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　 　 摘要:　 为明确福林酚比色法测定海藻多酚含量的反应条件ꎬ本研究采用单因素试验和正交试验相结合的方

法ꎬ优化了福林酚用量、碳酸钠用量、反应时间、反应温度等福林酚法测海藻多酚含量的检测条件ꎻ并进一步分析了

外源物质(有机物质、无机离子)对测定结果的影响ꎮ 结果表明ꎬ应用福林酚比色法测定海藻多酚的最佳反应条件

为:１２％福林酚 ５ ｍｌ、３％碳酸钠 ４ ｍｌ、反应温度 ３７ ℃、反应时间 ３０ ｍｉｎ、最佳吸收波长 ７３０ ｎｍꎻ该方法的加标回收率

为 ９６􀆰 ７０％￣１０３􀆰 ６７％ꎬ相对标准差 ２􀆰 ６８％ꎮ 优化的福林酚法测得 ７ 种藻类的多酚含量为１２０􀆰 ０~２７３􀆰 ０ ｍｇ / Ｌꎬ其测定

结果与国家标准茶多酚检测法的检测结果一致ꎮ 外源添加 １％或 ５％的 Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｌ－、Ｉ－、蛋白质、可溶性淀

粉测定结果增加２􀆰 ３１％－１４９􀆰 ７９％ꎻ添加 ５％的 Ｚｎ２＋、ＣＯ２－
３ 、ＮＯ－

３、ＰＯ３－
４ 测定结果显著降低ꎬ而山梨酸钾、葡萄糖、Ｄ￣山

梨醇对福林酚比色法检测海藻多酚含量无明显影响ꎮ 本研究建立的海藻多酚检测法的稳定性、重现性以及加标回

收率的相对标准差均低于 ３％ꎬ符合检测要求ꎮ
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　 　 海藻是重要的生物资源ꎬ其自身细胞为了适

应低温、高盐、寡照等恶劣的海洋环境ꎬ产生次级

代谢产物来保护自身细胞免受氧化应激的损

伤[１] ꎮ 次级代谢产物主要包括海藻酸、海藻多酚、
甘露醇、甜菜碱等[２￣３] ꎬ其中海藻多酚是以间苯三

酚为基本结构单位ꎬ通过不同连接方式而构成的

一类酚羟基化合物[４] ꎬ已被证实具有较强的抗氧

化、抗菌、抗癌等生物活性ꎬ广泛应用于食品、化妆

品、农业等领域[５] ꎮ
海藻多酚的种类多样ꎬ易氧化ꎬ且结构不稳定ꎬ

因此在尽可能保持海藻多酚原有结构的基础上采用

适宜的检测方法才能准确测定海藻多酚含量ꎮ 目前

关于化合物多酚含量的检测方法有光谱法、色谱法、
质谱法 ３ 种[６]ꎮ 色谱法和质谱法灵敏性高ꎬ检测时

间短ꎬ但操作复杂且设备昂贵ꎮ 光谱法中的福林酚

比色法是在碱性环境下ꎬ酚类化合物将钨钼酸还原ꎬ
生成蓝色的化合物ꎮ 其具有操作简单、检测快速、准
确性高等特点而被广泛应用[７￣８]ꎮ 但由于多酚类物

质的来源、化学结构和含量不同[９]ꎬ文献所报道的

福林酚比色法检测条件(福林酚和碳酸钠浓度和用

量等)都不尽相同ꎮ 张洋婷等用福林酚 １􀆰 ０ ｍｌꎬ１０％
碳酸钠 ８ ｍｌ 测定酸浆宿萼总多酚的含量[１０]ꎻ吴晓

青等用福林酚 ３􀆰 ０ ｍｌꎬ１０％碳酸钠 ４􀆰 ０ ｍｌ 测定檀香

橄榄总多酚的含量[１１]ꎻ高志远等用 １５％福林酚 １
ｍｌ、５％碳酸钠 ０􀆰 ８ ｍｌ 测定甘薯块根多酚的含量[１２]ꎻ
茶多酚测定的国家标准 ＧＢ / Ｔ ８３１３—２０１８ 中用的是

１０％福林酚 ５􀆰 ０ ｍｌꎬ７􀆰 ５％碳酸钠 ４􀆰 ０ ｍｌ[１３]ꎮ 而不同

的试剂用量又影响到检测结果ꎬ因此一些学者还采

用单因素试验法开展了福林酚比色法的优化条件研

究[１０ꎬ１２]ꎮ 但目前采用福林酚法检测海藻多酚的报

道还比较少见ꎮ 此外ꎬ海藻中富含 Ｋ＋、ＣＩ－、Ｃａ２＋等无

机离子及蛋白质、淀粉等有机物ꎬ这些物质对海藻多

酚含量的检测是否存在影响还鲜有报道ꎮ
针对上述问题ꎬ本研究首先采用单因素和正交

试验优化了福林酚法检测海藻多酚的反应条件ꎬ然
后对此方法的稳定性和可靠性进行评价ꎬ并用优化

的福林酚法和国家标准茶多酚检测法测定了不同藻

类中多酚的含量ꎬ最后分析了外源物质对海藻多酚

含量测定的影响ꎬ以期为海藻多酚的测定及应用提

供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

海藻液及 ７ 种藻类 [ 羊栖菜 ( Ｈｉｚｉｋｉａ ｆｕｓｉ￣
ｆａｒｍｅ)、海带(Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ)、马尾藻 (Ｓａｒｇａｓ￣
ｓｕｍ ｆｕｓｉｆｏｒｍｅ)、泡叶藻(Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｏｄｏｓｕｍ)、面条

藻(Ｄｕｒｖｉｌｌａｅａ ａｎｔａｒｃｔｉｃａ)、Ｎ 藻(Ｌｅｓｓｏｎｉａ Ｎｉｇｒｅｓｃｅｎｓ)、
Ｆ 藻(Ｌｅｓｓｏｎｉａ Ｆｌａｖｉｃａｎｓ)]购于广州申晶雅农业科技

有限公司ꎮ
１.２　 仪器和设备

恒温水浴锅(ＨＷＳ￣５Ａ)ꎬ上海百典仪器设备有

限公司制造ꎻ离心机(Ｈ１８５０Ｒ)ꎬ湘仪离心机仪器有

限公司制造ꎻ７５４ 型紫外可见分光光度计ꎬ上海舜宇

恒平仪器有限公司制造ꎻ恒温摇床(ＢＳＤ￣ＹＸ ３２００)ꎬ
上海博迅实业公司制造ꎮ
１.３　 最佳吸收波长的选择

参考茶多酚检测的反应条件ꎬ分别吸取 １􀆰 ０ ｍｌ
样液(海藻液)和标液(０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ没食子酸)于试

管ꎬ在每个试管中分别加入 １０％(体积分数)福林酚

５􀆰 ０ ｍｌꎬ摇匀ꎮ 反应 ５ ｍｉｎ 后ꎬ加质量浓度 ７􀆰 ５％碳酸

钠溶液 ４􀆰 ０ ｍｌꎬ摇匀ꎬ室温下暗反应 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ在
５００~８００ ｎｍ 波长以 １ ｎｍ 为步长测定吸光值ꎬ选择

最佳吸收波长ꎮ
１.４　 福林酚比色法检测海藻多酚含量的条件优化

　 　 以上述反应条件为基础ꎬ依次改变福林酚用量

(２􀆰 ０ ｍｌ、３􀆰 ０ ｍｌ、４􀆰 ０ ｍｌ、５􀆰 ０ ｍｌ 、６􀆰 ０ ｍｌ、７􀆰 ０ ｍｌ、８􀆰 ０
ｍｌ)、福林酚体积分数(２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、
１４％)、碳酸钠用量(１􀆰 ０ ｍｌ、２􀆰 ０ ｍｌ、３􀆰 ０ ｍｌ、４􀆰 ０ ｍｌ、
５ ｍｌ、６􀆰 ０ ｍｌ、７􀆰 ０ ｍｌ)、碳酸钠质量浓度(１％、３％、
５％、７％、９％、１１％、１３％)、反应温度(３２ ℃、３７ ℃、
４２ ℃、４７ ℃、５２ ℃、５７ ℃、６２ ℃)、暗反应时间(１０
ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、２５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、３５ ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ)
６ 个因素中的一个ꎬ开展海藻多酚检测条件的单因

素优化试验ꎮ
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根据单因素试验结果ꎬ选取对海藻多酚含量检

测敏感因素各自最好的 ３ 个水平进行正交试验ꎬ每
个处理重复 ３ 次ꎮ 进而明确海藻多酚含量检测的最

优条件ꎮ
１.５　 检测方法的评价

标准曲线绘制:以没食子酸为标准品ꎬ配制质量

浓度为 ０ ｍｇ / Ｌ、 １０ ｍｇ / Ｌ、 ２０ ｍｇ / Ｌ、 ３０ ｍｇ / Ｌ、 ４０
ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ的没食子酸工作液ꎬ用优化的福林酚

法测定其吸光值ꎮ 以吸光值为 Ｙ 轴ꎬ没食子酸浓度

为 ｘ 轴ꎬ绘制标准曲线ꎮ
重复性评价:用优化的福林酚法测定 ５ 份海藻

液的吸光值ꎮ 计算相对标准偏差ꎬ评价该方法的重

复性ꎮ
稳定性评价:海藻液在最佳条件下反应 ３０ ｍｉｎ

后ꎬ在 ５ ｈ 内每隔 １ ｈ 测定一次吸光值ꎬ计算其相对

标准偏差ꎬ分析该方法在一定时间内的稳定性ꎮ
加标回收率试验:分别取 ０􀆰 ５ ｍｌ 质量浓度为 １０

ｍｇ / Ｌ、２０ ｍｇ / Ｌ、３０ ｍｇ / Ｌ、４０ ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ的标液

于试管中ꎬ且每个试管加 ０􀆰 ５ ｍｌ 已知多酚含量的样

液ꎬ用优化的福林酚法测其吸光值ꎬ评价方法的准确

性ꎮ 加标回收率的计算按下式进行:
加标回收率 ＝ (加标后测定的含量 －样品含

量) /加标量×１００％ꎮ
１.６　 优化的福林酚法和国家标准茶多酚检测法测

定不同藻类中多酚含量

　 　 海藻经清洗、烘干、粉碎后ꎬ过 ０􀆰 １５ ｍｍ 筛备

用ꎮ 分别称取 ３􀆰 ００ ｇ 样品ꎬ加水至 １００ ｍｌꎬ调节体

系 ｐＨ 为 ８􀆰 ５ꎬ加 １􀆰 ５ ｍｌ 纯海藻酸裂解酶[１４]ꎬ在 １８０
ｒ / ｍｉｎ、４０ ℃条件下降解 １８ ｈꎮ 降解结束后ꎬ离心ꎬ
收集上清液ꎬ分别用优化的福林酚法和国家标准茶

多酚检测法测定多酚的含量ꎮ
１.７　 有机物质或无机离子对福林酚法测海藻多酚

的影响

　 　 每个试管依次添加质量浓度 １％或 ５％阳离子

(Ｃａ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｕ２＋)、阴离子(Ｆ－、Ｃｌ－、
Ｉ－、ＣＯ２－

３ 、ＮＯ－
３、ＰＯ３－

４ )、有机物质(甘氨酸、山梨酸钾、
蛋白质、可溶性淀粉、葡萄糖、Ｄ￣山梨醇)的样液 １
ｍｌꎬ用优化的福林酚法测其吸光值ꎮ 以不添加其他

成分的样液为对照ꎬ每个处理重复三次ꎮ
１.８　 数据处理及统计分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 进行数据分析ꎬ用 ＳＰＳＳ ｓｔａｔｉｓ￣
ｔｉｃ ２５ 的 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法进行处理间差异的显

著性分析ꎬ用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１７ 作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 最佳吸收波长的确定

研究结果表明福林酚与多酚的反应物在６８０~
７８０ ｎｍ 处有较大吸收[１０]ꎮ 将样液(海藻液)、标液

(没食子酸)与福林酚反应后ꎬ于５００~ ８００ ｎｍ 波长

扫描ꎬ其光谱吸收曲线如图 １ꎮ 从图 １ 可知样液、标
液的吸光值均随波长的增加而先增后减ꎬ在 ７３０ ｎｍ
处达最大值ꎬ故选 ７３０ ｎｍ 为福林酚法测定海藻多酚

的最佳吸收波长ꎮ

图 １　 样液和标液的光谱吸收曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｔｒａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｎｄ￣
ａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２.２　 福林酚法测海藻多酚的反应条件优化

福林酚剂量和体积分数对福林酚法测定海藻多

酚的影响如图 ２Ａ、图 ２Ｂ 所示ꎮ 随着福林酚用量或

体积分数的不断增加ꎬ吸光值呈现先增后减的趋势ꎬ
福林酚试剂用量在 ６ ｍｌ 时吸光值达最大ꎬ显色效果

最好(图 ２Ａ)ꎻ当福林酚试剂的体积分数为 １２％时

吸光值最大ꎬ其吸光值比体积分数为 ２％时增加

７９􀆰 １８％(图 ２Ｂ)ꎮ
碳酸钠溶液是显色介质ꎬ其用量或质量浓度

较低时ꎬ显色液呈草绿色ꎬ显色效果差ꎬ导致测定

结果偏低[１５] ꎮ 碳酸钠剂量和质量浓度对福林酚法

测海藻多酚的影响如图 ２Ｃ、图 ２Ｄ 所示ꎮ 吸光值

随碳酸钠剂量和质量浓度的增加也呈现先增加后

减少的特征ꎮ 碳酸钠剂量为 ２ ｍｌ 时ꎬ吸光值最大ꎮ
当碳酸钠用量大于 ３ ｍｌ 时ꎬ吸光值反而因碱性过

强而下降(图 ２Ｃ)ꎻ当碳酸钠质量浓度小于 ３％或

大于 ７％时ꎬ吸光值均较低ꎮ 当碳酸钠质量浓度为

３％时ꎬ吸光值最大ꎬ其值比 １％增加了 ８０􀆰 ２４％(图
２Ｄ)ꎮ
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温度对福林酚法测定海藻多酚的影响如图 ２Ｅ
所示ꎮ 随反应温度的升高ꎬ７３０ ｎｍ 吸光值亦表现出

先增加后减少的趋势ꎮ 当反应温度 ３７ ℃时ꎬ吸光值

最高ꎻ ６２ ℃ 的反应温度下ꎬ海藻液吸光值仅为

０.４８９ ７ꎬ相比于 ３７ ℃时减少了 ２４􀆰 ８２％ꎮ
福林酚试剂与多酚类物质的显色需要一定的时

间ꎬ反应时间对显色效果的影响如图 ２Ｆ 所示ꎮ 当反

应时间介于１０~ ３０ ｍｉｎ 时ꎬ吸光值随时间的延长而

增加ꎻ反应时间 ３０ ｍｉｎ 时的海藻液吸光值比 １０ ｍｉｎ
时增加了 ７５􀆰 ３６％ꎮ 而当反应时间进一步增加时ꎬ
海藻液吸光值无显著变化ꎮ 这说明ꎬ只要反应时间

达 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ反应时间对吸光值将无显著影响ꎮ

图中不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 不同反应条件下海藻液吸光值的变化

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｔ ７３０ ｎｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 上述单因素试验结果表明福林酚用量与体积

分数、碳酸钠用量与质量浓度以及反应温度对海

藻液 ７３０ ｎｍ 吸光值有较大影响ꎬ而反应时间大于

３０ ｍｉｎ 后ꎬ对吸光值影响不大ꎮ 进一步根据上述

试验结果ꎬ选取各单素最优的 ３ 个水平(表 １)进行

正交试验ꎬ以确定最优的福林酚法测定海藻多酚

的反应条件ꎮ

表 １　 福林酚测定条件的正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ

水平
福林酚剂量

(ｍｌ)
碳酸钠剂量

(ｍｌ)
福林酚体积分数

(％)
碳酸钠质量浓度

(％)
温度
(℃)

１ ５ ２ １０ ３ ３２

２ ６ ３ １２ ５ ３７

３ ７ ４ １４ ７ ４２

　 　 进一步利用上述 ５ 因素 ３ 水平进行 Ｌ１８(３５)正交

试验ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 中可以看出福林酚剂

量和体积分数、碳酸钠剂量和质量浓度、反应温度对

吸光值有较大的影响ꎬ优化的测试条件为 １２％福林酚

５ ｍｌꎬ３％碳酸钠 ４ ｍｌꎬ温度 ３７ ℃ꎮ 从表 ３ 中可以看

出ꎬ不同水平下ꎬ福林酚剂量、碳酸钠剂量、福林酚体

积分数、碳酸钠质量浓度、反应温度的吸光值极差分

别为 ０􀆰 ０５１、０􀆰 １１２、０􀆰 ０８６、０􀆰 ０１２、０􀆰 １１１ꎮ 因此ꎬ影响吸

光值的 ５ 个因素的顺序大小依次为:碳酸钠剂量>温
度>福林酚体积分数>福林酚剂量>碳酸钠质量浓度ꎮ
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表 ２　 福林酚法测海藻多酚含量的正交试验 Ｌ１８(３５)结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ Ｌ１８(３５) ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ

试验号
福林酚剂量

(ｍｌ)
碳酸钠剂量

(ｍｌ)
福林酚体积分数

(％)
碳酸钠质量浓度

(％)
温度
(℃) 吸光值

１ ５ ２ １０ ３ ３２ ０.７４５

２ ５ ３ １２ ５ ３７ ０.７７３

３ ５ ４ １４ ７ ４２ ０.７３３

４ ６ ２ １０ ５ ３７ ０.７８２

５ ６ ３ １２ ７ ４２ ０.５８３

６ ６ ４ １４ ３ ３２ ０.７０８

７ ７ ２ １２ ７ ３２ ０.６２６

８ ７ ３ １４ ３ ３７ ０.７５３

９ ７ ４ １０ ５ ４２ ０.６６１

１０ ５ ２ １４ ５ ４２ ０.４７３

１１ ５ ３ １０ ７ ３２ ０.７３７

１２ ５ ４ １２ ３ ３７ ０.７９９

１３ ６ ２ １２ ３ ４２ ０.４０３

１４ ６ ３ １４ ５ ３２ ０.７３３

１５ ６ ４ １０ ７ ３７ ０.７４２

１６ ７ ２ １４ ７ ３７ ０.６７５

１７ ７ ３ １０ ３ ４２ ０.７６１

１８ ７ ４ １２ ５ ３２ ０.７２６

表 ３　 正交试验各因素不同水平下的海藻液平均吸光值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｔ ７３０ ｎｍ ｏｆ ｓｅａｗｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
吸光度均值

福林酚剂量 碳酸钠剂量 福林酚体积分数 碳酸钠质量浓度 温度

１ ０.７１０ ０.６１７ ０.７３８ ０.６９５ ０.７１３
２ ０.６５９ ０.７２３ ０.６５２ ０.６９１ ０.７５４
３ ０.７００ ０.７２９ ０.６７９ ０.６８３ ０.６０２

２.３　 检测方法评价

２.３.１　 标准曲线绘制　 按优化的福林酚法测定质量

浓度分别为 ０ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、２０ ｍｇ / Ｌ、３０ ｍｇ / Ｌ、４０
ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ标准溶液(没食子酸)的吸光值ꎬ结果

表明在０~５０ ｍｇ / Ｌꎬ标准溶液吸光值和质量浓度呈良

好的线性关系ꎬ其线性回归方程为 Ｙ＝ ０.００６ ５ｘ－
０.０００ ５(Ｒ２ ＝０.９９９ ９)ꎮ 其中 Ｙ 为吸光值ꎬｘ 为标准溶

液质量浓度(ｍｇ / Ｌ)ꎮ
２.３.２　 重复性评价 　 按优化的福林酚法测定 ５ 份

海藻液的吸光值ꎬ其结果如表 ４ 所示ꎮ ５ 份样液的

均值为 ０􀆰 ７７１ꎬ相对标准差 ０􀆰 ８４％ꎬ表明优化的福林

酚法重复性良好ꎮ

表 ４　 重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

样品号 １ ２ ３ ４ ５ 均值

吸光值 ０.７７３ ０.７７８ ０.７６５ ０.７６３ ０.７７５ ０.７７１

２.３.３　 稳定性评价　 海藻液在最佳条件下反应 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ５ ｈ 内每隔 １ ｈ 测定一次吸光值ꎬ结果如表 ５
所示ꎮ 其体系反应 ３０ ｍｉｎ 后在放置的 ５ ｈ 内吸光值

较稳定ꎬ相对标准差为 ０􀆰 ６１％ꎬ表明优化的福林酚

法稳定性良好ꎮ
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表 ５　 稳定性试验结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

时间(ｈ) ０ １ ２ ３ ４ ５ 均值

吸光值 ０.７５１ ０.７６１ ０.７７３ ０.７７９ ０.７７５ ０.７７１ ０.７７２

２.３.４　 加标回收率 　 向已知多酚含量的海藻液中

分别加入不同质量的没食子酸ꎬ对加标后样品的总

酚含量进行测定ꎬ结果如表 ６ 所示ꎮ 其平均回收率

为 １００􀆰 ２８％ꎬ相对标准差 ２􀆰 ６８％ꎬ说明优化的福林

酚法测定海藻多酚含量较为准确ꎮ
２.４　 优化法和国家标准茶多酚检测法测定不同藻

类中多酚的含量

　 　 海藻生长环境条件差异大ꎬ且种类、发育阶段、采
收季节等都会影响海藻多酚的种类和含量ꎮ 采用优

化法和国家标准茶多酚检测法测定 ７ 种海藻中多酚

的含量ꎬ测定结果如图 ３ 所示ꎮ 优化的福林酚法测得

７ 种海藻的多酚含量为１２０.０~２７３􀆰 ０ ｍｇ / Ｌꎬ且不同藻

类的多酚含量从高到低依次为:羊栖菜>马尾藻>海

带>泡叶藻>面条藻>Ｎ 藻>Ｆ 藻ꎬ其结果与国家标准茶

多酚检测法相一致ꎮ 值得一提的是ꎬ羊栖菜中海藻多

酚的含量显著高于其他藻类ꎬ而海带、马尾藻中的多

酚含量也较高ꎬ均在 ２２５􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ以上ꎮ

表 ６　 加标回收率试验结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

样品含量
(μｇ)

标准品添加量
(μｇ)

总量
(μｇ)

回收率
(％)

９２.５０ ５ ９７.５２ １００.４０±０.６６

９２.５０ １０ １０２.１７ ９６.７０±０.７３

９２.５０ １５ １０８.０５ １０３.６７±０.５４

９２.５０ ２０ １１２.２６ ９８.８０±０.６５

９２.５０ ２５ １１７.９６ １０１.８４±０.３９

右图中不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 不同藻类中海藻多酚的含量

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｇａｅ

２.５　 外源物质对福林酚法测定海藻多酚的影响

不同质量浓度阳离子对海藻多酚检测结果的

影响如图 ４Ａ 所示ꎮ 海藻样品中添加 １％或 ５％的

Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋以及 ５％的 Ｆｅ３＋均使吸光值显著偏

高ꎬ其中样品中添加 １％和 ５％的 Ｍｎ２＋时ꎬ吸光值比

对照分别增加了 ９７􀆰 ２３％和 １４９􀆰 ７９％ꎻ而添加 １％
或 ５％的 Ｚｎ２＋时ꎬ吸光值显著低于对照ꎮ 样品中添

加 １％或 ５％ Ｃａ２＋以及 １ ％ Ｆｅ３＋对海藻多酚的检测

结果无明显影响ꎮ
不同质量浓度阴离子对海藻多酚的检测结果的

影响如图 ４Ｂ 所示ꎮ Ｃｌ－、Ｉ－对福林酚法测定多酚影

响较大ꎬ含 Ｃｌ－ 或 Ｉ－ 时ꎬ吸光值分别比对照增加了

２􀆰 ３１％~３􀆰 ９７％、３９􀆰 ０５％~６９􀆰 ７７％ꎮ 与对照相比ꎬ样
品中添加 ５％的ＣＯ２－

３ 、ＮＯ－
３、ＰＯ３－

４ 使吸光值显著低于

对照ꎬ而 １％的ＣＯ２－
３ 、ＮＯ－

３、ＰＯ３－
４ 对测定结果无明显影

响ꎮ 此外ꎬ与对照相比ꎬ１％ Ｆ－ 使测定值偏低 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ而 ５％ Ｆ－使测定值偏高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

不同质量浓度有机物对海藻多酚检测结果的影

响如图 ４Ｃ 所示ꎮ 样品中添加不同质量浓度的蛋白

质或可溶性淀粉时ꎬ其吸光值分别比对照增加了

４５􀆰 ０４％~１２７􀆰 ０７％、１０􀆰 ６１％~ １９􀆰 ７３％ꎬ并且浓度越

高ꎬ对其影响越大ꎮ 而样品中添加 １％或 ５％的山梨

酸钾、葡萄糖、Ｄ￣山梨醇时ꎬ其吸光值与对照均无显

著差异ꎮ
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图中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 有机物质或无机离子对福林酚法测定海藻多酚含量的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｒ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｗｅｅｄ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｂｙ Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ

３　 讨 论

３.１　 反应条件对福林酚法测定海藻多酚的影响

在测定多酚的众多方法中ꎬ福林酚法操作简单ꎬ
重现性好ꎬ是目前多酚含量测定的常用方法ꎮ 其原

理是在碱性溶液中ꎬ酚类化合物将钨钼酸还原(Ｗ６＋

变为 Ｗ５＋)ꎬ生成蓝色的化合物ꎬ颜色的深浅与多酚

含量成正比[１６]ꎮ 本研究得到的优化福林酚法和国

家标准茶多酚检测法在测定海藻多酚含量虽然结果

基本一致ꎬ但两者在碳酸钠的使用质量浓度上有较

大差异ꎮ 前者用的是 ３􀆰 ０％碳酸钠 ４􀆰 ０ ｍｌꎬ后者是

７􀆰 ５％碳酸钠 ４.０ ｍｌꎬ这说明在福林酚法测定多酚含

量的体系中ꎬ碳酸钠质量浓度并不是最重要的影响

因素ꎬ其主要作用是提供一个碱性环境ꎬ只有当碳酸

钠质量浓度超过一定值时ꎬ其稀释了体系中蓝色络

合物ꎬ使吸光值降低[１７]ꎮ
福林酚与多酚类物质的反应需一定时间ꎬ升温

可加速反应ꎬ促进有色物质生成ꎬ缩短反应时间[１８]ꎬ
但温度过高会破坏多酚类物质本身的结构ꎬ且影响

有色物质的生成[１９]ꎮ 张娅等[２０] 在测定葡萄酒中多

酚含量以及詹莉莉等[２１] 在测定露兜簕果实中多酚

含量时均发现ꎬ当反应温度高于 ４０ ℃时ꎬ吸光值骤

降ꎬ本试验结果亦印证了这一观点ꎮ 这说明高温可

能导致多酚类物质降解或反应体系生成的蓝色物质

在高温下稳定性变差ꎮ
３.２　 有机物质或无机离子对福林酚法测定海藻多

酚的影响

　 　 多酚类化合物具有多个酚基团ꎬ分子结构独特ꎬ
其结构中的酚羟基有很好的螯合性能ꎬ能与金属离

子发生螯合反应ꎬ且螯合产物有明显的色泽变化ꎬ进
而对多酚含量测定产生干扰[２２]ꎮ 本试验结果也证
实了这点ꎬ即样品中添加了 Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ３＋等

金属离子时ꎬ其吸光值与对照差异显著ꎮ
福林酚试剂中的磷钼酸￣磷钨酸盐易被蛋白质

中的酪氨酸、色氨酸等残基还原ꎬ 产生蓝色混合

物ꎬ因此被测样品中如果含有蛋白质ꎬ福林酚法测

定的多酚含量会有一定偏差[２３] ꎮ 本研究结果同样

表明海藻样品中含蛋白质后ꎬ其吸光值偏高ꎮ 此

外ꎬ赵晓娟等[２４] 研究结果表明山梨酸钾会明显干

扰苹果醋中多酚含量的测定ꎬ而本研究海藻液中

含山梨酸钾时测定的吸光值与对照无明显差异ꎮ
这可能是不同物质中多酚的种类及含量不同造成

的ꎮ 有关可溶性淀粉或阴离子干扰福林酚法测定

海藻液中多酚含量的原因还有待进一步研究ꎮ

４　 结 论

福林酚法测定海藻多酚的最佳反应条件为
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１２％福林酚 ５ ｍｌ、３％碳酸钠 ４ ｍｌ、温度 ３７℃、反应时

间 ３０ ｍｉｎ、吸收波长 ７３０ ｎｍꎮ 该条件下测得的结果

准确性高ꎬ重复性好ꎬ与国家标准茶多酚测定法中的

反应条件 １０􀆰 ０％福林酚 ５ ｍｌ、７􀆰 ５％碳酸钠 ４ ｍｌ、室
温反应 ６０ ｍｉｎ、波长 ７６５ ｎｍ 有一定差异ꎬ但两者均

可高效测定不同藻类中的多酚含量ꎬ且测定结果无

显著差异ꎮ 海藻样品中含蛋白质、淀粉等有机物质

以及 １％或 ５％ Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｌ－、Ｉ－ 等无机离子

时ꎬ均导致吸光值增加ꎻ含 １％或 ５％ Ｚｎ２＋ 以及 ５％
ＣＯ２－

３ 、ＮＯ－
３、ＰＯ３－

４ 时ꎬ吸光值显著降低ꎻ山梨酸钾、葡
萄糖、Ｄ￣山梨醇则对测定结果无明显影响ꎮ
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