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三波长分光光度法快速测定青苹果中的苹果酸
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摘要!为建立快速测定青苹果中苹果酸的三波长分光光度

法$利用孔雀石绿能在弱酸性的
GJ5<

)盐酸缓冲溶液中与苹

果酸反应$在可见光区生成具有
!

个明显正吸收峰%分别位

于
&0W

$

0%%

$

%$%83

波长处&的绿色离子缔合物$对用三波长

法测定苹果酸进行了研究$并考察了适宜的反应条件及吸收

光谱特征"结果表明$用三波长叠加法测定$表观摩尔吸光

系数%

*

&为
&>WWj"#

%

b

(%

3C6

-

A3

&$苹果酸的质量浓度在

#>##W

#

">)## 3

9

(

b

时服从朗伯)比尔定律$定量限为

#>##!$

9

(

"##

9

$样品加标回收率为
)W>$!e

#

"#$>)e

$相对

标准偏差为
">We

#

$>%e

"该法可用于青苹果中苹果酸的

测定"

关键词!青苹果'苹果酸'孔雀石绿'三波长'分光光度法
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苹果酸在改善记忆功能+预防老年性痴呆+增强钙的活

性及降低抗癌药物毒副作用等方面具有一定价值%

"

&

)目前(

苹果酸含量的测定方法主要有"高效液相色谱法%

$T%

&

+气相

色谱法%

&

&

+液质联用法%

0T*

&和电化学法%

WT)

&等)高效液相色

谱法仪器价格昂贵(且前处理繁琐+费时$气相色谱法的前处

理也较繁琐$电化学法的重现性较差)由于紫外'可见分光

光度法仪器价廉(操作简便(且未见利用三波长可见分光光

度法进行苹果酸测定的报道)因此(本研究拟以三苯甲烷类

染料孔雀石绿为探针(在弱酸性溶液中(采用三波长可见分

光光度法测定苹果酸的含量(旨在建立一种青苹果中苹果酸

的快速测定方法)

"

!

材料与方法

">"

!

主要仪器与试剂

紫外'可见'近红外分光光度计"

2̀%"##

型(日本日立

公司$

精密酸度计"

L

U[2!+

型(上海虹益仪器仪表有限公司$

电子天平"

1b"#%

型(上海梅特勒'托利多仪器有限

公司$

青苹果"

"

1#

%

1

(购自重庆
%

个农贸市场$

三羟甲基氨基甲烷"分析纯(齐一生物科技!上海#有限

公司$

盐酸"分析纯(重庆华东化工有限公司$

孔雀石绿"生物染色剂(上海试剂三厂$

苹果酸"分析纯(重庆药品食品检定所$

试验用水"二次蒸镏水)

)*



">$

!

试验方法

">$>"

!

溶液配制

!

"

#孔雀石绿 !

3464A;5I?

9

J??8

(

(Z.

#溶液"

">#j

"#

T!

3C6

*

b

)称取适量孔雀石绿于小烧杯中(用水溶解后(转

移至
&##3b

容量瓶中(用水定容)

!

$

#苹果酸!

3465A4A5@

(

(Zb

#标准溶液"

"!%>"3

9

*

b

贮

备液)称取适量苹果酸于小烧杯中(用水溶解后转移至

"##3b

容量瓶中(用水稀至刻度(冰箱
%a

保存)使用时

用水稀释
"#

倍)

!

!

#

GJ5<

!三羟甲基氨基甲烷#'盐酸缓冲溶液"用

#>$#3C6

*

bGJ5<

溶液与
#>"#3C6

*

b

盐酸混合(用酸度计测

定(配成
L

U!>#

#

)>0

的系列缓冲溶液)

">$>$

!

样品的处理
!

取青苹果
"

1#

%

1

各多个(削皮(去

核(榨汁)准确称取搅拌均匀的
"

1

果汁
&>#0$!

9

(

$

1

果

汁
&>#$!0

9

(

!

1

果汁
&>#"*%

9

和
%

1

果汁
&>#$&&

9

(过

滤(滤液分别置于
"###3b

容量瓶中(用水定容(摇匀(即得

待测液)

">$>!

!

测定波长及
L

U

值的选择
!

取
""

支
"#3b

具塞比色

管(分别准确加入
"!>%"3

9

*

b

苹果酸标准溶液
">#3b

和

">#j"#

T!

3C6

*

b

孔雀石绿溶液
$>#3b

(再分别加入
L

U

值

为
!>#)

(

!>&0

(

%>#*

(

%>!&

(

&>#!

(

&>%)

(

&>W0

(

0>"&

(

0>%&

(

0>W&

(

*>&W

的
GJ5<

'盐酸缓冲溶液
">#3b

(用水稀至
"#3b

刻度(

摇匀(用
"A3

比色皿(以试剂空白作参比(扫描吸收光谱)

根据光谱图(确定测定波长)再根据吸收峰处的吸光度
#

(

作吸光度'

L

U

曲线图(确定缓冲溶液的最佳
L

U

值)

">$>%

!

缓冲溶液用量的选择
!

在标准溶液和显色剂溶液浓

度不变的情况下(分别加入
#>&

(

">#

(

">&

(

$>#

(

$>&

(

!>#3b

">$>!

节选定的
L

U

值(并按
">$>!

节的方法扫描吸收光谱(

作吸光度'缓冲液用量的曲线图(确定最佳缓冲液的用量)

">$>&

!

显色剂溶液浓度的选择
!

在其它条件不变的情况下(

改变
">#j"#

T!

3C6

*

b

孔雀石绿溶液的用量(再按
">$>!

节方

法扫描吸收光谱(作吸光度'显色剂溶液浓度曲线图(确定

最佳显色剂溶液的浓度)

">$>0

!

加入顺序的选择
!

在上述选定的条件下(改变各试剂

的加入顺序(按
">$>!

节方法扫描吸收光谱(根据光谱曲线

图(确定最佳加入顺序)

">$>*

!

测定时间的选择
!

在上述选定的条件下(扫描不同时

间!

?

#下的吸收光谱(作吸光度'反应时间曲线图(确定最佳

测定时间)

">$>W

!

标准曲线的制作
!

在选定的显色剂浓度+

L

U

值+用

量及顺序的条件下(分别加入
"!>%"3

9

*

b

苹果酸标准溶液

#>$

(

#>0

(

">#

(

">%3b

(再用水稀至刻度(摇匀(在选定的时间

下(用
"A3

比色皿(以试剂空白作参比(按选定条件扫描吸

收光谱(根据测定波长下的吸光度及苹果酸的质量浓度(绘

制吸光度'苹果酸质量浓度标准曲线)

">$>)

!

共存物质的影响
!

在选定的条件下(加入
">#3b

"!>%"3

9

*

b

苹果酸标准溶液(按
">$>!

节方法配制溶液并扫

描吸收光谱$另取若干支
"#3b

具塞比色管(在前述溶液的

基础上(分别加入需考察的共存物质(再按选定条件扫描吸

收光谱(并与未加共存物质的谱线比较(判断共存物质是否

干扰苹果酸的测定)

">$>"#

!

样品中苹果酸的测定
!

取
">$>$

节中的待测样液适

量(按选定的条件加入显色剂及缓冲溶液(用水稀至
"#3b

刻度(摇匀(按选定条件扫描吸收光谱(根据样品的吸光度及

标准曲线或回归方程(求得样液中苹果酸的含量(再求出原

始样液中苹果酸的含量)各平行测定
0

份(同时做加标回收

试验!

(c0

#)

$

!

结果与讨论

$>"

!

反应体系的吸收光谱特征

图
"

为
(Z.

'

(Zb

体系的吸收光谱图)由图
"

可知(

苹果酸在可见光区几乎无吸收$孔雀石绿在可见光区有较强

吸收(最大吸收波长为
0"083

$在孔雀石绿的弱酸性溶液中

加入苹果酸标准溶液后(因孔雀石绿为碱性染料(可与苹果

酸以静电引力作用生成二元离子缔合物(使可见光区内的光

谱曲线上出现
!

个较强的吸收峰(最大吸收峰位于
&0W83

(

次大吸收峰位于
0%%83

(相对最小的吸收峰位于
%$%83

)

在此
!

个波长处(一定浓度范围的苹果酸的质量浓度与二元

缔合物的吸光度呈良好的线性关系)根据吸光度的加和性(

用三波长叠加法测定时(一定浓度范围的苹果酸的质量浓度

与体系的吸光度仍呈线性关系(并服从朗伯'比尔定律(且

方法的灵敏度
&>WWj"#

%

b

*!

3C6

.

A3

#(是单波长法测定的

$>&

#

%>#

倍)故选择用三波长法定量检测苹果酸的含量)

图
"

!

吸收光谱

R5

9

=J?"

!

G;?4P<CJ

L

I5C8<

L

?AIJ4

#W

安全与检测
!

$#"0

年第
"$

期



$>$

!

反应条件的优化

$>$>"

!L

U

值
!

由图
$

可知"在
L

U&>&

#

0>W

时(缔合物在

0%%

(

&0W

(

%$%83

波长处的吸光度均较大(且基本处于一个

平台上(这表明反应的适宜
L

U

范围为
&>&

#

0>W

(在此范围外(

缔合物的吸光度均有不同程度降低)当采用三波长法测定

时(因三波长处的吸光度叠加值比单波长大(灵敏度更高)因

此选择用
L

U0>"&

的
GJ5<

'盐酸缓冲溶液)继而固定其它条

件不变(改变
L

U0>"&

的用量(结果表明"适宜用量为
">&3b

)

图
$

!L

U

值对吸光度的影响

R5

9

=J?$

!

1HH?AICHP=HH?J

L

UC84P<CJP48A?

$>$>$

!

显色剂溶液的浓度
!

由图
!

可知"当孔雀石绿溶液浓

度为
$>&j"#

%

3C6

*

b

时(缔合物在
0%%

(

&0W

(

%$%83

波长处

的吸光度值均较大(当用三波长法测定时(其三波长叠加吸

光度比单波长更大(灵敏度更高)故试验用
$>&3b">#j

"#

!

3C6

*

b

孔雀石绿溶液)

图
!

!

孔雀石绿溶液的浓度对吸光度的影响

R5

9

=J?!

!

1HH?AICH3464A;5I?

9

J??8AC8A?8IJ4I5C8

C84P<CJP48A?

$>$>!

!

试剂加入顺序
!

由表
"

可知(在选定条件下(当加入

顺序为
GJ5<

'盐酸缓冲溶液+孔雀石绿溶液+苹果酸标准溶

液时(缔合物在
0%%

(

&0W

(

%$%83

波长处的吸光度值相对最

大(当用三波长法测定时(其三波长叠加吸光度更大(灵敏度

更高)故试验按此最佳顺序进行)

表
"

!

试剂加入顺序对吸光度的影响

G4P6?"

!

1HH?AICHJ?4

9

?8I4@@5I5C8<?

7

=?8A?C84P<CJP48A?

加入顺序
波长*

83

0%% &0W %$%

标准溶液+显色剂+缓冲溶液
#>")$ #>$#! #>""&

标准溶液+缓冲溶液+显色剂
#>"W$ #>")$ #>"#)

缓冲溶液+显色剂+标准溶液
#>$#* #>$") #>"!$

$>$>%

!

反应时间及缔合物的稳定性
!

由图
%

可知(开始时(

缔合物的吸光度随时间的增加而逐渐增大(至
$#358

后(吸

光度值基本不变)这说明苹果酸与孔雀石绿的显色反应在

$#358

内即可完成(生成的缔合物稳定时间至少
";

)故试

验选在
$#358

后测定)

图
%

!

反应时间对吸光度的影响

R5

9

=J?%

!

1HH?AICHJ?4AI5C8I53?C84P<CJP48A?

$>!

!

标准曲线

于
"#3b

具塞比色管中(准确加入
L

U0>"&GJ5<

'盐酸

缓冲溶液
">&3b

和
">#j"#

T!

3C6

*

b

孔雀石绿溶液
$>&3b

(

再加入适量的
"!>%"3

9

*

b

苹果酸标准溶液(用水稀至刻度(

摇匀(

$#358

后(用
"A3

比色皿(以试剂空白作参比(采用三

波长!

0%%

(

&0W

(

%$%83

#叠加法测定溶液的吸光度
#

)作吸

光度'苹果酸质量浓度标准曲线见图
&

)由图
&

可知(苹果

酸的质量浓度在
#>##W

#

">)##3

9

*

b

时量与缔合物的吸光

度呈线性关系(服从朗伯'比尔定律)该方法的一元线性回

归方程为
#cT#>##"#!d#>%!)"

+

(相关系数
>c#>))))

(

根据朗伯'比尔定律可求得表观摩尔吸光系数为
&>WWj

"#
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b

*!

3C6

.

A3

#(再 根 据 式 !

"

#求 出 方 法 的 定 量 限 为
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'''定量限(
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'''多次测定的空白信号的标准偏差$

,

'''分析方法的灵敏度(
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'''样品的质量(
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)

图
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苹果酸的标准曲线
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!

共存物质的影响

在室温及最佳试验条件下(用三波长法测定某些常见物

质对测定
">!%"3

9

*

b

苹果酸的影响)结果表明(相对误

差
%

g&e

时(以下物质不干扰测定"

"##

倍的葡萄糖+蔗

糖+麦芽糖+
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赖氨酸+
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组氨酸+
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亮氨酸+
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色

氨酸+
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+
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+
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倍的
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倍的
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!d

+

R?

!d

)可见(食品中常见的有机

酸+糖类及常见阴+阳离子不干扰苹果酸的测定)虽然

R?

!d

+

Z6

!d的允许量较小(但它在苹果中的共存量一般很小(

故方法具有良好的选择性)

$>&

!

分析应用

取
">$>$

节中的待测样液各
#>&3b

(按最佳试验条件配

制溶液(并扫描吸收光谱)根据三波长法的标准曲线或回归

方程求得样液及原始样液中苹果酸的含量(同时做加标回收

试验)测定结果与
UXb+

法!

.̂

*

G&##)>"&*

'

$##!

#对照(

结果见表
$

)

表
$

!

样品分析结果及回收试验
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#

加入标准量*
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#

测得值*
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#

回收率*
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(
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(
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(
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(

"&>%# "#$>"# $>$

!!

由表
$

可知(回收率为
)W>$!e

#

"#$>)e

(相对标准偏差

为
">We

#

$>%e

(表明本方法具有较高的准确度和精密度(

测定结果与国标法基本一致)

!

!

结论
本试验建立了测定青苹果中苹果酸的三波长吸收光谱

法)该法具有简便+快速的特点(并有较高的准确度和精密

度(可用于系列苹果中苹果酸的测定)但也存在灵敏度不很

高的问题(有待对三元体系进行进一步研究)
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