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静态顶空一气相色谱法测定葡萄酒中主要香气成分研究
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摘要：葡萄酒的香气成分反映r葡萄酒质量和生产工艺，通过对葡萄酒的主要香气组分及含量的分析测定对于指导葡萄酒生产

过程控制和提高葡萄酒风味质量具有重要意义。以采用正交试验、静态顶空一气相色谱法研究了样品量、平衡温度、平衡时间、离

子强度等影响因子对静态顶空．气相色谱测定葡萄酒中香气物质的影响，选择了最佳的分析条件，用酒样标准加入法对葡萄酒中

香气成分进行定量。结果表明，该方法不仅在质量浓度范围内有良好的线性关系，而凡稳定性好、准确度高、成本低、是适宜推广

的测定葡萄酒巾主要香气成分的方法。
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Determination of principal aroma components in wine by static headspace-gas chromatography
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Abstract：Aroma compounds can reflect the wine quality and manufacturing technique，Analyzing armna compounds in wines can be used to control

wine production process and impmve wine quality．In this paper，a rapid and simple metIlod which applying static headspace coupled with capillary

gas chromatography waft,developed for determining the aroma components in wine．The determination conditions including incubation time，sample

volume，incubation temperature，incubation time and salt concentration were further optimized．The method was characterized by the good linearity

within range of nlass concentration，satisfactory recoveries，good stability，hish precise and low cost，which could be used in the determination of

main aroma components of wine in practical production．
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香气是评判葡萄酒品质的一个重要感官指标，葡萄酒

香气物质的种类、含量、感觉阈值及其相互作用直接影响

葡萄酒的质量⋯。葡萄酒的香气复杂多样，分属不同化学

门类，包括醇、酯、有机酸、挥发性酚、萜烯醇等。其中又以

醇类、酯类、酸类含量较高，这些主要的香气成分影响着

葡萄酒的整体香气风格以及葡萄酒的品质旧-。

葡萄酒中醇类香气物质除了乙醇外，主要有正丙醇、

正丁醇、异丁醇、戊醇、异戊醇、活性戊醇、辛醇、B-苯乙醇

等高级醇。高级醇的种类、浓度与葡萄酒的类型、口感、品

质有很大关系(如异丁醇、异戊醇呈苦、涩味，适量的异丁

醇、异戊醇、正丙醇、赋予葡萄酒以醇厚感，8．苯乙醇具有

浓郁的玫瑰香花味等)。葡萄酒中高级醇含量较低时对

葡萄酒香气有益，含量高时会给葡萄酒带来不愉快的口

感p。，另外，高级醇含量过高还对人体有毒害作用，这一点

已引起葡萄酒生产者和消费者的高度重视。

葡萄酒中酯类物质是酵母发酵的副产物，酯类气味类

似水果香气，如香蕉、指甲油、酸味糖果等气味。葡萄酒中

常见的酯类有甲酸乙酯、乙酸乙酯、丁酸乙酯、丙酸乙酯、

辛酸乙酯、癸酸乙酯、乳酸乙酯、琥珀酸二乙酯、乙酸苯乙

酯等。乙酸异戊酯具有强烈的水果味，似香蕉味、水果的

酸甜味；辛酸乙酯具有令人愉快的花果香味、杏子香气；己

酸乙酯具有强烈的菠萝、香蕉的香气H1。酯类物质在葡萄

酒中除起到增香的作用外，还可作为衡量葡萄酒质量和发

酵工艺控制的指标之一，比如高碳数脂肪酸酯(C。、C。、

CmC。：)的含量随发酵温度降低而增加，低温发酵的葡萄

酒有明显的肥皂味。乙酸含量可作为葡萄汁是否受到微

生物污染的标志，醇类、酯类风味物质含量低表明酿酒葡

萄的含糖量不足等∞1。综上所述，葡萄酒香气成分在一定

程度上反映了葡萄酒质量和生产工艺，通过对葡萄酒的主

要香气组分及含量的分析测定对于指导葡萄酒生产过程

控制和提高葡萄酒风味质量具有重要意义呤1。

葡萄酒中的香气物质的提取技术主要有液一液萃取(Liq—

uid．IJquid Extraction)、静态顶空法(Static Headspace)、动态顶

空法(Dynamic Headspace)、同时蒸馏萃取(Simultaneous distil-

lmion Extraction)、固相微萃取(Solid Phase Microextraction，

SPME)等，这些方法各有利弊，提取方式的选择取决于香气研
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究目的和分析物质的特异性。静态顶空气相色谱(Static

headspace gas chromatography)是在已达平衡的密闭容器中液

体或固体的顶部空间取气态(或蒸气)样品，并与气相色

谱结合对气态(或蒸气)样品进行分析的一种特殊的分析

技术。静态顶空气态取样的主要优点是避免了在直接的

进样测定时，复杂的样品基体成分一起被带人分析仪器系

统的可能性，从而消除了由基体成分的带入而对样品中可

挥发性成分的分析所造成的影响和干扰∞⋯。由于此方法

是吸取容器上部气体进行进样分析，能最大程度地表达葡

萄酒体的香气特征。

静态顶空进样色谱分析技术广泛应用于啤酒生产过

程质量控制。本文建立了静态顶空-气相色谱法测定葡萄

酒香气成分。旨在提供兼顾稳定、高效、准确、成本低等适

宜推广的香气分析方法，为葡萄酒生产过程控制提供基础

性科学支撑。

本试验将静态顶空和气相色谱结合，以叔戊醇为内

标，采用正交试验研究了样品量、平衡温度、平衡时间、离

子强度等影响因子对静态顶空一气相色谱测定葡萄酒中香

气物质的影响，选择了最佳的分析条件，用酒样增量法计

算校正因子对葡萄酒中香气成分进行定量，该方法准确度

高、稳定性好、成本低、适合在企业对葡萄酒中香气成分进

行质量控制。

1试验部分

1．1仪器与设备

Agilent(6890型)：美国安捷伦公司；氢火焰离子检测

器(FID)；HeadSpace进样模块Combi Pal多功能自动进样

器：法国Alpha．Mos公司；毛细管色谱柱(DB—Wax 50m×

0．25mm×0．21．Lm)：美国J&W公司。

1．2材料与试剂

乙酸异戊酯、乙酸乙酯、甲酸乙酯、异丙醇、正丁醇、叔

戊醇、异戊醇、正己醇、异丁酸乙酯、丁酸乙酯、己酸乙酯、

无水乙醇、乳酸乙酯标准品(色谱纯)；NaCl(分析纯，汕头

市西陇化工厂有限公司)；葡萄酒酒样采购于超市。

1．3试验方法

1．3．1酒样的处理

取葡萄酒样品5．0mL入顶空瓶，加入29Natl，50止
2％vol叔戊醇内标溶液，压紧瓶盖密封。按照特定分析条

件取其气体进行气相色谱测定。

1．3．2色谱条件

DB．WAX(聚乙二醇键合交联固定相)熔融石英毛细管柱

30m xO．32mm x0．251．um(美国J&W公司)；进样口温度：250％，

分流比：20：1；载气类型：N：，流速：0．8mL／min；柱温采用程序升

温：初温50℃，保持0min后以3．5。C／nfin升至200。C，保持

5min；检测器温度：250％；氢气流量为30mL／min，空气流量为

300mIJmin，尾吹气流量为20mL／min。

1．3．3定性定量方法

采用香气成分标准物质的保留时间定性，酒样标准加

入法定量。

2结果与分析

2．1单因素试验

根据热力学和动力学原理分析可知，样品性质、样品

量、平衡温度、平衡时间、离子强度是影响静态顶空色谱分

析的主要因素[9]。试验选择葡萄酒中香气物质代表性成

分异戊醇、乙酸乙酯、己酸乙酯、乳酸乙酯、正丁醇、正己

醇、辛酸乙酯、糠醛、乙酸异戊酯等，研究静态顶空不同参

数对香气成分的影响效果。选择影响因素较大的样品量、

平衡时间、平衡温度、离子强度作为单因素进行试验。

2．1．1样品量

顶空样品瓶中的样品量对静态顶空色谱分析具有一

定影响，因为它直接决定气液两相的分配平衡¨0|。采用

向20raL顶空瓶罩添加3mL、5mL、8mL的同一浓度标准样

品混标溶液，平衡时间20min、平衡温度50℃，按照1．3．2

色谱条件进行测定，结果见图l。随顶空瓶中样品量的增

加，香气成分峰面积增大，样品量超过5mL时，大部分香

气成分增加幅度并不是很大，而己酸乙酯随着样品量增

加，峰面积反而降低。因此从试验需求和样品需求量综合

考虑，采用5mL作为试验样品量。

样晶域／mL

酸乙酯
酸片戊酯
酸乙酯
戊醇

酸乙酯
酸乙酯

醛

丁醇
己醇

图1不同样品量下葡萄酒部分香气物质的提取效率

Figure 1．Extractive efficiency of aroma components with d卅emm

sample volume

2．1．2平衡温度

样品的平衡温度与蒸气压直接相关，且影响香气成分

在气液两相中的分配系数。一般来说，温度越高，蒸气压

越高，顶空气体的浓度越高，分析灵敏度就越高。平衡温

度高对低沸点物质分析是有利的，它可以缩短平衡时间。

但是过高的温度可能导致某些组分的分解和氧化(样品

瓶中有空气)，生成新的物质或者失去某些香气物质。所

以，选择合适的平衡温度，对静态顶空色谱分析是极其重

要的。试验选择30℃、40％、50℃、60％4个水平，在其他

条件不变的情况下进行分析，结果(图2)显示，升高温度

可以增强香气成分的提取效果，从30℃～50％时，各香气

成分峰面积随温度增幅较快，并大多在50％时达到顶峰，
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虽然60℃时还有升高趋势，但增幅很小。正丁醇在50。C～

60℃时呈下降趋势，可能是由于温度过高引发其成分改

变。由于各香气成分物化性质不同，在不同的温度下的提

取效率也各异。综合考虑到温度过高可能会引起葡萄酒

香气物质发生变化，所以将50％作为最佳平衡温度。

，
》

要
睡
恒
誊

乙酸乙酯

乙酸异戊酯

己酸乙酯

异戊醇

乳酸乙酯

辛酸厶酯

糠醉

止丁醇

正已醇

图2不同平衡温度下葡萄酒中部分香气物质的提取效翠

Figure 2．Extractive efficiency of aroma components in different

incubation tempormure

2．1．3平衡时间

平衡时间取决于被测香气物质组分从样品基质到气

相的扩散速度。扩散速度越快，分析扩散系数越大，所需

平衡时间越少。在实际操作中，搅拌或振荡样品在一定程

度上可减少平衡时间。由于样品的性质千差万别，固定的

平衡时间不能适用于所有的样品分析，需通过试验，根据

待测物的峰面积与平衡时间的关系确定具体的平衡时间，

当样品达到平衡时，平衡时间的延长会使一些性质不稳定

挥发性成分发生热分解、氧化等副反应¨1|。试验选取

10min、20min、30min、50min 4个水平，样品量为5mL，固定

其他条件下进行分析。结果(图3)可以看出，随着平衡时

间增加，香气物质提取效率显著增加，但是平衡时间超过

30min后，部分香气成分(如己酸乙酯、正丁醇)提取效率

有下降趋势，糠醛、乙酸异戊酯在平衡时间20min时提取

效率已达最高，平衡时间的持续增加对此2种香气成分提

取变化不大。综合组分的萃取效率变化情况，选择30min

为最佳平衡时间。
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酸乙酯
酸异戊酯

酸乙酯

戊醇

酸乙酯
酸乙酯

醛

J‘醇

己醇

图3不同平衡时间下葡萄酒部分香气物质的提取效率

Figure 3．Extractive efficiency of amma components in different

incubation time

2．1．4离子强度

通常在顶空分析中添加无机盐(如氯化钠)增强溶液

中的离子强度，改变挥发性组分的分配系数，有机物的非

极性相对增强并使其在水溶液中的溶解度下降，有利于香

气成分提取。但是NaCI的加入还会影响样品基质的黏

度，降低分析物的扩散速度，产生盐的负效应。因此，需对

添加NaCI进行优化选择。试验取5mL酒样、平衡时间

30min、平衡温度50℃等条件下，添加09、1．Og、2．09、3．09 4个

质量梯度的NaCl进行香气成分的提取效率比较。结果(图

4)可以看出，添加NaCI对醇类、酯类、醛类香气成分影响都

较大，相比而言，添加NaCI对醇类物质的影响比酯类、醛类

要大，参考文献[9]指出，盐析作用对于极性组分的影响远

大于非极性组分，所以不同挥发性香气成分对添加盐的用

量存在差异。在添加2．09 NaCI时，其大部分香气物质提取

效率基本达到最佳效果，添加3．09 NaCl时其提取效率未有

明显增高。试验最终确定NaCI的加入量为2．Og。

图4不同NaCI添加量对葡萄酒部分香气物质的提取效率

Figure 4．Extractive efficiency of amma components with different

addition concentration of NaCI

2．2正交试验

在单因素试验基础上，以顶空瓶中样品量、平衡温度、

平衡时间、加盐量为考察因素，进行L9(34)正交试验，以

各香气成分的峰面积之和作为参考指标，筛选最佳分析条

件，试验结果见表1，方差分析见表2。

表1优选提取条件的正交试验设计及结果

Table 1．Result of orthogonal design test
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表2方差分析表

Table 2．Result of variance analysis

注：“$”具有显著性。

根据极差分析，几种因素对香气成分提取效率的主

次次序为加盐量>平衡温度>平衡时间>样品量，对这

4个因素进行方差分析(表2)可知，加盐量具有显著性

差异。实验结果直观分析可知，试验6为最佳试验条件

组合，即A：B，C。D：，虽然正交试验得出的最佳平衡温度

为60％，但是老虑到葡萄酒的香气成分比较复杂，平衡

温度太高会导致部分不稳定的化合物之问发生反应，故

造反平衡温度50％、平衡时间30min、样品加入量为

5mL、NaCl加入量为29(浓度0．49／mL)为最佳分析条

件，采用此最佳条件组合进行验证试验，峰面积总和为

983．56。

2．3定性定量方法

2．3．1标准曲线和线性回归方程的建立

葡萄酒是基质特别丰富的样品，所以采用静态顶空一

气相色潜分析方法测定其组分含量时，基体效应会对测定

结果有很大的影响，所以采用乙醇和水配制的系列梯度模

拟酒样不适合作定馒校正，而采用酒样添加不同浓度的标

准样品溶液做线性回归方程比较准确。本试验以葡萄酒

酒样为本底，分别添加梯度浓度的香气成分混标溶液及叔

戊醇(内标)溶液，进样分析。以组分峰面积对内标物峰

面积的比值为Y，组分浓度与内标物浓度的比值为x做线

性回归，计算各香气物质的回归方程和相关系数。试验结

果显示，采用本方法时所测定的组分为0．5mg／L-5mg／L

时具有良好的线性，回归系数>0．99，符合测定分析需要，

结果见表3。

表3部分葡萄酒香气成分线性范围、回归方程、相关系数

Table 3．Liner range，regression equation and correlation coefficient of

aroma components in wine by HS-GC

2．3．2葡萄酒香气成分定量测定

葡萄酒中丰富的基质对各组分的定量产生较大的影

响，所以选择酒样标准加入法测定各组分对内标相对校正

因子(F值)，采用内标法进行定量。具体步骤(1)取葡萄

酒酒样8mL，加入一定量的叔戊醇内标溶液，并用葡萄酒

酒样定容至10mL。取5mL按照最优操作条件进行气相

色谱分析。得到酒样中的各组分的保留时间和峰面积。

(2)配制一定浓度的混标溶液，包括乙醛、乙酸异戊酯、乙

酸乙酯、甲酸乙酯、异丙醇、正丁醇、叔戊醇、异戊醇、正己

醇、异丁酸乙酯、丁酸乙酯、己酸乙酯、乳酸乙酯。(3)取

酒样8mL，加入与(1)中同量的叔戊醇内标溶液，再加入

一定量的标准稀释溶液，并用稀释过的葡萄酒样定容至

10mL，混匀，取5mL按照优化操作条件进行气相色谱分

析，得到加标酒样中的各组分的保留时间和峰面积。

F=(A内标／A组分)×(s组缈s内标)
A组分=(3)中各组分的峰面积一(1)中各组分的峰面积

A叔戊醇=(3)中内标物的峰面积一(1)中内标物的峰面积

S组分=标准溶液中的组分的含量

S内标=标准溶液中的内标物的含量

2．3．3方法回收率和精密度

分别取5mL酒样加入到3个顶空瓶中，其中一份作为

本底，加入50止2％叔戊醇内标溶液；另外2份分别加入不

同体积的混标工作液，进样分析，回收率测定结果见表4。

从表4可见，各香气物质加标回收率为79％一105％。

表4回收率测定结果

Table 4．Result of recoveries in the sample
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按照2．3．2葡萄酒样分析，取某一酒样进行精密度测

定，结果见表5。

表5精密度测定结果

Table 5．Determination precision of the concentration in wine sample

表5中的数据是按照增量法所得到校正因子进行计

算得到的，结果RSD大多数在15％以下，乙醛的测定精密

度最好，达到3．02％；己醇、已酸乙酯、乳酸乙酯的精密度

相对较高，这可能与香气物质自身沸点较高有关。对于顶

空进样系统而言，葡萄酒样品测定的精密度是良好的，可

以满足正常的试验测定要求。

2．4葡萄酒样品分析

取葡萄酒酒样5mL，加入29NaCl，501xL 2％叔戊醇内

标溶液，则该样品中叔戊醇含量为161．18mg／L，按照优化

条件进行分析，则组分含量可按以下计算：

组53-：r量(m∥L)=(A组g,b／A内标)X F组分x 161．18mg／L

选取几种葡萄酒样品进行分析，其主要香气成分含量

见表6。

表6部分葡萄酒香气成分含量

Table 6．Concentration of the aroma components in wine sample mg／L

香气成分 W_ol W旬2 W旬3 W．04 W旬5 W-06 W-07 W-08 W-09

乙醉 1．102 1．500 3．700 0．639 0．735 0．943 0．505 2．299 0．867

甲酸乙酯0．389 0．346 0．214 0．303 0．145 0．333 0．141 0．649 0．273

乙酸乙酯 25．591 4．671 37．057 15．358 14．985 21．579 14．78l 11．705 16．856

异J‘酸乙酯0．483 0．709 0．480 0．365 0．504 0．242 0．245 0．529 0．453

丁酸乙酯0．473 0．998 0．494 0．512 0．804 0．376 1．302 0．532 0．638

乙酸片戊酯 O．540 O．2ll 0．561 0．384 0．256 0．360 0．637 0．252 0．495

正丁醇0．834 0．727 1．688 0．766 0．780 ND 1．083 0．620 0．522

异戊醇 294．60 403．42 189．61 280．90 189．5l 176．90 215．43 112．89 255．97

己酸乙酯 78．561 136．414 51．734 68．397 314．983 67．124 98．299 384．873 111．272

乳酸乙酯 11．266 12．189 10．748 11．853 13．613 12．3324 20．056 5．312 16．603

正已醇 3．543 15．952 3．587 6．341 8．481 3．46l 7．492 2．749 4．470

糠醛 7．369 12．796 4．853 6．416 29．545 6．296 9．220 36．101 10．437

注：“ND”为未检出。

4结论

利用静态顶空技术并结合气相色谱分析，建立了适合

葡萄酒中主要香气组分的定性、定量分析方法。

4．1对静态顶空．气相色谱测定葡萄酒中主要香气物质

的主要影响因素进行了优化和评估，通过正交设计确定平衡

温度50℃、平衡时间30min、样品加入量为5mL、NaCi加入量

为29(浓度0．49／mL)为最佳静态顶空分析条件。

4．2建立的静态顶空-气相色谱测定葡萄酒香气成分

的方法重复性良好、多数香气成分为0．5mg／L～5mg／L，具

有良好的线性(相关系数为0．99)。

4．3采用酒样增量法计算校正因子对香气成分进行

定量，排除酒样基质影响，测定结果准确性高。由于本方

法准确度高、稳定性好、成本低、自动化程度高，可作为葡

萄酒生产控制和批量分析中推广应用。
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