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摘　要　建立了高效液相色谱法测定余甘子中单宁酸含量的方法, 采用 H ypersil OD S (125×4. 0mm ,

5Λm )色谱柱; 检测波长 275nm ; 流动相为 80% 甲醇和 20% 水; 流速为 0. 5mL ·m in - 1。可在 3m in 内完成一

次样品分析。所测单宁酸在 120—240ngömL 的范围内有良好的线性关系。相关系数达 99. 996% 以上, 加标

回收率在 99. 7% —107. 5% 之间。本法快速, 方便, 精确可靠。
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1　前言
余甘子 (P hy llanthus Em blica L . )在我国广泛分布于福建、台湾、广东、广西、贵州、云南等省份,

在福建泉州市有丰富的野生资源。国内许多食品专家把余甘子、猕猴桃和山楂并列为我国三大高营

养水果。现代医药研究表明中药余甘子有较强的心血管活性, 富含单宁类化合物, 对动脉粥样硬化

有较好疗效[1 ]。单宁酸 (T ann ic acid)广泛存在于植物的根、皮、叶及果实中。具有独特的化学特性及

特殊的生理和药理功能, 因此在日用化学工业、医药工业、食品工业、皮革行业及其他方面获得了极

为广泛的应用。最新研究表明, 单宁酸具有减少化学诱发皮肤癌, 处理或防治免疫力缺乏综合症 (艾

滋病)的功效[2 ]。余甘子价廉易得且可再生, 其应用方兴未艾, 开发前景非常广阔。余甘子中单宁酸

含量的测定, 对于余甘子的开发利用具有重要意义。

2　实验部分
2. 1　主要仪器与药品

H P21100 高效液相色谱仪 (美国安捷伦公司) , 包括H P1100 四元泵, 自动进样器,VWD 检测器

和色谱工作站; UV 21800 紫外2可见分光光度计 (上海美普达有限公司) ,U PW S2IV 2107 超纯水器

( 杭州永洁净化科技有限公司) , 色谱纯甲醇 (美国天地 T ED IA )、超纯水, 单宁酸 (A. R. 分子式

C76H 52O 46, 分子量 1701. 25)贵州遵义市第二化工厂, 余甘子 (采集于泉州惠安县)。

2. 2　色谱条件

色谱柱为 H ypersil OD S (4. 0×125mm , 5Λm ) 色谱柱; VWD 检测器调节检测波长为 275nm ; 流

动相为甲醇和水 (体积比 80∶20) ; 流速为 0. 5mL ·m in - 1; 柱温: 室温; 进样量 2ΛL。



2. 3　样品处理

筛选新鲜的余甘子, 清洗去核, 风干, 称取 350. 0g 果肉于搅拌机中捣碎。将捣碎的余甘子果肉

用水浸提, 得到 350. 0mL 提取液。用 0. 45Λm 滤膜过滤, 进样 2ΛL。

2. 4　标准溶液的制备

于电子天平上精确称取 0. 0030g 单宁酸 (A. R. ) , 用乙醇、水、丙酮体积比为 69. 9%、29. 8%、

0. 3% 的溶液作溶剂溶解并定容, 制备成浓度为 30. 00ΛgömL 的单宁酸标准溶液 100mL。上述标准

溶液用 0. 45Λm 滤膜过滤备用。进样 2ΛL 分析, 在该条件下, 标样和余甘子样品色谱图见图 1—2。

图 1　标样色谱图

1——单宁酸 1; 2——单宁酸 2; 3——丙酮的溶剂峰。

图 2　余甘子样品色谱图

1——单宁酸 1; 2——单宁酸 2。

3　结果与讨论
3. 1　色谱条件选择

用UV 21800 紫外2可见分光光度计测得单宁酸在 275nm 处有强吸收, 虽然丙酮在 275nm 附近

也有较大吸收, 但不影响单宁酸的分析定量, 故用VWD 检测器调节检测波长为 275nm。实验用

H ypersil OD S 色谱柱, 改变流动相 (甲醇和水) 配比, 流速, 柱温, 结果表明流动相为甲醇和水 (体积

比 80∶20) ; 流速为 0. 5mL ·m in - 1; 柱温: 室温时的出峰情况为最佳。

3. 2　单宁酸标准溶液溶剂的选择

水、乙醇、丙酮都可用于单宁酸的提取[3 ] , 为了使本方法的使用范围更广, 分别实验了以水、乙

醇、丙酮不同配比的混和溶液作标液的溶剂, 实验结果表明用乙醇、水、丙酮体积比为 69. 9%、

29. 8%、0. 3% 的溶液作溶剂时出峰情况为最佳。

3. 3　线性回归方程、相关系数

分别配制单宁酸标准溶液 120、150、180、210、240ngömL 用0. 45Λm滤膜过滤, 进样后得到两种

单宁酸的回归方程, 单宁酸 1: y = m 1x + b1, m 1= 3. 61220×10- 1, b1= - 12. 62814, r= 0. 99996; 单

宁酸 2: y = m 2x + b2, m 2 = 3. 30394×10- 1, b2 = - 4. 24693, r = 0. 99998。线性范围为 120—240

ngömL。

3. 4　精密度实验

用 120ngömL 单宁酸标准溶液, 重复进样 4 次, 测定结果见表 1。
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表 1　单宁酸精密度实验结果

物质

测定次数

单次测定值 (ng·mL - 1)

1 2 3 4

平均值

(ng·mL - 1)

相对标准偏差

(% )

单宁酸 1 95. 20 96. 01 96. 51 97. 36 96. 28 0. 9

单宁酸 2 93. 78 93. 35 92. 49 92. 27 92. 97 0. 8

3. 5　余甘子中单宁酸提取液加标回收率的测定

取已知单宁酸含量的余甘子水提液稀释液 5mL , 加入 240ngömL 的单宁酸标准溶液 5mL , 再

用 70% 乙醇稀释, 定容至 25mL。将以上溶液用 0. 45Λm 滤膜过滤, 按 2. 2 项色谱条件进行H PL C

分析, 测定单宁酸的回收率, 结果见表 2。
表 2　单宁酸加标回收率的测定

测定次数
单宁酸 1

1 2 3

单宁酸 2

1 2 3

单宁酸含量 (ngömL ) 90. 34 178. 11

添加量 (ngömL ) 100. 14 102. 48 102. 27 183. 43 187. 91 189. 07

加标测得量 (ngömL ) 194. 89 200. 40 199. 87 360. 98 369. 99 369. 47

回收率 (% ) 104. 40 107. 40 107. 10 99. 70 102. 10 101. 20

平均回收率 (% ) 106. 30 101. 00

4　结论
应用高效液相色谱法测定余甘子中单宁酸的含量操作简便, 3m in 可完成单次检测, 在 120—

240ngömL 的范围内有良好的线性关系, 相关系数达 99. 996% 以上, 加标回收率在 99. 7% —

107. 5% 之间。本方法快速, 方便, 精确可靠, 可用于多种物质中单宁酸含量的测定。
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Abstract　T ann ic acid in P hy llanthus Em blica L . w as determ ined by h igh perfo rm ance liquid

ch rom atography (H PL C)w ith a H ypersil OD S co lum n (125×4. 0mm , 5Λm ) , 80% CH 3OH 220% H 2O

as mobile phase at the flow rate of 0. 5mL öm in and the UV detecto r at 275nm. T he linear range of

two tann ic acids covered 120—240ngömL. T he correlation coefficien ts of the calibration graph s are

0. 99996—0. 99998 w h ile the R SD s are 0. 9% —0. 8%. T he run tim e w as less than 3m in. T he m ethod

is fast, simp le, accurate and reliable.

Key words　H igh Perfo rm ance L iquid Ch rom atography (H PL C) , P hy llanthus Em blica L . , T an2
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