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比色法测定大麦糟中总酚条件的优化
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摘要!采用
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比色法测定大麦糟中总酚含量"

以没食子酸为参照品确定最佳测定条件$结果表明"

?:32J/

b2:913F@C

用量
'8)0̀

"

Yj >1

;

bM

7

用量
78)0̀

"显色温度

;&[

"反应时间
*)02J

"避光"检测波长
-*)J0

"没食子酸浓

度在
'

"

Y

#

L

(

0̀

时与吸光度具有良好线性关系"其回归方

程为
4

V)8';'(U)8)'-'

"

L

;

V)8,,,;

$该方法操作简单%

稳定性好%准确度高"可用于大麦多酚的定量分析$

关键词!大麦糟&多酚&
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大麦糟是大麦精以及啤酒生产的主要副产品%具有较高

的营养价值%含有丰富的蛋白质*脂肪*可溶性膳食纤维和多

酚等&目前关于大麦糟的研究(

'<&

)主要在将其转化为高蛋

白质源*高膳食纤维源方面%忽视了它在食品工业上的独特

价值%对大麦糟的精深加工*功能因子开发及综合利用方面

也少有涉及&多酚是含有多羟基酚类化合物的总称%在植物

体内的含量较为丰富(

*

)

%对于植物的生理和形态起着非常重

要的作用(

-

)

&多酚具有较强的抗氧化作用和清除自由基的

能力%另外%还具有抗氧化*抗癌*抗辐射*降血压*预防心脑

血管疾病以及抑菌消炎抗病毒等作用(

Y<';

)

&目前中国已有

对大麦糟多酚的研究(

'7

)

%与其他原料相比%大麦糟中多酚的

含量丰富且相对稳定%成本低廉%利用其生产富含多酚的产

品%是综合有效利用大麦糟资源并提高其产品附加值的有效

途径之一&

目前总酚含量的测定方法有纸层析*气液色谱*薄层层

析*高效液相色谱*

?:32J/b2:913F@C

比色法等(

'(<'&

)

&层析方

法在准确性和检测速度方面都存在缺陷+气液色谱对酚类物

质的检测速度快%灵敏度高%但该方法的衍生化处理较麻烦+

高效液相色谱法较昂贵%不适合大量定量分析(

'*

)

&

?:32J/b2/

:913F@C

比色法原理是在碱液中%酚类化合物将钨钼酸还原生

成蓝色络合物%其颜色的深浅与多酚含量成正比(

'-

)

%其中

?:32J/b2:913F@C

比色法操作简单*化学干扰少*灵敏度高%应

用也最为广泛(

'Y

)

%但将
?:32J/b2:913F@C

比色法用于大麦糟中

总酚含量的测定未见报道&大麦经过发酵过程得到大麦糟%

大麦中多酚的成分和含量处于动态变化之中&本研究拟通

过对
?:32J/b2:913F@C

比色法测定大麦糟中多酚的工艺条件

优化%以期得到一种简便实用的测定方法%建立一个测定大

麦糟多酚的最佳反应体系%适合对大麦糟或其他经过类似生

产过程产生的副产物中总酚含量进行测定%为后续多酚的提

取和利用提供依据&

'

!

材料与方法

'8'

!

材料与仪器

大麦糟"江苏华稼生物科技有限公司%烘干后粉碎%过

Y)

目筛后置于
<;)[

冰箱备用+

福林酚"色谱纯%国药集团化学试剂有限公司+

没食子酸"色谱纯%东京化成工业株式会社+

碳酸钠*乙醇"化学纯%国药集团化学试剂有限公司+

旋片式真空泵"

;gi/;

型%临海市精工真空设备厂+

旋转蒸发仪"

$./&;+

型%上海亚荣生化仪器厂+

'&



电热恒温水浴锅"

TT/#

型%巩义市英峪予华仪器厂+

高速离心机"

PZ̀/'*b

型%上海安亭仪器有限公司+

紫外可见分光光度计"

P*

型%北京普析通用仪器有限责

任公司+

超声波提取器"

PTb/;a

型%济宁天华超声电子仪器有

限公司+

电子分析天平"

+̀ ;)(

型%梅特勒$托利多仪器!上海#

有限公司&

'8;

!

试验方法

'8;8'

!

对照品标准液的配制
!

精确称取
)8&)))

L

没食子

酸标品%用少量蒸馏水溶解后%再用蒸馏水定容至
'))0̀

%

移出
'8)0̀

到
'))0̀

容量瓶后%加蒸馏水定容%配制成浓

度为
&)

#

L

'

0̀

没食子酸标准溶液&

'8;8;

!

样品处理

大麦糟!

'8))

L

#及
-)j

乙醇溶液!

7)0̀

#

-

超声提取

!

7;)X

"

7)02J

#

-

离心!

()))G

(

02J

"

;)02J

#

-

取上清液
-

旋转蒸发至干燥!

()[

#

-

加蒸馏水溶解并定容!

;)0̀

#

'8;87

!

比色法测定条件的优化

!

'

#扫描波长的选择"取
&)

#

L

'

0̀

没食子酸标准溶液

'8)0̀

%加入福林酚试剂
'8)0̀

%

Yj >1

;

bM

7

溶液
78)0̀

%

在
7)[

下避光反应
'K

&用蒸馏水定容至
')0̀

%在可见光

光度计下进行
&))

"

,))J0

全波段扫描&

!

;

#福林酚试剂添加量的确定"取
&)

#

L

'

0̀

没食子酸

标准溶液
)8&0̀

%加入同浓度不同体积的福林酚试剂%没食

子酸与福林酚的体积比分别为
'

,

'

%

'

,

;

%

'

,

7

%

'

,

(

%

'

,

&

%

'

,

*

%再加入
Yj >1

;

bM

7

溶液
78)0̀

%在
7)[

下避光静置

反应
'K

&反应结束后用蒸馏水定容到
')0̀

%测定吸光值%

重复
7

次&

!

7

#碳酸钠溶液浓度的确定"取
&)

#

L

'

0̀

没食子酸溶液

)8&0̀

%加入福林酚试剂
'8)0̀

%再加入
78)0̀ >1

;

bM

7

质

量分数分别为
-j

%

Yj

%

,j

%

')j

%

''j

%在
7)[

下避光静置

反应
'K

&用蒸馏水定容到
')0̀

%测定吸光值%重复
7

次&

!

(

#碳酸钠溶液比例的确定"在
&)

#

L

'

0̀

的没食子酸

溶液
)8&0̀

%福林酚试剂
'0̀

%避光条件下反应温度
7)[

%

反应时间
'K

的条件下%研究福林酚试剂与碳酸钠溶液的体

积比!

7

,

'

%

;

,

'

%

'

,

'

%

'

,

;

%

'

,

7

%

'

,

(

#对溶液吸光值的影

响%重复
7

次&

!

&

#反应温度与时间的确定"取
&)

#

L

'

0̀

没食子酸溶

液
)8& 0̀

%加入福林酚试剂
'8) 0̀

%

Yj >1

;

bM

7

溶液

78)0̀

%反应温度分别为
'&

%

;&

%

()

%

&&

%

-)[

%反应时间分别

为
&

%

'&

%

7)

%

*)

%

';)

%

'*)02J

%反应结束后用蒸馏水定容到

')0̀

%测定吸光值%重复
7

次&

!

*

#放置条件的确定"取没食子酸标准溶液
)8&0̀

%加

入福林酚试剂
'0̀

%

Yj >1

;

bM

7

溶液
70̀

%分别放在避光

和不避光的条件下%在
;&[

反应
*)02J

后用蒸馏水定容到

')0̀

%测定吸光值%重复
7

次&

'87

!

?:32J/b2:913F@C

比色方法的评价

'878'

!

标准曲线的制作
!

精确称取
)8')))

L

没食子酸的

标准品%用蒸馏水溶解后定容到
'))0̀

%分别移取
)8)

%

)8'

%

)8;

%

)87

%

)8(

%

)8&

%

)8*

%

)8Y0̀

至
'))0̀

容量瓶%定容%得

到浓度为
)8)

%

'8)

%

;8)

%

78)

%

(8)

%

&8)

%

*8)

%

Y8)

#

L

'

0̀

没食子

酸标准溶液&取各浓度没食子酸标准溶液
)8&0̀

%加入福

林酚试剂
'0̀

%质量分数
Yj

的
>1

;

bM

7

溶液
70̀

%在
;&[

下避光反应
*)02J

后定容至
')0̀

%在
-*)J0

下测定溶液

的吸光值(

',

)

%重复
7

次&

'878;

!

方法精密度试验
!

取
)8&0̀

一定浓度大麦糟提取物

的水溶液
*

份%在一定条件下反应后测定其中总酚的含量&

'8787

!

方法回收率试验
!

取一定量大麦糟提取物的水溶液

测定其中总分的含量%然后向其中添加一定量的没食子酸%

根据已制作的标准曲线算出实测值%然后计算福林酚比色法

的回收率&

;

!

结果与分析
;8'

!

测定条件的优化

;8'8'

!

检测波长的确定
!

在
&))

"

,))J0

下进行全波段扫

描%结果见图
'

&由图
'

可知%吸光度值随着波长的增加先增

加后减小%在
-*)J0

处有最大吸收峰&因此采用
-*)J0

作

为最佳吸收波长&

图
'

!

没食子酸标准溶液的全波段扫描

?2

L

CG@'

!

+33/51O@A1JED91J2J

L

:H

L

13329192E

DF1JE1GED:3CF2:J

;8'8;

!

福林酚试剂添加量的确定
!

由图
;

可知%随着没食

子酸标准溶液与福林酚体积比的增加%溶液吸光值先增加后

减小%当没食子酸与福林酚体积比
'

,

;

时%吸光值达到最大

值&因此考虑没食子酸标准溶液与福林酚体积比
'

,

;

时

最佳&

;8'87

!

碳酸钠试剂浓度的选择
!

由图
7

可知%随着碳酸钠

溶液浓度的增加%溶液的吸光值先增大后减小%可能是由于

碳酸钠溶液浓度过高不利于蓝色络合物的形成%当碳酸钠浓度

图
;

!

福林酚试剂添加量对反应体系的影响

?2

L

CG@;

!

.HH@9F:HFK@10:CJF:HFK@H:32J@/

B

K@J:3:J

FK@G@19F2:JD

4

DF@0

;&

安全与检测
!

;)'*

年第
;

期



图
7

!

碳酸钠溶液浓度对反应体系的影响

?2

L

CG@7

!

.HH@9F:HD:E2C091GA:J1F@9:J9@JFG1F2:J

:JFK@G@19F2:JD

4

DF@0

为
Yj

时溶液的吸光值最大&因此%

Yj

碳酸钠溶液作为反应

体系最佳碳酸钠溶液浓度&

;8'8(

!

碳酸钠溶液比例的确定
!

由图
(

可知%随着福林酚

与碳酸钠溶液体积比的减小%溶液吸光值先增大后减小%可

能是由于碳酸钠溶液浓度较小时不利于反应的充分进行%随

着碳酸钠比例的增加反应逐渐完全%达到溶液的最大吸光

值%当碳酸钠溶液继续增加时%溶液的碱性逐渐增大%不利于

蓝色络合物的生成%溶液的吸光值下降&福林酚和碳酸钠溶

液体积比
'

,

7

时溶液的吸光值最大%确定为最佳条件&

图
(

!

碳酸钠溶液比例对反应体系的影响

?2

L

CG@(

!

.HH@9F:HD:E2C091GA:J1F@G1F2::JFK@

G@19F2:JD

4

DF@0

;8'8&

!

反应温度与时间的确定
!

由表
'

可知%反应体系经

过
'*)02J

的反应时%在
;&

"

-)[

下随着温度的升高%溶液

的吸光值逐渐减小%

-)[

时吸光值为
)8'*&

%可见温度过高

或者过低对反应体系的吸光值都有影响&在
;&

%

()[

时溶

液吸光值差异较小&在高温度下%反应的颜色相对较浅%溶

液的吸光值也较低%在高温条件下所生成的蓝色络合物不稳

定%容易被分解(

;)

)

&而
;&[

时吸光度达到最大值%反应体系

表
'

!

反应温度和时间对吸光值的影响

P1A3@'

!

.HH@9F:HF@0

B

@G1FCG@1JEF20@:J1AD:GA1J9@

:HFK@G@19F2:JD

4

DF@0

温度'
[

反应时间'
02J

& '& 7) *) ';) '*)

'& )8;-- )8;Y* )8;,; )8;,- )87); )87),

;& )8;,& )8;,, )87)7 )87'& )87'* )87'(

() )87)' )87)( )87), )87'' )87)* )87')

&& )8;,* )87)* )8;,Y )8;-, )8;-; )8;*,

-) )8;,7 )8;,7 )8;*; )8;77 )8;'- )8'*&

在
*)02J

后达到稳定状态%综合考虑%总酚含量的测定可在

;&[

下反应
*)02J

后进行&

;8'8*

!

放置条件的确定
!

在避光条件下%所产生的蓝色络

合物不会被光分解%具有较大的吸光值!

)877;

#&因此%整个

反应体系要在避光条件下进行&

;8;

!

福林酚比色方法的评价

;8;8'

!

标准曲线的制作
!

图
&

表明%当没食子酸的浓度范

围为
'
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时%与吸光值具有线性关系%在此浓度范围

内的线性回归方程为
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%相关系数为
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%线性关系良好&总酚的量可以按标准曲线换算成

没食子酸当量来反映&

图
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比色法测定大麦糟

多酚进行精密度试验%对一定浓度的大麦糟提取物水溶液进

行
*

次比色测定%其吸光值的
$#]

为
'8';-j

%说明该方法

精密度较高%能够满足样品总酚的测定&
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加标回收率试验
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以没食子酸为标品%采用上述方

法测定大麦糟多酚的含量%由表
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可知%
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法测定大麦糟多酚回收率的平均值为
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%变异系数为
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%说明该方法较准确&
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结论
本试验以吸光度为评价指标%对大麦糟中总酚的提取方

法*检测波长%反应体系中溶剂的用量*反应温度和时间*静

置条件进行了优化并对
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比色法的精密度和

加标回收率进行了研究%以没食子酸标准溶液作为对照%确

定的
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比色法测定大麦糟中总酚的最佳反应

体系条件为"
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变异系数'
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比色法测定大麦糟中总酚条件的优化
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测定吸光度&没食子酸标准溶液的浓度范围为
'

"

Y

#

L

'

0̀

时与其吸光值具有良好的线性关系!

L

;

V)8,,,;

#%精密度

$#]

为
'8';-j

%平均回收率为
,Y8(j

%

$]#

为
;8'7j

&说

明本试验建立的最佳反应体系灵敏度高*准确性好*操作简

单*稳定性强%适合于大麦糟中总酚含量的测定&
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