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摘要!为同时测定柚子中芸香柚皮苷!柚皮苷!橙皮苷!新

橙皮苷和柠檬苦素"研究了高效液相色谱的洗脱条件!测

定波长等对测定结果的影响%结果表明"优选的测定条

件为色谱柱&
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样量
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'黄酮苷与柠檬苦素的检测波长分别为
H4->7

和
HH*>7

'流动相&乙腈#

W

$和水#
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$"梯度洗脱&
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"流速
!70

(

79>

%该测定

条件下"上述
'

种成分分离良好'其标准曲线相关系数均

大于
*B""",

"检出限为
*B)"

"

!B,H7

F

(

0

"定量限为
!B'!

"

-B!'7

F

(

0

"重复性相对标准偏差小于
HI

%加样回收率均

大于
"4I

"加样回收率相对标准偏差均小于
HI

%

关键词!柚子'幼果'果汁'高效液相色谱'黄酮苷'柠檬

苦素
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二氢黄酮类化合物!包括芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮

苷和新橙皮苷#

*

!

+和三萜内酯化合物柠檬苦素均为柚子

中的活性成分%其中柚皮苷和柠檬苦素为苦味物质%前者

造成-直接.苦味%后者呈现-后苦.现象*

H[-

+

%两类物质的

含量是衡量柚子加工产品质量和保健功效的重要品质指

标%因此两类物质的测定方法成为相关领域研究的热点&

但现有标准及报道中%这两类物质都是分别测定的%

如"

\]!44)BH)H

'
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仅规定了柚皮苷的高效液相色谱
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1&0$

#测定方

法$

3.

(
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规定了同时测定橙皮苷)柚皮苷的

1&0$

方法$朱露等*

(

+提出同时测定枳实中芸香柚皮苷)

柚皮苷)橙皮苷和新橙皮苷的
1&0$

方法$蔡艳芳等*

'

+提

出测定枳实中柠檬苦素的
1&0$

方法%迄今尚未见柠檬

苦素与黄酮类物质同时测定的报道&试验拟以柚子幼果

和柚子果汁为样品%研究一种方便)快速)准确且同时测

定芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮苷)新橙皮苷和柠檬苦素
'

种

成分的
1&0$

方法&
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!

材料与方法
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!

材料与试剂
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种养股份有限公司$

芸香柚皮苷)橙皮苷)新橙皮苷标准品"成都普菲生

物技术有限公司$

柚皮苷标准品"上海麦克林生化科技有限公司$

柠檬苦素标准品"上海源叶生物科技有限公司$

甲醇)乙腈"色谱纯"瑞典欧森巴克化学公司&

!BH

!

仪器与设备

高效液相色谱仪"

0$6H*W>C>@C

型%配
2&Q6YH*W

紫外检测器%岛津!广州#检测技术有限公司$

冷冻干燥机"

2$Z53%̂6!*3

型%宁波新芝生物科技

股份有限公司$

二两装高速中药粉碎机"

!!!

型%瑞安市永历制药机

械有限公司$

高速离心机"

1$6-'!(

型%安徽中科中佳科学仪器有

限公司&

!B-

!

方法

!B-B!

!

标准品溶液制备
!

精确称取一定量的芸香柚皮

苷)柚皮苷)橙皮苷和新橙皮苷分别用甲醇溶解于
'*70

容量瓶中并定容%制成质量浓度分别为
!B*'-

%

!B-)-

%

!B!*H

%

!B*")

F

(

0

的单标溶液%测定其出峰时间及紫外吸

收光谱&

精确称取一定量芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮苷)新橙

皮苷和柠檬苦素%用甲醇溶解于同一
'*70

容量瓶中并

定容%制成质量浓度分别为
!B*4*

%

!B!()

%

!B!*(

%

!B!,)

%

*B4!H

F

(

0

的混标母液%用甲醇倍比稀释至
*B'*

%

*BH'

%

!BH'a!*

[!

%

)BH'a!*
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-B!-a!*
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%

!B')a!*
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%

-B"!a!*
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!B"'a!*

[-

%

"B,,a!*

[(倍%测定其

浓度&

!B-BH

!

样品制备
!

精确称取冻干柚子粉末!

!**

目#样品

*B!*,,

F

于
'*70

容量瓶中%用甲醇定容%超声提取

-*79>

%用
*B('

#

7

微孔滤膜过滤%待测&

取新鲜柚子以果肉榨汁%取
!

F

柚子汁溶于
!*70

甲醇%超声提取
-*79>

后%

)***K

(

79>

离心
!*79>

%取上

清液%将上清液与甲醇!

M

上清液
cM

甲醇#以
!c'*

的比例再

次混合%静置
-*79>

%

!****K

(

79>

离心
!*79>

%取上清

液%用
*B('

#

7

微孔滤膜过滤后待测&

!B-B-

!

1&0$

梯度洗脱方法
!

参考朱露等*

(

+和蔡艳芳

等*

'

+的方法%设计如表
!

中的
'

种方法&根据所获
1&0$

色谱图从中选出最适宜的方法予以评价&

!B-B(

!

1&0$

测定条件
!

色谱柱
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#$流动相为乙腈!

W

#和水!

]

#%流速

!70

(

79>

%进样量
!*

#

0

%柱温
(*P

&配二极管阵列紫

外检测器!

&QW

#%分别在
H4->7

和
HH*>7

检测
(

种黄

酮苷和柠檬苦素&

混标溶液洗脱条件由表
!

中的
'

种洗脱方法逐个试

用%单标溶液洗脱条件和柚子样品的洗脱条件为表
!

中

选取的最优方法&

!B-B'

!

重复性的测定
!

取
!B-BH

中的供试品溶液%制成平

行样品
'

份%以
!B-B(

中的
1&0$

条件进行测定%每份样

品连续进样
-

次%记录峰面积%分别计算
'

种成分的含量

和相对标准偏差!

V2Q

#&

!B-B)

!

精确度与加样回收率的测定
!

精密称取
H*!B'7

F

柚子幼果粉末%置于
'*70

容量瓶中%分别加入不同质量

的
'

种标准品%定容&以
!B-BH

中的方法处理后%制成平

行样品
'

份%在
!B-B(

中的
1&0$

条件下进行测定%每份

样品连续进样
-

次%记录峰面积%按式!

!

#计算平均回收

率&用平均回收率和相对标准偏差!

V2Q

#评价精确度

高低&

Qb

L

!

L

H

lL

H

a!**I

& !

!

#

式中"

Q

'''回收率%

I

$

L

!

'''测得量%

7

F

$

L

H

'''样品中成分质量%

7

F

$

L

-

'''加标量%

7

F

&

H

!

结果与分析
HB!

!

测定条件的确定

HB!B!

!

测定波长
!

图
!

分别为芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮

苷)新橙 皮 苷 和 柠 檬 苦 素 的 紫 外 吸 收 光 谱 图&由

图
!

!

8

#

"

!

D

#可知%芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮苷和新橙皮

苷的最大吸收波长分别为
H4H

%

H4H

%

H4-

%

H4->7

%为操作

表
!

!

'

种不同的洗脱程序
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!
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方法
!

时间程序(
79>

M

乙腈
cM

水

方法
H

时间程序(
79>

M

乙腈
cM

水

方法
-

时间程序(
79>

M

乙腈
cM

水

方法
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时间程序(
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M

乙腈
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水

方法
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时间程序(
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M
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与计算方便%选取
H4->7

为
(

种黄酮苷的紫外吸收波

长&由图
!

!

C

#可知%当检测波长
#

H(*>7

时%波长越小%

柠檬苦素的响应值越大%但考虑到既能检测到柠檬苦素

又尽可能减少杂质或溶剂导致的紫外吸收误差%选择

HH*>7

为测定柠檬苦素的吸收波长&据此%定量测定上

述
'

种成分时%柠檬苦素选择采用
HH*>7

时的吸收峰面

积%而
(

种黄酮则采用
H4->7

测定时的吸收峰面积&

!!

图
H

!

8

#

"

图
H

!

C

#分别为芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮苷)

图
!

!

(

种黄酮苷和柠檬苦素的紫外吸收光谱图
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柚皮苷
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-B

橙皮苷
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(B

新橙皮苷
!

'B

柠檬苦素

图
H
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种标准品在
H4->7

和
HH*>7

处的色谱图
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新橙皮苷和柠檬苦素的单标在方法
'

的洗脱程序下所获

色谱图%图
H

!

R

#和图
H

!

F

#为上述
'

种物质的混标在方法
'

的洗脱程序下所获色谱图&由单标和混标的出峰时间对

比分析可知%图
H

!

R

#和图
H

!

F

#中峰
!

"

'

分别为芸香柚皮

苷)柚皮苷)橙皮苷)新橙皮苷和柠檬苦素&

HB!BH

!

最佳
1&0$

梯度洗脱条件
!

如图
-

所示%逐步提

高流动相中乙腈比例%可使柠檬苦素的出峰时间提前&

柠檬苦素出峰时间由方法
!

中
H!B!'79>

提前至方法
'

中
!'B4(79>

*图
H

!

F

#+%提前了
'B-!79>

%这是因为
$

!4

反

相色谱柱的填料以硅胶为基质%表面键合有极性相对较

弱的官能团&因此%选择系统洗脱时间最短的方法
'

测

定
(

种物质$在该条件下%各成分的分离度均大于
!B'

%满

足测定要求*

)

+

&

HBH

!

测定方法的可靠性

HBHB!

!

标准曲线)线性范围)检测限和定量限
!

在
!B-B(

的条件下%对不同质量浓度的
(

种黄酮苷与柠檬苦素标

准品进行测定&以各组分的峰面积为纵坐标!

+

#%对应质

量浓度为横坐标!

O

#绘制标准曲线%得到
'

种物质的线性

方程!见表
H

#&信噪比!

>

(

$

#为
-

时所对应的质量浓度

即为检出限!

0XQ

#%信噪比为
!*

时对应的质量浓度为定

量下限!

0Xi

#

*

,

+

&

HBHBH

!

重复性
!

按照
!B-B'

的处理方法%得出表
-

的重复

性进样结果%其相对标准偏差!

V2Q

#均小于
HI

%表明此

种方法重复性良好&

HBHB-

!

精确度与加样回收率
!

按照
!B-B)

的处理方法%得

出表
(

中一系列结果%

'

种成分的平均回收率范围为

"4B(,I

"

""B4!I

%

V2Q

均小于
HI

%表明此种方法测量

精确%回收率良好&

HB-
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结论
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与
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分别完成了对柚子幼果及柚

子果汁中芸香柚皮苷)柚皮苷)橙皮苷)新橙皮苷和柠檬

苦素
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种关键的黄酮类和苦味物质的同时定量测定%测

得柚子幼果中
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