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乙酰氯-甲醇甲酯化法测定婴幼儿配方乳粉中 
脂肪酸含量方法的优化 

吴可佳, 席文娟, 周兴旺, 谢胜荣, 陈  云, 徐小露, 章肇敏* 
(江西金薄金生态科技有限公司, 高安  330812) 

摘  要: 目的  改进乙酰氯-甲醇甲酯化气相色谱(gas chromatography, GC)法测定婴幼儿配方乳粉中脂肪酸含

量的方法。方法  改进了乙酰氯-甲醇配制的体积浓度, 考察了不同甲酯化反应温度和时间对月桂酸、肉豆蔻

酸、亚油酸(linoleic acid, LA)、α-亚麻酸(α-linolenic acid, α-LA)、二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)

和花生四烯酸(arachidonic acid, AA)含量测定的影响, 并验证了改进方法的检出限、重现性和回收率等。结果  

采用改进的乙酰氯-甲醇配制液可将甲酯化反应时间缩短至 60 min, 在 4 ℃下保存该配制液有效期达 10 d。各

组分在一定质量浓度范围内线性关系良好(r>0.999)。改进方法中月桂酸、肉豆蔻酸、亚油酸、α-亚麻酸、二

十二碳六烯酸和花生四烯酸的检出限为 0.11~0.68 mg/100 g, 定量限为 3.3~20.4 mg/kg, 与国标方法相比定量

限提升了 38.2%~95.0%, 回收率均在 95%~105%之间, 稳定性相对标准偏差为 0.79%~2.59%。结论  改进方法

能满足婴幼儿配方乳粉中脂肪酸含量的检测。 

关键词: 婴幼儿配方乳粉; 乙酰氯-甲醇甲酯化; 脂肪酸; 气相色谱 

Optimization of fatty acid content determination in infant formula milk 
powder by acetyl chloride-methyl alcohol esterification 
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XU Xiao-Lu, ZHANG Zhao-Min* 
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ABSTRACT: Objective  To improve the method for the determination of fatty acids in infant formula milk powder 

by acetyl chloride-methyl alcohol esterification gas chromatography (GC). Methods  The volume concentration of 

acetyl chloride-methyl alcohol was improved. The effects of different reaction temperature and time on the 

determination of lauric acid, myristic acid, linoleic acid (LA), α-linolenic acid (α-LA), docosahexaenoic acid (DHA) 

and arachidonic acid (ARA) were investigated, the detection limit, reproducibility and recovery of the improved 

method were verified. Results  The reaction time of Methyl esterification was shortened to 60 minutes by using the 

modified acyl chloride-methanol mixture, and the shelf life of the mixture was up to 10 days at 4 °C. The linear 

relationship of each component was good within a certain range of mass concentration(r>0.999). The limits of 

detection of lauric acid, myristic acid, linoleic acid, α-linolenic acid, docosahexaenoic acid and arachidonic acid were 
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0.11‒0.68 mg/100 g, the limits of quantification were 3.3‒20.4 mg/kg. Compared with the national standard method, 

the limit of quantification had increased by 38.2%‒95.0%, the recovery rate is between 95%‒105%, and the relative 

standard deviations of stability were 0.79%‒2.59%. Conclusion  The improved method can be used for the 

determination of fatty acids in infant formula milk powder. 

KEY WORDS: infant and follow-up formula milk powder; acetyl chloride–methanol esterification; fatty acid; gas 

chromatography 
 
 

0  引  言 

母乳是婴幼儿最理想的食物, 对于不能正常食用到

母乳的婴幼儿来说, 婴幼儿配方乳粉是比较好的选择。通

常, 婴幼儿配方乳粉需要对脂肪酸的构成进行调整, 比如

6 个月龄内的产品中月桂酸和肉豆蔻酸总量需要小于总脂

肪酸含量的 20%, 而像亚油酸和亚麻酸作为必需脂肪酸也

有相应的要求[1‒2], 以便更接近于母乳[3]。此外像花生四烯

酸和二十二碳六烯酸在体内转化合成的量比较低, 也需要

额外摄入以补充满足机体的需要[4‒5], 由此可见脂肪酸是

婴幼儿配方乳粉的重要组成部分。乙酰氯-甲醇甲酯化气相

色谱法是测定婴幼儿配方乳粉中脂肪酸的常用方法[6‒10], 
该方法具有操作简单、灵敏度高等优点, 但在实际检测过

程中还是存在色谱分离效果不佳、水浴提取时间较长等问

题。本实验在 GB 5009.168—2016《食品安全国家标准 食
品中脂肪酸的测定》[7]的基础上通过改进乙酰氯-甲醇配制

的体积浓度, 考察了不同甲酯化反应温度、反应时间和乙

酰氯-甲醇储存时间, 对月桂酸、肉豆蔻酸、亚油酸(linoleic 
acid, LA)、α-亚麻酸(α-linolenic acid, α-LA)、二十二碳六烯

酸(docosahexaenoic acid, DHA)和花生四烯酸(arachidonic 
acid, AA)6 种脂肪酸含量测定的影响, 以提高检测方法的

灵敏度、分离度、检测速度、产品脂肪酸含量检测的准确

度, 为实验室具体的检测工作提供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

7820A 气相色谱仪(美国安捷伦公司); HP-88 色谱柱(美
国安捷伦公司); TG16-WS 离心机(湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司); ME104E 分析天平(瑞士梅特勒托利多公司); HH-4
数显恒温水浴锅(常州荣华仪器制造有限公司)。 

甲苯(色谱纯, 西陇科学股份有限公司); 乙酰氯(含量

99%, 阿拉丁集团); 甲醇(色谱纯, 国药集团化学试剂有限

公司); 无水碳酸钠(分析纯, 天津市密欧化学试剂有限公

司); 亚油酸甘油三脂标准品、α-亚麻酸甘油三酯标准品、

花生四烯酸甘油三脂标准品、二十二碳六烯酸甘油三脂标

准品、月桂酸甘油三脂标准品、肉豆蔻酸甘油三脂标准品

(以上含量均＞99%)、37 种混合脂肪酸甲酯标准品(含量为

99.94%, 其中, 棕榈酸含量 5.26%, 其余 36 种脂肪酸甲酯

含量分别为 2.63%)(上海安谱实验科技股份有限公司)。 
婴幼儿配方乳粉(江西金薄金生态科技有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  脂肪酸标准品配置 
根据需要分别称取适量的月桂酸甘油三酯、肉豆蔻酸

甘油三酯、亚油酸甘油三脂、α-亚麻酸甘油三酯、花生四

烯酸甘油三脂、二十二碳六烯酸甘油三脂于 50 mL 烧杯中, 
加 20 mL 甲苯溶解并定容至 50 mL, 配置成不同浓度的混

合标样, 储存于‒20 ℃冰箱中备用。 
根据需要称取适量的 37 种脂肪酸混合的标品于   

25 mL 容量瓶中, 甲苯溶解并定容, 配置成 37 种混合脂肪

酸甲酯标准品溶液, 储存于‒20 ℃冰箱中备用。 
1.2.2  乙酰氯-甲醇的制备 

量取 50 mL 甲醇于 100 mL 烧杯, 并置于冷水浴中。

缓慢加入 10 mL 乙酰氯, 并不断搅拌, 待冷却至室温后定

容至 100 mL。 
1.2.3  碳酸钠溶液的制备 

称取 60 g 无水碳酸钠固体于 200 mL 烧杯中, 加水溶

解定容至 1000 mL, 配置成浓度为 6%的碳酸钠溶液。 
1.2.4  提取影响因素实验 

取 13 支 25 mL 螺口试管, 分别量取 0.5 mL 脂肪酸甘

油三酯混合标样, 加 4.5 mL 甲苯, 向标样中加入 10%乙酰

氯-甲醇溶液 6 mL, 充氮气并去除试管内的空气后迅速旋

紧螺口试管盖 , 振荡混匀后置于水浴中加热 , 期间每隔  
20 min 取出振摇 1 次, 水浴后取出冷却至室温。倒出样品

溶液于 50 mL 离心管中, 加入 3 mL 6%碳酸钠溶液于试管

中清洗试管并倒入离心管中, 清洗 3 次, 合并样品溶液和

清洗液于离心管中, 混匀后置于高速离心机中 8000 r/min
离心 3 min, 取上清液有机溶液并使用 0.25 μm 有机滤膜过

滤作为试样溶液, 气相色谱测定。 
(1)提取时间 
考察的水浴提取时间分别为 20、40、60、80、100、

120、150 min。 
(2)提取温度 
考察的水浴提取温度分别为 60、70、75、80、85、90 ℃。 

1.2.5  乙酰氯-甲醇储存时间 
取 10 支 25 mL 螺口试管, 称取等质量乳粉样品 0.5 g, 
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加 5 mL 甲苯, 并分别加入储存在 4 ℃冰箱中储存时间分

别为 0、1、2、4、7、10、12、14、17、21 d 的 10%乙酰

氯-甲醇溶液 6 mL, 充氮气并去除试管内的空气后迅速旋

紧螺口试管盖, 振荡混匀后置于 80 ℃水浴中加热 60 min, 
期间每隔 20 min 取出振摇 1 次, 水浴后取出冷却至室温。

倒出样品溶液于 50 mL 离心管中, 加入 3 mL 6%碳酸钠溶

液于试管中清洗试管并倒入离心管中, 清洗 3 次, 合并样

品溶液和清洗液于离心管中, 混匀后置于高速离心机中

8000 r/min 离心 3 min, 取上清液有机溶液并使用 0.25 μm
有机滤膜过滤作为试样溶液, 气相色谱仪测定。 
1.2.6  色谱条件 

色谱柱安捷伦 PH-88(100 m×250 μm, 0.20 μm), 进样器

270 ℃, 检测器 280 ℃, 进样量 1 μL, 分流比 50: 1, 恒流进

样 0.8 mL/min。初始温度 100 ℃保持 15 min, 后以 3 ℃/min
升温至 160 ℃, 保持 15 min, 再以 3 ℃/min 升温至 190 ℃, 
保持 55 min, 最后以 5 ℃/min 升温至 220 ℃, 保持 19 min。 

2  结果与分析 

2.1  提取时间的影响 

不同水浴提取时间[11‒13]对样品中 6 种脂肪酸甲酯化

衍生的影响, 结果见图 1。随着水浴提取时间的延长, 样品

中各脂肪酸峰面积迅速增大, 60 min 时峰面积基本达到最

大, 此后继续加热峰面积大小保持相对恒定, 因此, 改进

方法下的提取时间可缩短至 60 min。 

2.2  提取温度的影响 

不同水浴提取温度对样品中 6 种脂肪酸甲酯化衍生

的影响, 结果见图 2。随着水浴提取温度的升高, 样品中各

脂肪酸峰面积迅速增大, 80 ℃时峰面积基本达到最大, 此
后继续升温峰面积大小保持相对恒定, 因此, 改进方法下

的提取时间在 80 ℃时即可满足要求。 

2.3  乙酰氯-甲醇储存时间的影响 

在实际检测过程中乙酰氯-甲醇溶液需临时配制, 为
避免试剂的浪费, 通常将未使用完的乙酰氯-甲醇溶液贮

存于 4 ℃冰箱中备用。不同乙酰氯-甲醇储存时间对样品中

6 种脂肪酸甲酯化衍生的影响, 结果见图 3。随着乙酰氯-
甲醇溶液储藏时间的延长, 储藏时间在 10 d 以内, 用改进

方法检测的总脂肪酸和 6 种脂肪酸含量相对保持恒定, 储
藏时间超过 10 d, 检测的结果会降低。因此, 在改进方法

条件下, 乙酰氯-甲醇配置液贮存在 4 ℃的冰箱中可以保存

10 d, 不影响实验检测的使用。 

2.4  改进方法的线性方程、检出限和定量限 

根据需要分别吸取月桂酸甘油三脂、肉豆蔻酸甘油

三脂、亚油酸甘油三脂、α-亚麻酸甘油三脂、花生四烯

酸甘油三脂、二十二碳六烯酸甘油三酯标准品溶液配置

成浓度分别为(2.0、1.5、18.0、1.0、0.5、0.5 mg/mL)的
混合标准品工作液 , 吸取混合标准品工作液(0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5 mL)于 5 支 25 mL 螺口试管中, 并以此加

入(4.5、4.0、3.5、3.0、2.5 mL)甲苯, 按 2.4 所述方法, 以
色谱峰面积为纵坐标 , 标样浓度为横坐标作标准曲线 , 
得 6 种脂肪酸的线性回归方程及相关系数, 并以 3 倍噪

音计算方法的检出限 [14‒17], 再以三倍检出限表示定量

限 [18], 结果见表 1。改进方法的线性关系良好、检出限低, 
定量限也都优于国标方法的定量限, 检出限和定量限的降

低率在 38.2%~95.0%。 
 

 
 

图 1  提取时间影响 
Fig.1  Effect of extraction times 
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图 2  提取温度影响 
Fig.2  Effect of extraction temperatures 

 
 

 
 
 

图 3  乙酰氯-甲醇储存时间影响 
Fig.3  Effect of storage time for acetyl chloride - methanol 

 
 

表 1  6 种脂肪酸的线性回归方程和相关系数 
Table 1  Linear regression equations and correlation coefficients of six fatty acids 

脂肪酸 线性回归方程 相关系数 改进方法检出限
/(mg/100 g) 

改进方法定量限
/(mg/100 g) 

国标方法定量限 
/(mg/100 g) 

降低百分率/%

月桂酸 Y=2233326X+4354.4 0.9999 0.11 0.33 6.6 95.0 

肉豆蔻酸 Y=2309535X+5069.5 0.9998 0.14 0.42 3.3 87.3 

亚油酸 Y=2376081X+12541 0.9999 0.68 2.04 3.3 38.2 

α-亚麻酸 Y=2354588X+3430.3 0.9999 0.21 0.63 3.3 80.9 

花生四烯酸 Y=2442871X+6656.5 0.9996 0.40 1.20 3.3 63.6 

二十二碳六烯酸 Y=2238515X+2520.3 0.9997 0.30 0.90 3.3 72.7 
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在实验条件下 37 种脂肪酸混合标样浓度为 0.5~   

1.0 mg/mL, 能有效分离, 而且检测婴儿配方乳粉过程中能

有效避免杂峰的干扰[10], 色谱图见图 4。 

2.5  改进方法的回收率 

精确称取 7 份样品 0.5000 g 并标记为①到⑦号, 其

中①号作为空白样, ②到④号添加不同浓度的 6 种脂肪

酸混合标样(即 3 份平行), 测定样品中 6 种脂肪酸的含 

量及其回收率 , 结果见表 2; ⑤到⑦号分别添加样品本

底含量约 0.5、1 和 2 倍浓度的 6 种脂肪酸混合标样, 结
果见表 3。由表 2 可以看出, 改进后的方法对 6 种脂肪酸

检测的回收率都比较好, 其相对标准偏差(relative standard 
deviation, RSD)分别只有 0.58%、2.61%、1.76%、2.23%、

2.29%和 2.18%, 说明改进方法能很好适应该脂肪酸的测

定。此外, 不同加标量下的回收率结果也可以看出, 改进

方法良好的适应性。 
 

 
 

注: 1-丁酸(C4:0)、2-己酸(C6:0)、3-辛酸(C8:0)、4-葵酸(C10:0)、5-十一碳酸(C11:0)、6-月桂酸(C12:0)、7-十三碳酸(C13:0)、8-肉豆蔻酸

(C14:0)、9-肉豆蔻油酸(C14:1n5)、10-十五碳酸(C15:0)、11-十五碳一烯酸(C15:1n5)、12-棕榈酸(C16:0)、13-棕榈油酸(C16:1n7)、14-十
七碳酸(C17:0)、15-十七碳一烯酸(C17:1n7)、16-硬脂酸(C18:0)、17-反式油酸(C18:1n9t)、18-油酸(C18:1n9c)、19-反式亚油酸(C18:2n6t)、
20-亚油酸(C18:2n6c)、21-花生酸(C20:0)、22-γ-亚麻酸(C18:3n6)、23-二十碳一烯酸(C20:1)、24-α-亚麻酸(C18:3n3)、25-二十一碳酸(C21:0)、
26-二十碳二烯酸(C20:2)、27-二十碳三烯酸(C20:3n6)、28-二十碳三烯酸(C20:3n3)、29-二十二碳酸(C22:0)、30-花生四烯酸 ARA(C20:4n6)、
31-芥酸(C22:1n9)、32-二十三碳酸(C23:0)、33-二十二碳二烯酸(C22:2n6)、34-二十碳五烯酸 EPA(C20:5n3)、35-二十四碳酸(C24:0)、36-

二十四碳一烯酸(C24:1n9)、37-二十二碳六烯酸 DHA(C22:6n3)。 
图 4  37 种脂肪酸甲酯标准溶液色谱图 

Fig.4  Chromatogram of standard solution of 37 fatty acid methyl esters 

 
表 2  回收率结果 

Table 2  Results of recovery 

脂肪酸 样品含量/mg 加标量/mg 总含量/mg 回收率/% 相对标准偏差/%

月桂酸 

16.559 16.618 32.502 95.94 

0.58 16.559 16.618 32.689 97.06 

16.559 16.618 32.586 96.44 

肉豆蔻酸 

6.689 6.706 13.622 103.39 

2.61 6.689 6.706 13.288 98.40 

6.689 6.706 13.361 99.49 
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表 2(续) 

脂肪酸 样品含量/mg 加标量/mg 总含量/mg 回收率/% 相对标准偏差/%

亚油酸 

30.311 30.432 61.017 100.90 

1.76 30.311 30.432 60.853 100.36 

30.311 30.432 60.022 97.63 

α-亚麻酸 

3.392 3.343 6.585 95.51 

2.23 3.392 3.343 6.633 96.95 

3.392 3.343 6.728 99.79 

花生四烯酸 

0.353 0.349 0.711 102.58 

2.29 0.353 0.349 0.703 100.29 

0.353 0.349 0.695 97.99 

二十二碳六烯酸 

0.185 0.19 0.374 99.47 

2.18 0.185 0.19 0.366 95.26 

0.185 0.19 0.371 97.89 

 
 

表 3  不同加标量的回收率结果 
Table 3  Recovery results of different scalar addition 

脂肪酸 样品含量/mg 加标量/mg 总含量/mg 回收率/% 

月桂酸 

12.144 6.302 18.502 100.9 

12.144 12.604 24.689 99.5 

12.144 18.906 30.586 97.5 

肉豆蔻酸 

6.047 3.006 9.012 98.6 

6.047 6.012 12.188 102.1 

6.047 9.018 14.727 96.3 

亚油酸 

26.739 13.276 39.875 98.9 

26.739 26.552 54.231 103.5 

26.739 39.828 66.022 98.6 

α-亚麻酸 

2.893 1.458 4.382 102.2 

2.893 2.916 5.772 98.7 

2.893 4.374 7.228 99.1 

花生四烯酸 

0.403 0.205 0.611 101.5 

0.403 0.41 0.809 99.0 

0.403 0.615 1.008 98.4 

二十二碳六烯酸 

0.252 0.124 0.374 98.8 

0.252 0.248 0.501 100.6 

0.252 0.372 0.618 98.5 
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2.6  改进方法的精密度 

精确称取 8 份婴幼儿配方乳粉样品 0.5000 g, 测定

样品中 6 种脂肪酸和总脂肪酸的含量, 结果见表 4。改

进后的方法对月桂酸、肉豆蔻酸、亚油酸、α-亚麻酸、

花生四烯酸、二十二碳六烯酸和总脂肪酸进行检测, 方
法的重现性好 , 其相对标准偏差分别只有 2.16%、

2.59%、0.79%、2.03%、1.18%、1.62%、和 1.68%, 说

明改进方法能稳定的测定该脂肪酸。 

2.7  改进方法的实际检测应用 

分别按照改进方法和国标方法对婴幼儿配方乳粉进

行检测, 比较方法对 6 种脂肪酸和总脂肪酸的含量的检测

差异, 结果见表 5, 改进方法和国标检测方法的检测结果非

常接近, 偏离度在-3.45%到 3.41%, 考虑到检测本身存在一

定偏差, 因此, 改进方法能满足日常检测的适用性。 
 

表 4  精密度实验结果 
Table 4  Results of precision 

脂肪酸* 
样品 

RSD/%
1 2 3 4 5 6 7 8 

月桂酸/(mg/100 g) 2388.2 2319.5 2289.5 2386.7 2400.1 2397.6 2273.4 2355.7 2.16 

肉豆蔻酸/(mg/100 g) 1056.6 1105.8 1058.4 1121.5 1043.9 1088.6 1102.9 1067.2 2.59 

亚油酸/(mg/100 g) 4824.8 4796.5 4885.7 4855.1 4805.6 4788.2 4835.9 4886.4 0.79 

α-亚麻酸/(mg/100 g) 519.2 510.5 526.4 522.4 517.8 498.7 520.8 533.9 2.03 

花生四烯酸/(mg/100 g) 82.7 81.0 80.9 83.2 82.4 82.2 82.4 83.7 1.18 

二十二碳六烯酸/(mg/100 g) 50.1 48.7 49.8 51.2 50.5 51.0 50.8 49.8 1.62 

总脂肪酸/(g/100 g) 20.1 19.8 19.9 20.3 20.0 19.6 20.7 20.2 1.68 
 

表 5  对比检测结果 
Table 5  Comparison results of method 

脂肪酸 检测值 改进方法 国标方法 偏离度* 

月桂酸/(mg/100 g) 

测 1 2059.6 2108.7  

测 2 2037.2 2102.1  

均值 2048.4 2105.4 ‒2.71% 

肉豆蔻酸/(mg/100 g) 

测 1 740.2 769.8  

测 2 732.2 755.1  

均值 736.2 762.5 ‒3.45% 

亚油酸/(mg/100 g) 

测 1 6099 6159.7  

测 2 6059.9 6139.4  

均值 6079.5 6149.6 ‒1.14% 

α-亚麻酸/(mg/100 g) 

测 1 694.3 714.4  

测 2 691.1 710.4  

均值 692.7 712.4 2.77% 

花生四烯酸/(mg/100 g) 

测 1 33.9 31.6  

测 2 32.8 32.9  

均值 33.4 32.3 3.41% 

二十二碳六烯酸/(mg/100 g) 

测 1 15.1 15.1  

测 2 15.3 14.5  

均值 15.2 14.8 2.70% 

总脂肪酸/(g/100 g) 

测 1 23.2 23.2  

测 2 23.3 23.5  

均值 23.3 23.4 ‒0.43% 

注: *以国标方法作为基准, 高的为正偏离, 低的为负偏离。 
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3  结  论 

对婴幼儿配方乳粉中测定脂肪酸含量的乙酰氯-甲醇

甲酯化法进行改进优化, 考察了前处理的提前时间、提取

温度和乙酰氯-甲醇储存时间等因素对婴幼儿配方乳粉中

脂肪酸测定的影响, 提取时间 60 min、提取温度 80 ℃条件

下可满足检测需要, 同时, 改进方法条件下 4 ℃储存的乙

酰氯-甲醇储液有效期可延长至 10 d。通过对改进方法的回

收率、线性、稳定性和检出限的考察, 改进方法具有线性

好、检出限低、回收率和稳定性较高等特点, 因此, 该改

进方法能够满足对婴幼儿配方乳粉中相关脂肪酸的检测, 
具有参考应用价值。 
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