卷烟主流烟气人参皂苷的色谱分析
【摘要】通过提高卷烟主流烟气中人参皂苷含量可达到增益的目的。研究了人参提取物及人参深加工提取物加入卷烟配方后，采用薄层色谱法检测卷烟吸用时烟气中是否含有人参皂苷，采用高效液相色谱法检测单体人参皂苷在卷烟主流烟气中的含量，同时测定烟气中致癌物质苯并[a]芘、ＣＯ以及焦油的含量变化；经检测，添加了人参提取物及深加工提取物的卷烟吸用后，烟嘴及主流烟气中均有人参皂苷存在，且深加工提取物的含量高于一般提取物配方，同时深加工提取物配方烟气中苯并[a]芘含量没有增加，ＣＯ以及焦油的含量稍下降，感官质量评价优于空白对照。

　　
　　1  引言

　　吸烟与健康为世人所关注。随着生活水平的不断提高，人们对烟草制品提出了“低毒少害、相对安全”的新要求。为此，烟草行业实行了重大变革，广泛应用新工艺、新技术、新材料、新设备，在研制和开发低毒害安全烟方面取得了很大进步[1]。卷烟烟气中的粒相物质，即焦油的主要物质，它既是烟气中主要致香物质，也含有对人体健康有害物质。其中最主要的有害物质是多环芳烃苯并芘、二苯并蒽[2，３]等。生物实验表明，这些有害成分会直接导致活体细胞癌变。除苯并芘外，烟气焦油中还有酚类、亚硝胺类[３，4]、氮杂环化合物等。烟气中的气相物质还有ＣＯ、ＨＦ、挥发性芳香烃和挥发性亚硝胺等，亦对人体有害。卷烟燃烧时除产生数千种化合物外，还产生高浓度的自由基，其可以直接或间接攻击、损伤细胞和酶等物质，与DNA结合使细胞转化而产生突变，并可在体内激活和产生大量活性更高、毒性更大的其它自由基，从而导致多种病变[５～７]。利用我国中医中药的自然优势，重视中草药及其提取液的添加技术研究，开发研制低毒、微害的卷烟产品，是中式卷烟在降害方面的独有优势[８]，同时增加卷烟烟气中的有益成分，研发具有中国特色的“中式”卷烟产品，也是最有望形成技术壁垒的研究方向。人参提取物的有效成分是人参皂苷，它不仅具有抗疲劳、抗衰老、抗心肌缺血、抗焦虑及稳定膜结构和增加蛋白质合成以降低记忆损伤等作用，还具有抗肿瘤[９]、抑制脂质过氧化、清除自由基损伤等方面的生理活性[1０]。因此，通过在卷烟中添加人参提取物，使吸烟者吸收人参皂苷，以达到对人体增益的目的，最大限度地降低有害物质对人体的危害。采用薄层色谱法检测主流烟气中是否存在人参皂苷，并进一步用HPLC法确定各单体人参皂苷的含量，同时检测烟气中固有致癌物质苯并[a]芘(benzo[a]pyrene, Bap)、ＣＯ以及焦油的含量变化。

　　2  实验部分

　　2.1  仪器与试剂Agilent1100高效液相色谱(美国Agilent公司)；万分之一精度分析天平；旋转蒸发仪；电子恒温水浴锅；真空干燥箱；JJZⅡ型自动吸烟机（中国船舶科学研究中心）；SPE硅胶固相萃取柱；HP68905973MSD色质联用仪（美国惠普公司），弹性石英毛细管色谱柱（HP5MS 30 m×025 mm， 025 μm）。恒温恒湿箱；超声波清洗器.人参提取物、人参深加工提取物（吉林抚松）；人参卷烟A（卷烟加料配方中加入05%人参提取物），人参卷烟B（卷烟加料配方中加入05%人参深加工提取物）；人参卷烟空白对照样C；甲醇、乙腈、环己烷，正己烷，苯并[a]芘、9苯基蒽（内标）（山东禹王试剂有限公司，色谱纯）。
　　2.2  实验方法

　　2.2.1  卷烟烟气中人参有效成分的检测  （１）卷烟烟气中总粒相物的捕集  卷烟烟气中总粒相物的捕集按常规烟气分析抽样[1１，1２]要求分别选出80支人参卷烟A（平均支重093 g），80支人参卷烟B（平均支重092 g），并在恒温恒湿的条件下存放48 h平衡水分。采用JJZⅡ型自动吸烟机（模拟人的吸烟习惯）以玻璃纤维滤片捕集卷烟主流烟气总粒相物。

　　吸烟机每口抽吸2 s，体积35 mL，每口间隔58 s；环境温度22±2℃，相对湿度(60±5)% ，得到人参卷烟A的滤嘴（A1）、滤片（A2），人参卷烟B的滤嘴（B1）、滤片（B2）；（2）滤嘴、滤片的处理  分别将A1、A2，B1、B2用乙醚回流2 h脱脂，150 mL甲醇20℃超声提取15 min，重复3次，合并提取液，50℃下减压浓缩到一定体积，过SPE硅胶固相萃取柱除杂，所得溶液浓缩至小体积，移至蒸发皿中60℃水浴蒸干；真空恒温干燥箱（50℃）干燥，在干燥器中冷却至恒重，得到膏状提取物A1 1.0415 g，A2 1.0500 g，B1 1.0382， B2 1.0072 g；（3）薄层层析色谱检测  分别取（2）所得提取物适量，用甲醇溶解，与人参皂苷标准品及空白对照共薄层，展开，显色;(4)HPLC测定单体人参皂苷含量  取(2)项下剩余提取物，精确称定A11.0387 g, A21.0456 g, B110341 g, B21.0022 g，分别用甲醇：乙腈（7∶3）溶解于25 mL容量瓶中，超声使之完全溶解，定容，微孔滤膜过滤，待测。采用德国NucleosilCl8色谱柱(5 μm, 150 mm×4.6 mm, i.d.)，柱温35℃，检测波长203 nm，乙腈水二元流动相梯度洗脱进行单体人参皂苷含量测定。
　　图1  4种提取物与人参皂苷混合标准品的薄层色谱图（略）

　　Fig.1  TLC of four kinds of extract and different standard ginsenosides

　　2.2.2  烟气中有害物质的检测  卷烟主流烟气中致癌物质苯并[a]芘、焦油量和CO的检测参照参考文献[11~14]所示方法进行检测。

　　3  结果与讨论

　　3.1  薄层色谱检测结果TLC检测到A1、A2、B1、B2均有皂苷斑点，薄层色谱图见图1。说明4种提取物中均有人参皂苷存在。

　　3.2  高效液相色谱测定结果HPLC法测定4种提取物中人参皂苷百分含量结果见表1。人参皂苷混合物标准品、空白对照、卷烟A、B的滤片提取物人参皂苷含量测定谱图见图2。

　　图2  主流烟气捕集物（滤片提取物）人参皂苷色谱图（略）

　　Fig.2  HPLC of entrapment ginsenosides of filter disk in mainstream smoke of A2, B2, blank and standard

　　注(notes)：a． HPLC of different standard ginsenosides； b． HPLC of blank； c． HPLC of sample A2 and B2。1．  Rg1； 2． Re； 3． Rg2； 4． Rb1； 5．  Rc； 6． Rb2； 7． Rd。

　　根据表1数据、（2）项下所得提取物总量、所取卷烟数量（80支），计算每支卷烟烟嘴和滤片中各单体人参皂苷总皂苷含量，结果见表2。卷烟A、B烟嘴中人参皂苷总量分别为0153 mg/支和0212 mg/支；卷烟A、B滤片中人参皂苷总量分别为0133和0163 mg/支。添加人参深加工提取物的卷烟B相比添加人参提取物的卷烟A，烟气中皂苷的含量都有不同程度的增加。烟嘴截留总皂苷量B比A高38.56%，滤片即吸烟机模拟能够进入人体的总皂苷量B比A高22.56%。以上数据说明虽然滤嘴对卷烟中添加的人参提取物中有效成分人参皂苷的截留量都比较高，但还是有一部分人参皂苷能够随烟气进入人体发挥减害增益的作用，并且添加提取物经深加工后，有效成分的保留有一定提高。

　　表1  卷烟烟气中的各单体皂苷的含量（略）

　　Table 1  Content of different ginsenosides in mainstream smoke

　　表2  各检测样品的皂苷含量（略）

　　Table 2  Content of ginsenoside of sample

　　注(notes)：A1. 1.0415 g; A2. 1.0500 g; B1. 10382 g; B2. 10072 g.

　　3.3  致癌物质苯并[a]芘的检测  卷烟A、B与空白对照主流烟气中苯并[a]芘的检测，含量分别13.29、13.16和13.31（ng/支）。分析以上结果可知致癌物质苯并[a]芘的含量变化很小，在误差变化范围之内，说明添加人参提取物和人参深加工提取物后，卷烟主流烟气中致癌物质苯并[a]芘没有增加。

　　3.4  卷烟主流烟气焦油量和ＣＯ的检测卷烟A、B及空白对照样主流烟气中检测焦油量分别为14.8、13.7和14.8（mg/支）；ＣＯ含量分别为14.7、12.3和14.9（mg/支）。由结果可以看出卷烟A的焦油量和ＣＯ含量与空白对照比较基本没有差异，卷烟B与空白对照比较焦油量和ＣＯ略有降低。评吸结果表明，人参卷烟B刺激性略小于人参卷烟A和空白对照样，舒适程度也略优于人参卷烟A和空白对照样。添加人参提取物和人参深加工提取物的卷烟与空白对照样相比，香气没有改变，没有杂气，说明添加人参提取物和人参深加工提取物可行。
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