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板栗壳中原花青素含量检测方法的比较研究
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摘要$分别用两种方法测定板栗壳原花青素的含量$用高效

液相色谱法测定板栗壳纯化粉末中原花青素的平均纯度为

02)015

&

TYJ

值为
#)//5

$用铁盐催化比色法测定板栗壳

原花青素含量前&采用单因素和正交试验优化铁盐催化比色

法的显色条件&确定提取板栗壳原花青素的最佳显色反应条

件为%

4F

!9 浓度
#)#$

7

'

68

&反应时间
2# 6>H

&反应温度

$##\

&正丁醇*盐酸体积比!

T

'

T

"

/!r0

&在该优化条件下

测定板栗壳纯化粉末中原花青素的平均纯度为
02)%05

&

TYJ

值为
$)%15

$铁盐催化比色法和高效液相色谱法测定

含量均准确且灵敏&相比之下高效液相色谱法的
TYJ

值更

低&拥有更好的可靠性&且更简单快速&适用于板栗壳原花青

素纯化粉末的含量测定$

关键词$板栗壳)原花青素)铁盐催化比色法)高效液相色

谱法
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原花青素是一类由不同数量的儿茶素#表儿茶素或没食

子酸经
3

2

)

3

%

或
3

2

)

3

1

键缩合而成的聚多酚类物质0

$

1

"原

花青素在自然界分布广泛!种类繁多!具有抗癌#预防心脑血

管疾病等多种生理活性!其抗氧化#清除自由基能力#抗弹性

酶活性使其在化妆品中也有广泛的应用前景0

"

1

"板栗!为落

叶乔木!一直以来板栗壳大部分采用焚烧和自然腐败的方式

处理后遗弃!在浪费资源的同时还对环境造成污染"现阶段

可用来测定植物中原花青素含量的方法主要有铁盐催化比

色法#

4'(>HC3>'?,(=F,E

法#香草醛法#香兰素检测法#紫外分

光光度法#高效液相色谱法#

W<3

法等0

!

1

"铁盐催化比色法

测定原花青素含量的原理是原花青素在酸性条件下加热可

发生一种氧化还原反应!转变为花青素!而花青素与硫酸铁

铵反应可生成较深颜色的化合物!而
4F

!9在整个反应体系

中则起到一个催化的作用!且其含量达到一定水平时!显色

反应才能够完全0

2

1

"本研究主要是对显色反应试验条件进

行改进!即在用铁盐催化比色法测定原花青素含量前!先优

化显色反应的条件!使原花青素能充分参与显色反应!以使

检测结果更加准确"高效液相色谱的优点为灵敏度好!需要

的样品量少!准确度高0

.I%

1

"采用高效液相色谱法和铁盐催

化比色法分别对板栗壳原花青素粉末的含量进行测定!旨为

板栗壳中原花青素含量检测提供选择依据"

00
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!

材料与方法

$)$

!

材料与试剂

板栗*产于湖北罗田(

原花青素标准品*含量
#

/15

!天津尖峰天然产物开发

公司(

KXC1

大孔树脂*天津市海光化工有限公司(

无水乙醇#正己烷#正丁醇#浓盐酸#硫酸铁铵#氢氧化

钠#异丙醇#磷酸*分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

甲醇#乙腈#乙酸*色谱纯!天津市科密欧化学试剂有限

公司(

$)"

!

主要仪器与设备

冷冻真空干燥机*

4JC$KC.#

型!北京博医康试验仪器有

限公司(

高效液相色谱仪*

83C$###

型!山东鲁南瑞虹化工仪器

有限公司(

3

$1

柱*

Z-'6,D>(3$1C.

%

型!山东鲁南瑞虹化工仪器有限

公司(

色谱工作站*

*"###

型!浙江大学智达信息工程有限

公司(

旋转蒸发器*

TB."3Y

型!上海亚荣生化仪器厂"

$)!

!

方法

$)!)$

!

板栗壳预处理
!

新鲜板栗壳在
2# \

烘箱中干燥

21L

!粉 碎!过
2#

目 筛!用 正 己 烷 浸 泡 并 在 温 室 摇 床

-

$.#-

+

6>H

.中脱脂
"2L

!过滤!滤渣置于通风橱
"2L

以去除

残留的正己烷!得脱脂板栗壳粉末保存备用"

$)!)"

!

板栗壳原花青素的提取和纯化
!

取脱脂的板栗壳粉

末与
.#5

乙醇按
$r$.

-

N

"

T

.混合!在
%#\

的恒温水浴锅

下浸提
"L

!过滤!浓缩!即得板栗壳提取液0

0

1

"将板栗壳提

取液用
KXC1

大孔树脂纯化*以
$68

+

6>H

的流速上样!吸附

平衡后蒸馏水清洗杂质!再用
.#5

的乙醇洗脱!将洗脱液浓

缩后再冷冻干燥!得板栗壳原花青素纯化粉末!于
2\

冰箱

保存备用"

$)!)!

!

高效液相色谱法

-

$

.色谱条件*色谱柱为
Z-'6,D>(C3$1

-

2)% 66_

$.#66

!

.

%

6

.(流动相为甲醇
"

乙腈
"

水
^1#r$.r.

(流

速为
$68

+

6>H

(柱温为
".\

(进样量为
$#

%

8

"

-

"

.波长的确定*取适量的原花青素标准品用甲醇超声

溶解!以甲醇为空白对照!在波长为
".%

!

.##H6

处扫描!测

定最大吸收波长"

-

!

.高效液相色谱法标准曲线的绘制*精密称取原花青

素标准品
")"6

7

!置
"68

容量瓶用甲醇定容!过
#)2.

%

6

滤膜!用微量进样器分别移取反应液
"

!

2

!

%

!

1

!

$#

!

$"

!

$.

!

$1

%

8

进样!测定峰面积!以峰面积为纵坐标!进样量为横坐

标进行拟合!得出含量与峰面积之间的关系"

-

2

.专属性试验*依次吸取空白对照溶液-甲醇.#原花青

素对照品溶液和板栗壳原花青素纯化液
$#

%

8

!按
$)!)!

-

$

.色

谱条件进行测定"

-

.

.高效液相色谱法测定样品纯度*精密称量板栗壳原

花青素纯化粉末
$).6

7

!置
"68

容量瓶用甲醇定容!过

#)2.

%

6

滤膜!得板栗壳原花青素供试品溶液!按
$)!)!

-

$

.

色谱条件进行测定!将峰面积带入高效液相色谱标准曲线方

程中!得到供试品溶液中原花青素的浓度!用式-

$

.计算板栗

壳原花青素纯化粉末的纯度"

J

X

-

Y

?

Y

T

W

Y

$##5

! -

$

.

式中*

J

)))纯化粉末中原花青素的纯度!

5

-

)))所测样品中原花青素的浓度!

6

7

+

68

(

?

)))稀释倍数(

T

)))母液体积!

68

(

W

)))板栗壳纯化粉末的质量!

6

7

"

-

%

.可靠性检验*精密度试验!取同一份原花青素标准

品!按
$)!)!

-

$

.色谱条件进样!重复
%

次!在最大吸收波长处

测定峰面积并计算
TYJ

值"

稳定性试验!取相同的原花青素纯化液!在室温分别静

置
#

!

"#

!

2#

!

%#

!

1#

!

$##6>H

后!按
$)!)!

-

$

.色谱条件进样!

在最大吸收波长处测定峰面积并计算
TYJ

值!以检验样品

的稳定性"

加样回收率试验!精密称量
%

份板栗壳原花青素纯化粉

末!加入到已知浓度的原花青素标准品中!按
$)!)!

-

$

.色谱

条件进样!在最大吸收波长处测定峰面积!计算加样回收率

和
TYJ

值"

$)!)2

!

铁盐催化比色法的反应条件优化及样品纯度测定

-

$

.最大吸收波长的确定*取两支试管!分别加入
%#5

乙醇
$68

-空白对照.和原花青素标准溶液
$68

"依次加

入正丁醇)盐酸溶液-

/.r.

!

N

"

T

.

%68

和
"5

硫酸铁铵

溶液
#)"68

!密封!混匀!于沸水浴中
2#6>H

!立即置冰水中

冷却!于
2%#

!

%##H6

波长处进行全波长扫描!测出原花青

素标准品和板栗壳原花青素纯化液的最大吸收波长"

-

"

.反应条件优化*取一定量的板栗壳原花青素提取

液!按照
4F

!9

-硫酸铁铵.浓度#反应时间#温度和正丁醇)盐

酸体积比优化反应条件"

-

!

.铁盐催化比色法标准曲线的绘制*结合参考文献

0

1

1与$保健食品检验与评价技术规范%-

"##!

年版.改进的试

验方法如下!将原花青素标准品配制成质量浓度为
$6

7

+

8

的原花青素标准液!分别吸取溶液
#)#

!

#)$

!

#)"

!

#)!

!

#)2

!

#).68

置于
"68

容量瓶中!用体积分数为
%#5

的乙醇定

容!分别取
$68

!在
$)!)2

-

"

.中确定的最佳显色反应条件下

显色!在最大吸收波长处比色测定吸光度"

-

2

.铁盐催化比色法测定样品纯度*取
!).6

7

原花青

素纯化粉末!用
%#5

乙醇定容至
"68

!取
$68

母液于

$#68

容量瓶中!用
%#5

乙醇定容"在最佳显色反应条件下

测定吸光度!通过铁盐催化比色法标准曲线方程计算所测样

品中原花青素的浓度-

6

7

+

68

.!根据式-

$

.计算原花青素纯

化粉末的纯度"

10
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!
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期
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!

结果与分析

")$

!

高效液相色谱法

")$)$

!

高效液相色谱法波长的确定
!

以甲醇为空白对照!

对原花青素标准品溶液进行波长扫描见图
$

!结果显示最大

吸收波长为
"1#H6

"

图
$

!

原花青素标准液波长扫描

4>

7

E-F$

!

:LFR,SF(FH

7

=LD?,HH>H

7

'P

Q

-'?

N

,H>G>HDD=,HG,-G

")$)"

!

高效液相色谱标准曲线的测定
!

以原花青素标准品

含量-

%

7

.为横坐标
A

!以峰面积为纵坐标
(

进行拟合!得到

峰面积与含量之间的关系为
(

^ 12!2"AI!.#/0

!

R

"

^

#)///!

!结果表明原花青素在
")"

!

$/)1

%

7

范围内线性关

系良好"

")$)!

!

专属性试验
!

图
"

显示样品溶液中原花青素出峰较

好!阴性对照组在相应的保留时间上没有出现相同的色谱

峰!表明阴性对照对试验无干扰"本试验在流速的选择方

面!设定不同流速进行筛选!每个流速平行进样
!

次观察其

出峰时间!分离度!经过分析确定流速为
$)#68

+

6>H

(在流

动相的选择方面!要根据仪器的条件和试验需要达到的要求

来确定流动相!在尝试以甲醇
r$5

乙酸-

TrT^$#r/#

.!

甲醇
r$5

乙酸-

TrT^"#r1#

.!甲醇
r$5

乙酸-

TrT^

!#r0#

.!甲醇
r"5

乙酸-

TrT^"#r1#

.!甲醇
r#)$5

磷

酸-

TrT "̂#r1#

.!甲醇
r

乙腈
r

水-

TrTrT^0#r"#r

$#

.等为流动相分离板栗壳纯化液时!色谱峰有倒峰的现象(

以甲醇
r

乙腈-

TrT 1̂#r"#

.为流动相洗脱板栗壳纯化液

时!有严重拖尾的现象!色谱峰不够尖锐!未达到预想的分离

图
"

!

原花青素标准品#板栗壳原花青素纯化粉末#

阴性对照色谱图

4>

7

E-F"

!

:LF?L-'6,='

7

-,6'P

Q

-'?

N

,H>G>HDD=,HG,-G

&

Q

E->C

P>FG

Q

-'GE?='P3Y<3D

&

HF

7

,=>SF?'H=-'(

效果"最后发现以甲醇
r

乙腈
r

水-

TrTrT 1̂#r$.r.

.

为流动相分离板栗壳纯化液时!所得的色谱峰尖锐!可以迅

速将目标物质洗脱出来"

")$)2

!

高效液相色谱法测定样品纯度
!

将原花青素供试品

溶液所测得峰面积带入高效液相色谱标准曲线方程中!分别

得到供试品溶液中原花青素的含量!计算出供试品溶液浓度

后代入式-

$

.得到板栗壳原花青素纯化粉末的纯度分别为

0.)2#5

!

02)%#5

!

0!)1#5

!

02)"#5

!

0.)1#5

!

02)/#5

"平

均值为
02)015

!

TYJ

值为
#)//5

"

")$).

!

精密度试验
!

结果显示!峰面积分别为
10."00)2!1

!

10"%/.)1$!

!

1!%"#1)1$!

!

1"12!1).%!

!

121$%1)%11

!

1.!!1#)1$!

!

TYJ

值为
")""5

!表明仪器的精密度较好"

")$)%

!

稳定性试验
!

结果显示!峰面积分别为
1.!"20)!/1

!

1%1%0.)1$!

!

10%.#.)1!%

!

1!"0/1).0/

!

1.1$21)0%1

!

100!.#).$!

!

TYJ

为
$)/%5

!表明样品溶液在
$##6>H

内

稳定"

")$)0

!

加样回收率试验
!

加样回收率试验结果见表
$

"平

均回收率为
/0)/$5

!

TYJ

为
$)$%5

"

表
$

!

加样回收率试验结果

:FO(F$

!

TFDE(=D'P-F?'SF-

N

=FD=D

编号
样品量+

%

7

加标量+

%

7

测定量+

%

7

回收率+

5

平均回收

率+
5

TYJ

+

5

$ #)$1. #)#/1 #)"1$ /0).#

" #)$!" #)#/1 #)""1 /0)./

! #)$22 #)#/1 #)"2$ //)2$

2 #)$"2 #)#01 #)"#$ /1)..

. #)$21 #)#01 #)""! /%)#0

% #)$.# #)#01 #)""0 /1)!"

/0)/$ $)$%

")"

!

铁盐催化比色法

")")$

!

铁盐催化比色法波长的确定
!

对显色反应后的原花

青素标准品溶液进行波长扫描-见图
!

."结果显示最大吸收

波长为
..#H6

"

")")"

!

原花青素反应条件优化

-

$

.

4F

!9浓度对提取液吸光度的影响*取
$68

板栗壳

原花青素提取液!加入
%68

正丁醇)盐酸-

/.r.

!

N

"

T

.溶

液和
#)"68

硫酸铁铵溶液!

4F

!9浓度分别为
#)##

!

#)#$

!

#)#"

!

图
!

!

显色反应后的原花青素标准品溶液波长扫描图

4>

7

E-F!

!

:LFR,SF(FH

7

=LD?,HH>H

7

'P

Q

-'?

N

,H>G>HD

D=,HG,-GR>=L?'('--F,?=>'H

/0

第
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#)#!

!

#)#2

7

+

68

!混匀!沸水浴反应
!#6>H

!冰浴至
#\

!在

..#H6

处 测 定 吸 光 度 值"由 图
2

可 知!

4F

!9 浓 度 为

#)#"

7

+

68

时提取液显色反应吸光度最大!说明
4F

!9在整个

反应体系中起到了催化作用(而后随着
4F

!9的继续增大!吸

光度下降很快!说明过量的
4F

!9对反应起一定抑制作用"

图
2

!

4F

!9浓度对吸光度的影响

4>

7

E-F2

!

BPPF?='P4F

!9

?'H?FH=-,=>'H'H,OD'-O,H?F

!!

-

"

.反应时间对提取液吸光度的影响*取
$68

板栗壳

原花青素提取液!加入
%68

正丁醇)盐酸-

/.r.

!

N

"

T

.溶

液和
#)"68

硫酸铁铵溶液!混匀!分别在沸水浴中反应不同

时间-

$#

!

"#

!

!#

!

2#

!

.#6>H

.!冰浴至
#\

!在
..#H6

处测定

吸光度值"由图
.

可知!反应时间为
2#6>H

时提取液显色反

应吸光度最大!之后随着时间继续增加!吸光度下降!可能是

加热时间太长!生成的复合物逐渐被分解"

图
.

!

反应时间对吸光度的影响

4>

7

E-F.

!

BPPF?='P-F,?=>'H=>6F'H,OD'-O,H?F

!!

-

!

.反应温度对提取液吸光度的影响*取
$68

板栗壳

原花青素提取液!加入
%68

正丁醇)盐酸-

/.r.

!

N

"

T

.溶

液和
#)"68

硫酸铁铵溶液!混匀!分别在温度为
%#

!

0#

!

1#

!

/#

!

$##\

的水浴锅中!反应
2#6>H

!冰浴至
#\

!在
..#H6

处测定吸光度值"由图
%

可知!反应温度为
$##\

时提取液

显色反应吸光度最大!即
$##\

为最佳反应温度"但考虑到

反应条件是水浴!能达到的最高温度不能超过
$##\

!因此

决定最佳反应温度为
/#\

"

!!

-

2

.正丁醇)盐酸体积比对提取液吸光度的影响*取

$68

板栗壳原花青素提取液!加入
#)"68

硫酸铁铵溶液!

分别加入体积比为
/%r2

!

/.r.

!

/2r%

!

/!r0

!

/"r1

的正

丁醇)盐酸
%68

!混匀!沸水浴反应
2#6>H

!冰浴至
#\

!在

..#H6

处测定吸光度值"由图
0

可知!随着酸浓度的增加!

吸光度先增加后有所减少!但减少并不明显(正丁醇)盐酸

体积比为
/!r0

时提取液显色反应吸光度最大!表明此时显

色反应达到最佳状态"

图
%

!

反应温度对吸光度的影响

4>

7

E-F%

!

BPPF?='P-F,?=>'H=F6

Q

F-,=E-F'H,OD'-O,H?F

图
0

!

正丁醇*盐酸体积比对吸光度的影响

4>

7

E-F0

!

BPPF?='POE=,H'(CL

N

G-'?L('->?,?>GS'(E6F

-,=>''H,OD'-O,H?F

!!

-

.

.最佳显色反应条件确定*根据单因素的试验结果!

选择
8

/

-

!

2

.正交试验!试验设计因素与水平见表
"

!结果见

表
!

"

表
"

!

正交试验设计方案

:FO(F"

!

JFD>

7

HD?LF6F>H'-=L

7

'H,(FM

Q

F->6FH=D,--,

N

水平
K4F

!9浓度+

-

7

2

68

I$

.

X

反应时

间+
6>H

3

反应温

度+
\

J

正丁醇)盐酸

体积比

$ #)#$ !# 1# /2r%

" #)#" 2# /# /!r0

! #)#! .# $## /"r1

表
!

!

正交试验结果

:FO(F!

!

TFDE(=,H,(

N

D>D'P'-=L

7

'H,(FM

Q

F->6FH=D

编号
K X 3 J

吸光度
F

$ $ $ $ $ #)$".

" $ " " " #)""0

! $ ! ! ! #)$/2

2 " $ " ! #)$0$

. " " ! $ #)$1"

% " ! $ " #)$!$

0 ! $ ! " #)$10

1 ! " $ ! #)$"#

/ ! ! " $ #)$!/

H

$

'''''''''''''''''''''''

#)$1" #)$%$ #)$". #)$2/

H

"

#)$%$ #)$0% #)$0/ #)$1"

H

!

#)$2/ #)$.. #)$11 #)$%"

R #)#!! #)#"$ #)#%! #)#!!

#1
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!
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!
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!!

由表
!

可知!各因素对显色反应吸光度的影响大小依次

为*

3

#

K^J

#

X

!即反应温度对显色反应吸光度的影响最

大"从极差分析结果来看!最佳显色反应条件为*

K

$

X

"

3

!

J

"

!

即*

4F

!9浓度
#)#$

7

+

68

!反应时间
2#6>H

!反应温度
$##\

!

正丁醇)盐酸体积比
/!r0

!在此条件下!体系中原花青素水

解氧化为花青素最充分!吸光度值最大"

-

%

.验证性实验*取
$68

板栗壳原花青素提取液!加入

#)"68

硫酸铁铵溶液!体积比为
/!r0

的正丁醇)盐酸

%68

!混匀!

$##\

反应
2#6>H

!冰浴至
#\

!在最大吸收波

长
..#H6

处测定吸光度值!重复
!

次"测得吸光度值分别

为
#)"!$

!

#)""/

!

#)"".

"吸光度平均值为
#)""1

!

TYJ

为

#)#$!

"

-

0

.铁盐催化比色法标准曲线绘制*以吸光度值为纵坐

标
(

!原花青素标准品浓度-

6

7

+

68

.为横坐标
A

!绘制标准曲

线!得到回归方程*

(

^$)0!1/A 9#)##0$

!

R

"

^#)///$

"

结果表明!原花青素标准品在所试浓度
#)#.

!

#)".6

7

+

68

呈良好的线性关系"

-

1

.铁盐催化比色法测定样品纯度*在最佳显色反应条

件下!测定吸光度!通过铁盐催化比色法标准曲线方程计算得

到样品原花青素的浓度!代入式-

$

.计算板栗壳原花青素纯化

粉末的纯度分别为
0%)"$5

!

02)1/5

!

0.)115

!

0")"%5

!

0.)115

!

0")/"5

"纯度平均值为
02)%05

!

TYJ

值为
$)%15

"

")!

!

两种检测方法测定样品纯度的结果比较

用两种检测方法测定样品纯度的结果见表
2

"试验表

明!铁盐催化比色法和高效液相色谱法测定含量均能测定原

花青素的含量!相比之下高效液相色谱法的
TYJ

值更低!拥

有更好的可靠性!且更简单快速!适用于板栗壳原花青素含

量的测定"

表
2

!

两种检测方法测定样品纯度的结果比较

:FO(F2

!

:LF-FDE(=?'6

Q

,->D'H'P=R'6F=L'GD'P=FD=>H

7

=LF

Q

E->=

N

'PD,6

Q

(FD 5

方法
$ " ! 2 . %

平均值
TYJ

高效液相色谱法
0.)2# 02)%# 0!)1# 02)"# 0.)1# 02)/# 02)01 #)//

铁盐催化比色法
0%)"$ 02)1/ 0.)11 0")"% 0.)11 0")/" 02)%0 $)%1

!

!

结论
本研究在探讨铁盐催化比色法测定板栗壳原花青素含

量之前!优化了显色反应的条件!使原花青素能充分参与显

色反应!最佳显色反应条件为*

4F

!9浓度
#)#$

7

+

68

!反应时

间
2#6>H

!反应温度
$##\

!正丁醇
r

盐酸体积比
/!r0

"该

优化条件下测定的待测物吸光度最大!为
#)""1

(板栗壳纯化

粉末中原花青素的平均纯度为
02)%05

!

TYJ

值为
$)%15

"

在波长的选择方面!研究了原花青素标准品铁盐催化比色法

的最大吸收波长!为
..#H6

!也尝试做了板栗壳原花青素提

取液显色后的全波长扫描!测得最大吸收波长也为
..#H6

!

与标准品最大吸收波长一致"

用高效液相色谱法测定板栗壳纯化粉末中原花青素的

平均纯度为
02)015

!

TYJ

值为
#)//5

!在探索流动相的选

择和配比试验过程中发现以甲醇
r

乙腈
r

水-

TrTrT^

1#r$.r.

.为流动相分离板栗壳纯化液时!可以迅速将目标

物质洗脱出来!所得的色谱峰尖锐"严子军等0

/

1采用高效液

相色谱法测定了松针中原花青素的含量!所用的色谱柱为

f'-O,MB?(>

Q

DFgJXC3

$1

!流动相为甲醇
r

乙腈
r

水-

TrTr

T 0̂.r"#r.

.!在此条件下原花青素分离良好"本研究发

现以甲醇
r

乙腈
r

水-

TrTrT 1̂#r$.r.

.为流动相分离

板栗壳原花青素时!可迅速将目标物质洗脱出来!且色谱峰

尖锐!所用的流动相比例与之稍有不同"

本研究中用到的两种方法-铁盐催化比色法和高效液相

色谱法.均能测定板栗壳原花青素的含量!相比之下高效液

相色谱法的
TYJ

值更低!拥有更好的可靠性!且更简单快

速!适用于板栗壳原花青素含量的测定"不足之处在于考察

单因素温度对板栗壳原花青素显色反应的影响时!结果表明

$##\

为反应的最佳条件!但试验用的是水浴!温度不能超

过
$##\

!故选择最佳温度为
/# \

用于后续的正交试验"

这是本次试验的遗憾!因此以后类似的试验可尝试将水浴改

为油浴!以拓展试验温度的设定范围"
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