 0～

0.31%和 0.65%～5.8%。表明该方法的重现性良好, 

符合测定的要求。 

2.3  浒苔脂肪酸 GC/MS 分析 

根据上述脂肪酸前处理方法, 对福建霞浦、江苏

和青岛 3 个海区的浒苔检测, 得出浒苔脂肪酸的总

离子色谱图, 经质谱分析后, 由 NIST5.0标准图谱库

进行检索 , 确定脂肪酸中的各个组分 , 并用内标进

行定量, 结果见表 1。 

由表 1可知, 福建、江苏、青岛的浒苔脂肪酸种

类相同, 均检出 9种脂肪酸。福建霞浦浒苔样品脂肪

酸各组分的含量在 0.10~5.69 mg/g之间, 江苏浒苔脂

肪酸范围是 0.16~8.59 mg/g, 青岛为 0.10~4.76 mg/g。

其中, C16:0、C18:1、C18:2、C18:3四种脂肪酸在 3

个海区浒苔中的含量均最高, 可以看出浒苔脂肪酸

以 C16 和 C18 为主。此外, 分析结果发现浒苔样品

含有多种多不饱和脂肪酸 (PUFA), 据现有文献报 

道[21], PUFA对抗肿瘤、免疫活性调节等方面发挥重

要的作用。 

 
表 1  浒苔脂肪酸组成及其含量(mg/g) 

Tab. 1  Compositions and contents of fatty acids in en-
teromorpha prolifera (mg/g) 

脂肪酸 福建 江苏 青岛 

C14:0 0.13 0.16 0.18 

C16:1 0.11 0.34 0.32 

C16:0 5.11 3.87 4.20 

C18:3 5.69 8.59 4.76 

C18:2 2.26 3.52 3.13 

C18:1 0.89 0.55 0.99 

C18:0 0.10 0.16 0.10 

C20:5 0.24 0.43 0.20 

C20:3 0.21 0.54 0.33 

 

3  结论 

以脂肪酸的浓度作为评价指标, 采用单因素分

析优化浒苔脂肪酸的前处理方法 , 结合实际 , 确定

浒苔脂肪酸前处理的最佳条件为, 以 KOH-CH3OH

溶液为皂化试剂, 60 ℃水浴环境下皂化 60 min; 以

HCl-CH3OH溶液为甲酯化试剂, 60 ℃水浴甲酯化 20 

min。 

通过对福建, 江苏及青岛浒苔的实际样品分析, 

发现 3种不同海域的浒苔组分相同, 均检出 9种脂肪

酸, 且各种脂肪酸的含量较为相似。此外, 3 个海区

浒苔脂肪酸均含有多种 PUFA, 参考其重要作用, 可

进行进一步实验研究。 
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Abstract: For quick chemical traceability and resource utilization, a new pre-treatment method was developed for 
determination of fatty acids of enteromorpha prolifera. Operational parameters including reagents, time, and tem-
perature for the saponification and methyl esterification which are expected to impact on the recoveries of analytes 
were optimized. The result indicated high precision (0.38%~3.25%) and the low relative deviation (0.65%~5.8%) of 
this new method. Moreover, by this method, fatty acids contents of enteromorpha prolifera at Fujian, Jiangsu, and 
Qingdao were determined to be 0.10~5.69, 0.16~8.59, and 0.10~4.76 mg/g, respectively. This method is appropriate 
for routine operations. 
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