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比色法测定沙棘酒中

总多酚含量的工艺优化
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摘要!以没食子酸作为对照品#通过单因素和正交试验#对

V-*)0&Q)-5(*F3.

比色法测定沙棘酒中总多酚含量的条件进行

优化$结果表明#

V-*)0&Q)-5(*F3.

比色法测定沙棘酒中总多

酚含量的最优条件为'

V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂
!'R

#蒸馏水

#'R

#

$2#S =(

6

QX

:

溶液
:'R

#在
:7\

下避光反应
!+

后#

测定其在
$:#0'

处的吸光度#总多酚含量在
7

$

67

&

1

*

'R

范围内与吸光度值有良好的线性关系$该测定方法的平均

加标回收率为
!7728;S

#精密度#稳定性以及回收率的相对

标准偏差!

N[Z

"分别为
!2;8S

#

7266S

和
628:S

$该方法简

便%快速#精密度高#稳定性和重复性好#可用于沙棘酒中总

多酚含量的测定$

关键词!沙棘酒&总多酚&

V-*)0&Q)-5(*F3.
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沙棘%

(+

LL

1

L

F%3<F%-&1+A3I!2

'又名沙枣,醋柳,酸棘,

黑刺等#是胡颓子科沙棘属落叶灌木或小乔木$沙棘果含有

多种微量元素,维生素,黄酮,酚类等营养成分*

!9:

+

#具有强

烈的酸涩味#是由于其中含有许多有机酸和酚类物质的缘

故$其中的多酚类化合物主要包括乌索酸,

!

&

香豆素,酚酸

等#具有抗氧化功能#可用于医药,食品,饮料,化妆品等领

域*

;9#

+

$随着沙棘功能食品的开发#将沙棘果加工成沙棘酒

也具有一定的保健功能*

8

+

#但目前对沙棘酒中总多酚含量的

测定还未见文献报道$

目前#总多酚的测定方法有高锰酸钾滴定法,香草醛法,

V-*)0&Q)-5(*F3.

法,

V-*)0&Z30)G

法和铁氰化钾分光光度法#以

及气相色谱法和液相色谱法等*

$9"

+

$其中高锰酸钾法易被

待测液中物质氧化#选择性低-气相色谱法操作较麻烦#液相

色谱法成本较高#不适于大量的定量分析-而
V-*)0&Q)-5(*F3.

法是
V-*)0&Z30)G

的改进方法#操作简便#是植物总多酚类化

合物常用的测定方法*

!79!!

+

$虽然目前
V-*)0&Q)-5(*F3.

比色

法测定多酚的研究较多#报道均不一致#原因是原料,

=(

6

QX

:

用量,

V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂用量#以及显色时间和温

度等条件都各不相同*

!69!:

+

$本试验拟采用
V-*)0&Q)-5(*F3.

7T



比色法测定沙棘酒中的总多酚含量#通过正交试验优化试剂

用量#为建立更加快速准确的沙棘酒中总多酚含量的测定方

法提供参考$

!

!

材料与方法
!2!

!

材料与试剂

沙棘酒(酒精度
!72#S<-*

#自制#果浆来自黑龙江省浆

果研究所-

没食子酸(分析纯#美国
[)

1

'(

公司-

V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂(分析纯#国药集团化学试剂有限

公司-

=(

6

QX

:

(分析纯#天津市大茂化学试剂厂$

!26

!

仪器与设备

紫外&可见分光光度计(

h<&!!77

型#上海美谱达仪器

仪器-

分析天平(

%j:6;

型#奥豪斯仪器上海有限公司$

!2:

!

试验方法

!2:2!

!

没食子酸标准溶液的制备
!

精确称取没食子酸标准

品
#7'

1

#用
!77'R

容量瓶定容#得到
#77

&

1

)

'R

没食子酸

标准溶液#取
!7'R

没食子酸标准溶液定容到
#7'R

容量

瓶中#得到
!77

&

1

)

'R

没食子酸标准液$

!2:26

!

波长的选择
!

取
#77

&

1

)

'R

的没食子酸标准溶液

72:'R

与沙棘酒
72!'R

于
!7'R

容量瓶中#分别加入

#'R

蒸馏水#

! 'R

的
V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#反应
:7G

后

T')0

内加入
: 'R$2#S =(

6

QX

:

溶液#蒸馏水定容至

!7'R

#在
6#\

下避光反应
6+

$以不加试剂为空白#用紫

外&可见分光光度计在
;77

$

!7770'

波长范围扫描#确定

测定波长$

!2:2:

!

沙棘酒总多酚含量测定的单因素试验

%

!

'

=(

6

QX

:

溶液用量的确定(取
#

份
72!'R

沙棘酒#加

入
#'R

蒸馏水#再加入
!'RV-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#于
:7G

后
T')0

内分别加入
$2#S =(

6

QX

:

溶液
!27

#

!2#

#

627

#

62#

#

:27'R

#用蒸馏水定容至
!7'R

#于
6#\

下避光显色
6+

#在

最佳检测波长处测定其吸光度值$

%

6

'

V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂用量的确定(取
72!'R

沙棘酒

#

份#加入
#'R

蒸馏水#再分别加入
726#

#

72#

#

!27

#

!2#

#

627'RV-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#于
:7G

后
T')0

内分别加入

$2#S =(

6

QX

:

溶液
:'R

#用蒸馏水定容至
!7'R

#于
6#\

下避光显色
6+

#在最佳检测波长处测定其吸光度$

%

:

'显色时间的确定(取
72!'R

沙棘酒
#

份#加入
#'R

蒸馏水#

!'R

的
V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#反应
:7G

后
T')0

内加

入
:'R$2#S =(

6

QX

:

溶液#蒸馏水定容至
!7'R

#分别在

6#\

下避光放置
72#

#

!27

#

!2#

#

627

#

62#+

#在最佳检测波长

处测定吸光度$

%

;

'显色温度的确定(取
#

份
72!'R

沙棘酒#分别加入

#'R

蒸馏水#

!'R

的
V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#反应
:7G

后

T')0

内加入
: 'R$2#S =(

6

QX

:

溶液#蒸馏水定容至

!7'R

#分别在
67

#

6#

#

:7

#

:#

#

;7\

下显色
6+

#在最佳检测波

长处测定其吸光度$

!2:2;

!

沙棘酒总多酚含量测定的正交试验
!

根据单因素试

验的结果#以
V-*)0&Q)-5(*F3.

用量,

$2#S =(

6

QX

:

用量,反应

温度,反应时间作为影响因素#考察其对沙棘酒总多酚含量

的影响#选出较优水平进行正交试验$

!2:2#

!

标准曲线的绘制
!

分别精密吸取
!77

&

1

)

'R

没食子

酸溶液
7277

#

726#

#

72#7

#

!277

#

!2#7

#

6277'R

于
!7'R

容量

瓶中#用蒸馏水定容至
!7'R

$在最佳测定条件下#以没食

子酸浓度为横坐标#

$:#0'

下吸光度值为纵坐标#绘制标准

曲线$

!2;

!

精密度试验

精确移取
8

份
72!'R

的沙棘酒#在最佳条件下测定其

吸光值#计算结果的相对标准偏差#评价该方法的精密度$

!2#

!

稳定性试验

沙棘酒总多酚含量测定时#按照最佳条件完全反应后#

分别放置
727

#

!27

#

627

#

:27

#

;27+

后测定其吸光度#评价该

测定方法在一段时间内的稳定性$

!28

!

回收试验

取
8

份
72!'R

沙棘酒于
!7'R

容量瓶中#分别加入

7277

#

726#

#

72#7

#

!277

#

!2#7

#

6277'R!77

&

1

)

'R

没食子酸

标准溶液#用蒸馏水定容至
!7'R

#按照最佳条件测定其总

多酚的含量#计算平均回收率和相对标准偏差#评价分析方

法的可靠性$

6

!

结果与讨论
62!

!

检测波长的确定

由图
!

可知#没食子酸及沙棘酒样品溶液均在
$:#0'

处有最大吸收峰值#故选择
$:#0'

作为检测波长$

626

!

单因素试验结果

6262!

!

=(

6

QX

:

用量
!

选择显色剂与酚类化合物反应后只

有在碱性条件下才能将多酚类物质进行定量氧化#使溶液显

蓝色$因此
=(

6

QX

:

溶液用量不足会显色不完全-用量过多

又会导致显色体系不稳定#也会造成吸光度的降低$由图
6

可知#随着
=(

6

QX

:

用量的增加#吸光度上升#当
=(

6

QX

:

用

量达到
62#'R

时#吸光度达到最大#之后又稍有下降$这与

(2

没食子酸标准溶液
!

M2

沙棘酒

图
!

!

没食子酸标准溶液和沙棘酒显色后扫描光谱图

V)

1

.@3!

!

[5(00)0

1

G

?

35F@(-IGF(04(@4

1

(**)5G-*.F)-0(04

G3(M.5PF+-@0J)03(IF3@@3(5F)-0J)F+V-*)0&Q)-&

5(*F3.@3

1

30F
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图
6

!

=(

6

QX

:

加入量对总多酚含量测定的影响

V)

1

.@36

!

%II35F-IG-4).'5(@M-0(F3('-.0F-0

F+3F-F(*

?

-*

H?

+30-*G

朱霞等*

!;

+在测定核桃青皮中总多酚含量#以及田桂芝等*

!#

+

测定板栗总苞提取液总多酚含量中
=(

6

QX

:

用量的结果相一

致$表明显色反应对
=(

6

QX

:

用量有一定的要求#用量达到

62#'R

时#显色反应较完全$

62626

!

V-*)0&Q)-5(*F3.

用量
!

V-*)0&Q)-5(*F3.

的用量是否足

够#直接影响底物的显色是否完全$由图
:

可知#随着
V-*)0&

Q)-5(*F3.

含量的增加#吸光度逐渐增大#当
V-*)0&Q)-5(*F3.

用量为
!2#'R

时#吸光度达到最大值-当
V-*)0&Q)-5(*F3.

用

量大于
6'R

时#吸光度显著下降#这一变化趋势与李颖畅

等*

!8

+测定不同蓝莓叶中多酚的结果相一致$当
V-*)0&Q)-&

5(*F3.

用量为
!27

$

!2#'R

时#此时显色剂与多酚物质反应

基本完成$

6262:

!

显色时间
!

由图
;

可知#在
6#\

显色时#

72#+

后吸

光度增大迅速#

!+

时显色比较完全#在此之后#随着显色时

图
:

!

V-*)0&Q)-5(F*3.

用量对总多酚含量测定的影响

V)

1

.@3:

!

%II35F-IV-*)0&Q)-5(*F3.@3(

1

030F('-.0F-0

F+3F-F(*

?

-*

H?

+30-*G

图
;

!

显色时间对总多酚含量测定的影响

V)

1

.@3;

!

%II35F-I@3(5F)-0F)'3-0F+3F-F(*

?

-*

H?

+30-*G

间的增长#吸光度变化不大#说明在
6#\

下显色
!+

后#显色

时间对反应影响不大#稳定性良好$

6262;

!

显色温度
!

由图
#

可知#随着温度的升高#吸光度升

高#在
:7\

时吸光值达到最大#高于
:7\

#吸光度降低$说

明显色温度对显色效果也有影响#温度过高或者过低都不利

于多酚显色#这与范琼等*

!$

+测定树仔菜中总多酚的结果相

一致$这可能是低温条件下#显色反应缓慢#而高温条件下

生成蓝色物质不稳定#容易褪色#所以
:7\

时吸光度最高$

图
#

!

显色温度对总多酚含量测定的影响

V)

1

.@3#

!

%II35F-I@3(5F)-0F3'

?

3@(F.@3-0

F+3F-F(*

?

-*

H?

+30-*G

62:

!

测定方法的优化

根据单因素试验结果#选择各单因素试验显色效果最佳

:

种水平#显色时间选择用时少且显色效果佳的
:

种水平#采

用
R

"

%

:

;

'正交试验#正交因素水平设计表见表
!

$由表
6

可

知#各因素对测定结果影响的主次顺序为
>

$

A

$

Z

$

Q

#最

佳显色条件为
>

6

A

:

Q

6

Z

!

$即对样品加入
#'R

蒸馏水#

V-&

*)0&Q)-5(*F3.!'R

#

$2#S =(

6

QX

:

:'R

#用蒸馏水定容至

!7'R

#在
:7\

下显色
!+

$在此条件下进行验证实验#平行

测定
:

次取其平均值#得到沙棘酒总多酚溶液吸光度为

72""8

$在此条件下沙棘酒总多酚溶液的显色非常充分,

稳定$

62;

!

标准曲线的制作

根据不同浓度的没食子酸在最佳条件下测定
$:#0'

处

的吸光度值#绘制标准曲线%见图
8

'#得到线性回归方程为(

C

k7277T;4i727!"6

#

T

6

k72"""8

#没食子酸标准溶液在

7

$

67

&

1

)

'R

范围内与吸光度值有良好的线性关系$

62#

!

精密度试验

由表
:

可知#测定结果相对标准偏差为
N[Zk!2;8S

#

说明该方法精密度良好$

表
!

!

沙棘酒总多酚含量测定的正交试验因素水平

O(M*3!

!

V(5F-@G(04*3K3*G-I-@F+-

1

-0(*43G)

1

0-0F+343&

F3@')0(F)-0-I

?

-*

H?

+30-*G)0G3(M.5PF+-@0J)03

水平
>V-*)0&Q)-5(*F3.

用量)
'R

A$2#S =(

6

QX

:

用量)
'R

Q

显色

温度)
\

Z

显色

时间)
+

! 72# 627 6# !27

6 !27 62# :7 !2#

: !2# :27 :# 627

6T

第
:6

卷第
;

期 牛广财等(

V-*)0&Q)-5(*F3.

比色法测定沙棘酒中总多酚含量的工艺优化
!



表
6

!

沙棘酒总总多酚含量测定的正交试验结果

O(M*36

!

N3G.*F-I-@F+-

1

-0(*F3GF-IF-F(*

?

-*

H?

+30-*G)0

G3(M.5PF+-@0J)03

试验号
> A Q Z

吸光度

! ! ! ! ! 72T"$

6 ! 6 6 6 72"6:

: ! : : : 72T"#

; 6 ! 6 : 72":7

# 6 6 : ! 72""6

8 6 : ! 6 72"$$

$ : ! : 6 7288"

T : 6 ! : 72T7!

" : : 6 ! 72"7$

Q

!

))))))))))))))))))))))

72"7# 72T:6 72T"6 72":6

Q

6

72"88 72"7# 72"67 72T#8

Q

:

72$"6 72"68 72T#6 72T$#

T 72!$; 727"; 7278T 727$8

图
8

!

没食子酸标准液浓度与吸光度的标准曲线

V)

1

.@38

!

[F(04(@45.@K3-I

1

(**)5(5)45-0530F@(F)-0

(04(MG-@M(053

表
:

!

精密度试验结果

O(M*3:

!

N3G.*F-I

?

@35)G)-0F3GF

"

&k8

#

样品号 吸光度 平均值
N[Z

)

S

! 72"8:

6 72";;

: 72"86

; 72":!

# 72"#8

8 72"8T

72"#; !2;8

628

!

稳定性试验

由表
;

可知#吸光度值在
72"T8

$

72""6

#

N[Z

值为

7266S

$说明在显色后的
;+

内#随着时间的增加#吸光度没

有明显变化#该方法分析沙棘酒中总多酚具有很高的稳

定性$

62$

!

回收率试验

表
#

数据表明#用该方法测定沙棘酒中总多酚含量时#没食

子酸的加标回收率在
"8S

$

!7:S

#平均回收率为
!7728;S

#

表
;

!

稳定性试验结果

O(M*3;

!

N3G.*F-IGF(M)*)F

H

F3GF

"

&k#

#

样品号 吸光度 平均值
N[Z

)

S

! 72"TT

6 72"T8

: 72"TT

; 72"T"

# 72""6

72"T" 7266

表
#

!

加标回收试验结果

O(M*3#

!

N35-K3@

H

F3GF@3G.*FG

样品号
加标量)

&

1

总检出量)

&

1

回收率)

S

平均收率)

S

N[Z

)

S

! 7 !7T2##

6 6# !:62$! "828$

: #7 !#T2!" ""26"

; !77 6!!26" !762$;

# !#7 6872": !7!2#"

8 677 :!;2:T !762"6

!7728; 628:

相对标准偏差为
628:S

$结果表明该分析方法的准确度较

高#可用于沙棘酒总多酚含量的测定$

:

!

讨论与结论
本研究结果表明#

V-*)0&Q)-5(*F3.

比色法测定沙棘酒总

多酚的最佳条件为(依次加入蒸馏水
#'R

#

V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂
!'R

#

$2#S =(

6

QX

:

:'R

#用蒸馏水定容至
!7'R

#在

:7\

下显色
!+

$以该方法测定没食子酸标准溶液得到的

线性回归方程为
C

k7277T;4i727!"6

#

T

6

k72"""8

#具有

良好的线性关系$用该方法测定沙棘酒总多酚具有良好的

精确度与稳定性#平均回收率为
!7728;S

#相对标准偏差为

628:S

#在此方法下测定的沙棘酒总多酚的含量为
!7T2##

$

!!82#6'

1

)

R

$该方法对反应温度,时间,用量进行了优化#

在
:7 \

显色
!+

即可$与王皎等*

!:

+测定苹果皮中多酚

=(

6

QX

:

浓度为
67S

显色
6+

相比#该方法在
=(

6

QX

:

低浓度

下即可达同样效果-与李静等*

!6

+测定葡萄酒中多酚显色时

间
6+

相比#该方法选择显色温度
:7\

#

!+

即可显色充分#

大大缩短了显色时间#无需现配置
V-*)0&Q)-5(*F3.

试剂#回

收率在
"8S

$

!7:S

#有较好的准确性#可用于沙棘酒中总多

酚含量的测定$
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