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响应面法优化烟叶中蔗糖酯的
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摘要：对烟叶中蔗糖酯（ＳＥ）的超声波萃取工艺进行了研究．以气相色谱－质谱（ＧＣＭＳ）法作为分析
手段，采用响应面法考察了萃取溶剂、温度、时间和料液比等因素对萃取ＳＥ的影响．结果表明，烟叶
中ＳＥ的最佳萃取条件为：以乙腈为萃取溶剂，料液比为１∶２９，萃取温度为４３℃，时间１６ｍｉｎ．在此
条件下，烟叶中ＳＥ总萃取量的验证值为５．０３９，理论预测值为５．０６７；ＳＥ的平均回收率为９９．８７％，
与单因素最佳条件下的平均回收率（９２．１３％）相比提高了７．７４％．对１０种烟叶样品测定的结果表
明，烟叶中ＳＥ的种类和含量因产地、品种、等级的不同而有所不同．
关键词：烟叶；蔗糖酯；超声波萃取法；气相色谱－质谱联用；响应面法
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０　引言
蔗糖酯ＳＥ（ｓｕｃｒｏｓｅｅｓｔｅｒｓ）是烟叶中一种重要的

潜香物质或香味前体物质，其中含量较高的是蔗糖

四酯ＳＴＥ（ｓｕｃｒｏｓｅｔｅｔｒａｅｓｔｅｒ）［１］．常温条件下 ＳＥ没
有气味，但在卷烟高温燃吸时发生裂解，可以释放

出异丁酸、异戊酸、３－甲基丁（或戊）酸等成分，而
这些有机酸对烟叶的香味有重要影响，可赋予卷烟

烟气特有的香气特征［２－４］，当卷烟中加入适量的 ＳＥ
时，可明显提高其香气质量［５］．此外，许多研究表
明，某些ＳＥ还参与植物病虫害防治和植物生长调
节等，发挥着重要的生物学作用［６－８］．因此，对烟叶
中ＳＥ的种类及含量进行研究具有重要意义．

目前，烟叶中ＳＥ的常用萃取方法是溶剂（或超
声波辅助溶剂）萃取法［１，９－１１］和超临界 ＣＯ２流体萃
取法［１２－１３］．与有机溶剂相比，超临界 ＣＯ２流体萃取
法对ＳＥ的萃取率及选择性均较高，但成本也相对
较高，且国产超临界 ＣＯ２萃取设备尚达不到文献
［１２］中的最高压力．因此，如何优化溶剂萃取条件、
提高其萃取效率，仍是分离纯化烟叶中 ＳＥ的关键．
超声波辅助溶剂萃取法具有快速、价廉、安全、高效

等特点，已在烟草化学成分分离中得到广泛应

用［１３］．而响应面法用于烟叶中 ＳＥ的萃取条件研究
目前尚未见文献报道．

本文拟采用超声波萃取法萃取烟叶中的ＳＥ，并
对萃取工艺进行研究．以 ＳＥ的萃取量为指标，考察
萃取过程中萃取溶剂、温度、时间和料液比等因素

对萃取ＳＥ的影响．

１　实验
１．１　材料和仪器
１．１．１　材料与试剂　棕榈酸甲酯（纯度为９９％）、
Ｎ，Ｏ－双－三甲基三氟乙酰胺（ＢＳＴＦＡ）－三甲基氯
硅烷（ＴＭＣＳ）（９９∶１，Ｖ／Ｖ），美国 ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ公司
产；蔗糖八乙酸酯（纯度 ＞９８％），美国 Ａｌｄｒｉｃｈ公司
产；二甲基甲酰胺ＤＭＦ、乙腈（色谱纯），天津四友精
细化工有限公司产；二氯甲烷、三氯甲烷、乙酸乙

酯、甲醇、正己烷、无水硫酸钠和氯化钾均为分析纯

试剂．实验用香料烟及烤烟样品均由上海烟草（集
团）公司技术中心北京工作站提供，４５℃烘干２ｈ
后粉碎，过４０目筛．
１．１．２　仪器　ＧＣ６８９０—ＭＳ５９７３Ｎ型气相色谱－
质谱联用仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司产，配 Ｇ１７０１ＤＡＭＳＤ
化学工作站，ＮＩＳＴ０２谱库和自动进样器；ＲＥ—５２

旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂产；ＡＢ２６５—Ｓ型
电子天平（感量０．００００１ｇ），瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ公司产；
ＳＢ—３２００ＤＴ型超声萃取装置，宁边新芝生物科技
有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　ＳＥ的萃取及衍生　称取 ２ｇ粉碎后的烟
末，放入１５０ｍＬ锥形瓶中并加入５８ｍＬ乙腈，超声
萃取１６ｍｉｎ（温度４３℃），然后过滤，并用乙腈洗涤
滤渣３次，每次２０ｍＬ，合并萃取液和洗涤液；在４０
℃下用旋转蒸发仪蒸发至干，然后加入６０ｍＬ甲醇
－水（Ｖ∶Ｖ＝８０∶２０）溶解，用正己烷洗涤３次，每次
２０ｍＬ，然后再用７０ｍＬ的ＣＨＣｌ３∶Ｈ２Ｏ∶饱和ＫＣｌ＝
４∶２∶１溶液萃取，收集三氯甲烷相．将三氯甲烷相用
水洗涤３次，每次１０ｍＬ，然后加入１５ｇ无水硫酸
钠，干燥过夜，滤出干燥剂后滤液蒸发至干，用三氯

甲烷定容至５ｍＬ．从中取出１．０ｍＬ于衍生瓶中进
行衍生化反应．衍生化的反应条件如下［１０］：在１．０
ｍＬ萃取液中加入浓度为１２３．６μｇ／ｍＬ的棕榈酸甲
酯（内标）溶液 ０．３ｍＬ和 ＢＳＴＦＡＴＭＣＳ∶ＤＭＦ
（１∶１，Ｖ／Ｖ）溶液０．２ｍＬ，密封，在７５℃的水浴中保
温 １ｈ即可用于ＧＣＭＳ分析．
１．２．２　ＧＣＭＳ分析条件　色谱条件：ＨＰ５ＭＳ毛
细管色谱柱（３０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）；升温程序
为：初温 １２０℃，保持 ３ｍｉｎ，以 １５℃／ｍｉｎ升至
２８０℃，再以２℃／ｍｉｎ升至３００℃，保持５ｍｉｎ后结
束．进样口温度为 ２８０℃；载气为高纯氦气
（９９．９９９％）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为０．５μＬ，
不分流进样．

质谱条件：采用电子轰击源，电子能量为７０ｅＶ；
四极杆温度为１５０℃；传输线温度为２８０℃，电子倍
增器电压为１．２２ｋＶ；采用全扫描工作方式，扫描范
围为３０～５００ｕ．

２　结果与讨论
２．１　ＳＥ的定性分析

混合香料烟样品按１．２．１节实验方法处理，得
到ＳＥ的硅醚衍生产物，再按１．２．２节中的 ＧＣＭＳ
分析条件对 ＳＥ进行定性分析．由于质谱数据库中
没有相应的 ＳＥ衍生物的标准质谱图，因此，通过人
工解析质谱图并对照文献［１］和［１０］中报道的数据
进行定性分析，确认了５组蔗糖四酯，分别用ＳＥＩ—
ＳＥＶ表示，分子量依次为６２２，６３６，６５０，６６４和６７８．

该类蔗糖四酯的结构特点是蔗糖的葡萄糖结

构单元上有４个酰基化基团取代，其中６位碳原子
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的羟基是乙酯化的，而果糖结构单元上的羟基都是

游离的．ＳＥＩ—ＳＥＶ中 ３，４，５位碳原子上的酰基
（Ｒ１，Ｒ２和Ｒ３）总碳数依次相差１，其结构通式如图
１所示．

图１　蔗糖四酯的结构通式

２．２　萃取条件的单因素实验
ＳＥ的萃取量与其峰面积成正比，所以用 ＳＥ的

峰面积与内标（棕榈酸甲酯）峰面积的比值即相对

峰面积代表其萃取量，以烟叶中５组 ＳＥ的总萃取
量为指标分别考察萃取溶剂、料液比（烟叶样品质

量与萃取溶剂体积之比，ｇ∶ｍＬ）、萃取温度和时间的
影响．

由于ＳＥ的极性较大，故分别用二氯甲烷、三氯
甲烷、甲醇、乙腈和乙酸乙酯为萃取溶剂，固定料液

比为１∶３０，常温下超声萃取２０ｍｉｎ．结果表明，乙腈
对ＳＥ的萃取量最大．考查料液比时，用乙腈作溶
剂，料液比分别为１∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶５０，１∶７０和
１∶９０，常温下超声萃取２０ｍｉｎ，结果表明，料液比为
１∶３０时萃取量最大．然后固定料液比为１∶３０，改变
温度（２０℃，３０℃，４０℃，５０℃和６０℃）在萃取时间
为１０ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，２５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ时分别
进行萃取（即每个温度点按不同萃取时间进行５次
实验）．结果表明，恒温４０℃，萃取时间为１５ｍｉｎ时
萃取量最大．因此，单因素实验确定的最佳萃取条件
为：乙腈为溶剂，料液比为１∶３０，萃取时间为１５ｍｉｎ，
温度为４０℃．同时，单因素实验结果还表明萃取溶
剂、时间、温度和料液比是影响 ＳＥ萃取量的主要
因素．
２．３　响应面法优化超声波萃取工艺

根据单因素实验结果，以烟叶中５组 ＳＥ的总
萃取量为响应值（Ｒ），以萃取温度 （Ｘ１）、萃取时间
（Ｘ２）和料液比（Ｘ３）为自变量设计响应面分析试验．
按方程ｘｉ＝（Ｘｉ－Ｘ０）／Δｘ对自变量进行编码，其中
ｘｉ为自变量的编码值，Ｘｉ为自变量的真实值，Ｘ０为
实验中心点处自变量的真实值，Δｘ为自变量的变化
步长．因素和水平的取值见表１．

根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的中心组合设计原理，对 ３

个主要影响因素进行３因素３水平共１７个试验点
的响应面分析试验，方案及结果见表２．

表１　试验因素、水平及编码

因素 编码
水平

－１ ０ １
温度Ｘ１／℃ ｘ１ ３０ ４０ ５０
时间Ｘ２／ｍｉｎ ｘ２ １０ １５ ２０

料液比Ｘ３／（ｇ·ｍＬ
－１） ｘ３ ２０ ３０ ４０

　　注：ｘ１＝（Ｘ１－４０）／１０；ｘ２＝（Ｘ２－１５）／５；ｘ３＝（Ｘ３－
３０）／１０．

表２　响应面法设计及试验结果

实验号
编码变量

ｘ１ ｘ２ ｘ３
响应值

１ －１ －１ ０ ４．３５
２ －１ １ ０ ４．７７
３ １ －１ ０ ４．７９
４ １ １ ０ ４．８２
５ ０ －１ －１ ４．５９
６ ０ －１ １ ４．６９
７ ０ １ －１ ４．８９
８ ０ １ １ ４．５５
９ －１ ０ －１ ４．４９
１０ １ ０ －１ ４．８５
１１ －１ ０ １ ４．６４
１２ １ ０ １ ４．５９
１３ ０ ０ ０ ５．００
１４ ０ ０ ０ ４．９８
１５ ０ ０ ０ ５．０２
１６ ０ ０ ０ ５．１８
１７ ０ ０ ０ ５．０３

采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件，对响应值（Ｒ）的试验
数据（表２）进行多元回归分析和最小二乘法拟合，
获得Ｒ对编码自变量的二次多项回归模型方程：
Ｒ＝５．０４＋０．１ｘ１＋０．０７６ｘ２－０．０４４ｘ３－０．０９８ｘ１ｘ２－
０．１ｘ１ｘ３－０．１１ｘ２ｘ３－０．２ｘ１

２－０．１６ｘ２
２－０．２ｘ３

２

对该模型进行回归方差分析和显著性检验，结

果如表３所示．可见，该模型Ｆ＝１４．２２，Ｐ＜０．０１，表
明模型极显著．失拟项 Ｆ＝０．８８，相应的概率 Ｐ＞
０．１，失拟不显著，说明回归方程无失拟因素存在，回
归方程与实测值能很好的拟合．其中得到的复相关
系数ｒ２＝０．９４８１，说明该模型与实际试验拟合较
好，自变量与 Ｒ之间线性关系显著；调整决定系数
ｒａｄｊ

２＝０．８８１５，说明 Ｒ的变化有８８．１５％来源于所
选变量（萃取温度、萃取时间和料液比）．因此，该回
归方程对试验拟合较好，误差小，可以较好地描述

各因素与Ｒ之间的真实关系．
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由回归方程做出 Ｒ对各因素的响应面立体图
与等高线图，结果如图２所示．从图２可直观地看出
各因素对Ｒ的影响，图中曲线比较陡峭，则表明该
因素对Ｒ的影响较大．响应面开口向下均为山丘
形，随着每个因素的增大，Ｒ增大，当 Ｒ增大到极值
后逐渐减小，说明该模型有稳定点，且稳定点是最

大值．各因素之间都有一定的交互作用，其中萃取
温度与时间的交互作用最为明显．同时温度（ｘ１）是
影响Ｒ的最显著因素，表现为等高曲线陡峭，回归
分析结果（表３）也印证了图中的预测值．

回归方程的各项方差分析结果表明一次项和

二次项都有显著性因素，因此各试验因子对 Ｒ的影
响不是简单的线性关系．所以，可以利用该回归方
程确定最佳提取工艺条件．通过最优化分析，以 Ｒ
为评价指标，计算得出最佳萃取条件为萃取温度

４２．５℃，萃取时间１６．２ｍｉｎ，料液比１∶２８．５．在此条
件下，Ｒ的理论值为５．０６７．考虑到实际操作的局限
性，将该优化后的萃取条件修正为超声温度４３℃，
超声时间１６ｍｉｎ，料液比１∶２９．

２．４　模型验证
为检验此方法的可靠性，采用上述修正后的最

优条件进行萃取试验．取混合香料烟样品２ｇ，加入
乙腈５８ｍＬ，在超声萃取装置中，设定温度为４３℃，
萃取１６ｍｉｎ，重复测定６次，计算总萃取量和相对标
准偏差（ＲＳＤ）．由于没有商品化 ＳＥ标准品，而蔗糖
八乙酸酯与烟草中的 ＳＥ性质相似，则以蔗糖八乙
酸酯为标准品，在烟叶样品中加入一定量蔗糖八乙

酸酯，使加入浓度约为１２μｇ／ｍＬ，据加入量和回收
量计算回收率［１０］，并对１０种烟叶样品中的ＳＥ含量
进行测定．结果表明，在最佳萃取条件下，ＳＥ总萃取
量为５．０３９，与理论预测值５．０６７接近，ＳＥ的平均回
收率为９９．８７％，与单因素最佳条件测得的平均回
收率相比提高了７．７４％；ＲＳＤ＜２．９％，与文献［１０］
方法相比，ＲＳＤ（＜４．５８％［１０］）有所降低，而回收率

（８６．２１％［１０］）明显提高，表明ＲＳＭ法优化得到的萃
取条件参数准确可靠，具有实用价值．用内标标准
曲线法测得的烟叶样品（第 １种样品为香料烟样
品，其余均为烤烟样品）中ＳＥ的含量结果见表４．

表３　模型回归方程方差分析结果
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 概率Ｐ 显著性

模型 ０．７７０ ９ ０．０８５ １４．２２ ０．００１０ 极显著

ｘ１ ０．０８０ １ ０．０８０ １３．３５ ０．００８１ 极显著

ｘ２ ０．０４７ １ ０．０４７ ７．７６ ０．０２７１ 显著

ｘ３ ０．０１５ １ ０．０１５ ２．５５ ０．１５４０ 不显著

ｘ１ｘ２ ０．０３８ １ ０．０３８ ６．３４ ０．０３９９ 显著

ｘ１ｘ３ ０．０４２ １ ０．０４２ ７．０１ ０．０３３０ 显著

ｘ２ｘ３ ０．０４８ １ ０．０４８ ８．０８ ０．０２５０ 显著

ｘ１
２ ０．１７０ １ ０．１７ ２７．６８ ０．００１２ 极显著

ｘ２
２ ０．１１０ １ ０．１１ １８．２１ ０．００３７ 极显著

ｘ３
２ ０．１７０ １ ０．１７ ２８．３８ ０．００１１ 极显著

残差 ０．０４２ ７ ５．９９４Ｅ－００３ 不显著

失拟项 ０．０１７ ３ ５．５５８Ｅ－００３ ０．８８ ０．５２３０
净误差 ０．０２５ ４ ６．３２０Ｅ－００３
总离差 ０．８１０ １６

图２　响应面立体图与等高线图
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表４　２０１２年１０种烟叶中ＳＥ的含量 μｇ／ｇ

样品 ＳＥＩ ＳＥＩＩ ＳＥＩＩＩ ＳＥＩＶ ＳＥＶ
混合香料烟 ６３．１４ １９０．２１ ５７２．５２ ８８９．７８ ７４１．４６
津巴布韦Ｌ２０Ａ １９．１３ ６２．３２ — １．６１ —

赞比亚Ｌ１ＬＡ ６．２３ ２０．２６ — １．３２ —

玉溪１ＹＣ２Ｆ ３１．１６ １１７．９８ — ８．１６ —

楚雄ＫＣ２Ｆ ４０．０２ １４１．８８ — ９．６６ —

大理南涧红大ＨＣＯＡ２／Ｓ ２３．３８ １１０．８２ — ５．２３ —

师宗Ｋ３２６ＣＦ—３ １７．９８ ７０．４１ — ６．６８ —

红河ＣＦ—３ ３０．１１ １３１．１２ — ７．６３ —

文山Ｃ３Ｆ ３６．２３ １５１．１１ — ８．４５ —

湖南郴州ＣＦ—３—２ ２８．０３ １１８．９８ — ６．８６ —

　　注：“—”表示未检出．

３　结论
本文以气相色谱 －质谱（ＧＣＭＳ）法作为分析

手段，采用响应面法考察了萃取溶剂、温度、时间和

料液比等因素对萃取ＳＥ的影响，得出如下结论．
１）采用响应面分析法对烟叶中蔗糖酯的超声

萃取工艺进行了研究，得到的最佳萃取条件为：以

乙腈为萃取溶剂，料液比为１∶２９，萃取温度为４３℃，
时间１６ｍｉｎ．
２）本方法的平均回收率为 ９９．８７％，ＲＳＤ＜

２．９％，表明本文方法具有较高的准确度和精密度．
３）对１０种烟叶样品测定的结果表明，烟叶中

ＳＥ的种类和含量因产地、品种、等级的不同而有所
不同：香料烟中ＳＥ种类多（鉴定出５组）且含量较
高；烤烟中鉴定出３组ＳＥ，其含量明显低于香料烟．
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