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摘 要 ： 采用Folin—Ciocaheu比色法研究了槟榔多酚的定量测定方法，并测定新鲜槟榔、槟榔烟果、槟榔籽中多酚含量．结果表明： 

槟榔多酚提取液在加入Folin—Ciocaheus显色剂2．0 mL、1O％NazCO3溶液 10 mL，反应时间150 min、温度4O℃的条件下进行反应，并 

于730 nm处测定其吸光值，多酚质量浓度在o～2．8 mg／L范围内与吸光值有良好的线性关系．根据拟合的线性回归方程进行槟榔多 

酚的定量测定，新鲜槟榔、槟榔烟果、槟榔籽中多酚含量分别为15．47±0．08 g／100 g、7．23±0．06 g／100 g、5．27士0．05 g／lOO g． 
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Determination of Polyphenol Content in Areca catechu 

By Using Folin—Ciocalteu Colormietry 

ZHENG Shi—hong ，ZHANG Hai—de。，HE Shuang ，ZHOU W en—hua ，LI Zhong—hai 

(1．School of Food Science and Engineering，Central South University of Forestry& Technology，Changsha 41 0004，Hunan，China； 

2．School of Food Science and Engineering，Hainan University，Danzhou 571737，Hainan，China) 

Abstract：A quantitative determination method of polyphenol in Areca catechu was studied by using Folin—Ciocalteu colorimetry，and 

polyphenol content in fresh betel nuts，smoked betel nut，betel nut seed were determined．The results show that under the conditions 

of Folin—Ciocaheu reagent of 2．0 mL，1 0 Na2CO3 solution 1 0 mL，reaction continue time of 1 50 rain at 40℃ ，and deter mining 

absorption value at 730 nm．the mass concentrations of Areca catechu polyphenol in the interval of 0～ 28 mg ·L一 were linearly 

related to the absorption values of Areca catechu polyphenol extract． According to the fitted linear regression equation， the 

quantitative determination of Areca catechu polyphenol was made，and polyphenol content of fresh betel nuts，smoked betel nut，betel 

nut seed were(15．47土0．08)g／100 g，(7．23±0．06)g／100 g。(5．27±0．05)g／100 g，respectively． 
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槟榔是棕榈科Palmae植物槟~Areca catechu Linn．的干燥成熟种子_1]．我 国海南、台湾是槟榔主要 的种植 

区，广东 、广西、云南 、福建也有少量种植 ，槟榔种植业是我国热带 、亚热带地 区仅次于橡胶 的第二大产业C2]．槟 

榔全身是宝 ，是世界三大 口腔嗜好之一 (香烟、口香糖 、槟榔)，全世界约有 6亿人食用槟榔嚼块口]．目前，海南槟 

榔99 以上是以鲜果或干果供应湖南槟榔加工企业加工槟榔嚼块_4]．近年来，国内外有关槟榔中功能成分的研 

究较多，主要集中在槟榔碱等方面的研究，但对酚类物质的研究比较少．目前已从槟榔中检测出了缩合单宁、水 

解单宁、非单宁黄烷和简单多酚物质 ]，这些化合物具有抗氧化、清除自由基、抗透明质酸等活性[6]．国外测定 

了槟榔中总酚的含量 ，发现槟榔 的不 同部位和不 同加工产 品的槟榔中总酚含量差异较大_7]． 

测定多酚的常用方法有高锰酸钾滴定法 、香草醛法、Folin一酚法(包括Folin—Denis法和Folin—Ciocalteus法) 

和铁氰化钾分光光度法(PB法)等 8̈ ．其中，高锰酸钾滴定法，滴定终点较难观察，测定灵敏度较低[93．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r】 ” ．Folin一酚法灵 
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敏度较高，简便易行．国内常用Folin—Denis法测定植物及其加工品中的多酚含量，如红枣 等，由于槟榔多酚 

多集中在槟榔果仁中，质地坚硬且主要为缩合鞣质，与槟榔碱结合存在．本研究采用Folin—Ciocalteus法对榔鲜 

果、槟榔烟果和槟榔籽中的酚类化合物进行了定量测定，Folin—Ciocalteus法是Folin～Denis法的改进方法，它是 

在Folin—Denis法显色剂中加入锂盐 ，克服了Folin—Denis法显色剂的不稳定性 ，较之更为灵敏口 ．采用 Folin— 

Ciocalteus法测定槟榔在加工过程中酚的变化简便易行，显色灵敏、范围宽且稳定，具有很好的精密度和准确 

度，适合槟榔中多酚的测定． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料、仪器与试剂 

材料：新鲜槟榔果实、槟榔烟果、槟榔果核，由湘潭槟榔厂提供，产地海南． 

仪器：UV一2100分光光度计 ，上海分析仪器总厂． 

试剂 ：没食子酸标准品，中国药品生物制品检定所；钨酸钠、钼酸钠 、浓磷酸、浓盐酸、硫酸锂均为分析纯． 

1．2 实验方法 

1．2．1 Folin—Cioealteu显色剂的配制 

按参考文献[8]的方法，在1 000 mL的磨口回流装置内加人50 g钨酸钠、12．5 g钼酸钠、350 mL蒸馏水、 

25 mI 浓磷酸及50 mL浓盐酸 ，充分混匀，以小火回流10 h，再加入75 g硫酸锂、25 mL蒸馏水、数滴溴水．然后 

开口继续沸腾15 rain，使得溴水完全挥发为止，冷却后定容 500 mL，过滤，滤液呈绿色，置于棕色试剂瓶中保 

存．使用时加入1倍体积的蒸馏水，使酸的浓度为1 mol／I ，此液为应用液，置于冰箱中可以长期保存． 

1．2．2 槟榔多酚提取液制备及标准品溶液配制 

将槟榔鲜果、槟榔烟果、槟榔果核在45C烘干，粉碎并过6o目筛．将8 g粉碎的槟榔样品粉末放置于伟林氏 

搅切器 中，用30 mL 8O％的丙酮在25C避光的条件下提取1 h，共提取3次，合并三次提取液并用80％的丙酮定 

容到 1O0 mLl9]． 

精确称取0．140 g的干燥没食子酸，用80％的丙酮溶解 ，定容至1 000 mL的容量瓶中，配成140 mg／L的标 

准溶液_l ． 

1．2．3 测定波长的选择 

取槟榔酚提取液和没食子酸溶液各l mL，用80％的丙酮稀释至适当浓度，分别与各比色试剂混合均匀并 

用8O 的丙酮定容至25 mI ，室温避光放置一段时间后 ，以空 白为对照，用分光光度计在2()()～900 nm波长范围 

内测定吸光值 ，绘制呈色化合物的吸收曲线，以选择测定波长[̈]． 

1．2．4 显色时间和温度的确定 

取没食子酸标准溶液0．5 mL，先加入l mL Folin—Ciocalteu显色剂，混匀后分别加入1O mL的10 Na CO。 

溶液，并定容至25 mL，分别放置在2o、25、3o、35、40、45、50℃水浴中，避光反应 120 rain后测吸光值，测定在不 

同温度下显色反应后溶液的吸光值，以考察反应温度对比色效果的影响． 

取没食子酸标准溶液0．5 mL，先加入l mL Folin—Ciocalteu显色剂，混匀后分别加入10 mL的1O Na2cO。 

溶液 ，并定容至25 mL，测定其分别反应 1o、30、6O、90、120、150、180、240 rain后测定其吸光值 ，以测定反应时间 

对比色效果的影响，确定比色体系显色反应完全所需要的时间． 

1．2．5 比色体系中各试剂用量的确定口 

取没食子酸标准溶液 0．5 mL，分别加入0．5、1．0、1．5、2．0、2．5、3．0 mL Folin—Ciocalteu显色剂 ，混匀后分 

别加入10 mL 10％ Na CO。溶液，并定容至25 mL，显色后测定其吸光值，以确定Folin—Ciocalteu显色剂的用 

量． 

1O％ Na CO。溶液含量的影响：取没食子酸标准溶液 0．5 mL，先加入 Folin—Cioealteu显色剂 ，混匀后分别 

加入 1、2、4、6、8、10、12 mL l0 Na CO。溶液 ，并定容至 25 mL，显色后测定其吸光值 ，以测定碱溶液用量对比 

色效果的影响． 
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1．2．6 标准曲线的绘制 

精密吸取0、0．05、0．1、0．2、0．3、0．4和0．5 mL没食子酸标准溶液，放入25 mL容量瓶内，加10 mL 80 的 

丙酮 ，摇匀 ，按上述确定的方法分别加入显色剂和碳酸钠 ，并用 80％的丙酮稀释至 25 mL，避光反应后 ，以 8O 

的丙酮为空白，测定吸光值，以吸光值为纵坐标，标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线n ． 

1．2．7 Folin—Cioca|teu比色方法评价n 

稳定性试验 ：取一槟榔提取样品液按上述处理及测定方法 ，分别在样品液与显色剂反应完全(150 rain)后 

的不同时间段内测定其吸光值，以评价该分析方法在一段时间内的稳定性． 

重现性试验 ：取同一槟榔样品6份 ，依上述制备及分析方法，分别测定其多酚含量 ，并计算测定结果 的相对 

标准偏差，以评价该方法的重现性． 

精密度试验 ：采用Folin—Ciocalteu比色法对槟榔 同一样品测定6次，并计算测定结果 的相对标准偏差 ，以评 

价该方法的精密度． 

加标回收试验：在样品溶液中加入不同量的没食子酸标准溶液，分别测定其多酚含量，并计算其回收率，以 

评价该分析方法的准确性和可靠性． 

1．2．8 槟榔总酚含量的测定 

取上述槟榔酚提取液 50 L于25 mL容量瓶 中，加 10 mL 80 的丙酮 ，摇匀，按上述确定的方法分别加入 

显色剂和碳酸钠，并用 8O％的丙酮稀释至 25 mI ，避光反应后 ，以8O％的丙酮为空白，测定吸光值． 

2 结果与讨论 

2．1 最大吸收光谱的测定 

从图1吸收曲线可知，没食子酸标准溶液与Folin—Ciocalteu试剂反应显色后在730 nm处吸收最强，而从图 

2可知，槟榔酚提取物在640~735 nm范围内吸光度明显较高，其中在730nm处吸收最强，因此选730 nm作为 

测定波长． 

图1 没食子酸溶液的吸收光谱 

Fig．1 Spectra of gallic acid 

图 2 槟榔酚提取物的吸收光谱 

Fig．2 Spectra of Areca catechu polyphenol 

2．2 Folin—Ciocalteu比色温度和时间的确定 

显色反应温度影响比色效果 ，结果见表1．温度过低或过高均不利于多酚显色 ，在35~40 C时显色反应最完 
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全，本实验确定显色反应温度为40C． 

多酚与显色剂反应需要一定时间．从表 1可知，120 min内显色反应迅速 ，150 min后显色反应完全并趋于 

稳定，确定150 rain为比色反应时间． 

2．3 显色剂和碳酸钠用量的确定 

显色剂的用量会对 比色效果产生影响．由表 2可以看出，当显色剂 的,~u／L量达到 2．0 mL时，显色效果最 

好． 

表 1 不同温度和 时间对 比色效果的影响 

Table 1 Effects of temperature and time on absorbency 

反应条件 吸光值 

温度／C 

时间／rain 

表 2 显 色剂和碳酸钠用量对比色效果 的影响 

Table 2 Effects of dosage of reagent and 

sodium carbonate on absorbency 

反应条件 吸光值 

l 

2 

4 

Folin—Ciocaheu添加 量／mL 6 

0．204 

0．318 

0．434 

0．494 

0．501 

0．515 

0．516 

Folin—Ciocalteu显色剂与酚类化合物反应后必须在碱性条件下才可以显色，比色体系中Na CO。溶液是显 

色的支持介质．由表2可知，显色反应对Na CO。用量有相当的依赖性，当碱加入量达到10 mI 以后体系显色反 

应才较为完全，所以确定加入 10 Na。CO。溶液的体积为l0 mI ]． 

2．4 标准曲线的绘制 

按上述确定的方法制作标准曲线 ，由图3可 以看 槲 

出，回归方程为 一0．170 2x+0．060 4，相关系数R。为 蕾 

0．991 9， 表示浓度(mg／L)，y表示吸光度 ，表明没食 

子酸质量浓度在O～2．8 mg／L范围内与其吸光值呈现 

良好的线性关系，符合朗伯比尔定律，该方程可用于槟 

榔多酚的定量测定． 

2．5 稳定性试验 

对 Folin—Ciocalteu比色法测定新鲜槟榔多酚进行 

稳定性试验 ，水浴 150 min后，避光下放置 0、0．5、1、2、 

图 3 没食子酸工作 曲线 

Fig．3 Standard curve of gallic acid 

3、4和5 h后测定的吸光值分别为0．483、0．485、0．486、0．487、0．489、0．492、0．492．结果表明，该方法在体系反 

应完全后放置 5 h内测定值仍比较稳定 ，其相对标准偏差(忌 。)为 0．71 ． 

2．6 重现性试验 

Folin—Ciocalteu比色法测定新鲜槟榔多酚的重现性试验测得的6个样品中，多酚质量分数分别为15．52％、 

15．35 、15．71 、15．23 、14．99 9，6和 15．67％．结果表明，该方法重现性较好，是R 为 1．79 ． 

2．7 精密度试验 

对该测定方法的精密度进行评价，对新鲜槟榔 6次测定的多酚值(以100 g样品计)分别为 l5．52、l5．36、 

15．58、15．50、15．46和15．41 g，其是 为0．51 ，显示该方法具有较高的精密度，完全能满足样品分析的要求． 

∞ 蚰 ∞一 ∞∞∞Ⅲ 
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2．8 加标 回收试验 

按上述确定的方法进行加标 回收试验．由表 3可知 ，6 

次 加标 同收试验 的最低 回收率 为 95．0Y0，最 高 回收率为 

106．5 ，平均 回收率为 98．5 ，其k~esD为 3．86 ．结果表明 

该方法准确可靠 ，完全可用于槟榔多酚含量 的测定． 

2．9 槟榔总酚含量的测定 

由表 4可以看出，加工后 的槟榔总酚含量下降 ，而槟榔 

籽含酚类物质最少．这是 因为槟榔在加工过程中酚的部分 

流失 ，这可能是 因为酚在热处理过程中不稳定所造成的． 

3 结论 

采用 Folin—Ciocaheu比色法测定槟榔中的多酚含量 ，以 

没食子酸为对照品，确定最佳的比色条件为 Folin—Ciocaheu 

显色剂2．0 mI 、10％ Na CO。10 mL、显色温度4O℃、反应时 

间150 rain，比色测定波长 730 nm．其线性 回归方程为 一 

表 3 槟榔 多酚加标 回收试 验结果 

Table 3 Results of recovery of added standard 

Areca catechu polyphenol 

表 4 槟榔中总酚的含量测定结 果( 一6) 

Table 4 Results of polyphenol content in Areca catechu 

样品名称 酚含量／(100 g) 

新鲜槟榔 

槟榔烟果 

槟 榔籽 

15．47土0．O8 

7．23士0．06 

5．27土0．05 

0．I70 2 +0．060 4，相关系数尺。为 0．991 9，且没食子酸质量浓度在 O～2．8 mg／L范围内与其吸光值呈现良好的 

线性关系．线性回归方程定量测定槟榔多酚的方法具有操作简单、方便、稳定性好、精密度高、准确可靠等优点．通过 

对三种槟榔的总酚含量的测定可知，未加工的槟榔、加工后的槟榔及槟榔的不同部位的酚含量不同，新鲜槟榔、槟榔 

烟果、槟榔籽中多酚含量分别为(15．47±0．08)g／100 g、(7．23--+__0．06)g／100 g、(5．27±0．05)g／100 g． 
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