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HPLC法测定槟榔中的多酚类物质 
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摘 要：采用高效液相色谱法对槟榔中的多酚类物质进行分析。用甲醇提取槟榔中的多酚类物质，并依次用石 

油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取，萃取物经抽真空浓缩，流动相定容，高效液相色谱法测定。分析结果表明：槟榔幼 

果较槟榔成熟果中所含的多酚种类和数量少，槟榔成熟果中果仁的多酚种类和数量都远较皮中多；槟榔的甲醇 

提取物乙酸乙酯萃取部分中所含的多酚种类和数量相比石油醚和正丁醇萃取部分都是最多的；槟榔仁的多酚 

中含量最多的是儿茶素，含量为1610 ms／kg，其次是单宁酸622 ms／kg，表没食子儿茶素228 ms／kg，表儿茶素 

164 ms／kg，表没食子儿茶素没食子酸酯72 ms／kg，没食子酸13．6 mg／kg。而没食子儿茶素、绿原酸、和没食子儿 

茶素没食子酸酯没有检测到。 
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Determination of Polyphenols in Areca catechu by HPLC 
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Abstract：HPLC was used to determine polyphenols in Areca catechu．Polyphenols were extracted from betel nut tll 

methanol，which were extracted with petroleum ether，ethyl acetate，and n·butanol，successively．Then，the extracts were 

concentrated and determined by HPLC after making constant volume using the mobile phase．The results showed that the 

kinds and quantities of polyphenols in mature young betel nut were fewer than in mature fruit，while those in nuts of ma- 

tum fruit were more than in the skin．The kinds and quan tities of polyphenols in the methanol extract were the most．The 

content of catechin was the hi．shest reaching 1610 ms／kg in the polyphenols，tannic acid(622 ms／kg)，epigallocatechin 

(228 ms／kg)，epieatechin(164 ms／kg)，epigalloeateehin gallate(72 ms／kg)，and gallic acid(13。6 ms／kg)were fol- 

lowed．However，eatechin gallate，ehlorogenic acid，and gallocatechin gallate were not detected． 
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多酚是在植物性食物中发现的，因具有多个酚 

基团而得名，是具有潜在促进健康作用的化合物。 

氧化损伤是导致许多慢性病 ，如心血管病，癌症和衰 

老的重要原因。多酚的强抗氧化功能可以对这些慢 

性病起到预防作用。槟榔(Are∞catechu L．)中的活 

性物质主要包括生物碱和多酚类 J̈，近期研究发现 

槟榔的0许多功效如抗细菌、真菌和病毒的作 

用 ；抗老化作用 ；降低胆固醇作用 ；抗氧化 

作用 J，增强纤溶酶活性 J，抗凝血酶作用  ̈等都 

与其所含的多酚有关系。目前对槟榔中生物碱的研 
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究很多，而对槟榔中的多酚类研究较少。测定方法 

主要是用分光光度法In,1引，只能测定槟榔中多酚的 

总含量，而无法测定是那种多酚，这对于槟榔的深加 

工不利。我们利用高效液相色谱法测定了槟榔中的 

9种多酚类物质：单宁酸、焦性没食子酸、没食子儿 

茶素、表没食子儿茶素、儿茶素、绿原酸、表没食子儿 

茶素没食子酸酯、表儿茶素、没食子儿茶素没食子酸 

酯。这对于槟榔的精深加工，以及引导槟榔产业发 

展，充分利用资源，挖掘其药用价值，具有重要意义。 

1 试验部分 ’ 

1．1 仪器与试剂 

Waters高效液相色谱仪，配 1525泵、717 自动 

进样器、2487紫外检测器、EMPOWER色谱工作站。 
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单宁酸、焦性没食子酸、没食子儿茶素、表没食 

子儿茶素、儿茶素、绿原酸、表没食子儿茶素没食子 

酸酯、表儿茶素、没食子儿茶素没食子酸酯。乙腈为 

色谱纯，甲醇、乙酸乙酯、石油醚、正丁醇、冰醋酸为 

分析纯；水为超纯水，流动相经O．45 um微孑L滤膜减 

压过滤。 

样品为样品海南产槟榔：5月份采摘的嫩果、l1 

月份采摘的成熟果。 

1．2 色谱条件 

色谱条件：色谱柱：kromasil C18 150 rain×4．6 

mm(i．d)，粒径5 m，或相当者。流动相A：2％ 冰 

醋酸水溶液，流动相B：乙腈，采用梯度洗脱程序：0 

min，95％ A；18 min，81．5％ A；18．5 —24．0 min， 

95％A；用前过 0．45 m滤膜。流速：0．80 mL／ 

rain。紫外检测波长：280 nm。进样量：10 L。 

1．3 标准溶液的配制 

槟榔多酚标准储备液：准确称取单宁酸、焦性没 

食子酸、没食子儿茶索、表没食子儿茶素、儿茶素、绿 

原酸、表没食子儿茶素没食子酸酯、表儿茶素、没食 

子儿茶素没食子酸酯对照品10 mg，分别置于10 mL 

容量瓶中，加甲醇溶解并定容配成浓度为 1 mg／mL 

的储备液。 

槟榔多酚标准工作溶液的制备：准确量取适量 

槟榔多酚标准储备液，用流动相稀释成浓度分别为 

5．00、l0．O0、2O．0O、40．0o、80．0o和 160．0 g／mL 

的槟榔多酚标准工作溶液。 

1．4 样品处理 

提取：称取 10 g(精确至0．01 g)槟榔样品，置 

250 mL锥形瓶中，加 100 mL甲醇，低温超声 l5 

min，滤出滤液后残渣再加入 50 mL甲醇超声 10 

min，合并滤液，45℃水浴真空浓缩近干。 

萃取：① 将浓缩物加入50 mL水混匀，再加入 

50 mL石油醚萃取两次，合并石油醚萃取层，30℃ 

水浴真空浓缩近干。 

② 将①石油醚萃取完后的水层，用50 mL乙酸 

乙酯重复萃取两次，合并乙酸乙酯萃取层，45℃水 

浴真空浓缩近干。 

③ 将②乙酸乙酯萃取完后的水层，用50 mL正 

丁醇重复萃取两次，合并正丁醇萃取层，8O℃水浴 

真空浓缩近干。 

④ 将③正丁醇萃取完后的水层，70 clc水浴真 

空浓缩近干。 

将萃取物①、②、③和④，分别用 乙腈：2％醋酸 

水溶液(5O：50)定容至 10 mL，摇匀，经 O．45 m滤 

膜过滤后供高效液相色谱分析。样品中某种多酚的 

含量是①、②、③和④萃取部分的该多酚含量的总 

和。 

2 结果和讨论 

2．1 流动相的选择 

根据多酚的性质和参考文献 J，本实验对几 

种体系的流动相进行了考察：甲醇一水，乙腈一水，甲 

醇一乙酸一水，甲醇一磷酸-水，乙腈一磷酸一水，乙腈一乙 

酸一水，由于乙腈洗脱能力比甲醇强，而酸的加人抑 

制了多酚的酚羟基的电离，防止了峰的拖尾，从而使 

分离达到一个满意的程度；而且乙酸是弱酸，不会因 

为加入体积的微小变化，而导致流动相 PH的较大 

变化，影响分离。比较了0．3％、2％、5％的乙酸水 

溶液，当乙酸浓度为0．3％时，各峰分离度很差；乙 

酸浓度为5％时，酸度偏大，对柱子有伤害；乙酸浓 

度为2％时，而PH约为3．5，在柱子使用的PH范围 

之内。结果表明，以表 1所示梯度表，乙腈．乙酸一水 

为流动相，乙酸的体积分数为2％时，分离槟榔中的 

多酚，不仅快速、简单而且分离度好。 

表 1 流动相梯度表 

Table 1 Gradient table of mobile phase 

2．2 波长、流速和温度的选择 

根据参考文献-l} J，酚类物质大多在280 nm检 

测，可获得较大的灵敏度，而且不受流动相中其他物 

质的干扰，故选择 280 Ilm为检测波长。 

比较 了几个流速：0．5 mL／min、0．8 mL／min、 

1．0 mL／min、1．2 mL／min的分离效果，流速为 O．5 

mL／min时，各峰之间可以完全分离，但耗时太长；流 

速为 1．0 mL／min及以上时，没食子酸和没食子儿茶 

素分离度较差；流速为0．8 mL／min时，18 rain已完 

成9种多酚的分离，而且分离度符合定量要求。 

柱温为室温时，由于采集时间较长，后面洗脱出 

来的峰的保留时间容易漂移；而柱温太高(45 oC以 
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2．O0 4．00 6．00 8．00 10．O0 12．O0 14．00 16．00 18．00 

Minutes 

2．o0 4．00 6．00 8．00 10．O0 12．00 14．00 16．oo 18．00 

Minutes 

图l 多酚标准品和槟榔样品的色谱图 

Fig．1 Chromatograms of polyphenols standard minute and 

sample 

1．单宁酸；2．焦性投食子酸 ；3．没食子酸；4．表没食子儿茶素 ；5． 

儿茶素；6．绿原酸；7．为咖啡因；8．表役食子儿茶索没食子酸酯； 

9．表儿茶素；10．没食子儿茶素没食子酸酯 

上时)，时问长了容易损伤柱子；所 以选择柱温为 

30~C，既保持了峰的保留时间的重复性，又延长了柱 

子的寿命。 

2．3 回归方程、相关系数及检测限 

取 1．3节系列浓度的槟榔多酚标准工作溶液， 

按上述色谱条件每种浓度进样 1O L，以峰面积 Y 

对标准溶液质量浓度 X(g／L)进行线性回归分析， 

得槟榔多酚回归方程和相关系数，见表 2。根据 Iu 

PAC定义，本方法的检出限为产生响应于3倍背景 

噪音的标准偏差分析信号的分析物浓度值。由此可 

得，槟榔多酚的最小检出限，见表 2。 

2．4 方法准确度和精密度 

准确称取槟榔果样品两份，其中一份加入已知 

量的多酚标样，另一份不加。在相同条件下测定乙 

酸乙酯萃取部分6次，根据加标样品测出量减去未 

加标样品测出量再除以标准加入量回收率，并用 6 

次平行测定结果计算相对标准偏差。试验结果证 

明，本方法有很好的准确度和精密度，可以满足定量 

分析要求，见表 3。 

表2 回归方程、相关系数、线性范围和检测限 

Table 2 The regression equation，correlation coefficient and detection limit 

单宁酸 

没食子酸 

没食子儿茶素 

表没食子儿茶素 

儿茶素 

绿原酸 

表没食子儿茶素没食子酸酯 

未检出 

未检出 

未检出 

未检出 

17 

未检出 

ll 
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2．5 样品分析结果 

将槟榔样品按 1．4节进行样品处理，并按照 1． 

2节的色谱条件，测得样品结果为：幼果的石油醚萃 

取部分、正丁醇萃取部分、正丁醇萃取后的水溶液均 

不含这9种多酚，乙酸乙酯萃取部分含有儿茶素和 

表没食子儿茶素没食子酸酯，含量分别为517 mg／ 

kg和11 mg／kg。而成熟果仁的石油醚萃取部分不 

含9种多酚；正丁醇萃取部分含有表没食子儿茶素 

15 mg／kg和表没食子儿茶索没食子酸酯 5．0 mg／ 

kg；乙酸乙酯萃取部分含有单宁酸、没食子酸、表没 

食子儿茶索、儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯、 

表儿茶素，含量分别为622 mg／kg、13．6 mg／kg、228 

mg／kg、1610 mg／kg、72 mg／kg、164 mg／kg。而成熟 

果皮中石油醚萃取部分、正丁醇萃取部分、正丁醇萃 

取后的水溶液均不含这9种多酚；成熟果皮中乙酸 

乙酯萃取部分含单宁酸和儿茶素，含量分别为26．6 

mg／kg和4．22 mg／kg。 

3 结论 

本实验用 HPLC法测定槟榔中多酚类物质，有 

效的将9种多酚分离开，得到的结果：槟榔幼果较槟 

榔成熟果中所含的多酚种类和数量少，槟榔成熟果 

中果仁的多酚种类和数量都远较皮中多；槟榔中所 

含的多酚类成分主要存在于其甲醇提取物乙酸乙酯 

萃取部份，而其石油醚、正丁醇萃取部分及萃取后的 

水中没有检测到这9种多酚；槟榔仁的多酚中含量 

最多的是儿茶素，达到 1610 mg／kg，其次是单宁酸 

622 mg／kg，表没食子儿茶素241 mg／kg，表儿茶素 

164 mg／kg，表没食子儿茶素没食子酸酯77 mg／kg， 

没食子酸 13．6 mg／kg。而没食子儿茶素、绿原酸、 

和没食子儿茶素没食子酸酯没有检测到。 
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