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摘要：以葡萄为原料，经过生物发酵后制备烟用香料。采用同时蒸馏萃取装置收集挥发性成分
并用气相色谱－质谱仪对该香料挥发性成分进行分析和鉴定，经毛细管色谱分离鉴定出２９种组
分，并用面积归一化法测定了各种成分的峰面积，其主要成分（相对质量分数）为：苯乙醇
（２３．７３％）、丙二醇（１５．８４％）、糠醛（７．６７％）、油酸乙酯（６．０５％）、亚油酸乙酯（４．１１％）、十六酸
（３．７８％）、２－甲基丁醛（３．４８％）、２，３－丁二醇（３．２９％）、十六酸乙酯（３．０８％）、２－氨基苯甲酸甲酯
（１．５５％）、丁内酯（１．１８％）、邻苯二甲酸二异丁酯（１．１５％）、乙基９－癸烯酸酯（１．１３％）等。将该
香料进行了卷烟添加实验，结果表明该香料有降低余味、柔和烟香，明显改善烟气质量的作用。
关键词：葡萄；生物发酵；烟用香料；同时蒸馏萃取；挥发性成分；气相色谱－质谱法
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　　葡萄（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒａ）是当今世界上人们喜食
的果品，全世界８０％的葡萄都用于酿酒。中国云南
的葡萄种植产区主要集中在弥勒，是云南最重要的
葡萄产区，也是中国十大葡萄产区之一。以前的文
献主要侧重于对葡萄原花青素等成分进行提取分

离［１－４］，或葡萄酒香气成分进行分析［５－８］，但把葡萄
作为一种潜在的香料资源并用于开发烟用香料的

有关研究报道鲜见。作者以葡萄为原料，经微生物
发酵处理后，制备烟用香料，进行了卷烟添加实验，
利用同时蒸馏萃取技术（ＳＤＥ）和气相色谱－质谱
（ＧＣ－ＭＳ）联用技术，分析了葡萄发酵香料中的挥发
性成分［９－１３］，为葡萄综合利用提供了参考。

１．１　材料与试剂
葡萄：云南弥勒地区市售；ｆｍ－００５微生物产香

菌株：实验室分离筛选；发酵液：实验室自制；马铃
薯：市售；酵母膏：ＢＲ，北京奥博星生物技术责任有
限公司产品；牛肉膏：ＢＲ，北京奥博星生物技术责任
有限公司产品；蛋白胨：ＢＲ，上海中科昆虫生物技术
开发有限公司产品；琼脂粉：福建石狮市环球琼胶
工业有限公司产品。

１．２　仪器与设备

ＫＢＦ恒温恒湿箱：路易企业有限公司产品；

ＳＫＹ－２１１Ｂ大容量恒温培养摇床：上海苏坤实业有
限公司产品；ＨＸＣ５７６血液冷藏箱：青岛海尔特种
电器有限公司产品；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ．５８０４Ｒ 冷冻离心
机：德国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ产品；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空
泵：巩义市予华仪器有限责任公司产品；电热水浴
锅：北京泰克仪器有限公司产品；１０１－０－Ｓ电热恒温
鼓风干燥箱：上海跃进医疗器械厂产品；ＨＲ１７２７／

０６／ＢＣ飞利浦搅拌机：珠海经济特区飞利浦电器有
限公司产品；隔水式电热恒温培养箱：湖北黄石医
疗器械厂产品；ＫＤＭ型调温电热套：山东鄄城华鲁
电热仪器有限公司产品；同时蒸馏提取器：实验室
自制；ＢＵＣＨＩＲ－３０００型旋转蒸发仪：瑞士ＢＵＣＨＩ
公司产品；６８９０Ｎ／５９７３Ｎ气相色谱／质谱联用仪：美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品；电子天平：上海梅特勒－托利
多仪器有限公司产品；超净工作台：昆明金京田科
贸有限公司产品。

２．１　葡萄发酵香料的制备
葡萄灭菌后加入ｆｍ－００５微生物产香菌株发酵

液混合均匀，于３０℃恒温发酵１０ｄ后，取１００ｇ物
料加入２００ｍＬ体积分数７５％乙醇，加热回流提取

３ｈ，过滤，向剩余物中再加入２００ｍＬ体积分数

７５％乙醇（淹没）加热回流提取３ｈ，过滤，再加入

２００ｍＬ体积分数７５％乙醇（淹没）加热回流提取３
ｈ，过滤。合并３次滤液，静置过夜，取上清液，用

ＢＵＣＨＩＲ－３０００型旋转蒸发仪于６０℃蒸馏除去乙
醇，所得香料再用２００ｍＬ体积分数９５％乙醇进行
回溶，静置过夜后，取上清液减压浓缩至膏状，制得
烟用葡萄发酵香料。

２．２　同时蒸馏萃取
将葡萄发酵香料２５ｇ放入同时蒸馏萃取装置

一端的５００ｍＬ圆底烧瓶中，加入２５０ｍＬ蒸馏水、２
ｍＬ内标溶液（质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ的萘溶液），用
电热套加热；装置的另一端为盛２５ｍＬ二氯甲烷的

１００ｍＬ圆底烧瓶，在６０℃下水浴加热，同时蒸馏
萃取３ｈ。二氯甲烷萃取液用无水硫酸钠干燥，置
于４℃过夜，过滤，滤液倒入浓缩瓶中用Ｖｉｇｒｅｕｘ柱
浓缩至约１ｍＬ，浓缩液用于ＧＣ－ＭＳ分析。

２．３　ＧＣ／ＭＳ分析条件
气相色谱条件：毛细管柱：ＨＰ－５ＭＳ（３０ｍ×

０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；进样温度：２４０℃，载气：Ｈｅ，

１．０ｍＬ／ｍｉｎ；分流比：２５：１；进样体积为２μＬ；程序
升温，起始温度５０℃保持１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ速度
上升到２６０℃，保持２６０℃５ｍｉｎ结束。ＧＣ－ＭＳ接
口温度：２８０℃。质谱条件：ＥＩ方式，离子源温度：

２００℃，离子化电压：７０ｅＶ，扫描范围：３５～４５５；扫
描速率：１．６５ｓｃａｎ／ｓ。
谱图检索：采用 Ｗｉｌｅｙ、Ｎｉｓｔ谱图库进行检索。

２．４　质谱图的鉴定
通过检索 Ｗｉｌｅｙ、Ｎｉｓｔ谱图库，并结合标准质谱

图和有关文献［１４－１６］，确定挥发性成分。并用色谱峰
面积归一化法测定得各挥发性成分的峰面积。

２．５　样品的卷烟添加实验
利用葡萄发酵香料作为加料液，按质量分数

０．０５％用微量喷雾器均匀地喷加于烟丝上，经专业
评吸小组对香料效果进行感官评价。
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李成斌，等：葡萄发酵烟用香料的制备及挥发性成分分析

３．１　葡萄发酵香料挥发性成分
葡萄发酵香料挥发性成分，见图１。

３．２　ＧＣ－ＭＳ分离鉴定出的葡萄发酵香料挥发性成
分ＧＣ－ＭＳ分离鉴定出的葡萄发酵香料挥发性成
分，见表１。

图１　葡萄发酵香料挥发性成分的总离子流图
Ｆｉｇ．１　Ｇａｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｅｒｆｕｍｅ　ｏｆ　Ｇｒａｐｅ　ａｓ　Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　Ｆｌａｖｏｒ　ｂｙ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

表１　葡萄发酵香料挥发性化学成分

Ｔａｂ．１　Ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｅｒｆｕｍｅ　ｏｆ　ｇｒａｐｅ　ａｓ　ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　ｆｌａｖｏｒ　ｂｙ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

序号 保留时间 化合物名称 峰面积／％

１　 ２．３１　 ２－甲基丁醛Ｂｕｔａｎａｌ，２－ｍｅｔｈｙｌ－ ３．４８

２　 ２．６４　 ３－羟基－２－丁酮３－Ｈｙｄｒｏｘｙ－２－ｂｕｔａｎｏｎｅ　 ０．６７

３　 ２．９３ 丙二醇Ｐｒｏｐｙｌｅｎｅ　Ｇｌｙｃｏｌ　 １５．８４

４　 ３．３８　 ２，３－丁二醇２，３－Ｂｕｔａｎｅｄｉｏｌ　 ３．２９

５　 ４．１７ 糠醛Ｆｕｒｆｕｒａｌ　 ７．６７

６　 ４．５３ （Ｓ）－３－羟基丁酸甲酯Ｂｕｔａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，３－ｈｙｄｒｏｘｙ－，ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 ０．３４

７　 ５．４８ 丁内酯Ｂｕｔｙｒｏｌａｃｔｏｎｅ　 １．１８

８　 ５．８９　 ３－羟基丁酸乙酯Ｂｕｔａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，３－ｈｙｄｒｏｘｙ－，ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 ０．２８

９　 ６．４２ 苯甲醛Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ　 ０．００

１０　 ６．４６　 ５－甲基糠醛２－Ｆｕｒａｎｃａｒｂｏｘａｌｄｅｈｙｄｅ，５－ｍｅｔｈｙｌ－ ０．４４

１１　 ８．０１ 苯乙醛Ｂｅｎｚｅｎｅａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ　 ０．６８

１２　 ８．１６ 庚酸乙酯 Ｈｅｐｔａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 １．２７

１３　 ９．３５ 苯乙醇Ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌ　Ａｌｃｏｈｏｌ　 ２３．７３

１４　 １０．１３ 二乙氧基甲烷 Ｍｅｔｈａｎｅ，ｄｉｅｔｈｏｘｙ－ ２．５１

１５　 １０．２１ 丁酰胺Ｂｕｔａｎａｍｉｄｅ　 ９．０６

１６　 １０．４１　 ２－叔丁氧基－四氢－２Ｈ－吡喃２Ｈ－Ｐｙｒａｎ，２－（１，１－ｄｉｍｅｔｈｙｌｅｔｈｏｘｙ）ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ－ １．５８
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ＬＩ　Ｃｈｅｎｇ－ｂｉｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｒａｐｅ　ａｓ　Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　Ｆｌａｖｏｒ　ｂｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ　ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｖｏｌａｔｉｌｅ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

续表１

序号 保留时间 化合物名称 峰面积／％

１７　 １０．４６ 己烯乙二醇 Ｈｅｘｙｌｅｎｅ　Ｇｌｙｃｏｌ　 ３．３６

１８　 １１．２７　 ２，３－二氢苯并呋喃Ｂｅｎｚｏｆｕｒａｎ，２，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－ ０．３０

１９　 １２．６６ 吲哚Ｉｎｄｏｌｅ　 ０．３０

２０　 １２．９９　 ２－甲氧基－４－乙烯基苯酚２－Ｍｅｔｈｏｘｙ－４－ｖｉｎｙｌｐｈｅｎｏｌ　 ０．２５

２１　 １３．４８　 ２－氨基苯甲酸甲酯Ｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ，２－ａｍｉｎｏ－，ｍｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 １．５５

２２　 １６．３０　 ２，４－二叔丁基苯酚Ｐｈｅｎｏｌ，２，４－ｂｉｓ（１，１－ｄｉｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ） ０．３６

２３　 ２２．６５ 邻苯二甲酸二异丁酯１，２－Ｂｅｎｚｅｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ，ｂｉｓ（２－ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｙｌ）ｅｓｔｅｒ　 １．１５

２４　 ２３．９５ 十六酸ｎ－Ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ　 ３．７８

２５　 ２４．１２ 乙基９－癸烯酸酯Ｅｔｈｙｌ　９－ｈｅｘａｄｅｃｅｎｏａｔｅ　 １．１３

２６　 ２４．３９ 十六酸乙酯 Ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 ３．０８

２７　 ２６．４９ 亚油酸乙酯Ｌｉｎｏｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 ４．１１

２８　 ２６．５６ 油酸乙酯Ｅｔｈｙｌ　Ｏｌｅａｔｅ　 ６．０５

２９　 ２６．８６ 十八酸乙酯 Ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ，ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 ２．５６

　　据表１可知，葡萄发酵香料的成分共鉴定出２９
种化合物，所得质谱图经计算机质谱数据库检测与
标准图谱核对，确认了其中的２９种成分，利用归一
化测定了各种成分的峰面积，其主要成分为（相对
质量分数）：苯乙醇（２３．７３％）、丙二醇（１５．８４％）、
糠醛（７．６７％）、油酸乙酯（６．０５％）、亚油酸乙酯
（４．１１％）、十六酸（３．７８％）、２－甲基丁醛（３．４８％）、

２，３－丁二醇（３．２９％）、十六酸乙酯（３．０８％）、２－氨基
苯甲酸甲酯（１．５５％）、丁内酯（１．１８％）、邻苯二甲
酸二异丁酯（１．１５％）、乙基９－癸烯酸酯（１．１３％）
等。

３．３　试制样烟的感官评吸结果
将试制的香料样品添加到卷烟中进行感官评

吸，各项得分见表２。
表２　葡萄发酵香料卷烟添加评吸结果

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ａｐｐｒａｉｓｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｅｒｆｕｍｅ　ｏｆ　Ｇｒａｐｅ　ａｓ　Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　Ｆｌａｖｏｒ　ｂｙ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

原料叶组 光泽 香气 谐调 杂气 刺激性 余味 合计

云南某品牌卷烟叶组 ５．０　 ３０．０　 ５．０　 １１．０　 １８．５　 ２２．５　 ９２．０

河南某品牌卷烟叶组 ４．５　 ２９．０　 ５．０　 １０．５　 １８．０　 ２２．０　 ８９．０

广东某品牌卷烟叶组 ４．５　 ２７．０　 ４．５　 １０．０　 １７．５　 ２１．０　 ８４．５

　　评吸结果表明：葡萄发酵香料在卷烟加料中使
用，具有改善烟气的潮润性和余味，柔和烟气的作用，
在烟香细腻性和甜润感方面有一定的提高，对吸味品
质有一定的改善。特别是葡萄发酵香料用于云南某
品牌卷烟叶组在丰富烟香，柔和烟气，减少刺激等方
面有一定作用，是一种较理想的烟用香料。

　　利用同时蒸馏萃取技术和气相色谱－质谱联

用技术分析鉴定生物发酵技术制备的葡萄香料的

成分，共鉴定出２９个化合物，占峰面积的７６．０４％。
其中，苯 乙 醇 （Ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ　ａｌｃｏｈｏｌ）占 峰 面 积 的

２３．７３％。而苯乙醇具有浓郁优雅的玫瑰香气，作
为香原料用于日化和食用香精，广泛用于调配皂用
和化妆品香精。卷烟添加实验表明，葡萄发酵产物
用于云南某品牌卷烟叶组在丰富烟香，柔和烟气，
减少刺激等方面有一定作用，是一种较理想的烟用
香料。所以，利用微生物发酵可以得到具有特殊香
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李成斌，等：葡萄发酵烟用香料的制备及挥发性成分分析

气的烟用葡萄发酵香料。通过挥发性成分鉴定研
究为更好地开发云南弥勒葡萄这一丰富的植物资

源、综合利用葡萄提供一定的参考依据。
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