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摘  要  用高效液相色谱2二极管阵列检测器 ( H PLC2PDA)建立了烟草中绿原酸、莨菪亭、芸香苷同时测定的

方法。烟草样品用甲醇 /水 ( 4B1, V /V )超声萃取, 过滤, 上样。用 H ypersil ODS ( 4. 6 mm ( .i d. ) @ 150 mm,

3 Lm )色谱柱, 甲醇 /TFA水溶液梯度洗脱, PDA光谱图辅助定性, 内标法定量。该方法预处理简单, 重现性

好, 回收率 84. 4% ~ 96. 4% ; 相对标准偏差为 1. 4% ~ 6. 4%。
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1 引   言

烟叶中的多酚类物质主要包括绿原酸、芸香苷、莨菪亭等。多酚类含量随着烟草遗传类型和栽培条

件的差异而不同
[ 1]
。一般认为,多酚类对烟气品质有重要贡献,是烟气产生香味的重要成分之一。因

此对烟草中多酚类物质进行研究,能更好地把不同地区不同类型和等级的烟叶在化学成分上互相补充、

协调,从而获得符合质量要求的产品,并为烟草识别、烟草制品质量控制及中式卷烟的开发提供理论依据。

由于多酚类的低挥发性,其含量测定目前多采用毛细管电泳法
[ 2, 3 ]
和高效液相色谱法

[ 4~ 6]
;也有研

究者采用分子印记法
[ 7]
和流动注射电致化学发光法

[ 8]
。液相色谱法是分析烟草中多酚类的常用方法。

本实验用含苯甲酸乙酯内标的甲醇 /水 ( 4B1, V /V )为提取剂,一次超声萃取, 过滤, 进行 HPLC分析, 即

可同时测定烟草中的绿原酸、芸香苷、莨菪亭, 前处理方法十分简便,方法重现性好、回收率高。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

10AVP液相色谱仪 ( PDA检测器 ) (日本岛津公司 ); KQ 218超声波清洗器 (昆山市超声电子有限公

司 ) ; M ILLI2Q纯水机 (M ILLIPORE公司 ) ; SHZ2D (Ⅲ )循环水泵 (巩义市英峪仪器厂 )。各等级烟叶样品

由湖南常德卷烟厂技术中心提供;绿原酸、芸香苷、莨菪亭标样及三氟乙酸均购自 SIGMA公司; 甲醇 (色

谱纯 )购自 TED IA公司;实验用水均为 M ILLI2Q纯净水。
2. 2 色谱条件
色谱柱: Hypersil ODS 4. 6 mm ( .i d. ) @ 150

mm, 3 Lm;流动相: A为甲醇, B为 0. 1% ( V /V )三

氟乙酸 ( TFA ) 2水溶液,梯度洗脱; 190~ 800 nm扫

描,光谱辅助定性, UV 235 nm检测定量。

2. 3 萃取液

以甲醇 /水 ( 4B1, V /V )为溶剂, 配制得到苯甲

酸乙酯 (内标 )含量为 0. 04945 g /L的萃取液。

2. 4 样品前处理
准确称取 0. 2 g磨碎均匀的烟叶样品于一洁

表 1 产自湘西的烟叶样品信息
Table 1 Inform ation of tobacco leaves samp les from W estern

H unan

样品号
Sam ple No.

烟叶等级
Sam p le grad e

1# B2 F
上部烟叶

U psid e of tob acco leaves

2# C2 F
中部烟叶

C entral part of tobacco leaves

3# X 4F
下部烟叶

U ndersid e of tobacco leaves
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净干燥的 10mL容量瓶中, 准确加入 5 mL内标含量为 0. 04945 g /L的萃取液, 旋涡混匀, 再用甲醇 /水

( 4B1, V /V )稀释至刻度,超声萃取 15m in,静止数分钟,上清液用 0. 45 Lm有机膜过滤后即可上样分析。

3 结果与讨论

3. 1 定性方法

采用标样与样品的保留值及相对保留值比较、标样添加、光谱图对照等方法进行定性。例如:绿原

酸标准样品与烟叶样品中所含绿原酸的全波长吸收情况一致 (见图 1), 烟叶样品中多酚类的定性结果

见图 2。

 图 1 烟叶样品中绿原酸 ( CA )及标样绿原酸光谱图

F ig. 1 Spectrogram s of chlorogen ic ac id in tobacco leaves ( a) and standard ( b)

 图 2 烟叶样品中多酚类 LC色谱图

F ig. 2 L iqu id chrom atogram o f phenol in tobacco

1. 绿原酸 ( ch lorogen ic acid ), 2. 莨菪亭 ( scopolet in) ,

3. 芸香苷 ( rut in ) , IS. 苯甲酸乙酯 ( b enzoic acid

ethy lester)。

3. 2 峰纯度检测

利用 PDA检测器, 在 190~ 800 nm范围内进行全波长

扫描, 烟叶样品中目标物色谱峰各点的光谱图一致,从而区

分与目标物相同保留时间的杂质,得到纯度更高的色谱蜂,

以保证定量的准确进行。

3. 3 定量分析
3. 3. 1 工作曲线  用甲醇 /水 ( 4B1, V /V )配制一定浓度的

绿原酸、莨菪亭及芸香苷标准溶液, 内标法考察其线性关

系,相关结果见表 2。

3. 3. 2 精密度实验  取表 1中给出的不同等级烟叶样品

1#、2#、3#,按上述预处理条件及定性、定量方法, 平行测定

5次。精密度和内标定量结果见表 3。

表 2 烟草中多酚类的定量参数和检出限
Table 2 Quantita tive param e ters and detec tion lim its o f po lypheno ls in tobacco leaves

标准品
S tandard polyph enol

回归方程
R egress ion equat ion

相关系数
Correlat ion coeff icient

线性范围
Lin ear range(m g/L)

检出限
Detection l im it
(S /N = 3, ng)

绿原酸 C hlorogen ic acid Y= 2. 778X + 0. 0937 1. 000 22. 6~ 282 0. 59

莨菪亭 Scopolet in Y= 1. 102X + 0. 0452 0. 999 4. 04~ 80. 8 0. 98

芸香苷 Ru tin Y= 3. 161X + 0. 0098 0. 999 22. 3~ 279 0. 53

 
表 3 精密度实验结果
Table 3 Resu lts from replicate test

多酚类
Polyphenol

1#

含量 C onten t
( m g/g)

RSD
(% )

2#

含量 C on tent
(m g /g)

RSD
(% )

3#

含量 Con tent
( mg /g)

RSD
(% )

绿原酸 C hlorogen ic acid 11. 70 5. 51 12. 03 6. 36 11. 3 1. 87

莨菪亭 Scopolet in 0. 28 1. 40 0. 20 5. 66 0. 31 3. 59

芸香苷 Ru tin 8. 45 4. 62 6. 92 4. 38 7. 48 1. 82

 

3. 3. 3 回收率实验  准确称取 2#烟叶样品进行加标回收实验,结果见表 4,结果令人满意。
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表 4 回收率实验结果
Table 4 Resu lts o f recove ry test

多酚类
Polyphenol

样品含量 Conten t
( mg)

加入量 Added
(m g)

测定总量 Total
( mg)

回收率 Recovery
(% )

绿原酸
Ch lorogen ic acid

2. 530

0. 2234
0. 4469
0. 6703
0. 8938
1. 117

2. 764
2. 936
3. 123
3. 349
3. 494

93. 1
92. 0
96. 4
91. 0
91. 9

芸香苷
Ru tin

1. 431

0. 2257
0. 4514
0. 6772
0. 9029
1. 129

1. 647
1. 810
2. 056
2. 242
2. 425

89. 1
84. 4
89. 0
89. 4
91. 1

莨菪亭
Scopoletin

0. 0393

0. 1616
0. 3232
0. 4848
0. 6464
0. 8080

0. 1852
0. 3283
0. 4726
0. 6146
0. 7670

90. 2
89. 5
89. 3
89. 0
90. 2
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Abstract Chlorogenic ac id, chrysatropic acid and rutin in tobaccow ere analyzed using high performance liqu id

chromatography(HPLC ) /photod iode array deteciton ( PDA) . A fter the tobacco w as simply treated by ultrason ic

extract ion using methanol /w ater ( 4B1, V /V ) and f iltrat ion, the obta ined liqu id sample was ana lyzed by HPLC

using hypersilODS column ( 4. 6mm @ 150 mm .i d. , 3 Lm). M ethano l/ trifluoroacet ic acid ( TFA ) aqueous

solution w as used asmob ile phase for gradient elu tion. PDA spectrum was used for assistant ident ificat ion. Inter2
nal standardmethod w as applied for quant itat ion. The recoveryw as in the range o f 84. 4% - 96. 4% . The re la2
t ive standard dev iation of determ inat ion w as 1. 4% - 6. 4% for three compounds.

Keywords Tobacco, po lypheno ,l ultrasonic extraction, high perfo rmance liqu id chromatography
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