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烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸的测定
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摘要：建立了高效液相色谱测定烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸含量的方法：采用乙醇为萃
取剂和稀释剂，样品经振荡提取后，以Ｃ１８（１００ｍｍ×３．９ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，甲醇＋０．０５％磷酸水
溶液（６９４）为流动相等度洗脱，用二极管阵列检测器测定，检测波长为２７２ｎｍ．实验结果表明：
３，４，５－三羟基苯甲酸在０．１～１０．０ｍｇ／Ｌ范围内线性相关系数为０．９９９４，检出限为１．０１μｇ／ｇ，加
标回收率为９３．１％ ～１０３．２％，ＲＳＤ＜５％（ｎ＝５）．该方法具有灵敏度高、准确性好、操作简易等优
点，适用于不同类型烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸的含量测定．
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ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｔｏｂａｃｃｏｅｓｓｅｎｃｅａｎｄｆｌａｖｏｒ．
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０　引言
３，４，５－三羟基苯甲酸属于多酚类化合物，具有

抗氧化、抗自由基等多种生物学活性［１－２］，该化合物

与其衍生物常被用作食品抗氧化剂．烟草行业常采
用天然植物提取物作为烟用香精香料，但提取物中

的３，４，５－三羟基苯甲酸呈涩味，对人的眼睛、皮肤

有刺激性，因此会增加卷烟烟气的刺激感，对卷烟

感官品质产生不良影响．
目前，对３，４，５－三羟基苯甲酸的分析方法主

要有分光光度法、气相色谱法、毛细管电泳法和高

效液相色谱法 ＨＰＬＣ（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）［３－６］，其中以液相色谱法用于分析居多，
但这些测试方法的应用主要集中在食品、医药等领
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域，尚未拓展到烟用香精香料．由于基体的差异性
和复杂性，以往的测试方法不能直接应用于分析烟

用香精香料的３，４，５－三羟基苯甲酸．因此为了对
烟用香精香料的品质进行有效监控，本实验拟建立

ＨＰＬＣ测定烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸
含量的方法，旨在为控制卷烟３，４，５－三羟基苯甲
酸含量、提高卷烟感官品质提供科学依据．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：分析用标准品 ３，４，５－三羟基苯甲酸

（ＣＡＳ：１４９９１７）（纯度 ９８％），甲醇、乙醇（ＨＰＬＣ
级），百灵威化学试剂有限责任公司产；磷酸（分析

纯），上海国药集团产．
仪器：ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ液相色谱仪，配ＤＡＤ检测

器，Ｗａｔｅｒｓ公司产；ＬｕｎａＨＰＬＣＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×
３．９ｍｍ，５μｍ），菲罗门公司产；ＡＧ１０４电子天平
（感量０．０００１ｇ），瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器公司产；
Ｔ６６０／Ｈ型超声波振荡器，德国 ＥＬＭＡ公司产；Ｈｕ
ｍａｎ型超纯水系统，Ｐｇｅｎｅｒａｌ公司产；０．４５μｍ微孔
有机过滤膜，北京颇赛科技发展有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　样品处理　称取０．５ｇ烟用香精香料，置于
５０ｍＬ锥形瓶中，加入１０ｍＬ乙醇，振荡萃取２０ｍｉｎ

后静置３ｍｉｎ，取２ｍＬ上层清液用０．４５μｍ滤膜过
滤，对滤液进行ＨＰＬＣ分析．
１．２．２　高效液相色谱条件　进样体积１０μＬ；流动
相为甲醇＋０．０５％磷酸水溶液（６９４）；等度洗脱，
流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；检测器为 ＤＡＤ检测
器，检测波长２７２ｎｍ．
１．２．３　标准溶液的配制　准确称取３，４，５－三羟
基苯甲酸标准品 ５０ｍｇ，用超纯水溶解后定容于
１００ｍＬ棕色容量瓶中，制备成５００．０ｍｇ／Ｌ标准储
备液；标准使用液的配制：量取上述储备液适量，配

制成０．１ｍｇ／Ｌ，０．５ｍｇ／Ｌ，１．０ｍｇ／Ｌ，５．０ｍｇ／Ｌ和
１０．０ｍｇ／Ｌ的标准使用液备用，按照上述色谱条件
进行ＨＰＬＣ测定．
１．２．４　样品分析　在相同条件下，分别将标准液和
样品萃取液注入 ＨＰＬＣ分析仪中，采用标样加入和
保留时间对照法定性，外标法定量．

２　结果与讨论

２．１　ＨＰＬＣ条件优化
参照文献［３－６］，选择 Ｃ１８柱作为分析柱，甲醇

＋０．０５％磷酸水溶液作为流动相，并设定了高效液
相色谱分析条件（１．２．２）．在此条件下，标准样品及
实际样品中的 ３，４，５－三羟基苯甲酸分离效果最
佳，且响应值较高（见图１和图２）．

图１　３，４，５－三羟基苯甲酸标准品的色谱图

图２　实际样品中３，４，５－三羟基苯甲酸的色谱图

·０４· ２０１４年　



邓梅忠，等：烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸的测定

２．２　萃取条件的优化
２．２．１　溶剂的选择　商品化的烟用天然香精香料
主要分为酊剂、浸膏和精油，其常用提取体系分别

对应为乙醇、石油醚和水．由于３，４，５－三羟基苯甲
酸为酸性物质，且在乙醇和水中的溶解度比其他溶

剂大，因此实验考察了乙醇、水、１０％醋酸和 １０％
ＮａＯＨ提取酊剂、浸膏和精油中３，４，５－三羟基苯甲
酸的效果．从图３所示不同提取溶剂的效果比较可
知，对于不同类型的天然香精香料，４种试剂提取效
果不同：对于醇溶性的酊剂和水溶性的精油，４种试
剂提取３，４，５－三羟基苯甲酸的效率接近；对于浸
膏，４种试剂提取效率有较大差异，其中浸膏能均一
分散在乙醇中，故乙醇对其中的３，４，５－三羟基苯
甲酸提取效果最好．在后续实验中，选择乙醇作为
萃取剂和稀释剂．

图３　不同提取溶剂的效果比较

２．２．２　萃取时间的优化　为了确定适宜的萃取时
间，在其他条件不变的情况下，考察萃取时间（５～
３０ｍｉｎ）对３类烟用香精香料中３，４，５－三羟基苯甲
酸提取效率的影响，结果见图４．由图４可知，萃取
时间≥２０ｍｉｎ，３类烟用香精香料中３，４，５－三羟基
苯甲酸已完全提取，为节约时间和防止引入更多的

干扰成分，选择２０ｍｉｎ为最佳萃取时间．
２．２．３　萃取溶剂用量的选择　在萃取时间２０ｍｉｎ
和其他条件不变的情况下，考察 ５ｍＬ，１０ｍＬ，
１５ｍＬ，２０ｍＬ乙醇的提取效果（见表１）．结果发现：
随着萃取溶剂用量的增大，３，４，５－三羟基苯甲酸的
测定值逐渐增大，当萃取剂用量为１０ｍＬ和１５ｍＬ
时，３，４，５－三羟基苯甲酸的测定值基本一致，说明
采用１０ｍＬ乙醇可以将烟用香精香料中的３，４，５－
三羟基苯甲酸完全提取，因此实验采用萃取溶剂用

量为１０ｍＬ．
２．３　工作曲线、检出限、重现性和回收率

将５级３，４，５－三羟基苯甲酸的标准工作溶液

经ＨＰＬＣ分析，对目标物的响应面积与其浓度进行
回归分析，建立相应的工作曲线线性回归方程，见

图５．由图５可知，在设定的浓度范围内，３，４，５－三
羟基苯甲酸的响应与其浓度呈良好的线性关系

（Ｒ２＝０．９９９４）．

图４　萃取时间对提取效率的影响

表１　萃取溶剂用量的选择 ｍｇ／Ｌ

萃取体积 ５ｍＬ １０ｍＬ １５ｍＬ ２０ｍＬ
酊剂 ４．０ ４．３ ４．２ ４．３
浸膏 ４．９ ６．８ ７．０ ６．９
精油 １３．２ １６．４ １６．２ １６．５

图５　３，４，５－三羟基苯甲酸系列
标准溶液线性回归分析图

　　以在样品中所能测定的信噪比 Ｓ／Ｎ＝３和
Ｓ／Ｎ＝１０计算出３，４，５－三羟基苯甲酸的测定方法
检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）分别为１．０１μｇ／ｇ和
３．０４μｇ／ｇ．采用本方法分别重复测定同一类型香精
香料５次，结果见表２．由表２可见，测定３，４，５－三
羟基苯甲酸的相对标准偏差ＲＳＤ＜５％，说明本方法
重复性较好．
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表２　本方法的重复测定同一类型
香精香料实验结果 μｇ／ｍＬ

香料类型 测定１ 测定２ 测定３ 测定４ 测定５ＲＳＤ／％
酊剂 ０．２０ ０．２１ ０．２２ ０．２０ ０．２０ ４．３
浸膏 ０．３５ ０．３３ ０．３２ ０．３６ ０．３４ ４．７
精油 ０．８１ ０．８５ ０．７９ ０．８２ ０．８０ ２．８

以高、中、低不同浓度水平的标准溶液为萃取

液，对同一样品进行加标回收率实验．实验结果见
表３．由表３可知，平均回收率为９３．１％～１０３．２％，
说明本法可满足定量分析要求．
２．４　实际样品分析

采用本方法测定了１０个烟用香精香料中３，４，
５－三羟基苯甲酸的含量，实验结果见表４．由表４
可知：不同类型香精香料中３，４，５－三羟基苯甲酸
含量有较大差异，范围为０～１２２．３μｇ／ｇ；７＃—１０＃为
茶类香原料，３，４，５－三羟基苯甲酸作为茶多酚的主
要活性成分，在茶作物提取物中的含量高；因此茶

类香原料中３，４，５－三羟基苯甲酸的含量高于其他
类型香精香料．

表３　本方法的回收率实验结果

香料
类型

本底值
／（μｇ·ｇ－１）

加标量
／（μｇ·ｇ－１）

回收率
／％

２．０ １００．７
酊剂 ４．２ ４．０ ９５．１

８．０ ９８．５
４．０ ９３．１

浸膏 ６．８ ８．０ ９４．６
１２．０ ９９．２
１０．０ ９３．９

精油 １６．２ ２０．０ ９７．６
４０．０ １０３．２

３　结论
以乙醇为萃取剂，建立了一种分析烟用香精香

料中３，４，５－三羟基苯甲酸含量的 ＨＰＬＣ法；样品
经振荡提取后，以 Ｃ１８（１００ｍｍ×３．９ｍｍ，５μｍ）为
色谱柱，甲醇＋０．０５％磷酸水溶液（６９４）为流动
相等度洗脱，用二极管阵列检测器测定，检测波长为

表４　不同香精香料中３，４，５－
三羟基苯甲酸含量水平 μｇ／ｇ

编号 香料类型 测定结果

１＃ 酊剂 —

２＃ 酊剂 ４．２
３＃ 浸膏 —

４＃ 浸膏 ６．８
５＃ 精油 １６．２
６＃ 精油 ３．７
７＃ 酊剂 １３．２
８＃ 精油 ２０．４
９＃ 精油 １１０．７
１０＃ 精油 １２２．３

　　注：—表示未检出．

２７２ｎｍ．实验结果表明：３，４，５－三羟基苯甲酸在
０．１～１０．０ｍｇ／Ｌ范围内线性关系系数为０．９９９４，
检出限为 １．０１μｇ／ｇ，加标回收率为９３．１％～
１０３．２％，ＲＳＤ＜５％（ｎ＝５）．该方法具有前处理简
单、灵敏度高、重复性好、分析速度快等优点；将本

法应用于分析不同类型烟用香精香料中３，４，５－三
羟基苯甲酸的含量，取得了满意的结果．
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