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微型液液萃取－气相色谱－质谱法测定烟用香料中
丁酸和乳酸的含量
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摘　要：样品０．５００　０ｇ置于１０ｍＬ烧杯中，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钾－甲醇溶液调节ｐＨ 至

８～９，于１００℃将水分挥干。残渣用硫酸－甲醇（５＋９５）溶液１０ｍＬ溶解，并于７０℃酯化反应

３０ｍｉｎ。取甲酯化后的溶液２００μＬ采用自主设计的微型液液萃取装置，以二氯甲烷１ｍＬ为萃取
剂进行萃取，再加入水１ｍＬ进行振荡萃取。所得萃取液采用气相色谱－质谱法（ＧＣ－ＭＳ）测定其中
丁酸和乳酸的含量。结果表明：丁酸和乳酸的质量浓度在０．１０～５０．００ｍｇ·Ｌ－１内与其峰面积呈
线性关系，检出限（３Ｓ／Ｎ）分别为０．１，０．４ｍｇ·ｋｇ－１。按标准加入法进行回收试验，回收率为

９７．７％～１０８％，相对标准偏差（ｎ＝５）为０．６０％～１２％。
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　　烟用香料是卷烟企业生产过程中一种重要的辅
料，是构成卷烟品牌风格的重要因素，能起到改善卷
烟产品烟气质量、改进卷烟产品品质的作用［１－３］，其
质量和品质的一致性与卷烟产品的品质和稳定性休

戚相关［４］。影响烟用香料品质的原因很多，微生物
污染是其中主要的影响因素［５］，这是由于烟用香料
具有高水分、高糖的基质特点，是微生物发酵的“天
然温床”。微生物污染普遍存在于食品的生产加工
及储运过程中，已经成为食源性疾病发生的主要原
因，是食品的首要安全风险，引起了世界各国的关
注［６－７］。

微生物代谢组学是近年来新兴的研究方法，旨
在以定性和定量限定条件下的特定生物样品中的所

有代谢组分为目标，集中阐释代谢反映的全部信息，
可以为发现标志物、探究代谢机理提供新的方法和
思路［８－１０］。烟用香料微生物代谢过程中，会有各种
有机酸产生，其中乳酸、丁酸是其中重要的产物，尤
其是丁酸具有特征性臭味，是品质改变的指标性物
质。因此，对烟用香料中乳酸、丁酸的测定可以及时
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掌握烟用香料的变化情况和监控烟用香料的品质，

具有重要的现实意义。

目前乳酸、丁酸的测定方法主要有高效液相色
谱法［１１－１２］、离子色谱法［１３－１４］、毛细管电泳法［１５－１６］和

气相色谱－质谱法［１７－１８］。其中，高效液相色谱法和离
子色谱法由于不具有准确定性功能，对于基质复杂
的烟用香料来说，具有一定的局限性，而且有机酸的
摩尔吸光系数较小，高效液相色谱法检测灵敏度
低［１９］，离子色谱法则容易受到其他有机酸以及阴离
子的影响，检测效果不佳；毛细管电泳法同样也存在
检测灵敏度低、重复性差等缺点。有机酸检测较为
常见的方法就是将酸类物质进行酯化衍生处理后，

以降低其极性和沸点，从而改善分离效果和灵敏
度［２０］，而目前烟用香料中乳酸、丁酸的酯化衍生测
定方法还未见报道。

本工作采用硫酸－甲酯化法对烟用香料样品中
的乳酸、丁酸进行衍生，并设计了一种微型液液萃取
装置，能对样品快速、方便地进行前处理，再结合气
相色谱－质谱法分离、测定烟用香料中乳酸、丁酸的
含量。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

ＳＣＩＯＮ　ＳＱ 型气相色谱－质谱联用仪；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
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型超纯水纯化系统；ＡＥ２００型分析天平；ＳＫ５２００型
超声波振荡器；０．４５μｍ有机针式过滤器。
丁酸、乳酸标准储备溶液：１．０００ｇ·Ｌ－１，分别

称取适量丁酸、乳酸标准品（精确到０．１ｍｇ）（乳酸
需进行纯度折算后称量）于２个１０ｍＬ容量瓶中，
用甲醇定容，储存于４℃冰箱内，备用。
混合标准溶液：５０．００ｍｇ·Ｌ－１，分别移取丁

酸、乳酸标准储备溶液各５００μＬ置于１０ｍＬ容量
瓶中，用甲醇定容。使用时，用甲醇稀释至所需质量
浓度。
甲酯化溶液：硫酸－甲醇（５＋９５）溶液，在冰冷却

和搅拌条件下，将５ｍＬ硫酸缓慢加入５０ｍＬ甲醇
中，再用甲醇定容至１００ｍＬ，摇匀备用。

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钾－甲醇溶液：称取氢氧化
钾０．５６ｇ，用甲醇溶解并定容至１００ｍＬ，摇匀备用。
乳酸 （纯 度 大 于 ８５％），丁 酸 （纯 度 大 于

９９．５％）；二氯甲烷、甲醇为色谱纯；硫酸、氢氧化钾
为优级纯；试验用水为超纯水；试验用烟用香料取自
某烟用香料企业。

１．２　仪器工作条件

１）色谱条件　Ａｇｉｌｅｎｔ　ＤＢ－６２４毛细管色谱柱
（６０ｍ×０．３２ｍｍ，１．８μｍ）；柱流量１．０ｍＬ·

ｍｉｎ－１；进样口温度２３０℃；载气为氮气，纯度不小
于９９．９９９％；进样量１．０μＬ，分流进样，分流比为

１０∶１。柱程序升温：初始温度８０℃，保持２ｍｉｎ；

以速率５℃·ｍｉｎ－１升温至２００℃；以速率１５℃·

ｍｉｎ－１升温至２３０℃，保持１０ｍｉｎ。

２）质谱条件　电子轰击离子源（ＥＩ）；电子能量

７０ｅＶ；离子源温度２３０℃；选择离子监测模式；丁酸
甲酯的保留时间为９．１８ｍｉｎ，定量离子ｍ／ｚ　４３，定
性离子ｍ／ｚ７４，丰度比为１００∶７７；乳酸甲酯的保留
时间为１０．３７ｍｉｎ，定量离子ｍ／ｚ４５，定性离子ｍ／ｚ
４３，丰度比为１００∶２２。

１．３　试验方法

１．３．１　微型液液萃取装置
微型液液萃取装置由外套管和带毛细管的中空

活塞杆组成，见图１。萃取时将萃取剂和待萃取溶
液装入外套管中，插入活塞杆，充分振荡，然后静置，
把活塞杆向下推，在毛细管口处分层，然后吸出（或
倒出）上层液，达到分离。

１．３．２　样品前处理
称取烟用香料样品０．５０００ｇ于１０ｍＬ烧杯中，

用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钾－甲醇溶液将样品ｐＨ调

图１　微型液液萃取装置

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｖｉｃｅ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏ　ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

节至８～９，并用加热板于１００℃将烟用香料中的水
分挥干。加入硫酸－甲醇（５＋９５）溶液１０ｍＬ，将残
渣进行溶解，将溶解后的溶液转移入玻璃瓶中，于

７０℃水浴下密封酯化反应３０ｍｉｎ。移取甲酯化后
的溶液２００μＬ置于微型液液萃取装置中，加入二氯
甲烷１ｍＬ，充分振荡后，再加入水１ｍＬ进行振荡萃
取，萃取液经０．４５μｍ有机滤膜过滤后按仪器工作
条件进行测定。

２　结果与讨论

２．１　色谱行为
丁酸、乳酸混合标准溶液的总离子流色谱图见

图２，选择离子监测色谱图见图３。

图２　丁酸、乳酸混合标准溶液的总离子流色谱图

Ｆｉｇ．２　ＴＩＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｘｅｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆ　ｎ－ｂｕｔａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎｄ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ

２．２　甲酯化条件的选择
干燥是样品衍生化过程中十分重要的步骤［２１］，

鉴于烟用香料中高水分的基质特点，高水分对于甲
酯化的影响较大，试验考虑将烟用香料中的水分进
行挥干。试验选择将乳酸、丁酸碱化后反应成盐，水
分挥干后，再利用甲酯化溶液复溶，这样不仅可以防
止乳酸、丁酸在水分挥干过程中有所损失，而且酸类
物质成盐后更有利于进行甲酯化反应。
试验选择硫酸－甲醇（５＋９５）溶液为甲酯化溶

·４１４·
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（ａ）　丁酸

（ｂ）　乳酸

图３　丁酸、乳酸混合标准溶液的选择离子色谱图

Ｆｉｇ．３　ＳＩＭ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｘｅｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆ　ｎ－ｂｕｔａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎｄ　ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ

液，于７０℃水浴中进行酯化反应，分别考察了不同
的酯化时间（１５，３０，４５，６０ｍｉｎ）对丁酸、乳酸的酯化
效率的影响。结果表明：酯化反应３０ｍｉｎ时，酯化
效率最高。试验选择酯化反应时间为３０ｍｉｎ。

２．３　萃取条件的选择
常见的萃取溶剂为正己烷、二氯甲烷和三氯甲

烷，利用微型液液萃取装置优化后，二氯甲烷的萃取
效率最佳，试验选择二氯甲烷为萃取剂。

　　萃取剂与待萃溶液的体积比是影响萃取效率的
关键因素。试验以２００μＬ甲酯化溶液为对象，考察
萃取剂与待测溶液体积比分别为１∶１，２∶１，５∶１，

８∶１时对萃取效果的影响。结果表明：随着萃取体
积比增大，萃取效率升高，当萃取体积比为５∶１时
萃取效果最佳；继续增大萃取体积比，萃取效率变化
不大。综合考虑目标物的质谱响应以及萃取操作，
试验选择萃取体积比为５∶１，即待测溶液为２００μＬ
时，萃取剂二氯甲烷为１ｍＬ。

２．４　标准曲线和检出限
按试验方法分别对所配制的质量浓度为０．１０，

０．５０，１．００，５．００，１０．００，２０．００，５０．００ｍｇ·Ｌ－１的
混合标准溶液系列进行测定，以目标物的色谱峰面
积对其质量浓度进行线性回归。线性回归方程、线
性范围和相关系数见表１。
按仪器的３倍信噪比计算方法的检出限（３Ｓ／

Ｎ），结果见表１。

表１　线性参数和检出限

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ

目标物
线性范围ρ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

线性回归方程 相关系数
检出限ｗ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

丁酸 ０．１０～５０．００
ｙ＝７．１８４　ｘ
＋４８．６７

０．９９８　６　 ０．１

乳酸 ０．１０～５０．００
ｙ＝６．７１２　ｘ
＋２５．８５

０．９９６　４　 ０．４

２．５　精密度和回收试验
选择某个香料样品进行不同浓度水平下（１．００，

５．００，１０．００ｍｇ·ｋｇ－１）的加标回收试验，每个样品
平行测定５次，所得到的加标回收率和测定值的相
对标准偏差（ＲＳＤ）见表２。

表２　精密度和回收试验结果（ｎ＝５）

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）

目标物
本底值ｗ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

加标量１．００ｍｇ·ｋｇ－１ 加标量５．００ｍｇ·ｋｇ－１ 加标量１０．００ｍｇ·ｋｇ－１

回收率／

％

ＲＳＤ／

％

回收率／

％

ＲＳＤ／

％

回收率／

％

ＲＳＤ／

％

丁酸 ２．３３　 ９８．２　 ９．１　 １０１　 ６．７　 １０２　 ０．６０

乳酸 １３．４７　 ９７．７　 １２　 ９９．４　 １．６　 １０８　 １．０

２．６　样品分析
选取某企业的２０个香精香料样品，其中１～

１０号样品为５种烟用香料储放前后对比取样样品，

１１～２０号样品为同一样品不同储放时间内跟踪取
样样品。按试验方法进行测定，如果测定结果超过

线性范围，利用二氯甲烷稀释到合适量后进样，样品
分析结果见表３。一个典型香料样品的总离子流色
谱图和选择离子监测色谱图见图４和图５。
同时为了详细掌握烟用香料样品的变化情况，

按照ＧＢ　４７８９．２－２０１６《食品安全国家标准食品微

·５１４·
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　　图４　样品的总离子流色谱图

Ｆｉｇ．４　ＴＩＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ　　

（ａ）　丁酸 （ｂ）　乳酸　　　　　　

　　　　　图５　样品的选择离子色谱图

　　Ｆｉｇ．５　ＳＩＭ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ

生物学检验 菌落总数测定》以及 ＧＢ　４７８９．１５－
２０１６《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌
和酵母计数》方法对样品进行了细菌、霉菌和酵母菌

的检测；并参考 ＹＣ／Ｔ　１６４－２０１２《烟用香精》和

ＧＢ／Ｔ　２９６０５－２０１３《感官分析 食品感官质量控制
导则》进行人工嗅辩，具体变化情况见表３。

表３　样品分析结果

Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅｓ

样品
储放时间／
ｄ

测定值ｗ／（ｍｇ·ｋｇ－１）

丁酸 乳酸

菌落总数

（ＣＦＵ·ｇ－１）
霉菌计数

（ＣＦＵ·ｇ－１）
酵母计数

（ＣＦＵ·ｇ－１）
嗅辩 变化情况

１＃ ０　 ２．５４　 ０．７０　 ５．３×１０２　 ０ ０ 无异味 未变质

２＃ ２　 ２．２５　 ０．５８　 ７．３×１０３　 １．４×１０５　 １．１×１０３ 无异味 未变质

３＃ ０　 ２．２３　 ７８６．６２　 １．１×１０３　 ０ ０ 无异味 未变质

４＃ ３　 ２．３３　 １３．４７　 ４．０×１０５　 ２．２×１０６　 ３．０×１０６ 酸气味 已变质

５＃ ０　 ２．６４　 １９５．１２　 ２．４×１０３　 ０ ０ 无异味 未变质

６＃ ４　 １８．４１　 ２０６．１８　 １．３×１０８　 ２．９×１０４　 ２．０×１０４ 酸臭味 已变质

７＃ ０　 １．４８　 １０５．５６　 １．０×１０３　 ０ ０ 无异味 未变质

８＃ ９　 ２．５２　 １　５９８．７８　 ９．４×１０３　 ２．３×１０７　 ９．０×１０６ 酸臭味 已变质

９＃ ０　 ２．１５　 １５２．９０　 ３．７×１０２　 ０ ０ 无异味 未变质

１０＃ ３　 １．５６　 １６５．９０　 ５．２×１０７　 ３．０×１０６　 ２．６×１０４ 酸气味 已变质

１１＃ ０　 １．４８　 １０５．５６　 １．０×１０３　 ０ ０ 无异味 未变质

１２＃ １　 ２．１５　 １５２．９４　 １．０×１０３　 ０ ０ 无异味 未变质

１３＃ ２　 １．５７　 １６５．９１　 ８．９×１０２　 ０ ０ 无异味 未变质

１４＃ ３　 １．９０　 １８０．４５　 １．１×１０３　 ０　 １０ 无异味 未变质

１５＃ ４　 １．８０　 １３４．６９　 ９．８×１０２　 ６３０　 ４．５×１０４ 无异味 未变质

１６＃ ５　 １．７３　 ７９．１４　 ８．８×１０２　 ８．０×１０３　 ６．５×１０４ 无异味 未变质

１７＃ ６　 ２．１０　 １５９．９９　 ９．６×１０２　 ２．０×１０６　 １．２×１０５ 无异味 未变质

１８＃ ７　 １．８０　 １４９．６６　 ７．３×１０３　 １．１×１０７　 ２．６×１０５ 无异味 未变质

１９＃ ８　 ２．１７　 １５５．５５　 ９．１×１０３　 ２．０×１０７　 １．２×１０６ 无异味 未变质

２０＃ ９　 ２．５２　 １５９８．７８　 ９．４×１０３　 ２．３×１０７　 ９．０×１０６ 酸臭味 已变质

　　由表３可知：丁酸、乳酸作为烟用香料中微生物
的代谢产物，与香料的变质情况休戚相关。当丁酸
或者乳酸含量发生急剧变化的时候正是烟用香料变

质发生的关键点，因此对烟用香料中的丁酸、乳酸进

行监测，可以实时监控烟用香料的变化情况，杜绝了
单靠人工嗅闻或者微生物判定的延时性，不仅可以
将烟用香料变质判定大大提前，还可以有效预防烟
用香料变质加剧，尽早进行事前预警防控，减少由于
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烟用香料变质而造成的经济损失。
本工作建立了一种微型液液萃取－气相色谱－质

谱法测定烟用香料中乳酸和丁酸含量的方法。该方
法具有操作简单方便、溶剂消耗量少、准确度较高等
优点，已经应用于生产企业实际样品中丁酸、乳酸的
监测分析。该方法的应用期望能把香料变质的预判
时间推前，及时掌握烟用香料的变化情况，降低产品
变质风险，对生产企业具有重要的现实意义。
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《理化检验－化学分册》２０１８年专题报道征稿启事

　　《理化检验－化学分册》杂志将在近年开展专题
报道的基础上，在２０１８年于第５期、第７期、第９期
分别推出“食品分析”、“环境分析”、“高度关注物质
检测”专题报道，热忱欢迎相关领域的检测技术人员
踊跃投稿。
内容涉及：

１）食品分析。包括为应对新时代下食品产业
创新发展、消费升级、保障食品质量安全而开发的智
能化检测仪器设备及应用，食品安全监测和风险评
估，农产品质量控制技术，“废气、废水、废油”处理和
有害物质检测技术，食品中重金属、农药残留、添加
剂等成分分析的新技术和新方法，特别是多成分同
时分析和快速检测技术等相关内容。

２）环境分析。主要包括为土壤、水质、三废、大
气污染物、危险废弃物、固体废弃物等环境样品中有
害化学成分，如重金属、多环芳烃、挥发性有机化合
物等检测而开发的新设备及应用、样品前处理新手
段、检测新技术和新方法等。

３）高度关注物质（ＳＶＨＣ）检测。欧盟《关于化
学品注册、评估、许可和限制的法规》（ＲＥＡＣＨ 法
规）于２００７年６月１日正式实施以来，其影响范围
甚广。截至２０１６年１２月２９日，欧洲化学品管理局
（ＥＣＨＡ）已 经 先 后 发 布 ＲＥＡＣＨ 法 规 十 六 批

ＳＶＨＣ清单，共计有１７３种物质。本专题将聚焦于
有关ＳＶＨＣ的检测新技术和新方法。
综述性文章要求能总结上述领域的研究现状、

评价研究进展、提出前瞻性的发展方向；研究性文章
要求能反映上述领域的最新研究成果；应用性文章
要求能注重技术手段、方法新颖、内容清晰，具有实
际推广价值。
请按照本刊的论文模板撰写。投稿时，请在投

审稿系统留言“专题报道征文”。择优录用，优先
发表。
投稿网址：ｗｗｗ．ｍａｔ－ｔｅｓｔ．ｃｏｍ
电话：０２１－５５８８２９７０；０２１－６５５５６７７５－２６３
Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｘ＠ｍａｔ－ｔｅｓｔ．ｃｏｍ
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