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溴甲酚绿增色分光光度法测定了一环糊精
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摘 要：研究了溴甲酚绿分光光度法定量测定7一环糊精的条件。在pH为4．1的酸性环境中，7一

环糊精使溴甲酚绿发生增色反应，最大增色波长为640 nm，其增色程度(AA)与7一环糊精质量浓度

在o～o．3 g／L的范围内成线性关系。回归方程为：△A=1．032 7GcD(g／L)，线性相关系数R2为
0．995 7。该方法具有很高的灵敏性，表观摩尔吸光系数‰。。一1．7×106L／(m01．cm)，对r环糊精

的检出限为7．3×10～g／L。样品平均实测回收率为96％～101．3％，RSD为0．071％，可用于7一环

糊精的定量测定。
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Abstract：In this manuscript，a easy，economic and efficient determination method of 7一

cyclodextrin(7-CD)was developed based on the principle that 7-cyclodextrin(7-CD)reacted

with bromocresol green(BCG)to form BCG-(7一CD)complexation at pH 4．1。which causes the

hyperchromic of the BCG solution．The maximum hyperchromic wavelength is located at 640 nm．

The optimum conditions of the reaction．the influencing factors and relationship between the

hyperchromic intensity and the concentration of 7一CD has been investigated．The optimum

conditions for measuring the 7一CD are as follows：PH 4．1，BCGconcentration 5 mmol／L，room

temperature and 20 min reaction time The concentration of y-CD iS linear proportional to the

degree of hyperchromic(AA)at the range of 0～0．3 g／L．The regression equation is△A=

1．032 7C，CD(g／L)，the correlation coefficient is 0．995 7．The method has high sensitivity and

the maximum molar absorption coefficient(e640)iS 1．7×106 L·m01．1·cm～。and the

detection limit is 7．3×10一g／L．The recovery is 96％～101．3％，RSD is 0．071％．The method

with simplicity，stability system and good accuracy can be applied to the determination of 7--CD．
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环糊精(cyclodextrin，简称CD)是由环糊精葡

萄糖基转移酶催化淀粉或其相关的物质所得到的

环状化合物，最常见的有a-CD、t3-CD、7一CD 3种，分

别由6、7、8个葡萄糖残基通过a一1，4糖苷键连接而

成n]。CD环外亲水、环内疏水的性质使其能与各

种有机物作用形成稳定的复合物，改变有机物的某

些性质，从而在食品、医药、农业、化工等领域都具

有广泛的用途心-5]。

目前t3-CD的生产和应用量最大，其测定方法

也比较完善卟-1 3|。而7-CD由于制备过程存在产率

低、成本高的问题，一直限制其商业化生产。但在

这3种CD中，7-CD内腔最大，具有更广泛的包埋

客体分子的能力，并且其较高的水溶性、突出的乳

化特性和安全性，使其在食品、制药和化妆品等领

域具有很大的应用空间[14-16]。

有关7一CD的测定方法仅Takashi[1 71有过研

究，确定了以溴甲酚绿(简称BCG)为指示剂的分光

光度法，但其对温度、反应时间等可能影响测定的因

素以及测定范围未作研究，影响了测定结果的可靠性

和准确性。国内对其测定方法的研究仍为空白。为

了促进y-CD的发展，完善现有的测定方法显得非常

必要。作者系统地研究了分光光度法定量测定y-CD

的各操作参数及可能的干扰因素对测定的影响，并就

测定的重复性、准确性作了深入的分析。

1材料与方法

1．1主要仪器与试剂

UV-2000型紫外一可见分光光度计，尤尼柯上

海仪器有限公司制。甘氨酸一氢氧化钠缓冲液，pH

=8．5，浓度为0．2 mol／L；7一CD标准溶液，sigma公

司提供。柠檬酸缓冲液，pH一4．2，浓度为0．2

mol／L；溴甲酚绿(BCG)溶液用乙醇配制，浓度为5

mmol／L；盐酸，l mol／L；所有试剂均为分析纯，实

验用水为二次蒸馏水。

1．2 实验方法

准确移取4 mL柠檬酸缓冲液、0．1 mL盐酸、

0．2 mL BCG溶液和适量的y-CD标准溶液于试管

中，立即混匀，静置20 min后，在640 rlm处测定其

吸光度(以缓冲液为参比)。其中，空白溶液不含7一

CD，其余操作均相同。吸光度差值(5A)=样品吸

光度(A)一空白溶液吸光度(A’)。

2结果与讨论

2．1 测定波长的选择

在紫外一可见分光光度计上分别对7一CD、BCG

及BCG-(y-CD)复合物溶液在200"--780 am的波长

范围内进行波长扫描，得吸收光谱(图1)，并测得不

同质量浓度的7一CD与BCG的反应产物的吸收光

谱(图2)，以及其在最适波长下的关系(图3)。由图

1、图2可知，BCG溶液在酸性条件下呈现多个不同

的吸收峰。当7一CD加入BCG溶液后，BCG溶液呈

现增色效应，最大增色波长为640 am。由图3可

知，在640 nm下BCG的增色程度随7一CD质量浓

度的增大而增大，且成线性关系。因此，选择640

nm作为测定波长。

图1 y-CD、BCG及BCG-(y-CD)的吸收光谱

Fig．1 Absorption spectra of y-CD、BCG and BeG-(P

CD)
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图2 PCD不同质量浓度时溴甲酚绿的吸收光谱

Fig．2 Absorption spectra of BCG in different y-CD

concentrations
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图3 y-CD质量浓度与AA的关系

Fig．3 Relationship between the y-CD concentration and

AA
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2．2显色时间的确定

BCG-(7一CD)体系达到稳定状态需要一段时

间，期间样品的吸光度会随显色时间的增加而增

加。以一定时间为间隔测定其吸光度，并以吸光度

对显色时间作图，结果如图4所示。可知，在前5

rain BCG-(7一CD)形成速度较快，吸光度增加较大，

其后形成速率变得缓慢，吸光度增加程度也随之减

小。显色15 rain，吸光度达到稳定，并在其后15

rain内基本保持不变。实验选择)'-CD与BCG混

合静置20 rain后，再测定其吸光度。

圈4 BCG-(y-CD J形成速率及稳定性

Fig．4 Rates of formation and stabi|ity of(产CD)。BCG

inclusion complex

2．3测定条件对丫一CD测定的影响

2．3．1 pH对7一CD测定的影响 加入4 mL不同

pH值的柠檬酸缓冲液使体系呈不同的pH值，按

试验方法测定其吸光度，并以△A对7一CD质量浓

度作图，结果如图5所示。可知，随着pH值的增

大，测定曲线的斜率随之增大，即灵敏度升高。在

pH值为3．9～4．1的环境中，曲线灵敏度接近并且

较好。实验中选择控制pH值为4．1，即在体系中

加入0．1 mL 1 mol／L盐酸和4 mL柠檬酸缓冲液

(pH=4．2)所得到的pH值。

◆pH=3．2．R2=O．996 1

O·4
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孑0．2
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0
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图5 pH对y-CD测定的影响

Fig．5 Effect of pH On determination of y-CD

2．3．2 温度对T-CD测定的影响 考察了在0、16、

25℃下的吸光度变化，从图6可知，实验中各温度

下测定的标准曲线的线性关系和灵敏度都较好，因

此可在室温下进行，实验时保持标准曲线和样品的

测定在同样温度下进行即可。
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图6显色温度对y-CD测定的影响

Fig．6 Effect of temperature on determination of．)'-CD

2．3．3 BCG浓度对7一CD测定的影响 加入不同

浓度的BCG溶液，按实验方法测定其吸光度，并以

△A对T-CD质量浓度作图7。结果表明，BCG的浓

度在5～8 mmol／L范围内时曲线灵敏度较好(曲线

斜率都大于1)；而BCG的浓度在1～4 mmoL／L范

围内时则曲线灵敏度较弱(曲线斜率大都小于1)。

但是只有BCG浓度为5 mmol／L时所有样品的吸

光值A都介于0．2～0．8之间，实验结果更可靠。

因此，综合考虑实验选择BCG浓度为5 mmol／L。
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Fig．7

◆BCG 8 mmol／L．R2=O．989 4
-BCG 6 mmol／L．尺2=O．990 0
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图7 BCG浓度对y-CD测定的影响

Effect of concentration of BCG on determination

of y-CD

2．4校准曲线及检出限

在以上选定的测定条件下，按试验方法测定其

吸光度，并以△A对7-CD质量浓度作图8。由图8

可知：当测定)'-CD的质量浓度范围为0～0．3 g／L

时，R2为0．995 7；但当其质量浓度测定范围为0～

0．4 g／L时，尺2降低为o．974 9。因此，实验确定r

CD的线性测定范围为0～O．3 g／L。校准曲线方程

△A=1．032 7 C，cD(g／I。)，线性相关系数R2为

0．995 7。表观摩尔吸收系数∈。们为1．7×106 L／

(mol·cm)，检出限为7．3×10～g／L。
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弋

．口

y-CD质量浓P室d(g／L)

图8 y-CD测定线性范围的确定

Fig．8 Effect of concentration of Y-CD oli linearity of its

complex

2．5干扰因素对y-CD测定的影晌

环糊精实际生产中其产物是Q—CD、B—CD、7-CD

和糖类的混合物，为准确测定产物中7一CD的含量，

实验考察a—CD、p—CD和葡萄糖对y-CD测定可能的

影响。不同程度加入另外两种CD和葡萄糖等可能

的干扰素，配成不同的混合溶液。按照实验方法测

定其吸光度，并计算出相应的7一CD的量，结果如表

1所示。可知，测定误差均在4．5％以下(允许相对

误差≤5％)，各因素对了一CD的测定干扰小，说明

该方法测定7-CD具有良好的选择性口引。

表1不同干扰因素对丫-CD测定的影响

Tab．1 Effect of various carbohydrates oil the determination of y-CD

y-CD

质量浓度／

(mg／L)

p-CD

质量浓度／

(rag／L)

rCD

质茸浓度／

(mg／L)

葡萄糖

质量浓度／

(mg／L)
rcD测事产7 误差／％
(mg／L)

“4⋯

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

lOO

100

100

200

2 000

O

O

O

O

O

O

100

200

2 000

lOO

200

O

0

0

100

200

2 000

0

0

0

100

200

2 000

100

200

102．1士0．1

96．5士0．3

101．2士0．3

104．1士0．1

101．3士0．3

96．2±0．2

102．3士0．2

95．5士0．5

96．3±0．3

99．1±0．3

99．2±0．1

96．3士0．1

98．5士0．1

103．34-0．2

2．1

—3．5

1．2

4．1

1．3

—3．8

2．3

—4．5

—3．7

一O．9

—0．8

—3．7

一l-5

3．3

100 2 000 2 000 2 000 98．3士0．1 —1．7

2．6样品分析及标准加入回收实验

取10 mL实际生产中的混合环糊精母液放入

100 mL的容量瓶中，定容至刻度。从中取样品溶

液2 mL，按照实验方法进行7-CD的测定，平行测

定5次。再取5份2 mL的样品溶液，分别加入不

同量的7-CD标准溶液，测定样品的回收率，结果见

表2。同时，采用高效液相色谱法测定样品中y-CD

的质量浓度，结果为(0．168±0．001)g／L。因此可

得知本方法有较高的测量精密度、准确性，以及较

好的回收率。

表2 7-CD的测定及标准加入回收实验结果

Tab．2 Determination results of y-CD in tables and recovery

测定值／ RSD／％ 加人值／ 测定值／ 回收率／

(g／L) (n一5)(g／L)(g／L) ％

O．02 O．119士0．002 96．0

0．04 0．140±0．001 100．0

0，169士0．002 0．071 0．06 0．159士0．001 98．3

0．08 0．181±o．001 101．3

0．1 0．199±0．002 99．0

o

o

o

o

o

o

∞

∞

似

o

o

o

∞

∞

1

2

2

1

2
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3 结 语

在pH为4．1，BCG浓度为5 mmol／L，7-CD质

量浓度为O～O．3 g／L的条件下，7-CD与BCG混合

后在室温下静置20 min，再在640 nlTl波长下进行
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含量。这种方法专一性好，不受其他因素的干扰；

形成相应的复合物迅速而稳定，并且测定重复性

好，准确度高。因此可作为7-CD工业化生产时测

定的首选方法。
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