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摘  要: 建立了高效液相色谱法测定萝卜红色素中天竺葵-3-O-葡萄糖苷含量的方法。样品用甲醇溶解, 净化

后用高效液相色谱分析。结果显示, 选择合适的流动相可以获得较好的分离效果。实验采用 U ltim ate XB-C18

色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm @ 5 Lm ) , 乙腈 - 5% 甲酸溶液 (体积比 24 B 76)为流动相, 流速 11 0 mL /m in, 柱温

为 25 e , 紫外检测波长为 525 nm, 进样量为 10 LL。实验表明, 天竺葵-3-O-葡萄糖苷在 0101~ 01 10 g /L范

围内线性关系良好, r= 01 999, 平均加标回收率为 97% ~ 100% , 检出限为 01002 5 g /L。方法灵敏、准确、样

品处理简单, 适用于萝卜红色素中花色苷含量的测定。
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Abstrac:t A h igh perform ance liqu id chrom atographic(H PLC) m ethod w as deve loped fo r determ ina-

t ion of pe largon id in-3-O-g lucoside in Radish Red sam p les. The sam ple w as d isso lved in m ethano,l

and separated by aU ltim ateXB-C18 ( 416 mm @ 250 mm @ 5 Lm ) co lum n using acetonitrile- 5% for-

m ic ac id ( 24 B76, by vo lum e) as am ob ile phase w ith flow rate of 110 mL /m in at co lum n tem pera-

ture o f 25 e . TheUV detection waveleng th w as set at 525 nm. A good linearityw as obtained in the

range of 0101- 0110 g /L w ith corre lation coeff ic ient o f 01999. The average sp iked recoveries o f pe-l

argon idin-3-O-glucoside w as 97% - 100% . The lim it o f detection for the m ethod w as 01002 5 g /L.

The resu lts ind icated that the m ethod w as sim ple, sensitive and accurate, and could be app lied in

the determ ination o f pelargon id in-3-O-g lucoside in Rad ish Red.

Key words: Radish Red; pelargon idin-3-O-g lucoside; h igh perfo rm ance liquid chrom atography

(H PLC)

花色苷类色素作为六大类天然植物色素之一, 广泛存在于自然界的多种植物中。其中食用天然色

素中的萝卜红、高粱红、紫甘薯色素、葡萄皮色素均属于花色苷类色素
[ 1- 3 ]
。由于花色苷具有消炎、

抗肿瘤、清除氧自由基、抑制脂蛋白氧化和血小板聚集的功能, 从而逐渐成为倍受推崇的食用天然红

色素
[ 4- 9]
。由于花色苷类色素的成分极为复杂多样, 目前这类色素的质量标准仍采用分光光度计测定

色素色价, 无法满足人们对色素主体成分的分析要求
[ 10- 13]

。为此, 本文首次利用高效液相色谱

(H PLC)法对食用天然色素萝卜红中的天竺葵-3-O-葡萄糖苷进行定量分析, 旨在为萝卜红色素的生产

及应用提供科学依据。
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1 实验部分

111 试剂与仪器

萝卜红色素 (北京金晔生物技术有限公司 ) ; 天竺葵-3-O-葡萄糖苷标准品 (纯度大于 97% , S igm a

公司 ); 甲醇、乙腈 (色谱纯, F isher公司 ) ; 甲酸 (分析纯, 北京化工厂 ) ; 超纯水 (电阻率 1812 M 8 #
cm )。FL2200-2型高效液相色谱仪 ( UV检测器 )购自浙江福立分析仪器有限公司。

112 色谱条件

液相色谱柱: U ltim ate XB-C18色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm @ 5 Lm ); 流动相: 乙腈 - 5%甲酸溶液 (体

积比 24 B76); 流速: 110 mL /m in; 柱温: 25 e ; 进样量: 10 LL; 紫外检测波长: 525 nm。

113 标准品与样品溶液的制备

称取天竺葵-3-O-葡萄糖苷标准品 510 m g, 用甲醇溶解并定容于 5 mL容量瓶中, 得 110 g /L标准品

储备液, 低温保存, 备用。

取一定量萝卜红色素样品, 用甲醇溶解并定容于 10 mL容量瓶中, 得待测样品溶液, 低温保存,

备用。

114 测定方法

分别吸取 0105、011、012、015、 110 mL天竺葵-3-O-葡萄糖苷标准品储备液, 用甲醇定容于 5 mL容

量瓶中配成系列不同质量浓度的标准溶液, 在优化测定条件下进行色谱分析, 根据峰面积绘制标准曲线。

样品测定: 取经 0145 Lm微孔膜过滤的萝卜红色素溶液 10 LL, 注入液相色谱仪, 比较样品与标

准品的高效液相色谱图, 根据组分保留时间进行定性分析, 与标准样品的峰面积及标准工作曲线比较

进行定量分析。

2 结果与讨论

图 1 天竺葵-3-O-葡萄糖苷标样 ( A )及

萝卜红色素样品 ( B)的高效液相色谱图

F ig1 1 HPLC chrom atogram s o f pe largonidin-3-O-

g lucoside standard( A ) and Rad ish Red( B)

211 色谱条件的选择

采用多组洗脱溶剂体系 (乙腈 -甲醇、乙腈 -水、甲

醇 -水 )分离样品, 并考察了 pH值对样品分离度的影响。

由于天竺葵-3-O-葡萄糖苷中的酚羟基在水溶液中易发生

电离, 极性增强, 在固定相表面形成双重保留机理, 色

谱峰拖尾严重, 定量分析误差较大。因此选择在流动相

中加入甲酸调节 pH值。当甲酸体积分数为 10% 、 9%、

7% 、5% 、3%时, 天竺葵-3-O-葡萄糖苷色谱峰对应的保

留时间分别为 2132、 2167、 2197、 3160、4191 m in。结合

峰形和保留时间, 确定甲酸体积分数为 5% , 此时流动相

的 pH值不小于 3。在此色谱条件下, 可以明显改善色谱

峰的峰形。

以乙腈-甲醇为流动相, 在不加酸的情况下, 色谱峰

较宽, 样品未完全分离导致保留时间较短且峰形不佳。流

动相为甲醇 -水时, 甲醇的洗脱能力不强, 保留时间延长,

天竺葵-3-O-葡萄糖苷与其他组分的峰重叠, 分离效果差,

峰形不对称, 基线明显漂移。流动相为乙腈 -水时, 随着

流动相中甲酸水溶液比例的增加, 天竺葵-3-O-葡萄糖苷峰

拖尾和峰形不对称问题得到改善, 可获得理想的保留时间

和分离效果。结果表明: 以乙腈 - 5%甲酸溶液 ( 24 B76)

为流动相获得了较优的色谱分离效果。

图 1为优化条件下, 天竺葵-3-O-葡萄糖苷标样及萝

卜红色素样品的高效液相色谱图。
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212 线性方程、线性范围及检出限

在优化条件下测定对照品系列标准溶液, 以峰面积 Y为纵坐标, 质量浓度 X ( g /L )为横坐标, 计算

标准曲线方程、线性范围和检出限。线性回归方程为 Y= 8161 @ 10
- 8
X - 01004 8, 相关系数 r= 01999。

实验表明, 天竺葵-3-O-葡萄糖苷在 0101~ 0110 g /L范围内呈良好的线性关系。将标准溶液逐级稀释进

样, 测其峰高响应值及基线噪音强度, 以 3倍信噪比计算检出限为 01002 5 g /L。

213 方法回收率、精密度及稳定性

吸取已知含量的萝卜红色素样品溶液, 加入一定量的标准对照品溶液进行测定, 回收率见表 1。

平均加标回收率为 97% ~ 100% , 相对标准偏差为 112% ( n = 6) , 方法的准确度和精密度均可满足测定

要求。

表 1 天竺葵-3-O-葡萄糖苷在萝卜红色素样品中的加标回收率

Table 1 Sp iked recoveries o f pe la rgonidin-3-O-g lucoside in Radish Red samp le

Sam p le No1 Orig inalQO / (m g# L- 1 ) A dd ed QA / (m g# L- 1 ) Found QF / (m g# L- 1 ) R ecovery R /% RSD sr /%

1 68174 20100 87199 99 112

2 68129 20100 86181 98

3 67194 20100 87165 100

4 68106 20100 86124 98

5 67187 20100 85129 97

取相同的萝卜红色素样品溶液在 / 1120 条件下进样 10 LL, 每 2 h进样 1次, 共进样 5次, 测得

天竺葵-3-O-葡萄糖苷的含量逐渐下降。其原因主要是由于萝卜红色素样品溶液暴露在室温条件下, 天

竺葵-3-O-葡萄糖苷被氧化造成其含量逐渐减少
[ 14- 15]

。因此, 在花色苷的检测过程中, 应尽量保证天

竺葵-3-O-葡萄糖苷标准溶液与待测样品溶液现做现配, 并在低于 - 16 e 条件下保存。

3 结  论

本文建立了萝卜红色素中天竺葵-3-O-葡萄糖苷含量的高效液相色谱检测方法。通过对实验条件的

优化, 确定了色谱条件。测定结果表明, 该方法的灵敏度和精确度可以满足实际样品检测需要, 适用

于萝卜红色素中花色苷含量的测定。
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