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非衍生化-气相色谱法测定羊奶中 
短中链游离脂肪酸

晏慧莉1，张富新1,*，李延华2，贾润芳1，李龙柱1，艾 对1，杨吉妮1

（1.陕西师范大学食品工程与营养科学学院，陕西 西安 710062；

2.富平县畜牧技术推广中心，陕西 富平 711700）

摘  要：建立羊奶中短中链游离脂肪酸（free fatty acids，FFA）的非衍生化-气相色谱分析方法。其测定过程包括

羊奶中脂肪的提取、FFA的分离和气相色谱测定3 个部分。首先用乙醇-乙醚-正庚烷将羊奶中脂质进行提取，然后

采用氨丙基固相萃取柱将FFA进行分离，最后用气相色谱法测定FFA含量。采用外标法测定羊奶中FFA的回收率，

以此作为FFA的校对系数。结果表明，羊奶中长链FFA的回收率较高，而短链FFA的回收率较低，尤其是C2︰0和C4︰0回

收率仅为23.9%和78.5%，但其回收率相对稳定，相对标准偏差小于0.04%，可校对测定过程中FFA的损失。
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Abstract: A method was developed for the determination of free fatty acids (FFAs) in goat milk by gas chromatography (GC) 

without derivatization. The process includes three parts: the extraction of goat milk lipids, the separation of FFAs and the 

determination by gas chromatography. Firstly, the milk lipids were extracted with ethanol/ether/n-heptane, and then FFAs 

were isolated on an aminopropyl column. Finally, the FFAs were identified and determined by gas chromatography. The 

external standard method was applied to determine the recoveries of FFAs in the goat milk, which acted as the calibration 

coefficients of FFAs. The results showed that the recoveries of long chain FFAs were higher than those of short chain FFAs, 

especially for C2︰0 and C4︰0 with values of 23.9% and 78.5%, respectively. The recoveries were stable with relative standard 

deviations blew 0.04%.
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羊奶营养价值很高，易被人体消化吸收，其营养价

值组成接近母奶，是婴幼儿及老年人理想的营养佳品。

但羊奶具有膻味，影响产品的消费。目前人们认为，羊

奶的膻味主要由奶中的短中链脂肪酸引起的，尤其是奶

中的游离脂肪酸[1-5]。大量研究表明，羊奶中的短中链脂

肪酸含量较高，其含量约高出牛奶一倍，其中辛酸和癸

酸含量是牛奶的3～5 倍[6]。羊奶中的脂肪酸由两部分组

成，一部分是与甘油结合的脂肪酸，另一部分是游离脂

肪酸（free fatty acids，FFA），而FFA含量及种类与羊奶

的膻味密切相关[7-9]。目前测定奶中脂肪酸的方法较多，主

要有气相色谱法[10]、高效液相色谱法[11]、气相色谱-质谱

（gas chromatography-mass spectrometry，GC-MS）法[5]和

红外光谱分析法[12]等，其中气相色谱法应用最为广泛。用

气相色谱法测定奶中脂肪酸时，通常采用衍生化方法，先

将脂肪提出，再用三氟化硼等试剂对脂肪酸甲酯化[11-14]，

然后用气相色谱仪分析。衍生化方法对测量奶中总脂肪

酸十分有效，但在测定奶中FFA时，由于其含量较低，

且一些短中链脂肪酸具有挥发性或半挥发性，在衍生化
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时易挥发损失从而影响测定结果[15-16]。de Jong[17]应用有

机溶剂将奶中的脂类物质提取后，再将中性脂肪与游离

脂肪酸分离，不经过衍生化，直接应用气相色谱法进行

测定，从而减少FFA在测定过程中的损失，但应用有机

溶剂提取法将中性脂肪与FFA分离时也会存在一些FFA的

损失，尤其是短链脂肪酸。本研究在de Jong[17]方法的基础

上，应用外标法在羊奶中加入C2∶0～C16∶0的FFA标准品，应

用非衍生化-气相色谱法，对羊奶中FFA的回收率进行测

定，以确定FFA的校对系数，实现FFA的精确定量分析。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

萨能羊混合奶样（在－40 ℃冰箱中冷冻保存，测定

前在25 ℃水浴锅中解冻） 陕西富平县某奶品企业。

FFA标品：C2∶0（乙酸）、C4∶0（丁酸）、C6∶0（己

酸）、C8∶0（辛酸）、C10∶0（癸酸）、C12∶0（月桂酸）、

C14∶0（肉豆蔻酸）和C16∶0（棕榈酸）（纯度＞99%） 

美国Nu-Chekprep公司；甲酸、无水乙醇、正庚烷、异丙

醇（均为色谱纯） 天津市科密欧化学试剂有限公司；

无水乙醚、氯仿、无水硫酸钠（均为分析纯） 天津市

天力化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

Trace2000气相色谱仪（检测器为氢火焰离子检测器

FID） 美国热电公司；HP-INNOWAX石英毛细管色谱

柱、氨丙基固相萃取柱：500 mg、6 mL，SampliQ Amino

（NH2） 美国Agilent公司；涡旋混合器 江苏海门

其林贝尔仪器制造有限公司；SHZ-D（Ⅲ）型循环水式

真空泵 巩义市予华仪器有限责任公司；微孔过滤器

（0.45 μm） 西安森博试剂公司。

1.3 方法

羊奶中的FFA的测定由脂肪的提取，FFA的分离和气

相色谱仪测定3 个部分组成。

1.3.1 脂肪的提取

采用de Jong[17]的方法，并进行了改进。精确吸取

10 mL奶样，移入50 mL离心管，依次加入10 mL无水

乙醇、1 mL硫酸（2.5 mol/L）、15 mL乙醚-正庚烷混

合溶液（1∶1，V/V），振荡20 min后，2 500 r/min离心

15 min，然后将含有脂肪的上层液移入150 mL的锥形

瓶中（含有1 g无水硫酸钠）。再用10 mL乙醚-正庚烷

（1∶1，V/V）溶液对离心管的下层溶液重复提取2 次，将

提取的含脂肪的上层液全部收集于锥形瓶中。

1.3.2 FFA的分离

采用Kaluzny等[18]的方法将提取脂肪中的FFA与中性

脂肪分离。首先向氨丙基固相萃取柱中加入10 mL正庚

烷，使其活化。将1.3.1节提取的脂肪缓慢加入柱中，使

其中的FFA吸附在柱内；然后向柱中加入10 mL氯仿-异丙

醇溶液（2∶1，V/V）洗脱中性脂肪，弃去滤液；再将吸附

FFA的氨丙基固相萃取柱用真空泵抽滤1 min，直到氨丙基

固相萃取柱中不再有液滴流出；最后用5 mL乙醚溶液（含

体积分数2%的甲酸）对氨丙基固相萃取柱内的FFA进行洗

脱，用5 mL的容量瓶收集滤液，定容至5 mL。

1.3.3 气相色谱测定

色谱条件：石英毛细管色谱柱（60 m×0.32 mm，

0.25 mm），进样口温度240 ℃；检测器温度260 ℃；载

气N2；流速40 mL/min；H2流速30 mL/min；空气流速

300 mL/min；分流比30∶1；升温程序：初始温度130 ℃，

保持2 min，以4 ℃/min升至230 ℃，保持22 min；恒压分

流模式进样。

进 样 前 ， 样 品 用 一 次 性 针 筒 式 微 孔 过 滤 器

（0.45 μm）过滤，进样量1 μL。
1.3.4 标准曲线的建立

用含有体积分数2%甲酸的乙醚溶液将标准品C2∶0

（乙酸）、C4∶0（丁酸）、C6∶0（己酸）、C8∶0（辛酸）、

C10∶0（癸酸）、C12∶0（月桂酸）、C14∶0（肉豆蔻酸）和

C16∶0（棕榈酸）配制成不同质量浓度的标准溶液。按照

1.3.3节检测方法，得到8 种标准溶液的气相色谱图，根

据出峰时间确定FFA的分离效果。在此基础上，配制FFA

标准品混合溶液（C2∶0（乙酸）、C4∶0（丁酸）、C6∶0（己

酸）、C8∶0（辛酸）、C10∶0（癸酸）、C12∶0（月桂酸）、

C14∶0（肉豆蔻酸）和C16∶0（棕榈酸）在混合溶液中质量

浓度分别为2.10、0.96、0.93、0.91、0.26、2.55、2.48、

3.18 mg/mL）。根据测得的峰面积Y与其对应的质量浓度

X（mg/mL）进行线性回归，对不同FFA进行定量测定。

1.3.5 加标回收率的测定

为了确定样品在脂肪的提取和FFA的分离过程中FFA

的损失，采用外标法对加标样品进行回收率测定，分别

测定样品加标前与加标后FFA含量，用公式（1）计算回

收率。

/%
FFA FFA

100 （1）

1.3.6 样品中FFA的计算

样品中实际FFA的含量按公式（2）计算。

FFA / mg/mL
FFA

 （2）

1.4 数据分析

所有实验数据采用SPSS 11.0软件统计分析。

2 结果与分析

2.1 FFA的定量检测

将FFA标准品的混合溶液用含有体积分数2%甲酸的
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乙醚溶液配制成5 个不同梯度的溶液，按照1.3.3节条件进

行气相色谱分析，结果见表1和图1。
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图 1 8 种FFA标准品色谱图

Fig.1 GC Chromatograph of FFA standards

表 1 8 种FFA标准品的线性方程、保留时间、相关系数和检出限

Table 1 Linear regression equations, retention time, correlation 

coefficients and LODs of 8 FFA standards

游离脂肪酸 线性方程 保留时间/min 相关系数 线性范围/（mg/mL）检出限/（μg/mL）
C2∶0（乙酸） Y=7×106X＋9 057.2 7.27 0.995 0.007～0.050 1.963

C4∶0（丁酸） Y=2×106X－15 913 9.99 0.998 0.006～0.480 1.748

C6∶0（己酸） Y=2×106X－23 134 14.38 0.997 0.006～0.465 1.907

C8∶0（辛酸） Y=3×106X－39 570 19.08 0.997 0.006～0.455 1.943

C10∶0（癸酸） Y=2×106X－2 828.3 23.70 0.995 0.008～0.546 2.400

C12∶0（月桂酸） Y=3×106X－141 820 28.09 0.990 0.011～1.275 3.272

C14∶0（肉豆蔻酸） Y=3×106X－132 367 33.70 0.994 0.014～1.239 4.139

C16∶0（棕榈酸） Y=1×106X－40 887 42.50 0.991 0.011～1.595 3.304

由图1可以看出，在给定仪器的条件下，8 种FFA

标准品能在43 min内很好的分离，峰形尖锐，对称性

好，出峰时间稳定，且无杂质峰干扰，是较为理想

的气相色谱检测条件。由表2可以看出，8 种FFA标

准品的质量浓度与峰面积均呈良好的线性关系，相

关系数在0.991～0.998之间，以基线噪音的3 倍峰高

（RSN=3）作为检出限，其值在1.748～4.139 μg/mL之
间。由此可见，根据FFA标准品的出峰时间和峰面积

即可对样品中脂肪酸进行定性定量的分析，具有较高

的精确性和高效性。

2.2 FFA加标回收率
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图 2 羊奶样品的FFA色谱图（加FFA标准品前）

Fig.2 GC chromatograph of goat milk sample without the addition of 

FFA standards

向羊奶样品中分别加入3 个水平的混合FFA标准品

（100、250 μL和500 μL），每个水平测定9 次，然后按

照脂肪酸提取、FFA的分离方法处理后，用气相色谱仪

进行分析，结果见图2、3和表2。
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图 3 羊奶样品的FFA色谱图（加入100 μL FFA标准品）

Fig.3 GC chromatograph of goat milk sample spiked with 100 μL of 

FFA standards

表 2 方法的准确度与精密度评价（n=9）

Table 2 Accuracy and precision (RSD) of the proposed GC method (n = 9) 

游离脂肪酸
添加FFA标品在奶样
中的水平/（mg/mL）

加标前样品中FFA
测定值/（mg/mL）

加标后样品中FFA
定值/（mg/mL） 回收率/% 平均回

收率/% RSD/%

C2∶0（乙酸）

0.042
0.105
0.210

0.198±0.004
0.208±0.031
0.223±0.004
0.249±0.003

24.0±0.045
23.5±0.038
24.2±0.015

23.9 0.040

C4∶0（丁酸）

0.019
0.048
0.096

0.022±0.006
0.037±0.008
0.060±0.004
0.097±0.006

78.0±0.052
79.0±0.032
78.5±0.060

78.5 0.013

C6∶0（己酸）

0.019
0.048
0.096

0.033±0.002
0.053±0.004
0.084±0.003
0.137±0.023

106.0±0.021
107.0±0.015
108.7±0.023

107.2 0.009

C8∶0（辛酸）

0.018
0.046
0.091

0.035±0.002
0.053±0.006
0.081±0.005
0.126±0.006

99.8±0.047
100.0±0.067
100.0±0.055

99.9 0.010

C10∶0（癸酸）

0.005
0.013
0.026

0.007±0.006
0.012±0.025
0.020±0.011
0.033±0.016

99.7±0.072
99.8±0.085
100.0±0.067

99.8 0.010

C12∶0（月桂酸）

0.051
0.128
0.255

0.100±0.024
0.153±0.050
0.234±0.027
0.368±0.027

104.0±0.040
105.0±0.030
105.0±0.075

104.7 0.010

C14∶0（肉豆

蔻酸）

0.050
0.124
0.248

0.148±0.015
0.198±0.042
0.273±0.020
0.396±0.059

100.0±0.107
101.0±0.152
100.0±0.101

100.3 0.010

C16∶0（棕榈酸）

0.064
0.159
0.318

0.987±0.001
1.050±0.054
1.144±0.119
1.305±0.057

99.0±0.083
99.0±0.093
100.0±0.107

99.3 0.010

由表2可以看出，在测定羊奶样品中FFA时，长链

脂肪酸回收率较高，而短链脂肪酸的回收率较低，尤

其是乙酸（C2∶0）和丁酸（C4∶0）的回收率仅为23.9%

和78.5%。但从FFA的回收率来看，无论是添加高、

中、低3 个水平FFA标准品溶液，其回收率均相对稳

定，相对标准误差小于0.04%。因此在实际测定时可

用回收率作为校对系数对FFA进行校对，以补偿脂肪

提取和FFA在分离过程中损失，来定量测定奶中的实

际FFA的含量。



※分析检测	                            食品科学	 2014, Vol.35, No.16   141

2.3 羊奶中FFA含量的测定

为了验证非衍生化-气相色谱法测定羊奶中FFA的稳

定性，取不同来源的羊奶样品6 份，应用上述方法对其

FFA含量进行测定，结果见表3。

表 3 羊奶中FFA含量的测定结果

Table 3 Determination of FFA in goat milk

游离脂肪酸 测定含量/（mg/mL） 校对系数 实际含量 /（mg/mL） RSD/%

C2∶0（乙酸） 0.198 23.9 0.828 4.81

C4∶0（丁酸） 0.022 78.5 0.028 1.78

C6∶0（己酸） 0.033 107.2 0.030 1.67

C8∶0（辛酸） 0.035 99.9 0.035 2.87

C10∶0（癸酸） 0.111 99.8 0.111 1.52

C12∶0（月桂酸） 0.100 104.7 0.096 1.34

C14∶0（肉豆蔻酸） 0.148 100.3 0.148 2.21

C16∶0（棕榈酸） 0.987 99.3 0.987 1.13

注：校对系数为单个 FFA 的回收率测定值 6 次的平均值。

由表3可以看出，应用建立的FFA测定方法，可以对

羊奶样品中C2∶0～C16∶0中短链FFA进行测定，应用回收率

对单个FFA进行校对，其测定结果RSD值均在5%以内，

表明应用该方法稳定性较高，可在实际中应用。

3 讨论与结论

目前国内外测定奶中脂肪酸大多采用衍生化方法，

脂肪酸衍生化后，其沸点降低，更易在气相色谱仪中被

气化和检测。但这种方法对高含量的脂肪酸较为适用，

对低含量的脂肪酸则损失较为严重。同时，这些检测方

法大多是检测奶中总脂肪酸（包括与甘油三酯结合的脂

肪酸和FFA），对奶中FFA的检测报道较少。由于羊奶

中的FFA含量较低，衍生化方法其误差较大，通常采用

非衍生化方法测定，其测定过程主要包括脂质的提取和

FFA的分离2 个重要步骤。

提取奶中的脂质时，常用的试剂是能够与脂质物质

相溶的乙醚、乙醇等有机溶剂。而奶中FFA在脂质相与乳

清相之间存在一个平衡，尤其是短链脂肪酸，有一定的

水溶性，在有机溶剂提取时，其有一定的损失。通常认为

FFA的碳链越短，其在提取过程中损失越大，de Jong[17]用

乙醇-乙醚-正庚烷混合提取时，可较大程度地提取奶中的

FFA，因此本实验采用此方法提取羊奶中的FFA。

在对提取的脂质中FFA进行分离时，常用的方法有

强阴离子交换法[19]和碱性氧化铝萃取法[17]。这些方法利

用FFA具有一定的极性，可与柱中的物质进行吸附，从

而使中性脂肪与FFA进行分离。de Jong[17]应用强阴离子

交换法和碱性氧化铝分离奶中FFA时发现，应用强阴离

子交换法分离FFA效果较好，可有效降低FFA分离过程中

FFA的损失。本实验采用氨丙基固相萃取小柱具有较强

的离子交换作用，属于阴离子交换柱，用该柱分离羊奶

中的FFA，虽然不能完全分离，但可最大限度降低FFA分

离过程中的损失。

总之，应用非衍生化测定奶中FFA时，短中链FFA

的损失是测定过程中普遍存在的问题，谭力等[20]利用非

衍生化-气相色谱法测定人血清游离脂肪酸时，C2∶0的回

收率仅为18.84%，C4∶0的回收率为81.08%。Chen等[21]在

测定奶中FFA时，C4∶0的回收率为1.86%，C6∶0的回收率为

6.75%，C8∶0的回收率为10.6%。本实验对羊奶中FFA进

行加标回收率测定，同样出现短中链脂肪酸存在回收率

较低的现象。原因可能是在有机溶剂的提取中还是存在

一定程度损失。此外，实验最后对FFA洗脱时采用抽真

空减压的方法，可能对氨丙基固相萃取柱上富集的短链

易挥发游离脂肪酸产生了影响，关于这一操作还有待改

进，以提高短链游离脂肪酸的回收率。但按照该系统的

测定程序，其回收率相对稳定，可用其校对测定过程中

FFA的损失，以获得较为客观的测定效果。

本实验建立了一种非衍生化-气相色谱法测定羊奶中

短中链FFA的方法。应用FFA的回收率校对测定过程中

FFA的损失，解决了传统测定方法中短链脂肪酸易于损

失的问题。经方法学验证，FFA线性关系良好、检出限

低、加标回收率稳定，是一种测定羊奶中短中链FFA的

有效方法，具有操作简便、快速和准确的优点，可以在

测定羊奶及羊奶制品游离脂肪酸中应用。
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