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摘要!酸价!X*-d QXH_S" AF#指示油脂中游离脂肪酸!bWSSbX;;0X*-d" EEA#含量"是油脂和含油食品

最重要的质量指标和安全指标之一% 针对现行AF测定标准的酸碱中和滴定技术的共性与非特异

性的局限"旨在给复杂基质样品的特异性定量 EEA或 AF提供新思路"综述了最具代表性的 EEA

特异性检测技术&&&铜皂络合比色法的近 2" 年的研究进展% 阐述了有机相溶解液的毒性与显色

强度之间的矛盾化解历程'铜盐#吡啶水相染色液的演化史'EEA的铜皂络合物结构解析过程"以

及从 O>调控的经典络合显色理论到以吡啶与铜离子摩尔比为核心的络合显色理论的新发展% 吡

啶与铜离子摩尔比为+$"1#的络合显色理论'具有增强显色强度和抑制乳化作用的乙酸盐 #乙酸

缓冲体系的中性染色液'低毒性溶剂替代传统高毒性苯的有机相溶解液"这三大创新使经典铜皂络

合比色法突破了长期存在的试剂毒性与显色稳定性等瓶颈"成为复杂基质样品的特异性定量 EEA

或AF的理想方法%
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UX;W-RcXUOHSc-cX-USd ;GGbbSW&3NSWScSXW*N OWG/WSccGb*_OW-*X*S;X;S#O0W-d-+S*GUOHSRX;-G+
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*GHGW-+;S+c-;0% ;NSSQGH_;-G+ N-c;GW0Gb*_OW-*X*S;X;S#O0W-d-+S*GHGW-US;W-*X̂_SG_cONXcSd0S-+/

cGH_;-G+% ;NSc;W_*;_WSX+XH0c-cOWG*SccGb*_OW-*
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N-/N ;GR-*-;0GbaS+.S+Sd-ccGHQSd GW/X+-*ONXcS% ;NWSSa-/-++GQX;-G+ UX,S;NS*HXcc-**GHGW-US;W-*

US;NGd aWSX, ;NWG_/N ;NSaG;;HS+S*, Gb;GR-*-;0X+d *GHGWc;Xa-H-;0S;*&% PN-*N -cSROS*;Sd ;GaSX+ -dSXH

US;NGd bGW;NScOS*-b-*̂ _X+;-b-*X;-G+ GbEEAGWAF-+ *GUOHSRUX;W-RcXUOHSc&

D=2 E5?>3+*_OW-*X*S;X;S#O0W-d-+S*GHGW-US;W-*US;NGd* X*-d QXH_S* G-HcX+d bX;c* cOS*-b-*̂ _X+;-;X;-QS

dS;SWU-+X;-G+

55酸价(X*-d QXH_S%AF)反映油脂中游离脂肪酸

(bWSSbX;;0X*-d%EEA)含量%是油脂最重要的质量等

级指标之一%也是食用油脂和含油食品的安全指标"

自 $'7" 年美国油脂化学家学会 (AUSW-*X+ B-H

6NSU-c;c4G*-S;0% AB64)颁布酸碱中和滴定法测定

酸价以来%该酸价测定方法相继被全球各标准化组

织采用" 由于酸碱中和滴定技术无法区分非 EEA

的有机酸和无机酸-$.

%是 EEA的非特异性检测方

法%当应用于含油食品等复杂基质的酸价测定时%酸

价正偏差的检测结果极大地困扰食品行业" 对于特

异性定量测定EEA的技术%较系统的研究报道仅限

于金属络合法%其中最具代表性的是铜皂络合比色

法%其技术雏形始于 !" 世纪 8" 年代" 近 2" 年来%

因对铜皂络合理论的认识局限%以及高毒试剂!显色

稳定性等技术瓶颈%铜皂络合比色法在定量检测油

脂EEA!评价脂肪酶活性!脂质代谢等领域的应用受

到限制" 直到 !"!" 年%铜皂络合显色理论取得了新

的进展%突破了长期存在的络合显色技术瓶颈%形成

了具有高度特异性和稳定性的新铜皂络合比色法"

本文旨在针对酸价测定的酸碱中和滴定技术的共性

和非特异性的局限%阐述特异性测定 EEA技术中最

具代表性的铜皂络合比色法的技术演变和创新发展

历程%展望新铜皂络合比色法在突破若干技术瓶颈

后的应用优势%为准确定量复杂基质中 EEA或酸价

测定提供一种理想的特异性方法"

$%现行油脂酸价检测技术概况

$&$5酸价的本质内涵

酸价%也称酸值%是指中和 $ /油脂中所有的

EEA所需消耗的氢氧化钾(ZB>)的质量(毫克)

-$.

%

可反映油脂受脂肪酶等催化发生氧化水解反应的程

度" 制油过程中%动植物油料的天然细胞结构被破

坏%同时释放出脂肪酶混合于油脂中%使油脂在加工

和储存过程中可能不断地发生氧化水解反应产生

EEA

-! #7.

" 油脂中 EEA总含量高%会造成油脂的烟

点降低!氧化劣变加快!营养成分破坏!不良气味等

负面作用" EEA总含量是反映油脂氧化水解酸

败-8.最直接的标志%酸价既是食用动植物油脂及制

品重要的安全指标-% #'.

%也是食用植物油产品分级

的主要质量指标之一"

酸价仅当表示油脂中 EEA百分含量时与酸度

同义%但单位不同" 在我国国家标准中%其他酸度!

脂肪酸值等概念都与酸价含义无关%如表 $ 所示"

表 $%国家标准中与酸价易混淆的概念

指标 应用食品范围 检测目标物质
检测时样品溶解(

提取的溶剂
指标单位 依据标准

X酸价(酸值)

食用油脂!含油食

品!油料
EEA总含量

乙醚与异丙醇的混

合液等有机溶剂
U/(/(以ZB>质量计) -$%$".

酸度

X食用油脂 EEA总含量 同上 :

乳粉
水溶性酸性物

质总量
水

B

3或 UC($"" /($"" /干物质为

$!:的复原乳所消耗的 "&$ UGH(C

@XB>标准滴定溶液体积)

巴氏杀菌乳! 灭菌

乳! 生乳! 发酵乳!

炼乳和干酪素

水溶性酸性物

质总量
水

B

3或UC($"" /($"" /样品所消耗

的 "&$ UGH(C@XB>标准滴定溶液

体积)

奶油

溶于乙醇 #乙

醚混合液的酸

性物质总量

乙醚与乙醇混合液

B

3或UC($"" /($"" /样品所消耗

的 "&$ UGH(C@XB>标准滴定溶液

体积)

-$.

-$$.

$$$
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续表 $

指标 应用食品范围 检测目标物质
检测时样品溶解(

提取的溶剂
指标单位 依据标准

酸度
淀粉及其衍生物!

粮食及其制品

水溶性酸性物

质总量
水

B

3或UC($" /($" /试样所消耗的

"<$ UGH(C@XB>标准滴定溶液体

积)

脂肪酸值

粮食!油料 EEA总含量 苯 U/($"" /(干基%以ZB>质量计) -$!.

谷物及其制品 EEA总含量 无水乙醇 U/($"" /(干基%以ZB>质量计) -$1.

谷物研磨制品 EEA总含量 '8:乙醇
U/($"" /(干基%以 ZB>或 @XB>

质量计)

-$7.

5注+X表示本质上相同的两个理化指标"

$&!5酸价测定的滴定技术共性与非特异性局限

目前国际上酸价或 EEA总含量检测的标准方

法-$%$"%$8 #$9.

%无一例外都采用了酸碱中和滴定技术%

详见表 !"

表 &%酸价和YY.总含量测定的标准方法

标准编号

适用范围

精炼动植物

油脂

非精炼动植物

油脂
油脂制品 脂肪酸制品 乳脂 含油食品

?4B%%"+!"!"

-$.

' ' ' '

k k

AB64 6d 1d #%1

-$8.

' ' ' '

k k

AB64 6X8X#7"

-$%.

' '

k k k k

ABA6'7"&!9

-$2.

' '

k k k k

ABA6'%'&$2

-$9.

k k k k

'

k

IM8""'&!!'/!"$%

-$".

' ' '

k k

'

55酸碱中和滴定检测技术分为 1 种+冷溶剂指示

剂滴定!热乙醇指示剂滴定和冷溶剂自动电位滴定"

AB64 6d 1d #%1!AB64 6X8X#7"!ABA6'7"&!9

和ABA6'%'&$2 在其各自的应用范围内只规定了

冷溶剂指示剂滴定检测技术*而 ?4B%%"+!"!" 却同

时采用了这 1 种滴定技术%并规定了冷溶剂指示剂

滴定检测技术和冷溶剂自动电位滴定技术均为参考

方法" 我国现行的酸价检测食品安全国家标准(IM

8""'&!!'/!"$%)与 ?4B%%"+!"!" 的技术同步而应

用范围各异-$".

"

酸碱中和滴定不是EEA的特异性检测技术%根

据酸碱中和滴定技术的基本原理-$'.

%油脂中所有的

酸性强度大于或接近于 EEA酸性强度的有机酸类

物质和无机酸类物质%都会在滴定时与标准滴定溶

液中的ZB>或@XB>发生酸碱中和反应%导致酸价

检测结果偏高"

酸碱滴定技术的非特异性弊端%对于食用动植

物油脂的酸价测定影响并不大%因为一般情况下%各

类食用油脂中主要的天然酸性物质就是 EEA" 但

是%对于基质复杂的含油食品%其中的非 EEA类酸

性天然产物!酸性食品添加剂和酸性美拉德反应产

物等(见表 1)%都可能溶解于提取的油脂样品中%导

致酸价检测结果偏高" 薛斌等-11.研究指出%未添加

食用香精香料的调味酱%其自动电位滴定法的酸价

测定值与铜皂络合比色法的测定值相差无几%但添

加食用香精香料的调味酱%其自动电位滴定法的酸

价测定值就显著偏高" 因此%铜皂络合比色法在酸

价测定时可以免受酸性食用香精香料的干扰"

表 '%可能存在食品中的酸性物质

物质分类 具体举例

天然产物-!" #!7.

磷脂酸!香草酸!对香豆酸!阿魏酸!咖啡酸!芥子酸!反式肉桂酸!没食子酸!对羟基苯甲酸!绿原

酸55

食品添加剂 乙酸!丙酸!山梨酸!苯甲酸!脱氢乙酸!双乙酸钠55

食用香精香料-!8. 肉桂酸!1 #甲基戊酸!! #甲基#! #戊烯酸!水杨酸!丁酸!乙基麦芽酚55

氧化反应产物-!% #!2. 乙酸!戊酸!己酸!乙酰丙酸!异戊酸55

美拉德反应产物-!9 #1!. 乙酸!丙酸!丁酸!己酸!甲基丁酸!苯乙酸55

!$$
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&%特异性定量YY.的经典铜皂络合比色法

!&$5铜皂络合比色法的两相络合技术及其适用范围

铜皂络合比色法是一种用于测定油脂中EEA总

含量的技术-17 #1%.

%该技术是将油脂试样溶于烃类溶

剂作为有机相%用吡啶#铜离子的络合离子染色液作

为水相%进行液#液双相反应%反应过程中水相中的

络合离子会与有机相中的各种 EEA发生反应%形成

三位一体的(吡啶#铜离子#脂肪酸根离子)铜皂络

合物%易溶于有机相的铜皂络合物显现特殊的靛蓝

色%在 2"" +U波长附近有特征吸收峰%且符合朗伯#

比尔定律%从而可以准确定量" 铜皂络合物结构以及

铜皂络合反应示意图如图 $和图 !所示"

注+K

$

=K

7

分别为不同脂肪酸碳链"

图 $%铜皂络合物结构

图 &%铜皂络合反应示意图

55有研究指出%铜皂络合比色法仅对69 及其以上

的中长碳链EEA有显色反应%而对69 以下的短碳链

脂肪酸无显色反应-11%1%.

(EEA的碳数与EEA铜皂络

合反应后吸光度的相对强度关系如图 1所示)"

图 '%不同碳链长度YY.铜皂络合反应后

吸光度的相对强度*'*+

55相比于酸碱中和滴定技术%铜皂络合比色法可

避免溶解在油脂中的山梨酸和苯甲酸等对酸价检测

的干扰-11.

" 铜皂络合比色法是食用油脂中各种天

然EEA的特异性检测技术"

!&!5经典铜皂络合比色法的技术演变与发展瓶颈

铜皂络合比色法研究始于 !" 世纪 8" 年代" 日

本?PX0XUX

-12.研究发现%在三乙醇胺存在的条件下%

脂肪酸的硝酸铜溶液能够溶于氯仿%使 6$" =6!!

的EEA所形成的铜盐转移入有机相并显现蓝色%在

%'$ +U波长处测定吸光度%所测得的吸光度与 EEA

含量在 2&8 =$8" U/(CEEA质量浓度范围内呈线性

关系" 这就是铜皂络合比色技术的雏形"

$'%7 年%美国MX,SW

-17.使用乙酸铜水溶液为水

相染色液%苯作为有机相%率先应用于检测植物油脂

中EEA总含量"

$'2% 年%美国CGPW0等-18.首次初步阐明了铜皂

络合物的结构%建立了苯为有机相!乙酸铜水溶液

(吡啶调节 O>至 %&" =%&!)为水相染色液的技术

框架%至此经典的铜皂络合比色法基本定型并沿用

至今" 但是由于对铜皂络合显色理论认识的局限%

过窄的 O>范围(O>%&" =%&!)使实验操作难度较

大%剧毒试剂苯与替代有机相显色强度的矛盾%以及

显色稳定性等因素限制了该方法的广泛应用"

$'9% 年%韩国ZPG+等-1%.首次建立以异辛烷替

代苯为有机相!乙酸铜 #吡啶为水相的改良铜皂络

合比色法%并用于测定EEA%将其应用于脂肪酶活性

的研究发现%铜皂络合比色法仅适用 69 以上 EEA

的检测%EEA碳链长度对显色强度无显著影响" 但

是%异辛烷替代苯为有机相%铜皂络合物显色强度锐

减了 !(1%灵敏度大幅下降%对固态油脂溶解稳定性

差等弊端凸显"

从 $'2% 至今%经典的铜皂络合比色法测定EEA

在脂肪酶活性评价!脂质组学的研究报道未曾间断%

其中包括铜皂络合比色法用于谷物脂肪酸值的测定

(!"$! 年)

-19.

%采用铜皂络合比色法监测水产及其

制品在长期储存过程中所含油脂成分中 EEA总含

量的变化情况以评价水产及其制品在储存过程中品

质变化规律 (!"$7/!"$2 年)

-1' #7$.

" 在酶学研究

中%一直以来都采用铜皂络合比色法测定脂肪酶水

解产物中 EEA总含量(!"$$/!"$% 年)

-7! #77.来评

价脂肪酶的活性" !"$2 年 6NS+ 等-78.在运用脂质

组学方法研究牡蛎在储存过程中磷脂类物质的代谢

机理时发现%牡蛎的代谢产物会引起 O>的变化%干

扰了酸碱滴定法测定EEA的结果%而改用铜皂络合

比色法测定EEA则可以避免此缺陷"

1$$
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!"!$ 年报道了以低毒溶剂环己烷替代高毒的

苯作为有机相%解决了用铜皂络合比色法检测固态

油脂酸价的问题%并验证了酸性添加剂和食用香精

对传统酸碱滴定法检测酸价的干扰" 铜皂络合比色

法可特异性定量复杂基质样品中油脂 EEA总含量%

免受非EEA的有机酸和无机酸的干扰-11.

"

'%铜皂络合比色法的技术进展

1&$5铜皂络合显色理论创新

1&$&$5铜皂络合反应原理新发现

经典的铜皂络合比色法%要求铜皂染色液 O>

严格维持在 %&" =%&!%偏离该狭窄 O>区间则会导

致铜皂络合显色强度大幅降低-18 #1%.

" 进一步研究

发现+铜皂染色液中吡啶分子与铜离子的物质的量

比(以下简称摩尔比%JK)才是决定铜皂络合显色

反应的关键-7%.

" JK大于等于 1 时%无论铜皂染色

液的 O>如何变化%都失去了对 EEA进行铜皂络合

显色反应的能力" 根据金属离子络合原理推导的络

合机制%在水溶液中铜离子与吡啶分子形成铜 #吡

啶络合物离子(-6_(6

8

>

8

@)

(

.

! h

%( j$ =7)%铜离

子作为中心离子%可以与配位体吡啶分子络合形成

$ =7 个不同配位数-72.的络合物" 络合的吡啶分子

数目越多%形成的络合物也越稳定%如表 7 所示"

表 (%不同数目配位体的铜J吡啶络合物离子的稳定系数*(++

吡啶配位体的数目(()

形成的铜#吡啶络合物

离子的稳定系数(H/

"

(

)

$ !&8'

! 7&11

1 8&'1

7 %&87

1&$&!5铜皂络合反应的抑制

根据表 7 的数据推测%铜离子!吡啶分子和EEA

形成的铜皂络合物的稳定系数(H/

"

(

)应当在(7&11%

8&'1)范围内" 所以%当 JK在-$%1)范围时%铜皂

染色液中总会存在一定量的-6_(6

8

>

8

@)

!

.

! h或

-6_(6

8

>

8

@).

! h络合离子%正是这些含有 $ 个或 !

个吡啶配位体数的铜#吡啶络合物离子直接与EEA

进行了铜皂络合反应%形成了铜皂络合物" 但当JK

大于等于 1时%铜皂染色液中所有的铜离子与吡啶分

子形成-6_(6

8

>

8

@)

1

.

! h或-6_(6

8

>

8

@)

7

.

! h

%这些

含有 1 个或 7 个吡啶配位体数的铜#吡啶络合物离

子的络合稳定系数大于与EEA形成的铜皂络合物%

从而完全抑制了铜皂络合反应"

1&$&15铜皂络合显色理论突破

新铜皂络合比色法不必严控铜皂染色液的 O>

在 %&" =%&! 范围内的要求%论证了 JK在-$%1)条

件下(JK在 ! 左右最优)%铜皂染色液的 O>达到

%&9 后(O>%&9 =2&8)显色强度最佳-7%.

" 对新铜皂

络合比色法研究证明%JK在-$%1)条件下%铜皂染

色液中主体络合物离子 -6_ (6

8

>

8

@)

!

.

! h

%在

O>8 =2 的水溶液中不仅可有效抑制铜离子形成氢

氧化铜沉淀(当 O>q8 时)

-7%.

%而且不影响脂肪酸

铜皂络合物的形成%而一旦 JK达到 1 时%形成的

-6_(6

8

>

8

@)

1

.

! h会抑制铜皂络合物的形成"

经典铜皂络合比色法用吡啶将染色液 O>调节

到 %&" =%&! 之间时%JK恰好接近 !%所以本质上已

将染色液JK调节到最佳"

研究表明%JK在 ! 左右时用 $":氢氧化钠水

溶液不断调节升高铜皂染色液的 O>%铜皂络合反应

的显色强度也会随之不断地增强" 一旦染色液的

O>大于 %&9%显色强度不再随 O>的上升而明显增

强-7%.

" 其原因是各种中长碳链EEA的 O>都在 7&9

左右-79.

%属于弱酸" 因此%随着铜皂染色液 O>的

升高%有机相中 EEA的电离度不断加大%释放出

EEA酸根离子的量也不断增加%导致更多的 EEA酸

根离子从有机相转移入水相%形成更多的铜皂络合

物%铜皂络合显色强度因此不断增强%直到铜皂染色

液的 O>达到 %&9%此时有机相中的 EEA已经 '':

解离为EEA酸根离子"

1&!5缓冲盐染色液的增强显色与抑制乳化作用

1&!&$5促进铜皂络合物向有机相迁移而增强显色

强度与稳定性

新铜皂络合比色法采用 "&"8 =!&" UGH(C乙酸

钠#乙酸缓冲液配制的铜皂染色液%降低了铜皂染

色液的水活性%铜皂络合物在染色液(水相)的溶解

度也相应降低%促进了络合反应后更多的铜皂络合

物迁移进入有机相%从而增强了铜皂络合显色强

度-7%.

" 同时%由于缓冲液极化了铜皂络合物在水相

和有机相之间的分配系数%最大程度降低了铜皂络

合物在水相中的溶解度%从而缩小了铜皂络合物在

水相中溶解度随温度变化的幅度%即进一步降低了

温度对显色稳定性的影响" 过高浓度的缓冲液

( q!&" UGH(C)%不利有机相中形成的 EEA酸根离

子在铜皂染色液中的溶解%使其难以完全与铜皂染

色液中的铜离子和吡啶接触形成铜皂络合物%反而

导致铜皂络合显色强度降低-7%.

"

1&!&!5抑制铜皂络合反应时的乳化作用和水溶性

酸性物质的干扰

从复杂基质的加工食品中提取的油脂会含有微

量水溶性的酸性物质%如乙酸" 对于缺乏缓冲盐的

经典铜皂染色液%即使油脂样品中有极微量的乙酸%

7$$
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也会破坏极窄范围的 O>限制%使铜皂络合显色强

度出现明显的降低%一旦 O>低于 %&"%则显色强度

剧烈下降-18 #1%.

" 新铜皂络合比色法染色液中的乙

酸钠#乙酸缓冲液可高效维持稳定的 O>环境%即

使较高浓度的外来乙酸等酸性物也难以明显影响显

色强度-7%.

"

相比于传统的纯水配制的铜皂染色液%用缓冲

液配制的铜皂染色液%增强了铜皂染色液的离子强

度%增大了水相和有机相的极性差异%因而降低了两

相之间发生乳化作用的可能性"

1&15破解非苯有机溶剂络合显色弱的难点

经典铜皂络合比色法中溶剂苯-17 #18.是铜皂络

合显色反应最佳的有机相溶剂%具有最强的显色强

度" 其他常见有机溶剂铜皂络合反应显色强度强弱

顺序为苯 q甲苯 q邻二甲苯 q间二甲苯
(

对二甲

苯q环己烷q69 =6$% 的直链烷烃
(

异辛烷-7%.

"

苯是高毒溶剂" 在铜皂络合比色技术发展中%有尝

试用低毒溶剂异辛烷-1%.作为有机相%但其显色强度

和固脂溶解稳定性较差-11%7%.

" 研究显示%以乙酸

钠#乙酸缓冲液配制的铜皂染色液为水相%用环己烷

替代苯为有机相的铜皂络合比色法%其显色强度达到

经典铜皂络合比色法的 %":以上%完全满足定量比

色的灵敏度和稳定性要求-11.

" 同样条件下%若用低

毒的甲苯或二甲苯(略有异味)替代高毒的苯为有机

相%显色强度与经典铜皂络合比色法基本相当-7%.

"

1&75新铜皂比色法与传统铜皂比色法的比较

传统铜皂比色法与新铜皂比色法技术上的主要

差异对比见表 8"

表 )%传统铜皂比色法与新铜皂比色法技术上的主要差异对比

技术差异点 传统铜皂比色法 新铜皂比色法

有机相

早期+苯(显色强度最强%但高毒性)

后期+异辛烷和环己烷(低毒溶剂%但显色强度明

显下降)

甲苯!邻二甲苯等(不仅低毒%而且显色强度与苯的

基本相当)

染色液

(水相)

乙酸铜的水溶液*

铜离子浓度与吡啶浓度间无任何技术性关联*

O>严格控制在 %&" =%&!"

乙酸铜的缓冲液(如乙酸钠#乙酸缓冲液等)*

吡啶分子与铜离子的摩尔比在-$%1)之间(JK在 !

左右最优)*

O>控制在 %&9 =2&8 的范围内"

(%结%语

在经典铜皂络合比色技术的基础上%经系统研

究形成的新铜皂络合比色法%发展了吡啶 #铜离子

摩尔比为核心的新铜皂络合显色理论%解决了经典

铜皂络合比色法显色强度易受 O>变化影响!有机

相只能用高毒溶剂苯才能达到高显色强度等问题%

使铜皂络合比色技术的操作便捷性!稳定性!特异性

显著提升" 作为一种EEA的特异性检测技术%弥补

了传统的酸碱中和滴定法无法区分 EEA和其他油

溶性酸性物质!油脂样品消耗量大等不足%更适合于

复杂基质的加工食品的酸价检测%成为特异性定量

EEA和AF的理想方法"
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