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摘 要：以顶空固相微萃取法（89+: ;<+=9 ;&’>:?@A+B9 C>=D&?EFGD+=G>&,B，8;?;@CE）和气相色谱质
谱（H+B IAD&J+GKD+<AL?C+BB ;<9=GD&J9GDL，HI?C;）联用，!?辛醇为内标，研究了萃取头、萃取时间、
加盐质量浓度、萃取温度对苹果酒中香气物质萃取的影响，优化了分析条件，建立了快速测定苹果

酒中香气物质的方法 (该方法在苹果酒中常见香气物质的质量浓度范围内有良好的线性关系，对
常见香气物质的定量比较准确 (
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为了控制饮料酒的质量，需要对其中的香味物

质进行定性定量分析 (分析饮料酒中的香味物质，
通常要对香气成分进行浓缩预处理 (传统的浓缩预
处理的方法有液液萃取法（O>[S>:?O>[S>: EFGD+=?

G>&,）［" \ $］，顶空法（89+: ;<+=9 ;+J<’>,K）［7］，吹扫捕
集法（ @SDK9 +,: MD+<）［4］，同时蒸馏萃取法（;>JS’?
G+,9&SB ]>BG>’’+G>&, ^ EFGD+=G>&,）［1］和固相萃取法
（;&’>: @A+B9 EFGD+=G>&,）［_］(这些方法都不同程度地
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存在某些缺点，或费用太高，或样品量过多、耗时过

多，或使用的是对人体有害的昂贵的有机溶剂，对

操作者造成潜在的危害，还可能在浓缩过程中丢失

香气物质 !
固相微萃取（"#$%& ’()*+ ,%-.#+/0.)-0%#1，简称

"’,2）是 34世纪 54 年代以来出现的样品处理方
法 !它克服了前述传统预处理方法的几乎所有缺
点，无需有机溶剂、分析样品量少、操作简单、快速、

费用低，集采样、萃取、浓缩、进样于一体，能够尽可

能减少被分析的香气物质的损失，并能与气相色

谱、液相色谱联用 !
"’,2装置的关键部件是一根熔融石英纤维丝

或涂有一层具有选择性固相或液相聚合薄膜的石

英纤维丝，该纤维丝称为纤维头 !萃取样品时，首先
用纤维头从待分析基质中萃取被分析物，然后将固

相微萃取针管插入气相色谱仪的进样器内，热解吸

后分析检测 !也可以将固相微萃取针插入与液相色
谱相连的 "’,2 6 7’89的接口解吸池，开启流动相
洗脱样品进样分析 !根据 "’,2纤维头上的薄膜极
性分类，可分为两大类，即极性的聚丙烯酸酯（’#$:;
)-.:$)0+，简称 ’<）或聚乙二醇（’#$:+0(:$+1+ =$:-#$，
简称 ’2>）和非极性的聚二甲基硅氧烷（’#$:;
&%?+0(:$*%$#/-)1+，简称 ’@,"）!固相微萃取可用来
检测气相或液相样品甚至固态样品 !酒类的香气物
质检测多采用顶空固相微萃取法（7+)& "A)-+ "#$%&
’()*+ ,%-.#+/0.)-0%#1，简称 7";"’,2）［B C D4］!利用
该法分析苹果酒中的香气物质尚未见报道 !
作者优化了 7";"’,2 萃取参数，探讨了 7";

"’,2用于分离苹果酒中香气物质的可行性，建立
了该样品处理法与 >9;,"联用快速测定苹果酒中
香气物质的分析方法，并用 7";"’,2—>9;," 方
法对苹果酒的香气物质进行定性定量测定 !

! 材料与方法

! " ! 实验材料
! !! !! 苹果 红富士苹果（EFG%）：市购陕西红富
士 !
! !! ! # 菌种 酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)#+*+,
")）［DD］，由作者所在实验室提供 !
! !! ! $ 主要试剂 D 果胶酶（’+-0%1+/ HI8）：J#K#
J#.&%*L 公司产品；3;辛醇（3;M-0)1#$）："%=?) 公司
产品；其他试剂均为国产色谱纯或分析纯 !
! !! !% 主要仪器 7";"’,2 取样装置如图 D 所
示 !

"’,2 手动进样手柄及 D44!? ’<、BH!?

’@,"萃取头（纤维头）购于上海安谱科学仪器有
限公司（美国 "FA+$-# ! 9#制造）!
气相色谱质谱联用仪：N.)-+ ," 美国 E%1%=#1

质谱公司制造 !

图 ! &’(’)*+固相微萃取装置示意图
,-." ! /01123-456 &’(’)*+ 728-42 1572 9: ;<=2640

! " # 实验方法
! !# !! 苹果酒的酿造 按徐岩等（3443年）专利工
艺酿造全汁干型苹果酒，乙醇体积分数为 D3O［DD］!
! !# !# 香气物质的测定

D）"’,2 萃取 作者比较 ’< 和 ’@," 两种
纤维头萃取的苹果酒中香气物质组分个数，以出峰

多的 ’<萃取头测定苹果酒中的挥发性物质 ! ’<纤
维头的萃取方法为优化 ’<纤维头萃取参数后的萃
取方法 !
萃取头的老化：’< 萃取头和 ’@," 萃取头第

一次使用时分别在气相色谱进样口于 3PH Q老化 H
(，3H4 Q老化 R ( !第二次以后使用在上述温度下分
别老化 D (和 R4 ?%1 !

’<萃取头萃取：在 DH ?8 装有磁力搅拌器的
顶空瓶中加入 3 ! H = J)9$，D4 ?8 苹果酒，4 ! D ?8
内标（3;辛醇，约 4 ! H ?= 6 ?8），H4 Q平衡 D4 ?%1，插
入 ’<纤维头，H4 Q吸附 S4 ?%1，>9解吸 3 ?%1，用
于 >9;,"分析 !

’@,"萃取头萃取：在 DH ?8 装有磁力搅拌器
的顶空瓶中加入 3 ! H = J)9$，D4 ?8 苹果酒，4 ! D
?8 内标（3;辛醇，约 4 ! H ?= 6 ?8），R4 Q平衡 D4
?%1，插入 ’@," 纤维头，R4 Q吸附 DH ?%1，>9 解
吸 3 ?%1，用于 >9;,"分析 !

3）气相色谱（>9）、质谱（,"）条件 气相色谱
（>9）条件：进样量为 D!8 !分流方式为分流 !色谱
柱为 MTDP4D（R4 ?）!程序升温为 SH Q保持 D ?%1，
以 H Q 6 ?%1的升温速度升至 D54 Q，保持 3H ?%1 !
载气为 7+，体积流量为 D ?8 6 ?%1 !检测器温度为
3H4 Q，入口温度为 3H4 Q !
质谱（,"）条件：2U电离源，电子能量为 P4 +T，

灯丝电流为 4 ! 3H ?<!电子倍增器电压为 D H44 T !
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扫描范围为 !! " #$% &’( )离子源温度为 *%% + )
!）定性定量方法 数据处理采用 ,-./0123 软

件 )
定性：未知化合物经计算机检索同时与 4567

/013.38（9%: ; -<=><2?@A）和 B0/C8 /013.38（!*% ;
-<=><2?@A，DC3A0<? E ) %）相匹配 )仅报道匹配度和纯
度大于 F%%（最大值 9%%%）的鉴定结果 )
定量：选择 *G辛醇为内标，它在苹果酒中的最

终质量浓度约为 # ) H# =I J K，以苹果酒中常见的几
种代表性酸类、醇类和酯类物质测定它们对 *G辛醇
的相对响应因子 )苹果酒中鉴定的酸类、醇类和酯
类物质的质量浓度以相应的真实物质或结构相近

的物质的相对响应因子计算 )缩醛类、萜烯类物质
以与 *G辛醇质量浓度之比计算 )

! 实验结果

! " # 萃取头的选择
萃取头对香气物质的吸附性能根据“相似相

溶”原则决定，即极性的 L&萃取头对极性的香气物
质有较强的吸附力，非极性的 LM’6萃取头对非极
性的香气物质吸附力较强 )由于苹果酒的香气物质
种类多［9*］，极性不同，有必要比较 L&、LM’6 两种
萃取头对苹果酒香气物质萃取的影响 )为此，以红
富士苹果酒为样品，以 L&（*$ I J @K 4.N/，吸附时间
!% =0?，#% +）和 LM’6（*$ I J @K 4.N/，吸附时间
9$ =0?，#% +）纤维头，按气相色谱、质谱条件初步
定性了苹果酒中的挥发性物质，结果见表 9 )

表 # $%和 $&’(纤维头萃取的挥发性物质种类比较
)*+"# ,-./*012-3 -4 *0-.* 5-./-36372 6870*5769 +:

!
!!

$%; *39 $&’(;5-*769 41+602

化合物 L& LM’6 化合物

!
!!

L& LM’6

!
!!

酯类 醇类和酚类

乙酸乙酯 " " *，!G丁二醇

!
!!

" "

丁酸乙酯 " " 正己醇

!
!!

" "

乙酸异戊酯 " " *G辛醇

!
!!

" "

乙酸G*G甲基丁酯 " " 苯乙醇

!
!!

" "

己酸乙酯 " " *G甲氧基G#G乙烯基酚

!
!!

" "

乙酸己酯 " " 酸类

!
!!

" "

辛酸乙酯 " " 乙酸 "

!
!!

未检出

乙酸苯乙酯 " " *G甲基丁酸

!
!!

" "

癸酸乙酯 " " 己酸

!
!!

" "

月桂酸乙酯 " " 辛酸

!
!!

" "

肉豆蔻酸乙酯 " " 癸酸

!
!!

" "

棕榈酸乙酯 " "

!
!!

缩醛类

十八酸乙酯 " " 9，9G二乙氧基乙烷

!
!!

" "

!
!!

醇类和酚类 羰基化合物

正丙醇 " " 二氢基G*G甲基G!（*O）G硫代苯酮 "

!
!!

未检出

异丁醇 " " EG甲基G$G庚烯G*G酮 "

!
!!

未检出

正丁醇 " "

!
!!

萜烯类化合物

*G甲基G9G丁醇 " " *，!G二氢基苯并呋喃 "

!
!!

未检出

庚醇 " " 香茅醇环氧化物 " "

注："表示检出 )

从表 9 可以看出，L& 和 LM’6 纤维头共检测
出 !*种香气物质，其中，LM’6能检测出来的物质，
L&纤维头均能检测出，而且 L& 纤维头比 LM’6

纤维头多萃取 # 种香气物质：乙酸，二氢基G*G甲基G
!（*O）G硫代苯酮，EG甲基G$G庚烯G*G酮，*，!G二氢基
苯并呋喃 )因此选取 L&纤维头优化萃取条件，并用
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它对苹果酒的香气成分进行萃取测定 !
另外，在气相色谱和质谱条件方面，根据香气

物质的总离子色谱图（未列出），除正丙醇和乙酸乙

酯色谱峰略有重叠外，各种香气物质的峰形尖而且

窄，相邻峰被完全分离 !这说明实验用气相色谱和
质谱条件能满足苹果酒中香气物质的分离要求 !
! " ! 吸附时间的确定
顶空固相微萃取法是一种在平衡状态测定被

分析物的方法，分析物的平衡状态由分析物在系统

三相中的物质分配决定 !这三相包括聚合物薄膜、
顶空和水溶液 !一旦被分析物在三相中达到平衡，
它们在每一相中的质量浓度为一常数 !所以，要准
确测定分析物在聚合物薄膜中的质量浓度，首先要

使系统达到平衡状态 !该状态可通过被分析物的萃
取时间与响应值（峰面积）测定 !峰面积为常数时的
时间为平衡时间 !图 "是在 "# $ % &’ ()*+、吸附温度
,- .条件下，苹果酒中部分挥发物的吸附时间与峰
面积图 !

图 ! 苹果酒中部分香味物质的 #$%$&’(吸附时间
)*+"! #$%$&’( ,-./012*/3 2*45 10/6*75 6/0 ./45 ,0/%

4, 8/41/3532. *3 )9:* ,1175 ;*35

从图 "可以看出，用 /0 头萃取的大部分化合
物的峰面积在 ,# 123时基本上是一常数 !该结果与
453678 4 ! 95+53 等（:;;<）［<］、0+5=)3&6) >?5@@53 等
（:;;A）［;］报道相似 !在接近平衡态的亚平衡态时，
如果样品在相同的条件下萃取，也可以对被分析物

进行较准确的测定 !所以，为缩短分析时间，以 ,-
123作为吸附时间 !
! " < =,>7对萃取效率的影响
减少被分析物（有机物）在水溶液中的可溶性，

能使更多的挥发性物质挥发至溶液的顶空，吸附到

纤维头上，从而降低该方法的检测限，提高香气物

质的响应值 !在溶液相中加入盐（如 ()*+）可达到该
目的 !作者在吸附温度为 ,- .、吸附时间为 ,- 123
的条件下，检测了 ()*+对萃取效率的影响（加入 ()B
*+的质量浓度分别为 -，"#，C- $ % &’），结果见图 C!

从图 C可以看出，()*+质量浓度对辛酸和癸酸
的萃取效率影响不明显，对醇类、酯类和其它酸类

则影响较大 ! ()*+质量浓度为 "# $ % &’ 时，萃取效
率最高，为 C- $ % &’时萃取效率反而降低，所以选择
"# $ % &’为萃取盐的质量浓度 !

图 < 不同 =,>7质量浓度下苹果酒中部分香味物质的
萃取效率

)*+" < ?57,2*@5 ,4/932 /6 ,0/4, 8/41/3532. *3 )9:* ,1%

175 ;*35 5A20,825- 93-50 @,0*/9. .,72 8/385320,%
2*/3. 9.*3+ , &B 6*C50 8/,2*3+

! " D 萃取温度的确定
温度对萃取效率也有影响 !作者比较了 ,- .

和 #- .两种温度对萃取效率的影响 !总的说来，提
高温度可以增加香气物质的萃取效率，#- .时醇
类、酸类、酯类的萃取效率分别是 ,- .的 : D C 倍 !
再提高温度可能会提高萃取效率，但考虑到高温可

能会引起苹果酒中香气物质发生化学变化，所以将

#- .作为萃取温度 !
! " E 萃取方法的有效性验证
一旦确定了 /0 萃取参数和仪器条件，作者考
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察了在该条件下的测定方法分析苹果酒中香气物

质的可行性，包括测定该方法的线性范围和回收

率 !线性范围的测定是以苹果酒中几种代表性香气
物质，配成稍宽于苹果酒中的常见质量浓度范围内

的 " 个梯度，测定它们在模拟苹果酒中线性情况 !
模拟苹果酒是乙醇体积分数为 #$%的高纯水溶液 !
回收率的测定是在苹果酒中加入这几种香气物质，

对加入和不加入香气物质的红富士苹果酒进行测

定，按照加标回收率的方法计算，结果见表 $，& !
根据表 $，&，苹果酒中几种香气物质的相关系

数 !$ 范围为 ’ ! (#$# ) ’ ! ((&"；回收率为 ** ! "+%
) ##( ! +*%，其 中 正 丙 醇 和 辛 酸 的 回 收 率
（ ** ! "+%，*+ ! (#%）较低，但高于 ,-./-0 1 1
（#((2）［*］方法中微量成分的最低有效回收率
（2*%）!所以，综合表 $，&，该法可以较准确地测定
苹果酒中常见的香气物质 !

表 ! 苹果酒中部分香气物质的线性范围
"#$%! &’()#* *#(+) ,-). /0* #112) 3’() #*04# 50410()(6-

.)6)*4’(#6’0( ,-’(+ 78950#6). /’$)*

化合物 范围（3/ 4 5） !$ 回归方程

正丙醇 ’ ! ’$’( ) 6 ! #+6 ’ ! (#$# " 7 #’# ! 2+ # 8
’ ! #&*(-

异丁醇 ’ ! $"#’ ) "’ ! #($ ’ ! ("(& " 7 6" ! &2+ # 9
# ! 2""$

正丁醇 ’ ! ’6** ) ( ! "$+ ’ ! (2$# " 7 2& ! 66 # 9
’ ! 62*$

异戊醇 ’ ! +(2+ ) #*( ! &2+ ’ ! (2*2 " 7 $( ! "#$ # 8
# ! ++$6

正己醇 ’ ! ’6*2 ) ( ! "#$ ’ ! ((&" " 7 #6 ! &’* # 9
’ ! ’’##

$:苯乙醇 ’ ! &#&$ ) 2$ ! *"$ ’ ! (($& " 7 *" ! 2## # 9
# ! 2’""

乙酸乙酯 ’ ! #(#’ ) &+ ! ’#$ ’ ! ($"( " 7 62 ! &6+ # 9
’ ! &’#(

己酸乙酯 ’ ! ’#"# ) & ! ’&$ ’ ! ("*& " 7 ( ! +##2 # 9
’ ! ’**6

丁二酸二
乙酯

’ ! ’#(6 ) & ! +*$ ’ ! (+22 " 7 2+ ! 6(( # 9
’ ! ##&2

己酸 ’ ! ’#2#2 ) & ! $&$ ’ ! (62+ " 7 $" ! &’$ # 8
’ ! ’"2$

辛酸 ’ ! ’$+$ ) " ! 26’ ’ ! (*#+ " 7 $# ! "#+ # 9
’ ! &&$"

注：样品和混合标样中加入等量的内标 $:辛醇，# 为样品
中香气物质与内标 $:辛醇峰面积之比；" 为待测香气物质质
量浓度（3/ 4 5）!

表 : 红富士苹果酒中部分香气物质的回收率
"#$% : ;)50<)*= 0/ -04) #*04# 50410()(6- #..). 60 >,?’

#112) 3’() ,-’(+ 78950#6). /’$)*

化合物
加入物
质量浓度 4
（3/ 4 5）

检测物
质量浓度 4
（3/ 4 5）

回收率 4
%

正丙醇 & ! #6 $ ! 6& ** ! "+

异丁醇 &* ! 2# 6& ! $2 ##" ! ’6

正丁醇 * ! #" + ! #+ ##6 ! 6*

异戊醇 #&6 ! "$ #"6 ! "’ ##6 ! +"

正己醇 * ! #& 2 ! ** (6 ! (’

$:苯乙醇 6* ! ’2 6* ! *# #’# ! &+

乙酸乙酯 #’ ! 22 #$ ! ** ##( ! +*

己酸乙酯 $ ! $* $ ! "& ### ! 6*

己酸 $ ! 6$ $ ! "* #’" ! +6

辛酸 6 ! $& & ! &6 *+ ! (#

! % @ 苹果酒中香气成分的分析
采用固相微萃取条件和色谱、质谱条件测定了

红富士苹果酿造的苹果酒中的香气成分 !苹果酒中
的香气物质的总离子流色谱图见图 6，色谱图上的
色谱峰以保留时间标记，保留时间对应的香气物质

名称见表 6 !表 6 还列出了苹果酒中所鉴定的香气
物质的质量浓度 !

图 A 红富士苹果酒中的香气物质的总离子流色谱图
>’+%A "06#2 ’0( 5,**)(6 5B*04#60+*#4 0/ #*04# C049

10()(6- ’( >,?’ #112) 3’()

根据表 6，红富士苹果酒中共鉴定出 &$种香气
成分，这些成分分属于低级脂肪酸类、醇类、酯类、

缩醛类、羰基化合物类、萜烯类和酚类等 * 类物质 !
该结果与 ;<==<-30等（#(*6）［#$］报道相符合，说明采
用 >?,@法能较完全萃取苹果酒中的香气物质 !
在鉴定的物质中醇类和酯类的种类最多，醇类

的种数略少于酯类，醇类和酯类种数分别为 +，#&，
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占香气物质种类总数的 !" # $%和 &’ # (%；质量浓度
较高的成分是醇类、酯类和低级脂肪酸类物质，这 )
类物质在苹果酒中的质量浓度分别是 !$* # ’，&! # *，
( # + ,- . /，分别占总香气成分总量的 "$ # (%，
$( # ’%，! # &% #苹果酒中含量排在前 $’ 位的香气
成分依次是 !0甲基0$0丁醇、!0甲基0$0丙醇、乙酸乙

酯、苯乙醇、正丁醇、正丙醇、辛酸、月桂酸乙酯、辛

酸乙酯和正己醇，这 $’ 种香气成分在苹果酒中所
占比例为 *+ # ((%，构成了苹果酒的主要香气成分 #
含量最高的物质 !0甲基0$0丁醇，占红富士酒香气总
量的+) # (%，表明该物质是苹果酒中的最主要的香
气成分 #

表 ! 富士苹果酒中鉴定的挥发性物质及质量浓度
"#$%! &’()*() ’+ #,’-# .’-/’(*()0 ’+ 1234 #//5* 64(* 47*()4+4*7 $8

!
!!!

9:;:<=>

化合物名称
保留时间 .

,12
质量浓度 .
（,- . /）

化合物名称
保留时间 .

,12
质量浓度 .
（,- . /

!
!!

）

正丙醇 ) # ($ 3 # !" !0辛醇（内标）

!
!!

$& # ’! & # *&

乙酸乙酯 ) # (* )$ # 3( 二氢基0!0甲基0)（!4）0硫代苯酮

!
!!

$& # &’ ’ # ’$

!0甲基0$0丙醇 + # ’’ )* # 3) 己酸

!
!!

$+ # (( ’ # +$

$，$0二乙氧基乙烷 + # 3! ’ # ’! 香茅醇环氧化物

!
!!

$3 # $+ ’ # ’!

正丁醇 + # "* $$ # ’* 辛酸乙酯

!
!!

$3 # *) ! # $+

乙酸 ( # +& $ # !" 苯乙醇
!
!!

$" # )+ $& # +&

!0甲基0$0丁醇 3 # (( $&& # )) 辛酸

!
!!

!’ # ’& ) # &$

丁酸乙酯 3 # *3 ’ # !) 乙酸0!0苯乙酯

!
!!

!’ # (! $ # **

正庚醇 " # && 5 癸酸乙酯

!
!!

!! # )+ ’ # *)

乙酸异戊酯 $’ # ’’ ’ # ($ !0甲氧基0&0乙烯基酚

!
!!

!! # "" ’ # ’$

乙酸0!0甲丁酯 $’ # ’" 5 !，)0二羟基苯并呋喃

!
!!

!! # *3 ’ # ’!

!，)0丁二醇 $’ # (" ’ # &" 癸酸

!
!!

!& # ’) ’ # *$

正己醇 $’ # *3 ! # $$ 月桂酸乙酯

!
!!

!+ # (& ! # !"

!0甲丁酸 $! # !" ’ # &! 肉豆蔻酸乙酯

!
!!

!3 # (( ’ # )&

己酸乙酯 $) # ’3 ’ # (* 棕榈酸乙酯

!
!!

!* # !$ $ # (!

乙酸己酯 $) # +( ’ # )) 十八酸乙酯

!
!!

)’ # 3" 5

(0甲基0+0庚烯0!0酮 $) # (& ’ # ’$ 质量浓度总计 !(* # $$

注：5 指痕量 #

? 结 论

本研究建立了一种快速、简单、样品量少的测

定苹果酒中挥发性成分的分析方法，即顶空固相微

萃取法与气相质谱联用法 #该法能萃取苹果酒中的
醇类、酯类、低级脂肪酸类、缩醛类、羰基化合物、萜

烯类化合物、酚类等 3 类物质，表明该分析方法可
较完全地萃取苹果酒中的香气物质 #在苹果酒中的

低级脂肪酸类、醇类和酯类等常见香气物质的质量

浓度范围内，该分析方法呈线性关系，!! 为 ’ # *$!$
6 ’ # **)+，回收率为 33 # +"% 6 $$* # "3%，其中正丙
醇、酸类的回收率较低，为 33 %左右，酯类和大部
分醇类的回收率较高，达 *&% 6 $$+%，说明该法可
较准确地用于苹果酒中的香气物质的定量分析 #优
化后的固相微萃取主要条件是：78纤维头，吸附时
间为 &’ ,12，吸附温度为 +’ 9，加盐量为 !+ - . :/，
解吸时间为 ! ,12 #
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! 结 论
通过!"#$诱变，筛选得到一株产色素能力缺失

菌，摇瓶和 %& ’ 发酵罐发酵实验多糖产量为 %&

( ) ’左右，发酵液颜色为淡绿色 *该菌株简化了多糖
纯化步骤，有利于保持多糖的生物活性和提取过程

中多糖的损失 *对该菌株的多糖产物进行红外和核
磁共振光谱分析，其结构与短梗霉多糖标样一致 *
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