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植物源性食品中花色苷总量的测定
分光光度法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97195091]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了植物源性食品中花色苷总量测定的分光光度法。
本文件适用于谷物、薯类、水果和蔬菜中花色苷总量的测定。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97195092]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
[bookmark: _Toc97195093]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
原理
花色苷在酸性条件下结构转变，因此通过pH示差法测定不同结构花色苷的吸光度值可以反应其含量。花色苷在pH值1.0和4.5构型不同，颜色随之改变，利用此特性分别测定在不同pH值的吸收波峰和700 nm处的吸光度值测定含量。pH示差法减少了溶液pH值和溶剂差异的影响，排除了其他非花色苷类物质对检测结果的干扰，且不需要制作标准曲线，利用公式计算即可。
试剂与材料
试验用试剂均为分析纯试剂，用水符合GB/T 6682中一级水的规定。
试剂
氯化钾（KCl）。
盐酸（HCl）。
无水醋酸钠（CH3COONa）。
冰醋酸（CH3COOH）。
无水乙醇（C2H5OH）。
维生素C（C6H8O6）。
试剂配制
pH值1.0缓冲液：0.2 mol/L的氯化钾溶液和0.2 mol/L盐酸溶液体积比25:67，即0.40 g氯化钾（5.1.1）加上3.6 mL盐酸（5.1.2）定容至100 mL。
pH值4.5缓冲液：0.2 mol/L的三水醋酸钠溶液和0.2 mol/L醋酸溶液体积比1:1,即0.82 g无水醋酸钠（5.1.3）和0.60 g冰醋酸（5.1.4）定容至10 mL。
提取溶剂：制备含有维生素C 0.1%（m/V）的60%(V/V)乙醇溶液。
仪器设备
全波长扫描分光光度计。
破壁料理机。
高速剪切粉碎机。
匀浆机。
分析天平：感量0.1 mg和0.01 g。
离心机：转速不低于4000 r/min。
容量瓶。
涡旋振荡器。
试样制备
试样取可食部进行制备。谷类试样采用破壁料理机或高速剪切粉碎机粉碎；薯类、水果、蔬菜等试样采用匀浆机匀浆；果汁、酒类等均匀的液体试样直接混匀。试样制备后储存于样品瓶中备用，所有制备试样于–18℃条件下保存。
分析步骤
实验要求
由于花色苷对光敏感，除非另行说明，所有试验操作应在无500 nm以下紫外光的黄色光源或红色光源或避光环境中进行。
提取
称取试样0.5 g~5.0 g（精确至0.001 g）于离心管中，以料液比1：10加入提取溶剂（5.2.3）充分振荡混匀，3500 r/min离心15 min，重复提取2次，合并上层提取液转移至100 mL容量瓶，定容至刻度，得到试样花色苷提取液，待测。
比色液A
取2 mL提取液（8.2），用pH值1.0缓冲溶液（5.2.1）定容至10 mL，静置10 min，记为比色液A。
注：可适当调整稀释倍数以保证在最大吸收峰吸光度值处在0.5-2.0内，如吸光度值超过2.0，可增加提取液的稀释倍数至高于5倍。
比色液B
取与8.3等量的提取液（8.2），用pH值4.5缓冲溶液（5.2.2）定容至10 mL，静置10 min，记为比色液B。
注：可适当调整稀释倍数以保证在最大吸收峰吸光度值处在0.5~2.0内，如吸光度值超过2.0，可增加提取液的稀释倍数至高于5倍。
测定
使用分光光度计在200~700 nm分别对比色液A（8.3）和比色液B（8.4）进行扫描测定，确定最高吸收峰的波长，并测定最大吸收峰波长下的吸光度值EAmax、EBmax。然后测定比色液A和比色液B在700 nm处的吸光度值EA700、EB700。应在30 min内测量完毕。
结果计算
总花色苷（以矢车菊-3-葡萄糖苷计）含量ω，计算按式（1）进行。
                                                   ()
式中：
ω——试样中花色苷含量，单位为mg/100g；
ΔE——吸光度值差：；
449.2——矢车菊-3-葡萄糖苷的相对分子质量，单位为g/mol；
V——最后定容体积，单位为mL；
F——样品稀释倍数；
m——样品质量，单位为g；
Ɛ——矢车菊-3-葡萄糖苷的摩尔消光系数26900，单位为L/mol/cm；
l——比色皿的宽度，单位为cm；
EAmax——比色液A在最大吸收波长的吸光度值；
EBmax——比色液B在最大吸收波长的吸光度值；
EA700——比色液A在700 nm波长的吸光度值；
EB700——比色液B在700 nm波长的吸光度值；
100——换算系数。
[bookmark: OLE_LINK1]注：试样中的花色苷种类可能不同于矢车菊-3-葡萄糖苷，因此最大吸收波长、相对分子质量和摩尔消光系数均有区别，本测定结果只是一个以矢车菊-3-葡萄糖苷计的总花色苷含量，不代表试样中实际的总花色苷的含量。
精密度
在重复性条件下获得的2次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的10%。
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