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顶空固相微萃取 -气质联用快速测定大曲中的

挥发性风味成分

张春林 1，敖宗华 2，炊伟强 1，沈才洪 2，陶文沂 1 ,*，张宿义 2

(1.江南大学生物工程学院，江苏 无锡      214122；2.泸州老窖股份有限公司，四川 泸州      646000)

摘   要：为探讨大曲中的挥发性风味成分，采用顶空固相微萃取 -气相色谱 -质谱法(HS-SPME-GC-MS)分析泸州老

窖中高温大曲的挥发性成分，考察萃取头、萃取时间、萃取温度对大曲样品中挥发性风味物质萃取的影响。结果

表明：采用 50/30μm碳分子筛 /聚二乙烯基苯 /聚二甲基硅氧烷(DVB/CAR on PDMS)纤维头在 50℃条件下对大曲样

品顶空吸附 30min，萃取效果最好；大曲样品的分析表明，其挥发性风味物质中含量较高的是醇类、酯类和酮类

化合物，另外还含有一些吡嗪类化合物。该方法对大曲中常见挥发性风味成分的测定有良好的重复性和回收率，方

便快速。
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Abstract ：In order to analyze the composition of volatile compounds in the Luzhou Laojiao Daqu by headspace solid phase

micro-extraction coupled with gas chromatography mass spectrometry detection (HS-SPME-GC-MS), the effects of SPME

fiber type, adsorption time, and extraction temperature on volatile extraction were investigated. Using a 50/30 μm DVB/CAR

on PDMS fiber for 30 min headspace adsorption at 50 ℃ provided optimum extraction for the Daqu. Then the fiber was

introduced into the injection port of the GC-MS system (at 250 ℃ for 5 min). Fifty-five compounds were isolated and identified,

among which alcohols, esters, and ketones were the prominent ones. In addition, some pyrazines were also found. In conclusion,

the method is simple, fast and accurate with high reproducibility and sensitivity.
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大曲是以单一小麦或小麦、大麦和豌豆混合物为原

料，经粗粉碎后加水压成砖状曲坯，人工控制在一定

的温度、湿度条件下培育而成的粗酶制剂[1]。它是酿酒

发酵的动力，用于蒸馏酒的酿造。目前许多名优白酒

就是利用大曲作为酿酒的原料。大曲微生物区系以霉菌

占大多数，酵母菌和细菌比较少[2]。在大曲制造过程中

微生物的代谢产物和原料的分解产物直接或间接地构成

了白酒的风味物质，使白酒具有各种不同的独特的风

味[ 3 ]。因此，大曲还是生香剂。不少专家认为，大曲

中富含大量香味前驱物质，因此，大曲本身就是一种

香味物质的富集物，所谓的曲香正是一种表现[4]。然而

目前对于大曲中的香味物质研究较少。

分析样品中的香味物质，通常要对香气成分进行浓

缩预处理。传统的浓缩预处理方法有液 - 液萃取法、顶

空法、吹扫捕集法、同时蒸馏萃取法和固相萃取法[ 5]。

这些方法都不同程度地存在某些缺点，或费用太高，或
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样品量过多、耗时过长，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

浓缩过程中丢失挥发性物质。与传统的风味物质抽提

技术相比，固相微萃取(S PM E)简便、快速、经济安

全、无溶剂、选择性好且灵敏度高，可直接与气相

色谱 - 质谱、高效液相色谱、毛细管电泳仪等联用，

集采样、萃取、进样于一体，大大加快了分析检测

的速度[6-7]，近年来该技术在食品风味分析中应用越来越

广泛[8 -1 2]。

本研究采用 HS-SPME 与气相色谱 - 质谱(GC-MS)联

用的方法，优化顶空固相微萃取法参数，探讨 HS-SPME

用于分离大曲中香气物质的可行性，对大曲样品的香气

物质进行定性定量测定。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

大曲样品及其前处理：泸州老窖中高温大曲优级

曲；将采集的到的整块大曲粉碎后并全部过 40 目筛，混

合均匀后，取 0.5g 大曲样品放入顶空瓶中再加入饱和

NaCl 溶液 5mL 盖上瓶盖。

Trace MS 气相色谱 - 质谱联用仪    美国 Finnigan 公

司；DB-WAX 弹性石英毛细管柱(30m × 0.25mm，0.25

μm)、萃取装置：SPME 手动进样手柄、萃取头(85μm

PA、100μm PDMS、75μm CAR/PDMS、50/30μm DVB/

CAR on PDMS)   美国 Supelco 公司；Turbo Matrix TD 热

脱附进样器    美国 Perkin Elmer公司。顶空进样瓶(15mL)

中国安谱公司；RCT-Basic 加热磁力搅拌器    日本岛津

公 司 。

1.2 顶空固相微萃取条件

萃取头的老化：第一次使用时 50/30μm DVB/CAR

on PDMS 萃取头在气相色谱进样口 270℃老化 1h，75μm

CAR/PDMS 萃取头在气相色谱进样口 300℃老化 1h，85

μm PA 萃取头在气相色谱进样口 280℃老化 1h，100μm

PDMS 萃取头在气相色谱进样口 250℃老化 0.5h。

萃取条件：50/30μm DVB/CAR on PDMS 萃取纤维

头，于 50℃插入加入饱和 NaCl 5mL 的大曲样品(0.5g)

顶空吸附 30min，于 250℃解吸 5min 后进行GC-MS分离

鉴 定 。

1.3 气相色谱 - 质谱分析条件

气相色谱条件：DB-WAX 色谱柱(30m × 0.25mm，

0.25μm)； 载气为 He，流速 1mL /min； 程序升温：

起始温度 40℃，保持 3min，以 5℃/min 升温速率升至

80℃，最后以 10℃/min 升至 230℃/min 保持 7min；汽

化室温度 2 5 0℃；不分流。

质谱条件：电子轰击电离 ( E I ) 离子源，电子能

70eV，发射电流 200μA，电子倍增器电压 350V，离

子源温度 200℃， 接口温度 250℃，质量范围 33～450u。

1.4 定性与定量分析

定性：实验数据处理由 Xcalibur 软件完成，未知

化合物经计算机检索的同时与NIST 谱库(107000 个化合

物的数据)和 Wiley 谱库(320000 个化合物的数据)相匹

配，只有当正反匹配度均大于 800(最大值为 1000)的鉴定

结果才予以确认。

定量：选择 2- 辛醇为内标(终质量浓度 10ng/mL)，

大曲样品中鉴定的化合物质以与 2- 辛醇质量浓度之比

计 算 。

2 结果与分析

2.1 固相微萃取纤维头的筛选

选用 4 种萃取头在相同的吸附条件(50℃吸附 30min)

和解吸条件(250℃解吸 5min)下进行实验。从表 1 来看，

50/30μm DVB/CAR on PDMS的总的峰面积为 5.5× 108，

几乎是 85μm PA 总峰面积的 7.6 倍，100μm PDMS 的

12.0倍和75μm CAR /PDMS的1.9倍，说明50/30μm DVB/

CAR on PDMS 的吸附能力比其他的萃取头强，这和文

献[13]报道一致。从检出的有效化合物的个数来看，50/

30μm DVB/CAR/PDMS 检出了 55 种化合物，而 75μm

CAR/PDMS 检出了 47 种化合物，比单一组分涂层的 85

μm PA(35种化合物) 和100μm PDMS(38种化合物)要多。

这主要是因为萃取头涂层的极性不同的缘故[14]。萃取头

对所分析的化合物有选择性，对大曲样品而言，50/30

μm DVB/CAR on PDMS 复合涂层的萃取头更加适合，不

仅分离出的化合物比较全面，而且风味强度也很大，色

谱分析响应值较高，因而选择作为实验用萃取头[1 0 , 15 ]。

萃取头 总峰面积(×107) 化合物数目

85μm PA 7.25 35

100μm PDM 4.59 38

75μm CAR/PDS 29.0 47

50/30μm DVB/CAR on PDMS 55.0 55

表 1 不同萃取头的萃取效果

Table 1   Effect of fiber type on volatile extraction

2.2 萃取时间的选择

选用 50/30μm DVB/CAR on PDMS 萃取头，萃取

温度为 50℃的条件下，比较 5 个不同吸附时间对吸附效

果的影响。由图 1 可知，萃取时间延长，萃取物总峰

面积增加。吸附时间从 10min 增加到 30min 时峰面积增

加较明显；当吸附时间继续延长到 50min 时，总峰面积
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2.3 萃取温度的选择

萃取温度对萃取效果的影响具有两面性：一方面，

温度升高有利于吸附，尤其对顶空固相微萃取；另一方

面，温度升高又会增加萃取头固有组分的解吸，从而

降低萃取头对被分析组分的吸附能力。选用 50/30μm

DVB/CAR on PDMS 萃取头，萃取时间为 30min 的条件

下，由图 2 可明显看到，吸附温度升高时吸附量有所增

加，但是，萃取温度由 50℃提高到 60℃时总峰面积增

加幅度不大，而检出的有效化合物数目在减少，所以

选择 50℃作为吸附温度，此时检出的化合物最多，所

吸附的样品量足够用于 GC-MS 分析。

2.4 萃取方法的有效性验证

采用上述优化的分析操作条件，重复 3 次实验，考

察顶空固相微萃取法在分析大曲样品中挥发性风味物质

时的重复性和回收率。结果见表 2 ，经计算，组分峰

面积的相对标准偏差(RSD)最大为 39.4%，最小为 1.9%，

平均相对标准偏差为 10.9%，说明将顶空固相微萃取技

术用于大曲风味物质的分析重复性良好。

保留时间 /min 化合物名称 相对峰面积/% 含量 /(ng/g) 相对标准偏差/%
4.05 乙酸乙酯 9.27 441.43 9.2
5.94 2-戊酮 1.67 79.52 6.0
6.13 丁酸甲酯 1.82 86.66 2.0
8.79 己醛 3.46 164.76 6.7
9.17 2-甲基 -1-丙醇 0.69 32.85 18.9

10.00 2-戊醇 13.18 627.63 13.3
10.71 丁醇 0.61 29.04 24.4
11.85 2-庚酮 0.36 17.14 12.7
12.03 己酸甲酯 0.39 18.57 7.7
12.55 3-甲基丁醇 3.35 159.52 17.8
12.90 1-甲基戊醇 0.63 30.00 20.0
13.62 1-戊醇 1.40 66.66 15.2
14.01 2-甲基吡嗪 0.31 14.76 17.8
14.57 辛醛 0.17 8.09 18.5
15.20 2,5-二甲基吡嗪 1.00 47.62 9.0
15.33 2,6-二甲基吡嗪 1.29 61.42 15.6
15.47 2-乙基吡嗪 0.17 8.09 39.4
15.54 6-甲基 -5-庚烯 -2-酮 0.32 15.23 5.1
15.68 2,3-二甲基吡嗪 0.53 25.23 4.4
15.76 正已醇 3.08 146.66 3.6
16.39 2-乙基 -6-甲基吡嗪 0.64 30.47 9.9
16.50 4-二甲氨基吡啶 0.28 13.33 12.7
16.56 壬醛 0.37 17.61 13.3
16.71 三甲基吡嗪 3.04 144.76 6.7
16.90 2-辛醇 0.21 10.00 0
17.25 3- 乙基 -1，2- 苯二酚 0.23 10.95 2.4
17.40 1-辛烯 -3-醇 0.56 26.66 20.5
17.47 庚醇 0.34 16.19 14.3
17.62 2,3-二甲基 -5-乙基吡嗪 1.06 50.47 2.8
17.83 四甲基吡嗪 4.93 234.76 5.8
18.00 2-乙基己醇 0.43 20.47 7.3
18.14 2-乙烯基-6-甲基吡嗪 1.42 67.62 4.1
18.41 2,5,6-三甲基 -4-乙基吡啶 0.26 12.38 10.1
18.69 苯甲醛 1.15 54.76 4.8
18.96 辛醇 0.27 12.85 1.9
19.53 十四烷 0.19 9.04 12.0
20.31 壬醇 0.65 30.95 8.9
20.37 呋喃甲醇 0.38 18.09 9.5
20.42 苯乙酮 0.16 7.61 17.7
20.51 3-甲基 -丁酸 0.57 27.14 6.2
20.72 3-甲氧基 -1-丁烯 0.25 11.90 13.6
20.79 十五烷 0.15 7.143 10.5
21.59 萘 1.54 73.33 2.5
22.58 己酸 0.17 8.09 14.9
22.97 苯甲醇 0.43 20.47 7.8
23.38 苯乙醇 10.46 498.10 10.9
24.02 2-乙酰基吡咯 0.28 13.33 3.7
24.33 苯酚 0.50 23.81 5.0
24.63 4-乙基愈创木酚 0.50 23.81 12.4
25.16 (Z)-氧代环十七碳 -8-烯 -2-酮 0.81 38.57 8.8
26.34 十六酸甲酯 3.39 161.43 5.5
27.18 2,4-二叔丁基苯酚 0.30 14.28 14.0
27.83 二十二烷酸甲酯 0.41 19.52 8.0
28.69 (Z)-9-十八烯酸甲酯 1.35 64.28 7.7
29.32 亚油酸甲酯 2.10 100.00 6.3

表 2 大曲样品中鉴定的挥发性风味成分和含量 (n=3)

Table 2   Identified volatiles and their contents in Daqu sample

(n= 3)

图 1 萃取时间对萃取效果的影响

Fig.1   Effect of time on volatile extraction
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Fig.2   Effect of temperature on volatile extraction
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变化幅度不大，趋于平衡，可能此时存在吸附 - 解吸附

平衡。因此选择吸附时间为 30min，此时间正好与 GC-

MS 分析样品所需的时间比较接近，从而提高了单位时

间内样品分析的效率。

在大曲样品中加入几种具有代表性的挥发性风味成

分，与不加入的大曲样品同时测定，按照加标回收率的

方法计算，结果见表 3。大曲样品中几种具有代表性的
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风味组分回收率范围在 87.5%～114.0%，几种代表性化合

物的回收率都较高，说明该法具有很好可靠性和准确性。

白酒大曲中检测到的挥发性成分要显著少于酱香型白酒

大曲。图3为泸州老窖中高温大曲在最佳条件下使用HS-

SPME 检测到的微量挥发性成分的 GC-MS 图。

3 结  论

本实验建立了一种快速、简单、样品用量少的测

定大曲样品中挥发性成分的顶空固相微萃取 - 气相色谱 -

质谱联用法，用该法能较好地萃取大曲样品中的醇类、

酯类、醛类、酮类、吡嗪等挥发性风味成分。对其

中醇类、酯类和吡嗪类等具有代表性的挥发性成分测定

的重复性良好，加标回收率也较高。说明该法可较准

确地用于大曲样品中挥发性风味成分的定量分析。为研

究大曲风味，提高其质量提供了科学依据，并为浓香

型白酒香味成分的来源提供参考依据。
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化合物名称 加样量 /(ng/mL) 检测量 /(ng/mL) 回收率 /%

乙酸乙酯 202.55 195.78 96.7

己醛 51.13 53.11 103.9

苯乙醇 10.82 9.47 87.5

四甲基吡嗪 103.23 110.74 107.3

2-戊醇 118.96 135.64 114.0

4-乙基愈创木酚 10.15 9.43 92.9

表 3 大曲样品中部分挥发性风味成分的回收率

Table 3   Recoveries of several of identified volatiles from spiked Daqu

sample

2.5 大曲样品中挥发性风味成分的分析

从表 2 分析结果来看，大曲的挥发性风味物质主

要为醇类(28.6%)、酯类(16.0%)、酮类(8.9%)、醛类

(7.1%)，另外吡嗪类(17.9%)在大曲中占有很高的含量。

从单个化合物的含量上看，含量最高的化合物是 2- 戊

醇，其次是苯乙醇，其他的重要微量挥发性化合物依

次是乙酸乙酯、四甲基吡嗪、己醛、十六酸甲酯、3 -

甲基丁醇、正已醇、三甲基吡嗪、亚油酸甲酯、丁

酸甲酯等。醇类可以产生使人愉快的气味，3 - 甲基丁

醇、苯乙醇本身还具有花草和水果的香气；酯类物质一

般都具有水果香，乙酸乙酯在大曲中含量较高，可能

对曲香形成有有较大贡献；吡嗪类物质一般都具有烘焙

和坚果香，可能与大曲发酵过程中顶温会超过 50℃，由

美拉德反应产生；分析对曲香形成有较大贡献的风味物

质，还需要利用 GC-O 法进一步研究[16-17]。范文来等[15]

曾研究过酱香型白酒生产大曲，由于大曲生产工艺的明

显不同，特别是生产工艺的温度和时间不同，浓香型

主要化合物峰标记：1.乙酸乙酯；2. 2- 戊酮；3.己醛；4. 2- 甲基 -1 -

丙醇；5. 2- 戊醇；6.丁醇；7 .3- 甲基丁醇；8. 1- 戊醇；9. 2- 甲基吡

嗪；10. 2,5- 二甲基吡嗪；11. 2,6- 二甲基吡嗪；12. 正已醇；13. 2-

乙基 -6- 甲基吡嗪；14. 三甲基吡嗪；15. 2,3- 二甲基 -5- 乙基吡嗪；16.

四甲基吡嗪；17. 2- 乙烯基 -6- 甲基吡嗪；18.苯甲醛；19.十四烷；20.

壬醇；21. 3- 甲基 - 丁酸；22 .萘；23 .苯甲醇；24 .苯乙醇；25 .苯酚；

26. 4- 乙基愈创木酚；27. (Z)- 氧代环十七碳 -8- 烯 -2- 酮；28.十六酸甲

酯；29. 2,4- 二叔丁基苯酚；30. (Z)-9- 十八烯酸甲酯；31.亚油酸甲酯。

图 3 大曲中挥发性成分的总离子流图

Fig.3   GC-MS total ion chromatograms of volatiles in Daqu sample
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