
第 29卷第 3期

2010年 3月
� � � � � � � � �

分析测试学报

FENXI CESH I XUEBAO ( Journal of Ins trum en talAnalys is)
� � � � � � � � �

V ol�29 No�3

298~ 301

收稿日期: 2009 - 11- 01; 修回日期: 2010- 01- 28

基金项目: 教育部博士点基金资助项目 ( 20050075003) ; 河北省自然科学基金资助项目 ( B2008000583 )

第一作者: 魏立静 ( 1985- ) , 女, 河北南和人, 硕士研究生

通讯作者: 孙汉文, Te:l 0312- 5079739, E- m ai:l h anw en@ hbu� edu� cn

在线扫集 -毛细管胶束电动色谱法对石榴与
石榴叶中没食子酸含量的测定
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摘 � 要: 建立了一种在线扫集 -胶束电动色谱法测定没食子酸的新方法。考察了背景溶液 pH 值、十二烷基

硫酸钠 ( SDS)浓度、样品基体组成和进样时间对富集效果的影响。使用未涂层的毛细管柱 ( 48� 5 cm � 75 �m

i� d�, 有效柱长 40 cm ), pH 9� 0的 20mmo l/L硼酸盐 + 50 mm o l/L SDS为背景溶液, 在紫外检测波长 272 nm、

运行电压 18 kV的条件下, 200 s内的富集倍数可达 20倍。线性范围为 0� 62~ 10� 30 mg /L ( r= 0� 999) , 检出

限 ( S /N = 3)为 0�08 mg /L, 平均回收率为 104% 。没食子酸迁移时间和峰面积的相对标准偏差分别为 1�2%

和 1� 6% 。方法快速、准确可靠、灵敏度高、重复性好, 可检测石榴不同部位和石榴叶以及饮料中没食子酸

的含量。
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Determ ination of Ga llic Ac id in Pom egranate and Its L eaves by On�line

Sweep ing M icellar E lectrok inetic Chrom atography

W E I L i�jing, WU Yuan�yuan, SUN H an�w en

( Key Laboratory o fAna lytical Science and Techno logy o fH ebei P rov ince, Co llege o f Chem istry and

Env ironm enta l Sc ience, H ebe iUn iversity, B aod ing� 071002, China)

Abstrac:t An on�line sw eep ing�m icellar electrok inetic chrom atograph icm ethod w as deve loped for the

determ ination of ga llic acid. E ffect of pH in backg round so lution, concentration of SDS, m atrix com�
position o f the sam p le and in jection tim e w as investigated. The concentration factor for gallic acid

could reach 20 t im es w ith in 200 s by a non�coating fused�silica capillary co lum n( 48�5 cm �75 �m,

effective length 40 cm ), using 20 mm o l/L bo rate( pH 9�0) + 50 mm ol /L SDS as the runn ing buffer

and 272 nm as detection w ave length under 18 kV separation vo ltage. The calibrat ion curve of gallic

acid w as linear in the range of 0�62- 10�30 m g /L w ith correlat ion coefficient of 0�999. The lim it of

detection( S /N = 3) w as 0�08 mg /L and the average recovery w as 104% . The relat ive standard dev i�
ations( RSDs) for m igra tion tim e and peak area o f gallic acid w ere 1�2% and 1�6% , respective ly.

The proposed m ethod w as rapid, accurate and had high sensitiv ity and good reproducib ility. It could

be applied for the determ ination o f ga llic ac id in pom egranate and its leaves as w ell as beverages.

Key words: m icellar electrokinet ic chrom atog raphy; on�line sw eep ing; pom egranate; gallic acid

石榴 ( Pom egranate)含有丰富的多酚类物质, 其主要物质没食子酸具有驱虫、收敛、止血、涩肠、

止痢等功效, 以及抗病毒、抗菌、抗癌、抗氧化等药理活性
[ 1]
。没食子酸的含量因石榴部位和产地的

不同而有差异。已有报道采用分光光度法
[ 2]
、 Fo lin- C iocalteu比色法

[ 3]
测定石榴中的没食子酸; 高效

液相色谱法测定石榴皮
[ 4- 6]
、食品

[ 7]
和茶叶

[ 8]
中的没食子酸; 毛细管电泳法测定消炎抗菌片

[ 9- 10]
、中

草药
[ 11- 12]

、酒
[ 13]
和茶叶

[ 14 ]
中的没食子酸。但上述方法灵敏度较低且存在一定干扰。胶束在线扫集技

术是一种有效的富集模式, 可显著提高检测灵敏度
[ 15- 17]

。本文提出了一种在线扫集 -胶束电动色谱测
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定没食子酸的新方法, 并考察了没食子酸在石榴各部位及石榴叶中的分布。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
Ag ilent 3D毛细管电泳仪、二极管阵列检测器 ( DAD ) (德国安捷伦公司 ) ; 未涂层石英毛细管柱

( 48�5 cm � 75 �m i�d�, 有效柱长 40 cm, 河北省永年锐沣色谱器件有限公司 ) ; TGL�16M台式高速冷

冻离心机 (湖南湘仪离心机仪器有限公司 ) ; 超声波清洗机 (昆山市超声仪器有限公司 ), PH S�3C精密

pH计 (上海 ) ; 数据采集和处理使用安捷伦化学工作站 A�10�02版本。

没食子酸 (天津市科密欧化学试剂开发中心 ) , 硼酸盐、甲醇、氢氧化钠和十二烷基硫酸钠 ( SDS)

为分析纯, 实验用水为二次蒸馏水。

1�2� 样品处理
石榴样品产自保定。石榴皮、石榴叶、石榴籽均低温烘干、研磨, 准确称取 0�5 g, 置具塞锥形瓶

中, 加入 10 m L体积分数为 50%的甲醇, 超声提取 2次, 每次 30 m in, 冷却至室温。合并提取液, 离

心, 将上清液收集于 100 mL容量瓶中, 用 10 mm ol /L硼酸盐溶液稀释至刻度, 摇匀。石榴皮、石榴叶

和石榴籽提取液分别用 10 mm ol /L硼酸盐溶液稀释 20倍、 20倍、10倍, 最后经 0�45 �m微孔滤膜过滤后

上机进样分析。石榴汁用 10 mm o l/L硼酸盐溶液稀释 50倍, 经 0�45 �m微孔滤膜过滤后上机进样分析。

购自当地超市的饮料 (纯果乐 )用 10 mmo l /L硼酸盐溶液稀释 2倍, 经 0�45 �m微孔滤膜过滤后上

机进样分析。

1�3� 电泳操作
使用前用 0�1 m ol /L N aOH溶液、H 2O、硼酸盐缓冲溶液各冲洗 10 m in, 每两次分析之间用 0�1

m o l/L N aOH溶液冲洗 3 m in, H 2O冲洗 2 m in, 硼酸盐缓冲液冲洗 5 m in。每天实验结束后, 用 0�1
m o l/L NaOH、水各冲洗 10 m in, 使毛细管中充满水。选用 20 mmo l /L硼酸盐缓冲液 ( pH 9�0) , 检测波

长 272 nm, 温度 25  , 分离电压 18 kV。

2� 结果与讨论

2�1� 毛细管电泳条件的优化
2�1�1� 背景缓冲溶液种类及浓度的影响 � 分别考察了磷酸盐和硼酸盐缓冲体系对响应值的影响, 发

现硼酸盐缓冲体系优于磷酸盐缓冲体系。固定硼酸盐溶液 pH值 ( 9�2)、电压 ( 18 kV ) , 考察其浓度的

影响。发现迁移时间随着缓冲液浓度的增大而变长, 这是因为浓度增大导致双电层厚度减小, 电渗流

减小。当浓度大于 20 mm ol /L时, 电流变大基线不稳。故选择 20 mm o l/L硼酸盐溶液为缓冲体系。

2�1�2� 背景缓冲溶液 pH值的影响 � 缓冲溶液的 pH值强烈影响弹性石英毛细管内表面的特性, 通过

影响电渗流的大小而影响迁移时间和分离度。实验考察了不同 pH值的 20 mm ol /L硼酸盐溶液对样品峰

高的影响。结果表明, 随背景缓冲溶液 pH值的升高, 样品峰高增加, 迁移时间缩短。当背景缓冲溶

液的 pH值为 9�0时, 样品峰高达到最大值。

2�2� 富集条件的优化
2�2�1� 样品基体组成对富集效果的影响 � 在优化电泳条件下, 考察了样品中电解质的种类和浓度对

富集效果的影响。考察了 4 m g /L的没食子酸在水、甲醇 -水、磷酸盐、硼酸盐等电解质溶液中的富集

效果。结果发现, 样品在硼酸盐溶液中的富集效果明显, 而在其他电解质中富集效果均不明显。其原

因可能是硼酸盐与没食子酸生成了络合物, 增强了胶束和样品之间的相互作用, 从而增强了富集效果。

实验选择 10 mm o l/L硼酸盐作为样品基体。

2�2�2� SDS浓度对富集效果的影响 � 考察了不同 SDS浓度 ( 10、 30、 50、 70、 90 mm ol /L )对峰高的

影响。结果表明: 随着 SDS浓度的增加, 样品峰高随之逐渐增高。当 SDS浓度为 50 mm o l/L时, 峰高达

到最大值。继续增大 SDS浓度则会导致电流过高, 不利于分离测定, 故选择 SDS最佳浓度为 50 mm o l/L。

2�2�3� 进样时间对富集效果的影响 � 固定其他实验条件不变, 当进样压力为 1�5 kPa时, 考察了不同

进样时间对富集效果的影响。实验表明, 随着进样时间的增加样品峰高增加, 当进样时间为 200 s时,
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样品峰形好, 杂质干扰最小, 具有足够高的灵敏度。随着进样时间的继续增加, 基线噪声增大, 且待

测组分与其他杂质的分离度减小, 谱峰明显展宽, 不利于分离测定。因此选择实际样品的进样时间为

200 s。

2�3� 分析特性
本文采取在线扫集 -胶束电动模式, 样品带不含胶束相, 只有背景带含有胶束相。当施加电压后,

胶束定向移动通过样品带时, 胶束与样品相互作用从而带动样品运动使样品带压缩实现富集。在分离

电压 18 kV、检测波长 272 nm、温度 25  的条件下, 比较了 20 mmo l/L硼酸盐电泳缓冲液 和 20 mm ol /L

硼酸盐 + 50 mm o l/L十二烷基硫酸钠电泳缓冲液对灵敏度的影响 (结果见图 1A )。结果表明, 使用含有

表面活性剂 SDS的胶束在线扫集法对没食子酸的富集倍数达 20倍。

不同基质的样品经 ! 1�3∀ 步骤处理后上样分析, 电泳谱图如图 1B~ F所示。结果表明, 对于不

同基质的样品, 没食子酸的迁移时间相同, 且与样品基体得到完全分离, 不存在干扰问题。

图 1� 在线扫集毛细管电泳图谱
F ig� 1� E lec tropherogram s o f ga llic ac id in the absence( A- 1) and presence o f SDS( A- 2, B - F )

* gallic acid; �gal lic a cid: ( A - 1) : 4�12 m g/L, (A - 2 ) : 1�24 m g /L; A. standard, B. pom egranate p ee,l C. pom egranate leaves,

D. pom egranate seed, E. pom egranate ju ice, F. beverages; separat ion vo ltage: 18 kV; detection w avelength:

272 nm; tem peratu re: 25  ; 20 mm ol /L borate bu ffer( pH 9�0)

优化实验条件下, 在 0�62~ 10�30 m g /L范围内测定 5个质量浓度的标准溶液, 以峰面积 ( Y )对质

量浓度 ( �, m g /L )进行线性回归, 线性方程为 Y= 14�93 �- 6�87, 相关系数 r= 0�999, 方法具有良好

的线性。

本方法测定没食子酸的检出限 ( S /N = 3)为 0�08 m g /L, 优于毛细管电泳法
[ 9- 13]

。平行测定 4 m g /L

的没食子酸标准溶液 5次, 其迁移时间的 RSD为 1�2% , 峰面积的 RSD为 1�6% , 表明方法具有良好

的重复性。

2�4� 样品分析
按上述样品制备和测定方法, 采用标准曲线法分析了石榴叶、石榴皮、石榴籽、石榴汁和饮料样

品, 同时进行加标回收实验。样品中没食子酸的含量和加标回收率见表 1, 其回收率为 94% ~ 114% ,
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平均回收率为 104% , RSD不大于 4�1% 。测得石榴叶、石榴皮、石榴籽和石榴汁中没食子酸的含量分
别为 10�26 m g /g、 9�89 m g /g、 1�77 m g /g和 0�13 g /L, 饮料中未检出没食子酸。

表 1� 没食子酸含量的测定与回收率 ( n = 3)

Tab le 1� Determ ination of ga llic acid and recovery( n= 3)

S amp le O rigin al Added Found R ecovery R /% RSD sr /%

Pom egranate leavesw / ( mg# g- 1 ) 10�26 5�00, 10�00, 15�00 15�11, 20�19, 25�04 97, 99, 98 4�1, 3�9, 3�6

Pom egranate peelw / (m g# g- 1 ) 9�89 4�00, 8�00, 12�00 13�78, 18�62, 22�78 102, 109, 107 1�5, 2�2, 2�0

Pom egranate seedw / ( mg# g- 1 ) 1�77 1�00, 2�00, 3�00 2�91, 3�74, 4�85 114, 98, 103 2�4, 2�0, 1�6

Pom egranate ju ice�/ ( g# L- 1 ) 0�13 0�07, 0�13, 0�20 0�21, 0�26, 0�34 114, 103, 105 0�6, 1�4, 2�5

Beverages �/ ( m g# L- 1 ) - * 1�00, 5�00, 10�00 1�11, 4�70, 11�30 110, 94, 113 1�0, 3�8, 2�3

� * no detected

3� 结 � 论

采用胶束电动毛细管电泳在线扫集技术测定没食子酸, 方法具有快速、灵敏度高和重复性好等特

点。本方法的高灵敏度可允许样品高度稀释而有效地避免样品基体组分的干扰, 在很大程度上弥补了

毛细管电泳在痕量组分测定方面的不足。

与文献报道值相比, 发现石榴中没食子酸的含量因其产地和品种的不同而存在一定差异。传统上

以石榴皮入药, 而石榴叶中没食子酸的含量略高于石榴皮中的含量, 因此石榴叶也具有很好的开发前

景。市售的某种饮料中未检出没食子酸, 与饮料标注明显不符, 值得对其质量问题加以关注。
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