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改进QuEChERS-气相色谱-质谱法测定不同脂肪

含量牛奶中19种酯类风味物质

梁明1，胡均鹏1，陈荣桥1，冼燕萍1，吴玉銮1*，白卫东2，戴航1，侯向昶1

（1.广州质量监督检测研究院，广州市食品安全风险动态监测与预警研究中心，广州市食品安全检测技术重

点实验室，广东广州 511447）

（2.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东省岭南特色食品科学与技术重点实验室，广东广州 510225）

摘要： 采用改进 QuEChERS- 气相色谱 -质谱法（GC-MS）技术测定不同脂肪含量牛奶中 19 种酯类风味物质，研究

牛奶中酯类风味物质与脂肪含量的关系。样品中的酯类风味物质经乙腈提取和 PSA 净化，净化后的样液经滤膜过滤后采

用气相色谱 -质谱法测定。19 种酯类风味物质经 DB-FFAP 色谱柱分离，单离子监测模式测定，外标法定量。结果表明，

19 种酯类风味物质在 5.0~500.0 μg/L 质量浓度范围内具有很好的线性关系，相关系数均高于 0.999。通过牛奶样品的加标回

收试验，19 种酯类风味物质的平均回收率在 74.7%~109.2% 之间，日内精密度（n=6）在 1.9%~8.5% 之间，方法检出限和

定量限分别为 3.5~14.0 μg/kg 和 10.0~40.0 μg/kg。实际样品检测发现牛奶中检出的 δ- 葵内酯、γ- 十二内酯和 δ- 十二内酯的

含量与脂肪含量正相关，且全脂纯牛奶＞低脂纯牛奶＞脱脂纯牛奶；此外，部分牛奶样品可能添加有香精香料，导致 γ- 壬

内酯和 γ- 十一内酯的含量明显升高。该方法快速简便、准确度高、重现性好，可满足不同脂肪含量牛奶中 19 种酯类风味

物质的检测要求。
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酯类化合物是很多食品香气的主要来源，它不

仅能够给食物带来独特的果香、奶香、花香和坚果

香等香味，而且能够与其它挥发性成分相互协同，

让食品的整体风味愈加柔和 [1-3] 。牛奶在加工过程

中会产生酯类、醇类、醛类、酮类、酸类等风味物

质 [4-6] ，其中酯类化合物尤其是内酯类风味物质对乳

与乳制品的风味有很大贡献，能够使乳品整体香味

更加完整 [7] ，如 δ- 癸内酯和 γ- 十二内酯被证明是超

高温瞬时灭菌乳中含有的重要风味物质 [2] 。牛奶中脂

肪水解会生成系列脂肪酸，脂肪酸在牛奶加热过程

中会引起羟基酸内部酯化生成内酯类化合物 [8] ；此外，

若牛奶中添加有香精香料等添加剂，也可能产生多种

酯类风味物质。因此，准确测定含不同脂肪的纯牛奶

中酯类化合物的含量，可为揭示牛奶中酯类风味物质

的来源提供部分依据，有助于鉴别牛奶的品质。

目前，食品中风味物质的检测采用的前处理方

法主要有固相微萃取法（Solid-phase Microextraction，  
SPME） [9,10] 、搅拌棒吸附萃取法（Stir Bar Sorptive 
Extraction，SBSE） [11] 、加速溶剂萃取法（Accelerated 
Solvent Extraction，ASE） [12] 、 微 波 辅 助 萃 取 法

（Microwave-assisted Extraction，MAE） [13]  等。SPME 和

SBSE 法虽然简单快捷但其吸附材料价格昂贵，且

随着使用频次的增加，吸附材料富集能力下降导致

重复性变差，此外，这两种方法也可能不适用于长

链内酯的定量 [14] 。ASE 和 MAE 法则需要使用一些

特殊的仪器辅助萃取，会导致前处理成本增加。溶

剂萃取技术是一种操作简单且不需要特殊仪器的液

液萃取技术，主要通过样品中组分在溶剂中溶解度

或分配系数的不同来实现分离或提取，该方法可以同

时提取具有不同极性的风味物质 [7] 。提取出的风味物

质一般采用气相色谱 [15] 、气相色谱 -质谱 [16] 、气相色谱 -

离子迁移光谱 [17] 、液相色谱 -串联质谱 [18,19] 、电子鼻和

电子舌 [20] 等技术进行测定。虽然目前已有检测内酯类

化合物的方法，但尚没有同时测定和对比不同脂肪含

量牛奶中 19 种酯类风味物质的方法。

由于 19 种酯类风味物质中包含有不同碳链长

度的内酯化合物，它们具有不同的极性 [14] ，因此本

研究通过采用有机溶剂进行液液萃取，可同时提取

不同极性的目标化合物，再利用 QuEChERS 技术对

提取液进行净化，可实现对不同脂肪含量纯牛奶中

19 种酯类风味物质含量的测定，再结合牛奶中丙二

醇和乙基麦芽酚的含量，探索纯牛奶中酯类香味物

质的与脂肪含量和丙二醇与乙基麦芽酚的关系，方

法简单、稳定、通用性强，可为牛奶中酯类风味物

质的监测提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 试剂与材料

16 种内酯类标准物质包括 γ-( 戊、己、庚、辛、

壬、癸、十一、十二 ) 内酯、δ-( 己、庚、壬、癸、

十一、十二 ) 内酯、环十五内酯和环十六内酯标准物

质，纯度≥98% ；3 种酯类物质包括水杨酸甲酯、苯

甲酸苄酯和水杨酸苄酯标准溶液，浓度 1 000 mg/L，
均购自上海安谱实验科技股份有限公司；色谱级乙

腈，由德国 Merk 公司提供；石墨化炭黑（GCB）、
十八烷基键合相硅胶（C18）和乙二胺 -N- 丙基硅

Abstract: A modified “quick, easy, cheap, effective, rugged and safe” (QuEChERS)-gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS) technique was adopted to determine 19 flavor esters in milk samples having different fat contents, 

and the relationship between flavor esters and fat content was investigated. The flavor esters were extracted with acetonitrile 

from the samples and purified using prostate specific antigen (PSA). Subsequently, the extract was filtered through a filter 

membrane and analyzed using GC-MS. The 19 flavor esters were separated using a DB-FFAP chromatographic column. They 

were then detected in the single ion monitoring (SIM) mode, and their contents were quantified using the external standard 

calibration method. The results showed good linear relationships for 19 flavor esters within the range of 5.0~500.0 μg/L, with 

their correlation coefficients (R2) being higher than 0.999. The average recoveries were in the range of 76.0%~109.2%, and the 

intra-day precision was 1.9%~8.5% (n=6). The limits of detection (LODs) and limits of quantification (LOQs) are 3.5~14.0 μg/kg 

and 10.0~40.0 μg/kg, respectively. Real-time sample detection revealed the contents of δ-decalactone, γ-dodecalactone, and 

δ-dodecalactone to be positively correlated with the fat content, and therefore were higher in whole milk followed by low-fat 

milk and by skimmed milk. In addition, flavors and fragrances may be added in some milk samples, resulting in significant 

increases in the contents of γ-nonalactone and γ-undelactone. The proposed method is rapid, simple, and accurate, with good 

reproducibility and can be used to determine 19 flavor esters in milk samples of different fat contents.

Key words: flavor esters; milk;  gas chromatography-mass spectrometry
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烷（PSA）3 种净化材料，购于上海安谱实验科技

股份有限公司；分析纯氯化钠和无水硫酸镁，购于

广州化学试剂厂；牛奶样品包括全脂（脂肪含量为

6%~13%）、低脂（脂肪含量为 2%）和脱脂（脂肪

含量为 0%）纯牛奶，购于网上超市和广州超市。

1.2 仪器与设备

5975C 气相色谱 - 质谱仪，美国安捷伦公司；

UMV-2 多管涡旋振荡器，常州杰博森仪器有限公司；

KDC-40 低速离心机，安徽中科中佳科学仪器有限公

司；Eppendorf 5418 小型高速离心机，德国 Eppendorf
公司；Milli-Q 超纯水仪，美国 Millipore 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 样品前处理

称取 5 g 摇匀的牛奶样品于 50 mL 离心管中，

准确加入 10 mL 乙腈，混匀后加入 2 g NaCl 和 2 g
无水 MgSO4，涡旋萃取 3 min，随后以 4 200 r/min
的速率离心 5 min，吸取上层清液并定容至 10 mL。用

吸管吸取约 1.5 mL 上层提取液于事先加入了 50 mg 
PSA 和 100 mg 无水 MgSO4 的塑料离心管中，涡旋

30 s，以 12 000 r/min 的速率高速离心 3 min，吸取

上清液过 0.22 μm 滤膜，用于 GC-MS 测定。

1.3.2 标准溶液配置

分别称取适量 16 种内酯类标准物质溶解于乙

腈中，并配制成质量浓度为 1 000 mg/L 的单标贮

备液。逐一吸取适量 16 种内酯单标贮备液和 3 种

酯类标准溶液于 10 mL 容量瓶中，用乙腈定容配成

质量浓度为 10 mg/L 的混合标准中间溶液，再用乙

腈分别配制成质量浓度为 5.0、10.0、20.0、50.0、
100.0、200.0、500.0 μg/L 系列标准工作液。

1.3.3 仪器条件

色谱 柱 Agilent DB-FFAP（60 m×0.25 mm，

0.25 μm）；分流进样（分流比为 10:1）；进样体积

1 μL ；升温程序为：80 ℃维持 1 min，以 10 ℃ /min
升至 150 ℃，维持 2 min，以 5 ℃ /min 升至 230 ℃，

维持 20 min ；进样口温度和辅助气温度均为 230 ℃。

MS 采用电子轰击（Electron Impact，EI）方式电离，

电离能量为 70 eV ；离子源和四极杆温度分别为

230 ℃和 150 ℃，溶剂延迟 7 min ；单离子监测模式

（SIM）检测，各化合物信息和监测离子见表 1。
表 1  19种酯类风味物质的信息、保留时间及定性定量离子

Table 1 Chemical information, retention time, quantitative and qualitative ion of 19 ester flavor substances

序号 化合物 化学式 CAS 号 保留时间 /min 定量离子 (m/z) 定性离子 (m/z)

1 γ- 戊内酯 C5H8O2 108-29-2 12.49 56 85

2 γ- 己内酯 C6H10O2 695-06-7 14.09 85 57

3 水杨酸甲酯 C8H8O3 119-36-8 15.38 120 92

4 δ- 己内酯 C6H10O2 823-22-3 15.87 42 70

5 γ- 庚内酯 C7H12O2 105-21-5 15.93 85 56

6 δ- 庚内酯 C7H12O2 3301-90-4 17.28 99 71

7 γ- 辛内酯 C8H14O2 104-50-7 18.02 85 57

8 γ- 壬内酯 C9H16O2 104-61-0 20.11 85 41

9 δ- 壬内酯 C9H16O2 3301-94-8 21.16 99 71

10 γ- 癸内酯 C10H18O2 706-14-9 22.22 85 128

11 δ- 癸内酯 C10H18O2 705-86-2 23.19 99 71

12 γ- 十一内酯 C11H20O2 104-67-6 24.26 85 55

13 环十五内酯 C15H28O2 32539-85-8 24.39 55 69

14 δ- 十一内酯 C11H20O2 710-04-3 25.21 99 71

15 环十六内酯 C16H30O2 109-29-5 26.13 55 41

16 γ- 十二内酯 C12H22O2 2305-5-7 26.22 85 55

17 δ- 十二内酯 C12H22O2 713-95-1 27.20 99 55

18 苯甲酸苄酯 C14H12O2 120-51-4 31.54 105 91

19 水杨酸苄酯 C14H12O3 118-58-1 36.11 91 228
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2  结果与讨论

2.1 仪器条件的优化

2.1.1 色谱柱的选择

气相毛细管色谱柱的类型会直接影响化合物的

分离和保留能力，牛奶中风味物质种类多、极性差

别大，因此本研究对比了三种不同极性的色谱柱对

19 种酯类风味物质的分离性能：DB-FFAP（强极性）、

DB-1701（中等极性）和 DB-5（弱极性）色谱柱。

结果发现大部分目标分析物在 DB-5 和 DB-1701 色

谱柱上响应较差甚至无响应，而 DB-FFAP 色谱柱

对极性化合物惰性良好，且耐溶剂冲洗，19 种酯类

化合物在 DB-FFAP 色谱柱上响应强度均比 DB-5 和

DB-1701 好，峰型窄而对称且 19 种化合物均基本

分离，因此本研究采用 DB-FFAP 色谱柱对目标分

析物进行分离。

图 1 19 种酯类风味物质的总离子色谱图

Fig.1 Total ion chromatograms of 19 ester flavor substances 

(500 μg/L)

注：1.γ- 戊内酯；2.γ- 己内酯；3. 水杨酸甲酯；4.δ- 己内酯；

5.γ- 庚内酯；6.δ- 庚内酯；7.γ- 辛内酯；8.γ- 壬内酯；9.δ- 壬内酯；

10.γ- 癸内酯；11.δ- 癸内酯；12.γ- 十一内酯；13. 环十五内酯；

14.δ- 十一内酯；15. 环十六内酯；16.γ- 十二内酯；17.δ- 十二

内酯；18. 苯甲酸苄酯；19. 水杨酸苄酯。图 2 同。

2.1.2 分流比的优化

为降低色谱柱和质谱污染，减少杂质对目标分

析物的影响，本研究拟采用分流模式进样并优化了

分流比。在不分流、分流比 10:1（V/V）、30:1（V/V）
和 50:1（V/V）四种进样模式下，分别对质量浓度为

100 μg/L 的基质加标样品进行测定。结果发现在分流

模式下色谱图的干扰峰减少，但随着分流比增大，各

化合物的响应随之降低，当分流比为 10:1（V/V）时

目标化合物峰强度适中，干扰物质对目标物的影响

可以忽略，因此，本研究选择分流比 10:1（V/V）进样。

19 种酯类化合物的总离子色谱图如图 1 所示，可见

各化合物分离度良好、峰形完整。

2.2 样品前处理条件的确立

2.2.1 盐的优化

萃取过程加入无机盐会导致盐析效应和萃取

液膜物理特性的变化，因此离子强度既可以提高

萃取效率也可能降低萃取效率，需要选择合适的

盐种类和质量以使萃取效率最佳 [21] 。乙腈与水相

体系的盐析通常会使用 NaCl，此外水分会对大部

分气相色谱柱产生不利影响，因此为了保障萃取

后的萃取剂中无水分或减少水分含量，选择加入

QuEChERS 常用的无水 MgSO4 进行除水，因此，

本实验考察了不同质量的的 NaCl 和无水 MgSO4

对 19 种酯类风味物质萃取回收率的影响，分别

考察了（1）1 g NaCl+1 g MgSO4、（2）2 g NaCl+1 g 
MgSO4、（3）2 g NaCl+2 g MgSO4、（4）2 g NaCl+4 g 
MgSO4、（5）4 g MgSO4 的提取效果。结果发现第 4
组和第 5 组加入 4 g 无水 MgSO4 时，部分酯类风味

物质的回收率会略微降低，这可能是因为加入过多

的 MgSO4 会大量放热导致酯类风味物质部分挥发

而回收率降低，而第 1、2、3 组的盐离子对 19 种

酯类风味物质的提取效果相差不大。因此综合考虑

下，为保障盐析和除水效果，选择 2 g NaCl+2 g 无

水 MgSO4 作为盐离子。

2.2.2 净化材料的选择

C18、GCB 和 PSA 由于其独特的化学结构可

分别吸附食品中不同类别的杂质，因此常被用作

QuEChERS 方法的净化材料。为充分保障净化效果，

本研究对比了 QuEChERS 不同净化材料对 19 种酯类

风味物质回收率的影响，对比了（1）50 mg GCB ；

（2）50 mg PSA ；（3）50 mg PSA+50 mg GCB ；（4）
50 mg PSA+50 mg C18 ；（5）50 mg C18 对牛奶中 19
种酯类风味物质的净化效果。实验结果如图 2 所示，

GCB 和 C18 对苯甲酸苄酯和水杨酸苄酯的影响较大，

加入 GCB 后，虽然其他酯类风味物质的回收率相

差不大，但苯甲酸苄酯和水杨酸苄酯的回收率很差，

仅为 19.6%~51.4% ；而加入 C18 后，苯甲酸苄酯的

回收率也较差，回收率为 68.8%~73.5%。因此，本

研究选择 50 mg PSA 作为净化材料，此时 19 种酯

类风味物质的回收率为 76.3%~113.5%。 
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图 2 净化材料对牛奶中 19 种酯类风味物质回收率的影响

Fig.2 Effects of purification materials on the recovery of 19 ester flavor substances in milk

2.3 方法学的建立

2.3.1 线性范围、检出限和基质效应

在最佳的气相色谱 -质谱条件下，以标准工作

溶液中各目标分析物质量浓度（μg/L）作为横坐标

（x），相应的定量离子峰面积作为纵坐标（y），绘

制标准曲线，得到 19 种目标分析物的线性方程和相

关系数。通过逐步稀释混合标准溶液，得到各目标

物 3 倍信噪比（S/N=3）和 10 倍信噪比（S/N=10）
所对应的浓度，分别作为仪器检出限（ILOD）和仪

器定量限（ILOQ），再结合样品稀释倍数预估得到

方法检出限（MLOD）和方法定量限（MLOQ）。质

谱的基质效应（Matrix Effect, ME）一般通过基质溶

液标准曲线与纯溶剂标准曲线的斜率比来评估，当

0.8≤ME≤1.2，表明基质效应的影响可以忽略，否

则则存在基质抑制或增强作用 [22,23] 。各实验结果如

表 2 所示，19 种酯类风味物质具有良好的线性关

系，其相关系数 R2 均大于 0.999 ；各目标分析物的

方法检出限在 3.5~14.0 μg/kg 之间，方法定量限在

10.0~40.0 μg/kg 之间，表明方法具有较好的灵敏度；

基质效应在 0.84~1.10 之间，均在可接受范围内，

表明本方法中基质效应可以忽略，因此本研究可以

采用纯溶剂乙腈配制系列标准工作溶液。

2.3.2 方法回收率和精密度 
结合方法定量限和样品检出值，选择检出含

量较少的牛奶样品进行三浓度水平加标实验，3 个

加标浓度水平分别为 MLOQ、2 倍 MLOQ 和 10 倍

MLOQ，每个加标浓度平行测试 6 次（n=6），计算

平均回收率和精密度（RSD，%），实验结果见表 2，
19 种酯类风味物质的平均回收率在 74.7%~109.2%
之间，日内精密度 RSD（n=6）为 1.9%~8.5%，表

明方法回收率和精密度良好，准确度高。

2.4 实际样品的测定

牛奶在加工过程中可能因为各种化学反应而产

生多种风味物质，如张申平等 [7] 证明了在超高温灭

菌乳和巴氏杀菌乳都存在 δ- 癸内酯和 δ- 十二内酯，

超高温灭菌乳中还存在 γ- 十二内酯。在优化的实验

条件下，采用本方法对 32 份市售纯牛奶样品进

行检测，其中 1~5 号为脱脂纯牛奶、6~9 号为低

脂纯牛奶、10~23 号为全脂纯牛奶。此外，为进

一步探究牛奶中酯类香味物质可能产生的原因，

参 照 GB 5009.251-2016 和 GB 5009.250-2016 的方

法 [24,25]，对 32 份牛奶样品中的 1,2- 丙二醇和乙基麦

芽酚含量也进行了测定。
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图 3 不同脂肪含量牛奶样品中检出的酯类化合物及其含量

Fig.3 The kind and value of ester compounds detected in milk samples with different fat content

测定结果如图 3 所示，（1）全脂牛奶和低脂牛

奶均检出有 δ- 葵内酯、δ- 十二内酯和 γ- 十二内酯，

部分低脂牛奶也检出这三种物质，但含量较低，由

图可看出，不同类别牛奶样品中这三种物质的含

量大小为：全脂纯牛奶＞低脂纯牛奶＞脱脂纯牛

奶，其中全脂纯牛奶中 δ- 葵内酯、δ- 十二内酯和

γ- 十二内酯的含量分别为 133~1 563、73~294 和

164~2 738 μg/kg ；低脂纯牛奶中含量分别为 24~59、
53~99 和 62~170 μg/kg ；脱脂纯牛奶中含量分别

为 0~17、0~15 和 14~33 μg/kg，这说明牛奶中这三

种内酯的含量与脂肪含量呈正相关，因为牛奶在加

热过程中脂肪会水解生成脂肪酸，脂肪酸内部酯化

后即生成各种内酯 [8] ；（2）1,2- 丙二醇与各类香精

香料具有较好的互溶性，常用作香精香料的溶剂 [26]，

乙基麦芽酚是食品中常用的食品增香剂，也是奶味香

精中常检出的化合物，被用作评价纯牛奶中添加奶味

香精的特征性指示物 [27]。32份牛奶中有3份样品（9~11
号样）中检出 1,2- 丙二醇（1.2~68.9 mg/kg）和乙基

麦芽酚（30~2 734 μg/kg），结果发现这 3 份样品中

γ- 壬内酯的含量（97~271 μg/kg）明显高于除 12 号

样品外的其他牛奶（22~64 μg/kg），且这 3 份样品

还检出有 γ- 十一内酯（59~129 μg/kg），而其他未检

出 1,2- 丙二醇和乙基麦芽酚的牛奶中只有 1 份全脂

牛奶检出 γ- 十一内酯（59 μg/kg），这可能是因为牛

奶中添加了香精香料导致这两种物质含量增加；（3）
12 号样品中 δ- 葵内酯、δ- 十二内酯和 γ- 壬内酯含

量均很高，可能是因为 12 号样品中脂肪含量最高

（脂肪含量 13%）的原因，其他全脂牛奶脂肪含量

为 6%~9% ；（4）23 份全脂牛奶中有 19 份样品还检

出有 δ- 十一内酯，含量为 12~82 μg/kg，而低脂和

脱脂牛奶中均未检出。

3  结论

本研究通过 QuEChERS 技术对牛奶样品中 19
种酯类风味物质进行提取和净化，再结合气相色谱 -

质谱法同时测定不同脂肪含量牛奶中 19 种酯类风

味物质。方法简单快速且准确度高，实际样品检测

发现被检牛奶中 δ- 葵内酯、γ- 十二内酯和 δ- 十二

内酯三种内酯的含量与牛奶中脂肪含量呈正相关，

且全脂牛奶中这三种内酯的含量均较高；此外，检

出 1,2- 丙二醇和乙基麦芽酚的牛奶样品中还检出 γ-
壬内酯和 γ- 十一内酯且含量明显高于其他牛奶，这

可能是因为牛奶中添加了香精香料导致这两种物质

含量增加。该方法简便快捷、重复性好、精密度高，

可以为牛奶中酯类风味物质的定性定量检测和来源

分析提供依据。
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