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摘要 采用气相色谱-质谱法对15个不同产区的烟丝中苹果酸、富马酸、油酸等8种非挥发性有机酸进行

定量分析并对甲酯化时间和甲酯化试剂的用量进行优化。试验表明,烟丝中非挥发性有机酸甲酯化的最佳条件

为:酯化时间50min,温度70℃,酯化试剂为V三氟化硼∶V甲醇=3∶7,在此条件下非挥发性有机酸的回收率为

79.50%~101.35%,相对标准偏差为3.34%~7.32%。
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  有机酸是烟草的重要组成成份,含量约10%~
16%,对卷烟的香气和吃味具有重要影响[1-2]。烟草

中高分子质量的非挥发性有机酸不但可以中和烟

气,减少刺激性,而且可显著增强吃味[3],如非挥发

性有机酸中的亚油酸、亚麻酸是构成烤烟、香料烟香

气的重要组分之一[4-6]。Korte等[7]、Qiu等[8]研究

表明,非挥发性有机酸可以减轻烟气刺激,并能增加

烟气中的香气浓度。
烟草中非挥发性有机酸的测定,常用气相色谱

法,如鲁喜梅等[9]、杨式华等[10]、李国栋等[11]均通过

GC/MS对有机酸进行定性和定量分析,该方法在

进样分析前需要对有机酸进行甲酯化或硅烷化衍生

处理[12-13],其中衍生化条件直接影响对有机酸的准

确分析。目前关于烟丝甲酯化分析的报道中,大部

分对烟丝进行甲酯化后直接进样分析,未考虑到甲

酯化条件(如甲酯化时间和甲酯化试剂用量)对定量

分析的影响,如杨式华等[10]、刘百战等[14]在对非挥

发性有机酸的研究中未对甲酯化条件进行优化。
笔者在对烟丝中非挥发性有机酸分析时采用

BF3/CH3OH为酯化试剂,对烟草中的有机酸进行

一次酯化,用正己烷萃取,生成的有机酸酯进行

GC/MS分析,并对甲酯化条件、甲酯化试剂的比

例、甲酯化时间进行优化[15]。结果显示,此方法不

仅缩短了酯化时间[16],而且快速、准确,适用于烟草

中非挥发性有机酸的常规分析,同时对不同烟丝中

非挥发性有机酸进行定量分析,为卷烟的品质控制

以及烟丝中非挥发性有机酸含量变化与感官舒适度

的相关性研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)试验样品。烟草样品为15个不同产地的烟

丝,产区分别编号为1#湖北房县,2#巴西,3#美国,
4#津巴布韦,5#湖北恩施1,6#重庆红岩,7#云南楚

雄,8#云南大理,9#云南玉溪,10#河南许昌,11#安

徽皖南,12# 安徽南陵,13# 云南曲靖,14# 湖北恩

施,15#安徽。

2)标样与试剂。苹果酸、富马酸、柠檬酸、十四

酸、亚油酸、油酸、己二酸(内标)、乙酸苯乙酯(内标)
等购于国药试剂有限公司。正己烷、甲醇为色谱纯,
三氟化硼为分析纯,购于国药试剂有限公司。

3)试验仪器。AE163电子天平,瑞士 Mettler
公司产品;Varian3800/2200GC/MS联用仪,美国

瓦里安公司产品;恒温水浴锅,金坛市杰瑞尔电器公

司产品。
1.2 试验方法

1)样品前处理。称取已烘干的烟丝0.50g,过孔

径0.25mm 筛,加 入 甲 醇 和 三 氟 化 硼(V三氟化硼 ∶
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V甲醇=3∶7)10mL,己二酸(7mg/mL)为内标,100μL,

70℃水浴加热回流50min,取出静置5min,加入少量

的无水碳酸钠,振荡,加入2mL正己烷萃取2min,再
加入正己烷3mL继续萃取2min,冷却至室温,取1.5
mL正己烷萃取液过0.45μm微孔滤膜,进样分析。

2)GC/MS条件。仪器类型,GC(Varian3800)/

MSD(2200);色谱柱,预柱为D-60石英毛细管柱

(2m×0.25mm×0.25μm);分析柱,CP-5石英毛

细管柱(30m×0.25mm×0.25μm);进样方式 ,
恒流模式;分流比,10∶1;进 样 量,1.0μL;进样温

度,250℃;载气为氦气(纯度为99.999%),流速

1.0mL/min。升温程序为:50℃,2min;4℃/min
升温至100℃停留1min;8℃/min升温至150℃停

留2min;5℃/min升温至280℃停留6min。电离

方式,电子轰击(EI);电离能量,70eV;质量数范

围,35~350amu;溶剂延迟,2.0min;离子源温度,

230℃;传输线温度,260℃;离子阱温度,200℃。

2 结果与讨论

2.1 定性分析

采用 NIS98和 Wiley谱库检索并结合标样和

目标物的特征质谱碎片对非挥发性有机酸进行定

性,共鉴定8种非挥发性有机酸。各非挥发性有机

酸的保留时间和特征离子峰见表1。
表1 非挥发性有机酸的保留时间和特征离子1)

Table1 Retentiontimeandcharacteristicion

ofnon-volatileorganicacids

序号

No.
有机酸

Organicacid
保留时间

Retentiontime/min
特征离子峰

Characteristicion

1
苹果酸

Malicacid
10.326 233

2
富马酸

Fumaricacid
10.877 113

3
柠檬酸

Citricacid
13.620 273

4
十四酸

Tetradeconicacid
29.734 285

5
十六酸

Hexadecanoicacid
33.201 313

6
亚油酸

LinoleicacidC18∶2
37.210 337

7
油酸

OleicacidC18∶1
37.330 339

8
十八酸

Octadecoicacid
37.818 341

9
己二酸*

Hexanedioicacid
18.481 275

 1)*表示内标物Internalstandard.

 1.苹果酸 Malicacid;2.富马酸 Fumaricacid;3.柠檬酸 Citric

acid;4.己二酸 Hexanedioicacid;5.十四酸 Tetradeconicacid;

7.亚油酸LinoleicacidC18∶2;8.油酸 OleicacidC18∶1.

图1 有机酸标样的GC/MS总离子流色谱图

Fig.1 GC/MSchromatogramofnon-volatileorganicacids

 1.苹果酸 Malicacid;2.富马酸 Fumaricacid;3.柠檬酸 Citric

acid;4.己二酸 Hexanedioicacid;5.十四酸 Tetradeconicacid;

6.十六酸 Hexadecanoicacid;7.亚油酸LinoleicacidC18∶2;8.油

酸 OleicacidC18∶1;9.十八酸 Octadecoicacid.

图2 烟丝中非挥发性有机酸总离子流色谱图

Fig.2 Chromatogramofnon-volatile

organicacidsintobacco

2.2 试验参数优化

非挥发性有机酸定量分析的准确性,关键在于

样品前处理过程中对非挥发性有机酸的酯化程度。
甲酯化反应中甲醇处于沸腾状态有利于提高酯化效

率,但温度过高易使脂肪酸甲酯分解,因此,试验时

酯化温度定为70℃。以不参与反应的乙酸苯乙酯

为 内 标 (特 征 离 子 峰 为 104,质 量 浓 度 为 10
mg/mL),各有机酸甲酯化产物峰面积与乙酸苯乙

酯峰面积的比值为衍生化效率。试验中考察了三氟

化硼和甲醇的体积比以及时间对苹果酸、富马酸、柠
檬酸、十四酸、亚油酸和油酸等6种有机酸标样甲酯

化程度的影响。

1)试验参数优化。称取已烘干的烟丝0.50g
(4#产区的烟丝,过0.25mm筛),共5份,分别加

入6∶4、5∶5、4∶6、3∶7、2∶8等不同体积比的三
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氟化硼和甲醇共10mL,乙酸苯乙酯50μL,70℃下

进行甲酯化,操作同本文“1.2”1),结果见图3。

 1~6:表示苹果酸、富马酸、柠檬酸、十四酸、亚油酸、油酸1,2,

3,4,5,6showsmalicacid,fumaricacid,citricacid,tetradeconic

acid,linoleicacidC18∶2,oleicacidC18∶1respectively.

图3 三氟化硼和甲醇体积比对有机酸酯化效率的影响

Fig.3 Influenceofthevolumeproportionofboron
trifluoridetomethanolonderivatizationoforganicacids

  酯化试剂比例变化时的甲酯化效率是指各有机

酸甲酯化产物的峰面积与内标峰面积的比值与三氟

化硼∶甲醇(V/V)=3∶7时各酸的酯化物峰面积

与内标峰面积的比值之比。由图3可知,V三氟化硼∶
V甲醇=3∶7时,甲酯化效率最高。

甲酯化条件为三氟化硼∶甲醇(V/V)=3∶7,
水浴70℃,甲酯化时间分别为20、30、40、50和60
min,结果见图4。

 1~6:表示苹果酸、富马酸、柠檬酸、十四酸、亚油酸、油酸1,2,

3,4,5,6showsmalicacid,fumaricacid,citricacid,tetradeconic

acid,linoleicacidC18∶2,oleicacidC18∶1respectively.

图4 甲酯化时间对有机酸酯化效率的影响

Fig.4 Influenceoftimeonderivatizationoforganicacids

  当甲酯化时间变化时的甲酯化效率是指各有机

酸甲酯化产物的峰面积与内标峰面积的比值与50
min时各酸的酯化物峰面积与内标峰面积的比值之

比。图4显示,甲酯化时间为50min时,酯化效率

最高。因此,甲酯化最佳条件是时间50min,温度

70℃,三氟化硼∶甲醇(V/V)=3∶7。
2)甲酯化产物的稳定性。取4# 样品甲酯化溶

液(样品冷藏),每次进样前取出,室温放置30min,
再进样分析。每隔8h进样1次,共进样5次。表2
是非挥发性有机酸甲酯化产物峰面积与内标物峰面

积的比值。结果显示,所测得的6种非挥发性有机

酸甲酯化产物峰面积与内标峰面积的比值的相对标

准偏差为1.90%~9.77%,结果显示甲酯化产物比

较稳定。
表2 衍生化产物的稳定性测定1)

Table2 Stabilitytestofderivatizationproducts

有机酸

Organicacid
1 2 3 4 5 RSD/%

苹果酸

Malicacid
0.675 0.701 0.698 0.687 0.615 5.21

富马酸

Fumaricacid
0.197 0.185 0.204 0.239 0.212 9.77

柠檬酸

Citricacid
0.836 0.913 0.103 0.925 0.867 4.82

十四酸

Tetradeconicacid
0.397 0.402 0.369 0.386 0.412 4.18

亚油酸

LinoleicacidC18∶2
6.241 6.826 6.372 6.192 6.303 3.99

油酸

OleicacidC18∶1
7.390 7.458 7.396 7.102 7.386 1.90

 1)1~5分别表示测定的次数。1,2,3,4,5showsthefrequency
ofmetered,respectively.

2.3 烟丝定量分析

1)标准曲线。称取不同质量的有机酸,置于25
mL容量瓶中,甲醇定容,摇匀,得有机酸混合标样,
表3是有机酸混合标样的纯度和质量浓度。

表3 有机酸纯度和质量浓度

Table3 Purityandconcentrationoforganicacids

有机酸

Organicacid
纯度/%
Purity

质量浓度/(mg/mL)
Concentration

苹果酸 Malicacid ≥98 4.1
富马酸Fumaricacid ≥98 0.3
柠檬酸Citricacid ≥98 2.0
十四酸 Tetradeconicacid ≥98 0.4
亚油酸LinoleicacidC18∶2 ≥99 2.0
油酸 OleicacidC18∶1 ≥99 2.0
己二酸 Hexanedioicacid ≥98 7.0

  分别移取上述有机酸混合标样溶液0.5、1.0、

2.0、3.0、5.0、7.0mL置于10mL容量瓶中(编为

1~6号),各加入50μL己二酸,甲醇定容,得到6个

不同质量浓度的有机酸混合标准溶液(表4)。分别

取1.5mL溶液,在最佳甲酯化条件下进行甲酯化。
取1.5mL正己烷萃取液过0.45μm微孔滤膜,进
样分析。

经GC/MS分析后,根据有机酸标样峰面积与

内标物峰面积比,以及各标样与各有机酸的浓度

比值,由Excel按照最小二乘法得到各有机酸的标

准曲线及相关系数。由表5可知,在所测得的质

量浓度范围内,所得到的有机酸标准曲线线性关

系较好。
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表4 有机酸标准溶液的质量浓度1)

Table4 Standardsolutionconcentrationoforganicacids

mg/mL

有机酸

Organicacid
1 2 3 4 5 6

苹果酸 Malicacid 0.205 0.41 0.82 1.23 2.05 2.87
富马酸Fumaricacid 0.015 0.03 0.06 0.09 0.15 0.21
柠檬酸Citricacid 0.10 0.20 0.40 0.60 1.00 1.40
十四酸

Tetradeconicacid
0.02 0.04 0.08 0.12 0.20 0.28

亚油酸

LinoleicacidC18∶2
0.10 0.20 0.40 0.60 1.00 1.40

油酸 OleicacidC18∶1 0.10 0.20 0.40 0.60 1.00 1.40
 1)1~6:样品编号 Numberofsamples.

表5 有机酸标样的线性回归方程和相关系数

Table5 Regressionanalysisoncalibrationandcorrelationcoefficient

有机酸

Organicacid

线性回归方程

Regressionanalysis
oncalibration

相关系数R2

Correlation
coefficient

苹果酸 Malicacid Y=0.4329X+1.2106 0.9992

富马酸Fumaricacid Y=2.5410X+0.1391 0.9996

柠檬酸Citricacid Y=0.5006X+0.3796 0.9994

十四酸 Tetradeconicacid Y=1.9920X+0.3029 0.9992

亚油酸LinoleicacidC18∶2 Y=4.1663X-0.0401 0.9993

油酸 OleicacidC18∶1 Y=3.6190X-0.0229 0.9989

  2)方法的重复性和回收率试验。在相同的条件

下对4#产区烟丝进行5次平行测定,计算5次测定

表6 方法的重现性试验

Table6 Precisiontest

有机酸 Organicacid 11)/(mg/g) 2/(mg/g) 3/(mg/g) 4/(mg/g) 5/(mg/g) RSD/%
苹果酸 Malicacid 4.873 4.865 4.724 4.528 5.032 3.93
富马酸Fumaricacid 0.067 0.063 0.059 0.069 0.071 7.32
柠檬酸Citricacid 0.306 0.295 0.321 0.311 0.284 4.72
十四酸 Tetradeconicacid 0.158 0.163 0.169 0.147 0.151 5.63
亚油酸LinoleicacidC18∶2 1.174 1.098 1.164 1.179 1.201 3.34
油酸 OleicacidC18∶1 2.445 2.249 2.438 2.324 2.521 4.51

 1)1、2、3、4、5分别表示测定的次数。1,2,3,4,5,showsthefrequencyofmetered,respectively.

的相对标准偏差(表6中数据为5次平行试验中各

酸的含量,单位:mg/g)。结果显示,所测的6种有

机酸的相对标准偏差为3.93%~7.32%,这说明方

法的重现性较好。
取1.0mL有机酸混合标样置于待萃取烟丝

中,所选取的烟丝样品为烟厂提供的4# 产区的烟

丝。在最佳甲酯化条件下,对加标样与未加标样的

样品平行处理3次并进行GC/MS分析,计算测定

结果的平均值(见表7)。
表7 回收率试验

Table7 Resultsoftherecoveryofthemethod(n=3)

有机酸

Organic
acid

样品值/mg
Sample
value

加入量/mg
Addtion

测定值/mg
Determination
value

回收率/%
Recovery

苹果酸

Malicacid
4.873 4.100 8.7460 94.46

富马酸

Fumaricacid
0.067 0.086 0.1510 97.67

柠檬酸

Citricacid
0.306 2.000 1.8960 79.50

十四酸

Tetradeconicacid
0.158 0.400 0.5385 95.13

亚油酸

LinoleicacidC18∶2
1.174 2.000 3.2010 101.35

油酸

OleicacidC18∶1
2.445 2.000 4.3720 96.35

  结果显示,对4#产区烟丝进行回收率试验时,
其加标回收率范围在79.50%~101.35%之间,由
于烟草样品中非挥发性有机酸的含量较少,故认定

该测定结果比较准确,适合非挥发性有机酸的定量。
取4# 有机酸标准溶液lmL进行三甲基硅烷

化,重复进样10次,得到标准偏差(Sd),按3Sd 和

10Sd 计算方法的检测限和定量限(表8)。
表8 方法的检出限和定量限1)

Table8 Detectionlimitandquantitationlimitofmethod

有机酸

Organicacid

检出限(LOD)
Detectionlimit
ng/L μg/g

定量限(LOD)
Quantitationlimit
ng/L μg/g

苹果酸 Malicacid 0.51 1.37 1.53 3.69
富马酸Fumaricacid 0.48 0.07 2.02 7.61
柠檬酸Citricacid 0.72 0.14 0.61 1.59
十四酸

Tetradeconicacid
0.08 0.09 0.09 0.15

软脂酸

Hexadecanoicacid
0.08 0.10 0.09 0.21

亚油酸

LinoleicacidC18∶2
0.06 0.09 0.17 0.39

油酸 OleicacidC18∶1 0.23 0.19 0.09 0.63
十八酸 Octadecoicacid 0.57 0.12 0.18 0.32
 1)检测限(LOD)等于3倍标准偏差;定量限(LOQ)等10倍标

准偏差。LODequalto3timestandarddeviation,LOQequal

to3timestandarddeviation。

表8表明,在烟丝有机酸成分的含量范围内,检
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测器响应与这8种有机酸的浓度呈明显的线性关

系,而且其检测限远远低于烟丝中所要测的有机酸

的含量。

3)不同产地烟丝中有机酸的含量。试验中,共
对8种非挥发性机酸进行了定量分析。表9结果显

示,不同产地和等级的烟丝中有机酸的含量差异明

显,如测得的苹果酸最大含量为9#产区(C3F)12.021
mg/g,最小含量为6#产区(B3F)2.441mg/g;亚油酸

最大含量为4#产区(US-B1)3.603mg/g,最小含量为

5#产区(C3F)0.093mg/g。
表9 烟丝中有机酸的含量

Table9 Contentofthenon-volatileorganicacidsintobacco mg/g

样品编号

Sample
number

等级

Grade

苹果酸

Malic
acid

富马酸

Fumaric
acid

柠檬酸

Citric
acid

十四酸

Tetradeconic
acid

亚油酸

Linoleicacid
C18∶2

油酸

Oleicacid
C18∶1

软脂酸

Hexadecan-
oicacid

硬脂酸

Octadecoic
acid

1# L10T 11.439 0.223 0.365 0.012 0.980 2.096 1.923 1.273
2# B3F 4.802 0.147 1.549 0.119 0.481 1.551 1.259 1.406
3# C3FL 4.873 0.067 1.306 0.158 1.171 2.445 1.775 2.034
4# US-B1 6.967 0.012 2.111 0.239 3.603 2.436 2.851 0.973
5# C3F 6.868 0.060 1.574 0.017 0.093 0.276 0.921 0.479
6# B3F 2.441 0.095 1.081 0.141 3.179 1.002 2.074 0.257
7# B2LH 8.266 0.205 1.487 0.126 0.685 2.099 0.534 0.494
8# X2LH 5.783 0.006 0.402 0.049 0.459 1.474 1.825 1.091
9# C3F 12.021 0.062 0.290 0.200 2.543 2.741 1.569 0.672
10# BL2 5.969 0.132 1.260 0.015 0.812 1.513 0.793 0.079
11# X2FA 5.195 0.030 1.072 0.012 0.453 2.966 1.113 1.131
12# B1F 10.048 0.135 4.639 0.124 0.973 0.389 0.886 0.799
13# B2F 5.022 0.044 5.730 0.013 0.798 1.292 0.266 1.332
14# C3L 8.114 0.085 7.907 0.037 1.061 1.933 1.683 0.509
15# B3FL 7.833 0.094 0.947 0.187 1.756 2.871 1.201 1.026

3 讨 论

液相色谱、质谱、液质、毛细管气相色谱、离子色

谱等先进技术的相继开发和应用,对烟草组分的分

析产生了巨大的推动作用,烟草中有机酸的分析一

般要先对样品进行前处理,再结合 GC、GC/MS或

其他手段进行分析。烟草前处理的方法一般用有机

溶剂对样品进行萃取,然后直接进仪器分析或是对

萃取液进行衍生化或甲酯化后再进仪器分析,样品

前处理对化学成分都有不同程度的影响。不管采取

何种处理方法,都有一定局限性。
本文简化了烟草中非挥发有机酸的分析方法,

使之更方便和快速。对甲酯化条件进行了优化研

究,结果表明甲酯化最佳条件是:酯化时间50min,
温度70℃,酯化试剂V三氟化硼∶V甲醇=3∶7。

笔者对烟丝酯化条件的单因素试验进行了分

析,为了使烟丝酯化条件更加准确,有待于进一步的

正交试验。本研究采用有机溶剂进行提取有机酸,
还有待用固相微萃取等方法对有机溶剂提取有机酸

的优劣进行验证。对目前常用分析方法的改进,开
发新的分析方法,使以后烟丝中有机酸的成分分析

更加方便、快捷,是后续研究的重点。
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MethylEsterificationOptimizationandQuantitativeAnalysis
oftheNon-VolatileOrganicAcidsinTobacco

ZHANGYing-chun1 CAIBing2 GUOGuo-ning2 LIDan2 WANGCheng-ming1

1.KeyLaboratoryofFoodSafetyEvaluation,MinistryofAgriculture/

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.KeyLaboratoryofAppliedResearchonNaturalPlantforTobacco,

ChinaTobaccoHubeiIndustrialLLC,Wuhan430070,China

Abstract Eightkindsofnon-volatileorganicacidsincludingmalicacid,fumaricacid,9-octadecenoic
acidandsoonincuttobaccofromfifteendifferentplantingareasweredeterminedbyGC/MS.The
methylesterificationconditionsofnon-volatileorganicacidswereoptimized.Theresultsshowedthatthe
optimaltime,temperatureofmethylesterificationwas50minand70℃.Theoptimalvolumeproportion
ofborontrifluoridetomethanol,RSDofthemethod,therecoveryofnon-volatilleorganicacidwas3∶7,

3.34%-7.32%,and79.50%-101.35%,respectively.
Keywords tobacco;non-volatileorganicacid;GC-MS;esterification
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