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　　摘要：为了建立快速、准确地测定菜籽多酚含量的方法，以单宁酸为标准品，研究了 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法测定
菜籽多酚含量的适宜条件。结果表明，在显色试剂２．５ｍＬ、饱和Ｎａ２ＣＯ３溶液４ｍＬ、反应温度４０℃、反应时间５０ｍｉｎ、

比色波长７５７ｎｍ的条件下，菜籽多酚浓度在 ２～２０ｍｇ／Ｌ范围内与吸光度呈良好的线性关系；Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法的稳
定性试验、精密度试验、重现性试验、回收率试验的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为０．４１９％、１．２９５％、２．３０％、１．４９％，表
明该法能够快速、准确地测定菜籽多酚含量。
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　　多酚广泛存在于植物体中，是一类复杂的酚类次生代谢
产物，具有多元酚结构，对活性氧等自由基有较强的捕捉能

力，因此具有很强的抗氧化性和清除自由基的能力［１］。菜籽

中含有１．５％～３％的多酚类物质，其多酚含量是其他油料种
子中的１０～３０倍。研究证实，菜籽多酚具有抗肿瘤、降血糖、
抑菌、抗氧化、清除自由基等生理功能和生物活性［２］，具有广

阔的开发前景。测定多酚的常用方法有高锰酸钾滴定法［３］、

香草醛法［４］、Ｆｏｌｉｎ－酚法［２］和铁氰化钾分光光度法［５］等。其

中，高锰酸钾滴定法的滴定终点较难观察，测定灵敏度较低；

香草醛法和铁氰化钾分光光度法对测定条件要求严格，稳定

性较差，干扰因素较多，易出现沉淀；而 Ｆｏｌｉｎ－酚比色法在测
定多酚化合物时能在很大程度上克服以上缺点。Ｆｏｌｉｎ－酚
法包括 Ｆｏｌｉｎ－Ｄｅｎｉｓ法（Ｆ－Ｄ法）和 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法
（Ｆ－Ｃ法）。Ｆ－Ｃ法是Ｆ－Ｄ法的改进方法，它在Ｆ－Ｄ法显
色剂中加入锂盐，克服了Ｆ－Ｄ法显色剂的不稳定性，较之更
为灵敏［６］。郑仕宏等［７］、何志勇等［８］、刘丽香等［９］的研究结

果表明，不同植物中Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法比色条件的选择差异
较大，适宜的显色剂、碱液含量及比例各不相同，显色时间和

温度有很大差别，测定波长也不同。

国内常用Ｆ－Ｄ法测定菜籽及其加工品中的多酚含量，
较少见用Ｆ－Ｃ法检测菜籽多酚含量的报道，更没有对其反
应条件进行过探索。本试验采用 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法测定菜
籽多酚的含量，探讨最适显色条件和比色条件，同时对其稳定

性、精密度、重现性、回收率等展开研究，以期建立起一种简

便、快速、稳定、准确的检测菜籽多酚含量的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　原料　菜籽购于四川省自贡市灯杆坝农贸市场，用面

条压片机将其碾压破碎成片状，６０℃干燥２～３ｈ，备用。
１．１．２　药品　乙醇、没食子酸标准品、单宁酸标准品、钨酸
钠、钼酸钠、浓磷酸、浓盐酸、硫酸锂、碳酸钠等，均为分析纯。

１．１．３　仪器　ＵＶ１０００型紫外－可见分光光度计，ＤＫ－９８－
１１Ａ型数显恒温水浴锅，ＡＲ１１４０型电子分析天平，ＭＴ－
１２５Ｃ型面条压片机，ＤＨＧ－９０７０Ｂ型鼓风干燥箱等。
１．２　试验方法
１．２．１　菜籽多酚提取液的制备　参考张晓丽等的研究［１０］来

制备菜籽多酚提取液。

１．２．２　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法显色剂的配制　在回流装置内加
入５０ｇ钨酸钠、１２．５ｇ钼酸钠、３５０ｍＬ蒸馏水、２５ｍＬ浓磷酸
及５０ｍＬ浓盐酸，充分混匀，以小火回流１０ｈ，再加入７５ｇ硫
酸锂、２５ｍＬ蒸馏水、数滴溴水，然后开口继续沸腾１５ｍｉｎ，至
溴水完全挥发为止，冷却后定容５００ｍＬ，过滤，滤液呈绿色，
存于棕色瓶中。使用时加入１倍体积的蒸馏水，使酸的浓度
为１ｍｏｌ／Ｌ，置于冰箱中保存。
１．２．３　标准品溶液的配制　分别称取２５．０ｍｇ没食子酸和
单宁酸，用７０％乙醇完全溶解，定容至２５ｍＬ容量瓶中，配制
成浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的没食子酸标液和单宁酸标液。
１．２．４　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法检测流程　精确吸取一定量的待
测样品，放入２５ｍＬ容量瓶内，加１０ｍＬ７０％乙醇，摇匀，加入
一定量的显色剂和一定量的饱和 Ｎａ２ＣＯ３溶液，并用７０％乙
醇定容至２５ｍＬ，在一定温度下避光反应一定时间后，以７０％
乙醇为空白对照，在一定波长下测定吸光度。

１．２．５　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法检测条件研究
１．２．５．１　比色波长和标准品的研究　取没食子酸标液、单宁
酸标液和菜籽提取液的稀释液各０．５ｍＬ，分别与２ｍＬ显色
试剂和４．５ｍＬ饱和 Ｎａ２ＣＯ３溶液混合均匀，用７０％乙醇定
容，室温避光放置 １ｈ，用紫外 －可见分光光度计在 ２００～
９００ｎｍ波长范围内测定吸光度，得到没食子酸、单宁酸和菜籽
提取液的吸收光谱，以此确定最适宜的标准物和比色波长。

１．２．５．２　显色时间的研究　取单宁酸标液０．５ｍＬ，显色试
剂与饱和碳酸钠溶液分别为 ２．０、４．５ｍＬ，比色波长为
７５７ｎｍ，３５℃条件下研究反应时间（１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０ｍｉｎ）对吸光度的影响。
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１．２．５．３　反应温度的研究　研究不同反应温度（２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０℃）对吸光度的影响，反应时间为５０ｍｉｎ，其他
条件同“１．２．５．２”节所述。
１．２．５．４　饱和 Ｎａ２ＣＯ３溶液添加量的研究　 研究饱和

Ｎａ２ＣＯ３溶液添加量（１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、
５．０ｍＬ）对吸光度的影响，反应温度为 ４０℃，其他条件同
“１．２．５．３”节所述。
１．２．５．５　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂用量的研究　研究显色剂
用量（０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ｍＬ）对吸光度的影响，
饱和Ｎａ２ＣＯ３溶液添加量为４ｍＬ，其他条件同“１．２．５．４”节
所述。　
１．２．６　标准曲线的绘制　精确吸取 ０、０．０５、０．１０、０．１５、
０２０、０．２５、０．３０、０．３５、０．４０、０．４５、０．５０ｍＬ单宁酸标准溶
液，按照前期试验确定的适宜条件进行显色反应，检测吸光

度。以吸光度为纵坐标（ｙ）、单宁酸浓度（ｍｇ／Ｌ）为横坐标
（ｘ）绘制标准曲线。
１．２．７　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色方法评价
１．２．７．１　稳定性试验　取菜籽提取液进行显色反应，反应完
全（５０ｍｉｎ）后在 ３０℃下避光放置 ０、１５、３０、４５、６０、９０、
１２０ｍｉｎ后测定吸光度，根据吸光度的变化评价该比色法在
一段时间内的稳定性。

１．２．７．２　精密度试验　从同一份菜籽提取液中取６份样本
进行Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法检测，计算各样本中的多酚含量
（ｍｇ／ｇ），以分析结果的相对标准偏差评价该比色方法的精
密度。

１．２．７．３　重现性试验　从同一份菜籽原料中取５份样品，分
别进行多酚提取，然后利用Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法检测各提
取液的多酚含量（ｍｇ／ｇ），并计算结果的相对标准偏差，以评
价该比色方法的重现性。

１．２．７．４　加标回收试验　往菜籽提取液中加入不同量的单
宁酸，分别测定其多酚含量，并计算其回收率和相对标准偏

差，以评价该比色方法的准确度和可靠性。

２　结果与分析

２．１　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法检测条件研究
２．１．１　比色波长和标准品　由图１可知，没食子酸、单宁酸
和菜籽提取液与 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂反应显色后，均在
７３０～７７０ｎｍ范围内有一明显吸收峰。其中，没食子酸在
７３６ｎｍ处吸收最强，单宁酸在７６２ｎｍ处吸收最强，菜籽提取
液在７５７ｎｍ处吸收最强。因此本试验以单宁酸为标准品，以
７５７ｎｍ为菜籽多酚比色测定的波长。

２．１．２　显色时间　由图２可知，１０～４０ｍｉｎ时，吸光度随反
应时间的延长而快速增加，５０ｍｉｎ后显色反应完全并趋于稳
定，因此确定５０ｍｉｎ为显色反应时间。

２．１．３　反应温度　由图３可知，反应温度在２０～３５℃时，吸
光度快速增加，４０℃时吸光度达到最高，为０．４７６，之后吸光
度随温度升高而下降，因此确定显色反应温度为４０℃。研究
结果说明反应温度能影响比色效果，温度过低或过高均不利

于多酚显色。

２．１．４　饱和Ｎａ２ＣＯ３溶液添加量　由图４可知，饱和Ｎａ２ＣＯ３
溶液添加量在１～４ｍＬ时，随着添加量增加，吸光度逐渐增
加，４ｍＬ时达到最大值，为０．４９６，之后吸光度随 Ｎａ２ＣＯ３溶
液添加量的增加而降低，因此确定显色反应体系中加入饱和

Ｎａ２ＣＯ３溶液的体积为４ｍＬ。研究结果说明 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ
显色剂与酚类化合物的反应必须在碱性条件下才可以显色，

显色反应对Ｎａ２ＣＯ３用量有相当的依赖性。

２．１．５　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂用量　由图 ５可知，当
Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂添加量在０．５～２．５ｍＬ时，随着显色剂
用量增加，吸光度逐渐增加至０．５０２，之后吸光度趋于稳定，
因此确定Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法显色剂用量为２．５ｍＬ。
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２．２　标准曲线的绘制
以单宁酸为标准品制作标准曲线（图 ６），回归方程为

ｙ＝０．０８１４ｘ＋０．０３１１，ｘ表示单宁酸浓度（ｍｇ／Ｌ），ｙ表示吸
光度，相关系数 ｒ２为 ０．９９７９，表明单宁酸质量浓度在 ２～
２０ｍｇ／Ｌ范围内与其吸光度呈现良好的线性关系，符合朗伯
比尔定律，该方程可用于多酚的定量测定。

２．３　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色方法评价
２．３．１　稳定性试验　对 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法测定菜籽多酚进
行稳定性试验，显色反应体系水浴５０ｍｉｎ后，避光放置０、１５、
３０、４５、６０、９０、１２０ｍｉｎ，测定的吸光度分别为 ０．４９５、０．４９５、
０４９３、０．４９３、０．４９２、０．４９２、０．４８９。研究发现，随着时间延
长，吸光度有下降趋势，但幅度不大，其相对偏差（ＲＳＤ）为
０４１９％，表明１２０ｍｉｎ内溶液稳定性良好。
２．３．２　精密度试验　从同一份菜籽提取液中取６份样本进
行Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法检测，计算各样本中的多酚含量分
别为２２．７８、２３．５６、２２．９９、２２．７６、２３．２、２３．０ｍｇ／ｇ，其相对偏
差（ＲＳＤ）为１．２９５％，表明该方法具有较高的精密度，能满足
样菜籽多酚样品分析的要求。

２．３．３　重现性试验　从同一份菜籽原料中取５份样品，分别
提取其多酚，然后利用Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法检测各提取液
的多酚含量，分别为２３．２０、２３．５６、２２．７８、２３．３１、２２．４５ｍｇ／ｇ，
其相对偏差（ＲＳＤ）为２．３０％，表明该方法重现性较好。
２．３．４　加标回收试验　由表１可知，６次加标回收试验的最
低回收率为９７．７％，最高回收率为１０２．１％，平均回收率为
９９．５５％，回收率相对标准偏差（ＲＳＤ）为１．４９％，表明本研究
所建立的Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ检测法准确可靠，完全可用于菜籽
多酚含量的测定。

表１　菜籽多酚提取加标回收率试验结果

加标量

（ｍｇ／Ｌ）
总酚检测含量

（ｍｇ／Ｌ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

０ ２３．０４８ １００．０
１ ２４．０４４ ９９．６
２ ２５．００２ ９７．７
３ ２６．１１０ １０２．１
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３　结论

本研究采用Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色法测菜籽多酚含量，以
单宁酸为标准品，确定最佳的显色条件为Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显
色剂２．５ｍＬ、饱和Ｎａ２ＣＯ３溶液４ｍＬ、反应温度４０℃、反应时
间５０ｍｉｎ、比色测定波长７５７ｎｍ。标准曲线的线性回归方程
为ｙ＝０．０８１４ｘ＋０．０３１１，相关系数 ｒ２为０．９９７９，且单宁酸
质量浓度在２～２０ｍｇ／Ｌ范围内与其吸光度呈现良好的线性
关系。该法的稳定性试验、精密度试验、重现性试验、回收率

试验的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ０．４１９％、１．２９５％、
２３０％、１．４９％，表明本研究建立起的 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ比色
法能快速、准确地测定菜籽多酚含量。
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