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烟草与烟气化学

13C CP/MAS NMR 光谱法分析烟草果胶的含量和结构
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摘　要：采用 CP/MAS 13C NMR 光谱法分析烟草果胶的含量和结构。对烟草果胶进行了优化提取后，再对其 13C NMR 光谱图 C-6

吸收峰区域进行了详细研究，用于计算果胶中半乳糖醛酸（GalA）、甲酯度（DM）和乙酰度（DA）的含量，并就建立的定量

方法与经典的色谱法和重量法进行了比较。结果表明，CP/MAS 13C NMR 光谱法测定烟草样品中果胶的含量是可靠的，化学位移

和峰面积可用来计算烟草果胶分子的组成、甲酯度和乙酰度，同步实现烟草中果胶的含量和结构分析。
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果胶是植物所特有的细胞壁组分，属于多糖类碳

氢化合物。烤烟烟叶中果胶含量一般可达 6%~7%[1]。

果胶是亲水胶体物质，对烟叶的吸湿性和弹性有一定

的作用。果胶含量高的烟叶，对空气湿度的变化较敏

感。空气相对湿度高时，烟叶吸湿变软，甚至导致起

热、发霉；空气相对湿度低时，烟叶变硬变脆，容易

破碎 [2]。

对于烟草吸味质量来说，果胶质是一种不利的化

学成分。果胶发酵生成多达 1%~1.5% 的乙酸，乙酸

有辛辣和刺激味。果胶质在燃吸过程中可产生甲醇，

甲醇再进一步氧化为甲醛、甲酸等成分，不仅会给烟

气带来刺激性，而且不利于吸烟的安全性，同时较高

的果胶质含量还会导致卷烟焦油量升高。因此，烟草

中果胶含量的测定已成为烟草品质评价重要指标之

一 [3]。烟草中的果胶的测定常用 EDTA 提取果胶 , 然
后用重量法、容量法测定 , 或者将果胶水解成半乳糖

醛酸后用咔唑显色测定 [4]。2010 年行业以离子色谱

法 [5] 作为测定烟草果胶的标准方法，采用酸化后使

用果胶酶分别酶解酸化液和残渣，酶解液通过离子交

换分离后，电化学检测器定量测定半乳糖醛酸。这些

方法大多操作比较繁琐，且都需要进行酸解或酶解，

对烟草中果胶的结构没有涉及，对果胶结构中的甲酯

化度和乙酰度也鲜有研究 [6]。

交叉极化结合魔角旋转 13C 核磁共振法（CP/
MAS 13C NMR）技术由于能够直接采用固体粉末定

量地估计其化学组成和化学结构，对其组分不必进行

分离和溶解等处理就可以直接测定而获得可靠的结构

信息，已经成为研究高分子化合物化学结构和物理性

质最重要的工具之一 [7-8]。溶液核磁虽然具有高灵敏

度，对于果胶分子而言，虽溶于水，但其溶液粘度非

常大，这限制了溶液核磁的使用 [7]。本研究采用交叉

极化结合魔角旋转 13C 固态核磁共振法结合光谱拟合

技术研究建立烟草中果胶大分子的分析检测新方法，

分析果胶大分子的微观结构，对于进一步研究其对烟

草的吸湿性能的影响，改善烟叶的评吸质量，提高烟

叶和烟梗的使用价值，降低生产成本，具有重要应用

价值和现实意义。

1　材料与方法

1.1　仪器、试剂与材料

HHS11- 2 恒温水浴锅、定时电动搅拌器、

JA2003 电子天平、101- 1 型烘箱、PHS3C 型精密 pH 
计、FZ102 型植物粉碎机。硫酸铁铵、活性炭、硫酸

铝钾、盐酸、氨水、无水乙醇、硫酸铝 , 均为分析纯。

由 0.2 mol/ L 硫酸铁铵和饱和硫酸铝钾溶液组成混合

盐溶液。
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仪器：AVANCE AV 400 spectrometer 超导傅立叶

数字化核磁共振谱仪 ( 瑞士布鲁克 )。
不同类型的烟样经 40℃烘 4 小时后粉碎而得。

聚半乳糖醛酸 (PGA)、聚半乳糖醛酸钠 (PGASS) 和
六甲苯 (HMB) 购自上海百灵威化学品公司，果胶酸

钠、果胶样品及其衍生物用于样品分析。

1.2　果胶的提取及纯化 [9]

称取 10 g 烟末放入烧杯中 , 加水 100 mL 超声 30 
min, 抽滤 , 用温度小于 40℃的温水洗涤 2 次，洗去果

渣中的可溶性糖分及部分色素类物质。取滤渣置于烧

杯中 , 加入稀硫酸溶液 , 调 pH 值后 , 在一定温度下搅

拌萃取一段时间 , 抽滤。提取液用 1 M NaOH 溶液调

节 pH 值（3.5）, 接着用 1:1 乙醇沉降后离心，再依

次用纯乙醇、丙酮和乙醇分别洗涤和沉降后，40℃真

空干燥恒重后研磨成粉末，过 100 目筛，-20 ℃保存

备用。

1.3　果胶含量的测定

水分含量的测定是在 110 ℃干燥 24h，果胶的

得率均以烟叶干重计算。果胶中聚半乳糖醛酸含量

的测定是采用 CP/MAS 13C NMR 光谱分析。一级定

标用四甲基硅烷 (CH3)4Si。13C CP/MAS NMR 光谱

化学位移、光谱峰面积及在 δ166-190ppm 的分解

峰形拟合的计算是采用 MestReNova 6.1.1 核磁软件

进行分析，峰形分解的结果用来计算果胶的组成、

甲酯度和乙酰度。

2　结果与讨论

2.1　CP/MAS 13C NMR 仪器参数条件的优化

果胶中聚半乳糖醛酸含量的测定是采用 CP/MAS 
13C NMR 光谱分析。实验中对测试条件进行了优化，

最终确立了条件：场强 9.40 T，4 mm 魔角探头，转

速 15 kHz，脉冲宽度 90°，交叉极化时间 4 µs，接

触时间 2 ms，采样时间 34 ms，采样间隔时间 2.0 s，
扫描次数：1024，谱宽 300 ppm, 一级定标用四甲基

硅烷 (CH3)4Si。
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图 1. 聚半乳糖醛酸、聚半乳糖醛酸钠和烟草提取果胶样品的 13C CP/MAS NMR 光谱图

Fig.1 13C CP/MAS NMR spectra of PGA, PGASS and pectin samples extracted from tobacco

在优化好的仪器实验参数条件下，以聚半乳糖

醛酸标准样品测定果胶样品的核磁共振波谱。如图

1 所示，化学位移 δ172 ppm 处对应的为果胶分子

中 C-6 区。该峰的位置稳定、干扰少、峰面积与果胶

分子中的聚半乳糖醛酸及其衍生物 (COOH、COO- & 
COOCH3) 的存在量呈良好的线性关系，可实现烟草

样品中果胶的固态定量分析 [10]。对果胶分子 13C CP/
MAS NMR 光谱图中的吸收峰所对应的化学位移归属

如表 1 示。表中 STD2 是购自 Sigma. 公司的柠檬果

胶制备的聚半乳糖醛酸钠盐，聚半乳糖醛酸的含量超

过 75 %，与 STD1（PGA）相比，纯度略低。样品 1 
和样品 2 均为从烟草中提取的果胶样品。
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表 1 果胶分子 CP/MAS 13C NMR 光谱的化学位移归属

Tab. 1 CP/MAS 13C NMR chemical shifts (in ppm) for polygalacturonic acid and pectins.

样品
化学位移 (ppm)

C-1 C-2,3,5 C-4 C-6 COOCH3 O-COCH3

STD1（PGA） 101.09 69.25 79.06 171.19

STD2 (PGASS) 99.15 68.51
71.05 77.58 174.94

176.72 53.88 20.42

N1 101.55 71.07 80.59 171.10
174.13 53.36 20.48

N2 101.91 71.10 Sh*
169.19
171.41
174.44

53.57 21.26

*: shoulder of C-2, 3, 4 peak. 

热酸提取果胶的产率最高，也是工业上最方便的提取

方法之一 [12]。实验中采用了正交实验方案对酸提取

烟草果胶的主要条件（pH 值，温度和时间）进行了

优化，各条件下果胶的得率和样品中聚半乳糖醛酸的

含量如表 2 所示。

2.2　果胶的提取条件的优化

果胶的提取过程对果胶的得率和最终果胶分子聚

半乳糖醛酸的含量及结构都有深刻的影响 [11]，因此，

提取条件的优化也是果胶分析中关键性因素，通常果

胶可以用冷水 / 热水、缓冲溶液、冷 / 热的螯合试剂、

热稀酸或稀碱液等从植物的细胞壁中提取分离，采用

表 2 酸提取条件（pH 值、温度和时间）对果胶得率和纯度的影响

Tab. 2 Effect of pH value, temperature and heating time on the average recovery of pectin yields and purity from acid extraction tobacco 
sample (n = 3 )

No. pH 值 温度 / ℃ 时间 / h 果胶得率 /%* PGalA 量 / %

1 1.5 75 1.0 9.32 4.92

2 1.5 85 1.5 10.87 7.13

3 1.5 95 2.0 10.98 7.19

4 2.0 75 1.5 9.87 5.62

5 2.0 85 2.0 10.59 7.85

6 2.0 95 1.0 10.68 7.76

7 2.5 75 2.0 4.08 2.24

8 2.5 85 1.0 4.67 3.11

9 2.5 95 1.5 5.09 4.29

* : 果胶得率和聚半乳糖醛酸的含量数值为该条件下 3 次实验的平均值。

以各项条件下的果胶得率和果胶分子中聚半乳糖

醛酸的含量的三次水平分别求平均值后对应于各条件

和水平作图如图 2 所示。从图中可见，不同 pH 值对

提取的果胶的得率有显著影响，在 pH 值范围为 1.5—
2.5，果胶的平均产率差别较大，为 4.61%—10.38 % 
(%w/w)。在酸性较弱（pH 2.5）时，可能会有部分果
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胶不能被完全水解，果胶的产率最低。随酸强度的增

加果胶产率增加，但是高酸度也有可能会使杂质（如

纤维素、半纤维素等）在酸性条件下发生水解造成得

率的提高 [13]，并不代表果胶的纯度高，实际上 pH 值
为 2，提取的果胶中聚半乳糖醛酸的含量明显比 pH
为 1.5 时高。温度对果胶的提取率有明显影响，温度

越高，果胶的得率越高，同时果胶中聚半乳糖醛酸的

含量也越高 [14]。如图所示，95℃提取的果胶中聚半

乳糖醛酸的含量总比 85℃和 75℃高，但也有文献 [15]

表明，水解温度超过 90℃以上，也会造成部分果胶

水解。时间对果胶的提取率的影响没有前两项因素那

样明显，时间延长到 1.0 h 以上，果胶的提取率增加

速度减缓，长时间维持在酸性条件下也会使果胶的得

率和酯化度下降。因此，综合考虑酸提取烟草果胶的

主要条件为 pH 值 2.0，温度 85℃和时间 1.5h，在此

条件下，测定的烟草样品中果胶的含量为 7.91%（以

聚半乳糖醛酸计）。

0

3

6

9

12

1.0     1.5     2.075      85      951.5     2.0     2.5
Time (h)Temperature (oC)

 
pH value

 Pectin Yields (% (w/w))
 Polygalacturonic acid (%)

图 2 酸解主要条件（pH 值，温度和时间）对果胶得率和纯度
的影响

Fig. 2 Effects of pH value, temperature and time on the yield and 
purity of pectin in tobacco acid hydrolysis

2.3　烟草果胶定量方法评价

采用稀酸提取烟草果胶，制备得 CP/MAS 13C 
NMR 光谱分析的烟草果胶样品。考虑到内标添加的

包合性及放置位置的重现性不好会严重影响 NMR 光

谱信号的强度，实验中选择了外标法定量 [16]。在优

化好的仪器实验参数条件下，称取系列聚半乳糖醛酸

标准样品 (10-80 mg，装不满时以 NaCl 固体装填，

并与样品混匀 )，装入 4 mm 魔角探头，制备相应的
13C NMR 谱，以 C-6δ166-177 ppm 区积分面积与样

品中聚半乳糖醛酸含量建立线性关系，具体方程为

A=645.39×m-339.28 (R2=0.9996)，显示果胶分子中的

聚半乳糖醛酸的质量在测定范围内线性良好，因此由

果胶样品 13C NMR 光谱中 δ（166-177 ppm）吸收峰

面积得出聚半乳糖醛酸量，换算出果胶含量。

为验证 13C CP/MAS NMR 光谱方法的准确性，

实验中对两种烟草样品提取的果胶样品采用聚半乳

糖醛酸标准样品分两种份量添加后进行 13C CP/MAS 
NMR 光谱分析，每样重复测定聚半乳糖醛酸含量三

次，以验证方法的精密度和准确度，具体结果见表

3 中 1# 和 2# 所示。结果表明，两种样品中烟草果

胶的平均回收率为 97.3 %，相对标准偏差 (RSD) 为
3.0 % ～ 4.2 %，表明本方法准确性好、精密度高。实

验中以 NMR 光谱图 S/N=3 和 S/N=10 时计算果胶样品

的检出限和定量下限分别为 0.42 mg/g 和 1.27 mg/g。
为验证前处理及整个定量方法的准确性，实验

中还在烟草果胶提取过程中添加了已知果胶含量

（8.46 %）标准烟草样品 2 g 和 6 g，与烟草样品合

在一起共 10 g 进行随后的酸解和纯化过程，最后进

行 13C CP/MAS NMR 光谱分析果胶样品的聚半乳糖

醛酸，每个样测定三次，计算整个过程的平均回收率

和相对标准偏差如表 3 中 3# 和 4# 所示，结果显示两

种样品中烟草果胶的平均回收率为 92.5%，相对标准

偏差 (RSD) 为 4.4 %—4.9 %，表明整个定量方法准确

性好，精密度满足分析要求。

表 3 烟草果胶样品添加 PGalA 标样和标准烟样的回收率和重复性结果

Tab. 3 Recovery and repetition data for  pectin added with PGalA and standard tobacco samples

样品 果胶含量 / % 加标 PGalA 量 /mg 回收率 / % RSD / % 平均回收率 / %
1# 7.91 20 95.5 4.2 97.3

40 96.7 3.9
2# 7.10 20 103.2 3.4

40 93.6 3.0
3# 7.91 169.2 93.4 4.4 92.5
4# 7.91 507.6 91.5 4.9



 5刘百战等　13C CP/MAS NMR 光谱法分析烟草果胶的含量和结构

2.4　烟草果胶分子结构的测定

2.4.1　果胶分子中果胶酸和果胶酯酸的组成及比例

烟草果胶 CP/MAS 13C NMR 光谱中，对应于果

胶的三种组成形式，δ169-178 ppm 处对应的果胶 C-6
信号峰可分解为三种不同位移的谱线 [10]，如图 3 所

示：(a) 果胶酸：COOH, —171 ppm；(b）果胶酸甲酯：

COOCH3，—174 ppm；(c）果胶酸盐：COO-，—176 

ppm。根据提取时酸度的不同，果胶酸盐和果胶酸

不同时存在，但与果胶酸酯同时存在。对 C6 信号峰

（δ169-178 ppm）拟合，利用混合洛仑兹和高斯函

数模型并借助 DWIN-NMR 软件完成拟合过程，实现

δ169-178 ppm 处对应的果胶 C-6 信号峰的分析和分

解（如图 3），可得出果胶分子中果胶酸和果胶酯酸

的组成及比例。

COOH,--171ppm

(a)

COOH, --171ppm

COOCH3, --174ppm

(b)

COOCH3,--174ppm
COO

-

, --176.7ppm

(c)

 

图 3 果胶分子中 13C CP/MAS NMR C-6 信号峰的光谱拟合

Fig. 3 Spectral fitting of 13C CP/MAS NMR C-6  in pectin molecules 
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2.4.2　果胶分子中甲酯度的计算

果胶结构可以分为以下三种类型：同型半乳糖

醛酸聚糖 (HG)，鼠李半乳糖醛酸聚糖 I (RGI) 和鼠李

半乳糖醛酸聚糖 II (RGII) [17]。HG 型果胶分子的甲酯

度和乙酰度对果胶的性能有直接的影响 [18]，尤其是

果胶的水溶性和凝胶性能，植物果胶的甲酯度在植物

生长过程中还影响果胶酶的调节作用。另外，果胶的

主链上存在酯基和酰基等功能基团也有利于果胶的改

性。如烟草提取的果胶样品图 4 所示，在其光谱峰 C-6
区（δ166-180ppm）有聚半乳糖醛酸和其甲酯 (-COOH 

和 -COOCH3) 同时存在，另外在 δ53 ppm 也有很强

的 -COOCH3 吸收，这说明烟草果胶样品的甲酯度较

高。根据δ169- 178 ppm 处对应的果胶 C-6 信号峰及

其分解拟合 COOCH3，—174 ppm 谱线面积，结合果

胶分子中 COOCH3（δ50-55 ppm）C 信号峰面积，

计算出烟草果胶样品中甲酯度。

DM=ACOOCH3/AC-6tol×100 %  （COOCH3，δ 50-55 ppm）

或

DM=ACOOCH3/AC-6tol×100 %   （COOCH3，δ —174 ppm）

COOH, --171ppm

COOCH3, --174ppm

COOCH3, --53ppm

图 4 含有甲酯基团的烟草果胶样品 13C CP/MAS NMR 光谱图

Fig. 4 13C CP/MAS NMR spectra of pectin in tobacco samples containing methylester group

表 4 不同方法测定的烟草果胶样品的甲酯化度结果

Tab. 4 DM data of pectin in tobacco samples by different methods

样品
DM / % DA / %

COOCH3 ～ 174 ppm COOCH3 ～ 53 ppm 红外法 * O-COCH3 ～ 21 ppm

S1 45.5 50.2 44.6 0.62

S2 43.9 44.5 46.1 1.52

S3 39.8 41.6 42.9 1.05

S4 54.8 58.1 53.5 0.83

*： DM (%) = A1740cm
-1 /(A1740cm

-1 +A1630cm
-1)。

此外，实验中还采用红外光谱法测定部分样品

的甲酯度 [19]，结果如表 4 所示。由表可见，采用 C-6
信号峰光谱分解拟合计算的样品甲酯度与采用红外光

谱法测定的酯化度相当接近，大多数采用果胶分子中

COOCH3（δ50-55 ppm）C 信号峰面积计算出甲酯

度也相一致，个别样品略有出入，这可能是由于 13C 

CP/MAS NMR 光谱中由于各个 C 所处的环境不同，

交叉极化的弛豫时间也不一样，采用不同 C 之间峰

面积进行比较，存在一定误差 [20]。值得一提的是，

由于红外光谱测定的是果胶分子的总酯化度，包括甲

酯度和乙酯度，由于烟草果胶中乙酯非常低，因此总

酯化度与甲酯度基本一致。
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2.4.3　果胶分子中乙酰度的计算

如烟草提取的果胶样品图 5所示，在其光谱峰C-6
区（δ166-180 ppm）有聚半乳糖醛酸和其酯基同时

存在，在 δ53 ppm 也有很强的 -COOCH3 吸收，但

δ21 ppm 处的 O-COCH3 吸收较弱，这说明了烟草果

胶样品的乙酰度较低 [21]。根据δ169-178 ppm 处对应

的果胶C6信号峰，结合果胶分子中O-COCH3（δ20-25 

ppm）中 C 信号峰面积，可计算出烟草果胶样品中乙

酰度。

DA= A OCOCH3/AC-6tol

需要说明的是，对于高乙酰度的果胶样品，结

果会更准确，低乙酰度误差较大。实验中测定了部分

果胶样品的乙酰度，如表 4 示，均较低。

O-CO C H3

COO C H3

C OOCH3
C OOH

 

图 5 含有甲酯和乙酰基团的烟草果胶样品 13C CP/MAS NMR 光谱图

Fig. 5 13C CP/MAS NMR spectra of pectin in tobacco samples containing methylester and acetyl groups

2.5　不同来源烟草果胶大分子分析

分别用本方法与经典的重量法及现行行业标准

方法（水解后进行离子色谱分析）对 4 种国产不同类

型的烟草样品进行了提取和分析，平行测定三次，结

果如表 5 所示。从果胶的含量来看，三种方法测得的

结果相差不大，四种不同类型的烟叶果胶的含量范围

为 7.0-9.8 % 之间，重量法结果比 NMR 光谱法和离

子色谱法略高些，可能是少量蛋白质、草酸等杂质

引起的 [22]，另外重量法的平均变异系数 RSD > 5%，

但 NMR 光谱法和离子色谱法均低于 5 %，说明采用

NMR光谱法测定烟草样品中果胶的含量也是可靠的。

同时采用 13C CP/MAS NMR 光谱法不仅可以得到烟

草样品中果胶的含量，更为重要的是可以得到果胶的

甲酯化度，四种样品中广州晒烟烟叶果胶的甲酯化度

最高 (53.2 %)，湖北白肋烟烟叶果胶的甲酯化度最低

(36.6 %)，可见不同类型的烟叶果胶的甲酯化度还是

有明显差别的。Lauterbach 等曾采用热解气相色谱 -
质谱法测定了各种商业等级调制后的烤烟、白肋烟和

香料烟中可溶性果胶的甲基化和酰胺化程度。结果表

明，烤烟的可溶性果胶的甲基化和酰胺化程度较高。

白肋烟的甲基化程度最低，与本文的结果相一致。另

外，虽然采用相同的提取工艺，但是对于不同类型的

烟叶样品，果胶的得率相差较大，对提取的果胶纯度

也有影响，不过并不影响最终果胶含量的分析。



 8 中国烟草学报 Acta Tabacaria Sinica 2015 Vol.21 No.2

表 5 13C CP/MAS NMR 光谱法与离子色谱法及重量法分析不同烟草果胶样品结果比较

Tab. 5 Analysis of pectin in different tobacco samples by NMR spectra method, ion chromagraphic and gravimetric method (n = 3 )

样品

NMR 法 离子色谱法 [5] 重量法

得率 / % DM/ % 果胶量 / % RSD / % Pectin / % RSD / % Pectin / % RSD/ %

贵州烤烟 10.85 52.2 8.3 4.9 8.4 3.9 8.6 5.6

湖南香料烟 6.10 48.4 7.1 5.1 7.0 2.2 7.5 6.4

湖北白肋烟 16.84 36.6 9.4 3.9 9.5 3.6 9.8 4.9

广州晒烟 16.48 53.2 9.1 4.6 9.3 4.5 9.7 7.2

3　结论

本文针对烟草果胶进行了优化酸提取，再对其

CP / MAS 13C NMR 光谱图 C-6 吸收峰光谱分析烟草

果胶的含量和结构，并与经典方法进行了比较。结果

表明，CP / MAS 13C NMR 光谱法可以同步实现烟草

中果胶的含量和结构分析，C-6 吸收峰的化学位移和

峰面积可用于计算果胶中果胶分子中聚半乳糖醛酸的

含量及组成、甲酯度和乙酰度的含量等，并应用于实

际烟草样品的分析。
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