
第 40 卷
2 (X)1年

中山大学学报 (自然科学版 )

A C
r

l人 S CI E N
`

n A R U M N A
『

I
’

U R从 J U M U N JV E R S l
r

l、、 1
,

5 SU人、 A
r

巧E N ]

V o l
.

4 0 N o
.

2 (X) 1

固相微萃取
一

衍生化法与气相色谱
一

质谱联用

分析葡萄酒中多酚类化合物
`

梁天里
,

李攻科
,

张展霞
(中山大学化学与化学工程学院

,

广东 广州 51 02 75 )

摘 要 : 建立固相微萃取 ( s MP E ) 和甲基硅烷化结合新的样品预处理方法
,

应用气相色谱
一

质谱联用技术

对
`

葡萄酒中极性有机物进行 了分析
.

鉴定了其中 19 种多酚化合物和极性有机物
,

并对其中的白黎芦醇进行

了定量分析
.

方法简单
,

快速
,

灵敏度高
.
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大量的资料和统计数据表明
,

适度饮用葡萄

酒对人体有益
.

葡萄酒不仅有抑制心血管等疾病

的作用 [’ 〕
,

而且在抗癌症方面有着其它酒饮品不

可比拟的潜力 2[]
.

葡萄酒与其它酒类饮品的主要

区别在于葡萄酒中存在多酚类和黄酮类化合物
.

近年来的研究表明多 酚类物质具有显著的抗氧

化
、

抗自由基的作用
,

如白黎芦醇 ( le s
ve

r at or l)

等 a[]
.

因此
,

对葡萄酒中多酚化合物的分析有非

常重要的意义
.

目前
,

葡萄酒中多酚化合物的分析方法
,

主

要有高效液相色谱 ( H PL )C 法
,

气相色谱 ( G )C 和毛

细管电泳 ( c )E 法 4[
一 “ ]

.

由于多酚类化合物的极性

强
,

其样品预处理都比较繁琐
,

需要用有机溶剂

进行萃取分离
,

萃取率和重现性都比较低
.

G c
-

M s 法
,

不衍生而直接进样
,

色谱峰的拖尾较严

重
,

且处理后的样品容易带水
,

因此通常需要衍

生化步骤
,

其过程也较复杂
.

田毯C 法
,

样品预

处理虽不需衍生化
,

但为提高灵敏度
,

样品需要

量大
,

步骤繁琐
,

耗时长
,

待测组分损失较为严

重
.

固相微萃取 ( SMP
E ) 是近年发 展起来的一

种新的无溶剂样
.
晶预处理技术川

.

sP M E 通过石

英纤维表面的高分子涂层对样品中的有机物分子

进行萃取和预富集
,

在一个简单过程中同时完成

采样
、

萃取
、

富集和进样
,

提高了分析速度和灵

敏度
,

非常适合于水相样品的萃取分离
.

对于极

性和非挥 发性 有机物
,

可 用衍生化 s MP E 方

法 t“」
.

本文分析了 s MP
E 与硅烷化衍生化方法结

合的可能性
,

建立了 S MP E 涂层中硅烷化的样品

预处理方法
,

并与 G C / M S 联用对葡萄酒中的多

经基酚类化合物进行定性分析
,

并对反式白黎芦

醇进行定量分析
.

2 实验部分

2
.

1 S I,M E装置

s MP E手动取样装置及 85 拜m 聚丙烯酸醋

( P )A十 (一 C姚一 C H Z c o犷
l干一 )刹 萃取纤维

购自 s u IP王 c( 〕公司 ; 电磁搅拌 /加热操作台
、

搅

拌子 ( 3 x ol ~ )
、

4
.

6 m L顶端带有孔盖子和聚

四氟乙烯隔垫 的样品瓶均购 自 S Up I
J

E CO公司 ;

固相萃取 s EP cl s柱 (6 m )L 购自 s uP lce 。
公司

.

2
.

2 仪器设备和操作条件

惠普 H玛 8 90 带电子控制系统气相色谱仪
,

M sD
一

5 97 3 质谱检测器配 1G 7 01 AA 工作站
.

气相

色谱采用 H p
一

S M s 3 0 m x 0
.

2 5
二

x 0
.

2 5 拼m 毛细

柱
,

l酬定相为 尸 5 % b i ph e n y l 和 召 9 5 % d i me t hy l
-

oP vls ilo
x

an 。
(购 自 H P 公司 )

.

柱升温程序为
:
初

始温度 100 ℃
,

以 10 ℃ / m in 升温至 3 00 ℃保持 5

im n ,

总分析时 间为 25 m i n ; 载气为高纯氦气
,

恒流 l
mL

·

m i汇
`

.

进样 口温度保持 2 4 0 ℃
,

初始

状态为无分流进样
,

7 m in 后打开分流阀
,

分流

比为 30 : 1
.

`
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:
固相微萃取

一

衍生化法与气相色潜
一

质谱联用分析葡萄酒中多酚类化合物

的气相顶空中
,

B S
r

l下隽 的浓度大且过量
,

反应容

易进行
.

为了减少 B ST F A 对涂层的影响
,

反应

在室温进行
.

采用上述方法
,

对反式 白黎芦醇标准进行

G C/ M S分析
,

成功的得到其三甲基硅醚衍生物
.

优化了萃取条件
,

优化的萃取时间 30 而 n ,

衍生

化时间劝 m i n ,

解吸 7 m i n
·

3
.

2 S l’M E 与固相萃取 ( SPE ) 比较

为了进一步说明所建立 的 S P M E 硅烷化方法

的优点
,

s MP E 方法同文献仁5〕固相萃取 ( S p E )衍

生化方法分析葡萄酒样品的方法作对比
.

S PE 方

法操作复杂
,

样品处理步骤多
.

S PE 方法采用了

1C 8柱
,

葡萄酒样品过柱后
,

用 乙 酸乙醋洗脱
,

将洗脱液用 姚 吹干
,

加人 B S
l

r FA 衍生化
,

毗陡

定容
,

G C
一

M S 分析
.

图 2 为 S P M E 和 S P王;方法衍

生化得到的葡萄酒的总离子色谱图
.

190只,
夕
乙Urlù4飞
J八乙

。
O又洲喇

质谱为 lE 离子源
,

接 口温度 2 80 ℃
,

电子

能量 70 eV
,

离子源温度 2 30 ℃
,

四极杆温度 150

弋
,

质量扫描范围 30
~ 5 50 ~

.

为了减小衍生

化试剂引起的基线漂移
,

延迟 6 m in 记录数据
.

2
.

3 试剂

反式白黎芦醇标准 ( S IC M A 公司
,

l oo mg )

用乙醇配成 0
.

3 1 1 1岁 z

mL 的贮备液
.

衍生化试剂
:

(双三甲基硅烷基 ) 三氟乙酞胺 ( sB l下 A
,

含 尸

1 % 的三甲基氯硅烷 ) 购 自 sI G M A 公司 ; 其他有

抓溶剂均为分析纯
; 葡萄酒样品为市场购置

.

2
.

4 祥晶预处理

取 3 mL 葡萄酒样晶加人 4
.

6 mL 萃取瓶中
,

用顶端带有孔和聚四氟乙烯隔垫的盖子封住
,

置

于工作台上
,

电磁搅拌
,

将 SMP E 萃取纤维直接

插人萃取瓶中
,

室温萃取 3 0 城年 涂层萃取分析

物后
,

将 S PM E 萃取纤维直接插人含有 0
.

1 m L

B S T万人 的 4
.

6汕 萃取瓶的顶空
,

衍生化 20 m in
.

气相色谱进样口进样
,

热解析
,

同时气相色谱程

序升温开始
,

2 80 ℃解析 7 面 n
.

3 结果与讨论

3
.

1 S P M E 衍生化方法的研究

葡萄酒是含水基体
,

多酚类化合物具有较高

的极性
,

本文选用对极性分析物萃取效果好的极

性 85 脚 聚丙烯酸醋 ( PA ) 涂层
,

对葡萄酒样品

萃取 60 加
n
后

,

未经衍生化直接进样热解吸
,

G C
一

M S分析得到的总离子流图见图 .l 从图 1 中

可以看出
,

色谱峰较少
,

在 8
,

05 而
n
为雪松醇

,

n
.

64 而 n
为邻苯二甲酸丁醋

,

16
.

65 而 n
为环丙

烷壬酸甲醋等
.

15 而
n
后的色谱峰是硅氧烷

,

可

熊是色谱柱固定相流失
,

没有得到多酚类化合物

的谱峰
.

因此到寸葡萄酒中极性有机物进行色谱分

析
,

必须通过衍生化来降低分析物的极性
.

酚经

基的衍生化通常采用甲基硅烷化方法
·

但甲基硅

烷衍生化过程要求严格的无水条件
,

因此
,

在

S P M E 预处理过程中
,

硅烷化衍生化反应不能在

水相中进行
.

为避免水影响衍生化
,

本文采用气

相反应
,

S玛9军涂层中衍生化方法
.

PA 涂层水相

中萃取分析物后
,

将 SMP E 涂层插人密闭的 B sT
-

FA 顶空萃取气相
一

中的 B S T F A
,

涂层中的极性分

析物与 B SI下冷反应生成三甲基硅醚衍生物
.

气

相反应一方面避免 SMP E 直接插人 B ST F A 造成涂

层溶解 ; 另一方面由于 B S
r

l下A 挥发性大
,

密闭

O 七 一
一一〕班军津众士理已日匕尽或竺导

~
,

—
-

一6 12 18 24

图 1 5 1〕M E (85 “ Il
d叭 ) 未衍生化的葡萄

酒的总离子流色谱图

月9
.

1 l b i a l ion m a
ss

e h r〔 In 〕a t o g l健111〕 of

诚ne 杭 t ho u t d e ir va t i
z at io n u is n g S PM E

比较 S PE 和 SP M E
,

衍生化后得到的总离子

流图
.

Sp l : 干扰多
,

噪音大
,

保留时间 巧
.

76 而
n

的峰为顺式白黎芦醇
,

保留时间为 18
.

20 而
n
的

峰为反式白黎芦醇
,

峰面积小
,

杂峰干扰明显
.

S PM E 中色谱峰得到较好的分离
,

背景的噪

音和杂峰的干扰小
,

巧
.

56 m in
和 18

.

03 而 n
分别

为顺式 (
。 is

一

) 和反式 ( tr an
s 一

) 白黎芦醇
,

其峰面

积较 S PE 的大 3 个数量级
.

这是由于 S MP
E 操作

步骤少
,

衍生化过程简单
,

因此减少了样品预处

理过程中的误差
,

提高了分析的灵敏度
.

将空白的葡萄酒样品中加人反式白黎芦醇标

准
,

分别用 Sp M E 和 SPE 方法进行萃取衍生化
,

G C / M S测定结果见表 1
.

两种方法的分析结果基
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三甲基硅醚的衍生物质谱与 M TS 标准质谱比较
,

非挥发的极性有机物在纤维涂层中衍生化为挥发

性好的三甲基硅醚衍生物
.

由此可见所建立的方

法
,

对研究葡萄酒中的有机物成分分析
、

及其在

生物
、

生理上的作用有很大的应用前景
.

表 2 S p M E 衍生化分析葡萄酒部分极性有机物
尹

l h l〕
.

2 D e re

nrr i
n at io n 成 脚 lar

( )吧 a n i e o o m卿
u n ( 10
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iw n e iw t h 5 1爪 I E s ily lm
e一h y lat

e d d e d v at i , a t io n

保留时间 、 二、 、 , . 八
.

、 峰面积 匹配度N O
.
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} 户二臀

l圣
’

一
`
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1 1
.

4 6

1 1
.

6 5

1 1
.

7 5

12
.

4 1

13
.

9 5

7981011121314巧

功 11 i r l

图 2 5 1
〕
M E ( 8 5 2日 11p A ) (

a
) 和

5 1〕 E萃取后 ( b) 经衍生化后

的葡萄酒的总离子流色谱图

Fig
.

2
`

l飞) t a
l 10勒

~
5 c

h ot m aot g
~

o
f

侧 n e w i t h S P M E (
a

) an d 5 1
〕

E ( b )

本一致
,

SP M E 回收率大于 80 %
.

表 l 用 S P M E 和 SP E 方法测定

反式白攀芦醇的比较

ayr b
.

1 人n a
ly t ic a

l
r o sl , lr s

of tar 邢
一

er
s v e

ar otr l

in w in 。

场 S P M A an d 5 1
〕

E

16 14
.

1 8

17 15
.

7 5

1
,

2
,

3 三羚基苯酚

对羚基苯乙醇

苯甲酮
1

,

3
,

5 三经基苯酚

对羚基苯基丙酸乙酉旨

对经基苯基丙酸

对经基苯乙酞基
氨基乙酸甲酉旨

十四碳脂肪酸

3
一

羚基苯基丙烯酸乙酉旨

对氨基苯乙酚

对羚基苯基丙烯酸

令卜苯二甲酸丁酉旨

3
,

4
,

5
一

三经基苯甲酸

十六碳脂肪酸

十八碳烯酸

十八碳酸

对经基苯基 2
一

基

2 轻基乙酸甲酉旨
9 2 8 5

葡萄洒

样
.
易

S l
l

M E

一一
自式反C

夔兰醛工 测定值
( m g

·

r
一 ’

) (
n l g

·

[厂 ’
)
回收室

%

钡叮定值

嘿
·

L
一 l

回收率
%

1 0
.

4 0
.

3 6 9 0
.

0 0
.

44 1 10
.

0

2 0
.

5 0
.

4 2 84
.

0 0
.

科 88
.

0

3 0
.

6 0
.

5 4 9 0
.

0 0
.

5 2 8 6
.

7

4 0
.

8 0
.

7 1 4 89
.

3 0
.

7 2 8 9 1
.

0

5 1
.

0 0
.

8 6 1 8 6
.

1 0
.

9 3 6 9 3
.

6

3
.

4 对反式白蔡芦醇的定量分析

用 SMP E方法对实际葡萄酒样品中反式白黎

芦醇进行了测定
,

选取 7 种葡萄酒样品
,

这些葡

萄酒样品中反式白黎芦醇的浓度较低
,

用 s即

方法无法测定
.

s MP E 方法测定结果见表 3
.

表 3 萄萄酒中反式 白蔡芦醇的测定
`)

护

r
a b

.

3 D
e l e l l l 幼n at i on of 却u n s 一

er vs
e r扫101 in w in

e

编 号 测定量 加入量 总量
回收率

%

B印)

%

1 0
.

23 0
.

25 0
.

44 8 4 6
.

4

2 1
.

3 2 1
.

0 2
.

3 4 102 5
.

3

1041068982
1

.

7 2

5
.

42

26
.

2

1
.

5 0

5
.

0

3
.

2 8

1 0
.

7

43
.

6

5
.

9

3
.

8

8
.

6

2 3
.

6 3 9
.

2

2020

八、
4
ùfùù6

3
.

3 葡萄酒样品中极性组分的分析

用 SMP E硅烷化方法
,

用 G C
一

M S 对葡萄酒中

的极性化合物进行定性分析
.

表 2 列出图 2 (
a

)

中检测到的葡萄酒样品中除白黎芦醇外的部分酚

类化合物和其它极性有机物
.

葡萄酒中与白黎芦

醇同属酚类的化合物还有很多
,

如
:
对经基苯甲

酸
、

对经基苯乙烯酸等
,

此外还有机脂肪酸
.

其

7 3 3
.

5 3 0 6 1
.

3 93 7
.

3

l) 测定量
、

加人量和总量的单位为 glI
·

l
一 ’
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一

质谱联用分析葡萄酒中多酚类化合物 5 7

回收率在 84% 一 160%之间
,

相对标准偏差

( sR D
, n = 5 )平均为 6

.

7 %
,

检出限为 s gn
·

L
一 ’

.
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