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苯酚 －硫酸法测定多糖含量显色条件的优化与改进
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　　摘要：在单因素试验基础上，选择对多糖含量测定结果产生显著影响的４个显色因素：６％苯酚用量、浓硫酸用量、
反应温度、水浴显色时间进行正交试验，获得传统苯酚－硫酸法测定多糖含量的最佳显色条件是１ｍＬ６％苯酚溶液、
７ｍＬ浓硫酸、４℃反应温度、３０ｍｉｎ水浴显色。改进后的多糖含量测定的显色条件即按照１∶７的比例直接配制苯
酚－硫酸显色液，在４℃条件下加入样品溶液，在９０℃水浴进行３０ｍｉｎ显色后，于４９０ｎｍ处测定吸光度，计算多糖含
量。通过传统最佳显色方法的验证试验和改进后的显色方法测定多糖含量的结果比较，表明改进后的方法具有操作

简便、精密度高、准确度高、实用性强的优势。
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　　多糖是一种天然高分子化合物，根据其功能不同可分为活
性多糖和膳食纤维２类。活性多糖类化合物作为绝大多数天
然产物中的主要降血糖活性成分，具有比重较大、作用温和、毒

性反应低、作用强的特点，同时兼有降血脂和抗血小板聚集等

生理功能和活性［１］。因此，从天然产物中筛选、发现、分析、测

定多糖类化合物引起了研究者高度重视。目前，多糖含量测定

的传统方法有苯酚－硫酸法、蒽酮－硫酸法、ＤＮＳ法，但皆存在
操作步骤繁琐、耗时长、测定结果重现性和准确度较差的问

题［２］。因此，本研究将在获得最佳显色条件的基础上，改进显

色剂的加入方式，从而获得测定多糖含量的新方法。

１　仪器与试药

葡萄糖（ＡＲ，天津市大茂化学试剂）、硫酸（ＡＲ，白银市良
友化学试剂有限公司）、苯酚（ＡＲ，天津市大茂化学试剂）、电
子分析天平（ＦＡ２２０４，上海安亭电子）、７２２Ｅ型可见分光光度
计（上海光谱仪器有限公司）、ＤＺＫＷ－４电子恒温水浴锅（北
京中兴伟业仪器有限公司）。

２　方法与结果

２．１　苯酚液的配制
苯酚１００．００ｇ，加铝片０．１０ｇ和碳酸氢钠０．０６ｇ，常压蒸

馏，收集１８２℃馏分。称取该馏分５．００ｇ，置１００．００ｍＬ容量
瓶中，加新鲜蒸馏水稀释至刻度，摇匀，过滤至棕色试剂瓶中，

得６％苯酚液，置冰箱中冷藏，待用。
２．２　葡萄糖对照品溶液的制备

１０５℃干燥至恒质量的葡萄糖０．１００８ｍｇ，溶解后转移
至１０００ｍＬ棕色容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，得浓度
０．１００８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖对照品溶液。
２．３　测定波长的选择

量取０．１００８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖对照品溶液３．００ｍＬ，置于
２５．００ｍＬ具塞比色管中，加蒸馏水１．００ｍＬ，混匀后，加入新配
制的６％苯酚液２．００ｍＬ，混匀，迅速滴加浓硫酸７．００ｍＬ，控制
在微放热或不放热为宜，９０℃水浴加热３０ｍｉｎ，取出至冷水中
冷却至室温。另取蒸馏水同法平行操作为空白对照，于４００～
６００ｎｍ范围内扫描获得吸收曲线，结果表明在４８８ｎｍ波长处
有最大吸收（图１），故以４９０ｎｍ作为测定波长［３］。

２．４　葡萄糖标准曲线的绘制
精确移取０．１５ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶液０．４０、０．５０、
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０６０、０．７０、０．８０、０．９０、１．００ｍＬ，分别置于 １０．００ｍＬ容量瓶
中，分别加蒸馏水１．００ｍＬ，再分别加入 ２．００ｍＬ６％苯酚溶
液，混匀，迅速加入浓硫酸７．００ｍＬ（控制微放热或不放热为
宜），９０℃水浴加热３０ｍｉｎ，冷却至室温后，加蒸馏水定容，摇
匀。另取蒸馏水同法平行操作为空白对照，于４９０ｎｍ处分别
测定吸光度。计算得到标准曲线方程Ｄ＝３３．３４３Ｃ＋０．０３３６，
ｒ２＝０．９９９７，线性范围６．０～１５．０μｇ／ｍＬ（见图２）。

２．５　显色条件的优化
选择６％苯酚用量（Ａ）、浓硫酸用量（Ｂ）、反应温度（Ｃ，

加入硫酸时的环境温度）、水浴时间（Ｄ，９０℃水浴加热的时
间）４个因素及３个水平，建立因素水平表（表１）。通过正交
试验设计助手，根据显色条件试验计划表，测定４９０ｎｍ处的
吸光度，以葡萄糖测定含量为评价指标，结果见表２。

表１　苯酚－硫酸法测定多糖含量因素水平

水平
Ａ
（ｍＬ）

Ｂ
（ｍＬ）

Ｃ
（℃）

Ｄ
（ｍｉｎ）

１ １．００ ５．００ ４．００ １０．００
２ １．５０ ７．００ ２０．００ ２０．００
３ ２．００ １０．００ ９０．００ ３０．００

２．６　正交试验结果
由表２可见，通过直观分析法分析可知，在葡萄糖含量测

定中，６％苯酚的加入量对测定值的影响不显著，而浓硫酸的
加入量（Ｂ）、加入浓硫酸时的反应温度（Ｃ）、９０℃水浴的放置
时间（Ｄ）对测定值有显著性影响，并且产生影响的４个因素
的次序是Ｂ＞Ｄ＞Ｃ＞Ａ。苯酚－硫酸法多糖含量测定的最佳
显色条件组合是Ａ１Ｂ２Ｃ１Ｄ３。
２．７　比较试验

精确量取０．１００８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖对照品溶液 ２．００ｍＬ，
根据最佳显色条件组合，按照“２．３”节测定葡萄糖标准液在
４９０ｎｍ处的吸光度值为０．２８０，即按照传统显色剂加入法，计

表２　苯酚－硫酸法测定多糖含量Ｌ９（３４）正交试验结果

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 葡萄糖含量

（ｍｇ）
试验１ １ １ １ １ ０．２９２
试验２ １ ２ ２ ２ ０．３９２
试验３ １ ３ ３ ３ ０．１７４
试验４ ２ １ ２ ３ ０．３９６
试验５ ２ ２ ３ １ ０．１９１
试验６ ２ ３ １ ２ ０．１４８
试验７ ３ １ ３ ２ ０．０１８
试验８ ３ ２ １ ３ ０．６９７
试验９ ３ ３ ２ １ ０．０１２
ｋ１ ０．２８６ ０．２３５ ０．３７９ ０．１６５
ｋ２ ０．２４５ ０．４２７ ０．２６７ ０．１８６
ｋ３ ０．２４２ ０．１１１ ０．１２８ ０．４２２
Ｒ ０．０４４ ０．３１６ ０．２５１ ０．２５７

算葡萄糖含量的测定值为０．１８４７ｍｇ（ＲＳＤ＝０２０％，ｎ＝６）。
精确量取０．１００８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖对照品溶液２．００ｍＬ，

按照最佳显色条件组合配制显色液：将７．００ｍＬ浓硫酸缓慢
加入５．００ｍＬ蒸馏水中稀释，用冰水冷却后加入 １．００ｍＬ
６％苯酚溶液［４］。测定其在４９０ｎｍ处的吸光度值为０．３００，
即按照改良的显色液加入法，计算葡萄糖含量的测定值为

０１９９７ｍｇ（ＲＳＤ＝０．１２％，ｎ＝６）。

３　讨论

本试验在单因素试验基础上，建立正交试验设计，考察了

６％苯酚用量（Ａ）、浓硫酸用量（Ｂ）、反应温度（Ｃ，加入硫酸时
的环境温度）、水浴时间（Ｄ，９０℃水浴加热的时间）４个因素
对多糖含量测定的影响程度，通过方差分析可知６％苯酚用
量对测定值影响不大，而浓硫酸用量、反应温度、水浴加热时

间对测定值有显著影响，表明操作中需注意加入浓硫酸时，以

不放热或微放热为宜。本试验结论与罗毅等苯酚－硫酸法测
定多糖含量显色方式的优选结论［５］不同。

显色液的配制，并未改变苯酚－硫酸显色机理的本质，显
色液的显色机理：硫酸使碳水化合物缩合生成糠醛，糠醛再与

苯酚形成有色物质。配制显色液使反应系统温度一致，使待测组

分的水解时间充分，有利于粗多糖含量测定准确度的提高［６］。

改良的显色液加入法简化了操作，减少偶然误差和系统

误差的产生，有利于在实际工作中多糖的测定。改善传统苯

酚－硫酸法测定多糖含量重现性差、准确差问题。
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