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摘要：比较了定量测定苦养黄酮的两种比25-法．通过与HPI。C测定结果对照、影响因素的探讨

以及方法评价，提出AICI，比色珐比常用的NaNOz—AI(N03)3法更适于苦养黄酮的测定．该方法操

作简便．结果准确可靠．
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The Quantitative Methods of Flavonoids in Buckwheat(Fagopyrum tataricum)

XU Bao—cai．DING Xiao+lin

(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：Two colorimetric procedure for detecting flavonoids in Fagopyrum tataricum were evaluat—

ed'by comparing with the results by HPLC The results showed that AICl3 spectrophotometrie meth．

ods is superior to NaN02一AI(N如)3 methods both in detecting accuracy and easy operation
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养麦是一种适于在冷凉气候下生长的短季蓼

科(Polygonaceae)作物。植物分类学上主要有苦莽

(Fagoi时rum tataricum Gaertn)和甜养(Fagopyrum

esculentum Moench)二个食用品种．荞麦富含高生

物价的蛋白质、维生素、矿质元素等，且含有丰富的

生物活性成分——黄酮类化合物，尤其是苦莽，其

黄酮含量较高。比甜养高10～100倍[1“J，这是其它

谷类粮食所不具有的．也是黄酮的重要膳食来源．

目前，养麦黄酮的测定方法有分光光度法、高

效液相色谱法、毛细管电泳法￡“．

1材料与方法

1，1原料与试剂

苦养籽粒购自四川西昌，经磨粉机碾磨、筛分

后．得壳、麸皮和全粉3部分(见表1)．苦荞外层粉、

心粉购自四川凉山卅I苦荞粉购自山西晋城甜荞分

gU购自吉林、江苏，经小型砻谷机脱壳后制粉备用．

芦丁、桑色素：生化试剂，上海试剂二厂产品；

槲皮素：日本，半井化学蘖品株式会社产品；儿茶

素、原儿茶酸、咖啡酸：SIGMA公司产品；原花青

素：天津尖峰天然产物有限公司产品．

丧1苦养籽粒制粉后备组分的质量井数

lab．1 Mming fractions obtained by Br'abm'Ider machine

组分 质量分数／％

全粉

壳

麸皮

66．67

32．25

1．08
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1．2苦荞黄酮的提取

分别准确称取四川苦莽样品(壳、麸皮、外层粉、

心粉)、山西苦养及甜养粉各2 g，滤纸包好后置于索

氏抽提器中，加入80“，体积分数为80％甲醇的溶

液，85℃条件下提取6 h，定容至100 mI。，待测定

1．3黄酮含量测定

1．3．1分光光度法

1)NaN02一AI(N03)3法L6 J：定量移取样品液干

25 mI。的容量瓶中，加体积分数为30％的乙醇溶液

补充至10 mI。，加入质量分数为5％的NaN02溶液

1 mL。摇匀；放置5 min，加1 mL质量分数为10％

的A1(N01)，溶液．6min后再加10mL 2 mol／L的

NaOH溶液；静置10min后，蒸馏水定容至25mI．，

510 nm波长处进行比色测定．试荆空白为参比．

2)AICl，法分光光度法【“：移取定量样品液于

10 mI。容量瓶中，以质量分数1％的A1C13溶液定容

至刻度线．于420 nm波长处进行比色测定，试剂空

白为参比

3)标准曲线制定：准确称取芦丁标准品

(120℃干燥至恒重)，配制质量浓度为0，218 rag／

mI，的芦丁标准母液，定量移取该母液进行比色测

定，绘制标准曲线

1 3．2高效液相色谱法

1)样品不水解：养麦黄酮提取液经0．45“m微

孔滤膜过滤后，直接进样分析．HP Agilent 1100高

效液相色谱仪．色谱柱：Hypersil ODS(4．6 mm×

100 mm，5“ITI)，可变波长检测器(VWD)，波长354

nm．流动相A：体积分数为65％的甲醇溶液(含质量

分数为0．5％乙酸)；流动相B：超纯水(含质量分数

为0．5％乙酸)洗脱条件见表2；流量：0．8 mL／

mln；进样量：5 pI。，10 min内完成样品分析以芦丁

为标样，峰面积外标法定量分析．儿茶素分析，波长

选定为280 nm．

2)样品水解：取荞麦黄酮索氏抽提液20 rnI．，加

3“。质量分数为25％的盐酸溶液，80℃水浴回流水

解2 h，定容至25mL．经0．45tan的微孔滤膜过滤

后．进行HPLC分析，5“L进样．HPLC条件同上．槲

皮素为标样，以转化因子2．51计算总黄酮含量【8t9

表2黄酮的I-IPLC洗脱条件

"lab．2 HPLC elutlng condition for flavonotds analysis

2结果与讨论

2．1 四jiI苦荞籽粒中的黄酮种类及定量标准

四川苦养粉的黄酮种类主要由槲皮素一3一芸香

糖葡萄糖苷(I)、槲皮素．3．芸香糖苷(芦丁)(11)、

山奈酚一3．芸香糖苷(111)和槲皮素(Ⅳ)等4种主要

成分组成【1⋯由其高效色谱图可清楚看出，按出峰

时间的先后顺序依次为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ(图1)．由此可

见，通过反相液相色谱(RP—HPI．c)可以较好地将苦

莽黄酮与其他物质分离开，从而进行较为准确的定

量测定．

蚓
垲
香

i

； i

； i ．，

i
l是港，燃．

时f日／min

圉lⅢtJII苦荞盼等4种黄鹊的HPLC图谱

Fig．1 HPLC chromatogram of flavonoids in Sichuan

测定结果表明，四川苦养籽粒各部分中的黄酮

组分相近，黄酮含量高低顺序为麸皮>外层粉>壳

>心粉，芦丁是其主要成分．麸皮、壳、外层粉中的

芦丁占总黄酮的质量分数达90％以上(见表3)．

表3 4种黄酮醇在苦荠籽粒中的质量分数

tatary buckwheat seeds ％

名称z IIⅢiV畜蓦翟7
壳0 0168 0．4443 0．0168 0．0062 0．4841

麸皮0 1023 4，1054 0．1230 0 0704 4 4011

外层粉0．0448 2 1605 0 1330 0．0187 2 3570

心粉0 0816 0 0043 0．031 0 1172

91．78

93 28

91．66

69 62

另外，水解法HPLC得到的结果稍偏低，这与

胡敏等¨“测定银杏黄酮时得到的结果相反．他们认

为，由于银杏黄酮种类繁多，极性相差很大，等梯度

洗脱很难将所有黄酮类化合物都洗脱下来，从而造

成水解法的结果高于未水解的结果而四川苦养中

的黄酮主要只有4种(见图1)。另外还有一种微量

的黄酮组分——槲皮索．3．芸香糖双葡萄糖苷。基本

舳印帅加∞∞∞柏加0
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苷元为槲皮素、山奈酚，在该色谱条件下基本都能

洗脱下来水解法结果偏低的原因可能是：仅仅以

槲皮素(转化因子2．51)为对照品进行定量，较分别

以槲皮索、山奈酚和异鼠素为对照所得结果偏低，

这与Casteele等报道的结果是一致的【1“．因此，作

者选择HPI。C法(不水解)作为苦荞黄酮定量分析

的标准．

2．2两种比色法测定结果的比较

2．2．1四川苦养的测定结果表4数据表明，两种

分光光度法的测定结果都较HPLC法高．以

NaN02一A1(N03)3法的测定结果最高．尤其是壳、麸

皮部分，偏差高达46．36％～136 63％．而AICl，法

与HPI．C法的测定结果较接近。其偏差只有3．91％

～4．91％

裹4四川苦荞籽粒各部分中黄酮的质量分数

mined by HPLC and colorimetric methocb ％

名⋯NaN秽02--紧A法IC‰羞群。H㈣PLC

注：*偏差率(*，=些垒盐鼍塞a；杀聚篆镭l炉×
100％

2．2 2山西苦养的测定结果对于山西苦养粉，其

黄酮组成与四川苦养相似，主要也是槲皮索一3去香
糖葡萄糖苷、槲皮素一3一芸香糖苷(芦丁)、山奈酚．3．

芸香糖苷和槲皮素等4种黄酮(见图2)，这表明植

物黄酮类化学成分在其化学分类学上有着重要意

义四川苦养籽粒各组分中的黄酮都以芦丁含量最

高，但山西苦莽中槲皮索含量较高(表5)，这可能是

品种差异的原因，也可能是山西苦莽粉贮藏环境中

的水分活度较高，芦丁分解产生槲皮素所致．由表5

山西苦养粉的测定结果可以看出，AICI，法的测定

值与HPI，c法相近，偏差为一8 53％，而NaNCh—AI

(N03)、法的测定值偏差较大．

2．2．3甜养的测定结果据报道，甜养中儿茶索成

分的含量及抗氧化活性都高于芦丁【l“，作者通过对

两种甜养粉提取液的HPI。C分析，发现其中含有芦

丁、槲皮素．但未发现儿茶素的存在．对甜荞粉来

说．分光光度法的测定结果高于HPI．C法(数据

略)，这是因为甜荞中的黄酮组分与苦荞存在差异．

甜葬中可能还含有其他黄酮类化合物．仅以芦丁、

槲皮素的含量作为其总黄酮含量，显然会造成

HPI．C结果偏低．这两种甜荞的黄酮组成及含量的

研究，尚待进一步工作．

图2山西苦荞粉等4种黄酮的HPLC图谱

Fi窑．2 HPl￡chromatogram of navonoids in Shanxi

buckwheat seeds

表5山西苦荞粉中黄酮的质量分数

Tab．5 F|avonoid uonteuts in Shahxi bxxckwheat雠ds deter．

mined by HPLC and colorimetric methods

2．3两种比色测定方法的影响因素

2．3．1 NaN02一AI(N03)3法 NaN02一AI(N03)3

法源于芦丁含量测定法．并逐步用于黄酮类化合物

的测定．后来发现这并不是黄酮类化合物的专属反

应，因为凡具有也只有具有邻苯二羟基的物质．均

能用此法进行显色定量【14]．

据文献报道，葬麦中含有对羟基苯甲酸类、肉

桂酸类及原花色素等多酚类物质，作者在四川苦养

中也发现原儿茶酸、原花色素，这些物质都具有邻

苯二羟基结构．显色反应后在A5lo。。都有很强吸

收，显然会对黄酮的测定造成干扰，所以该法的测

定结果偏高．另据报道．苦养中还含有桑色素【l“，而

NaN02一AI(N03)3与桑色素反应后．其A 5lo。。非常

小．由此可见该法并非是黄酮类化台物，而只是儿

茶酚类物质的专属反应．

另外，苦葬壳、麸皮提取液中可能含有天然色

索．这些色素会在碱液显色．从而造成测定结果产

生偏差(见表6)．由表6可以看出，以试剂为参比空

白，分别导致壳、麸皮、外层粉的测定结果偏高

0 23％，0 67％，0．25％．Price等也曾发现提取液中

的色素会对丹宁测定结果造成误差¨“．

∞劬蚰∞∞∞∞加如。
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表6天然色素对NaNOz．AI(NOa)3测定结果的影响

Tab．6 Effect of natural pigment on flavonoid contents deter-

mined by NaN02·AI(NOs 13 method

注：*相对试剂空白参比，测定结果的偏高值．

2．3．2 A1CI，法其反应原理：黄酮母核上有3。

0H和／或5一OH．B环上有邻位二羟基时(这是黄酮

类化合物的典型结构)，AICI，可与之生成黄色的黄

酮铝配合物【7】，从而进行显色定量

AK；1，法测定时，芦丁、桑色素等黄酮类物质反

应强烈．而对酚酸、原花色素的反应很小，因此该法

对黄酮类化合物的专属性较强，适于苦葬黄酮的测

定表7结果表明。天然色素对AICl，法的测定结果
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影响也较小

表7天然色素对AICl3测定结果的影响

Tab．7 Effect of natural pigment oll flavonoid contents deter·

mined by AICl3 method

2．4 AICIa方法评价

该方法稳定性与重现性(精密度)均较好，测量

值与实际值的偏差也较小，具有较高的准确度．由
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NaN02一AI(N03)3法的测定结果偏高[”J．
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