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邻甲酚酞褪色分光光度法定量测定 γ －环糊精含量
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摘 要 以邻甲酚酞( OCP) 为探剂，首次建立了基于邻甲酚酞褪色反应的 γ －环糊精含量分光光度测定
方法。其原理是在碱性条件下，γ －环糊精( γ － CD) 包络 OCP 分子使其发生褪色反应，并且其褪色程度△A
与 γ － CD浓度在一定范围内呈线性关系，符合朗伯比尔定律。研究了显色条件对 γ － CD 含量测定的影响。
结果表明:当在 30 ℃下显色 15 min，加入 OCP 浓度为 0． 21 mmol /L，缓冲液 pH = 9． 51 时，γ － CD 在 0 ～ 15
mmol /L范围内线性关系良好。回归方程为 ΔA = 0． 032 5Cγ － CD ( mmol /L) ，相关系数 Ｒ2 = 0． 997 5，检出限为
0． 066 mmol /L，表观摩尔吸光系数 ε = 3． 06 × 103 L獉mol － 1獉cm －1，灵敏度较高。样品平均实测回收率在99． 1
～ 101． 5%之间，测定结果 ＲSD为 1． 47% ( n = 10) 。该光度测定方法的准确度与 HPLC 法接近，且具有良好的
稳定性与重现性，同时操作简便，测定快速，较 HPLC法更易于推广普及。
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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 α － CD、β － CD、γ － CD 3 种，分
别由 6、7、8 个葡萄糖残基通过 α － 1，4 糖苷键连接
而成。环糊精外亲水、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

［1 － 6］。在这 3 种环糊精中，γ －环糊精内
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［7 － 9］。
故建立一种简便快速测定产品含量的方法，对实现

γ －环糊精的工业化生产和应用具有重要意义。
目前 CD的测定方法有荧光分析法、旋光度法、

还原糖测定法以及高效液相色谱法等，各有优缺点。
荧光分析法是分析目前生物大分子的常用分析手段

之一，但由于包括环糊精在内的多糖类物质本身并

无荧光基团，故需要采用昂贵的衍生化试剂对环糊

精进行荧光化，测定成本较高，步骤烦琐，且重复性

较低
［10 － 11］。比旋光度法主要采用一些自身无旋光
性的物质作为探剂，利用其与环糊精形成包络后引

起后者旋光度变化值来间接测定环糊精含量，该方

法测试灵敏较低，且由于环糊精的高旋光性，除探剂

之外的其他因素如 pH、温度、甚至环糊精浓度等均
可引起旋光度的变化，测定结果不稳定，易受干扰，

只能作为一种辅助分析手段
［12］。还原糖法同样是多

糖及寡糖类的常用定量方法，其原理是通过将样品

酶解后测定酶解液中还原糖含量来对样品定量。其
优点是反应灵敏，线性关系良好，缺点是缺少专一

性，由于所有糖类物质对此方法均有相应，故如样品

中含有的葡萄糖及淀粉等成分会影响测定结果
［13］。

高效液相色谱(HPLC)法结果准确，精度高，且专一
性强，但需要昂贵的色谱仪，对实验人员的要求也较

高，且用时较长，难以广泛使用
［14 － 16］。相比较而言，

分光光度法具有仪器简单，操作容易，测定快速等优

点，且在一定条件下其测定结果与 HPLC 法相近，故
较适于 CD的一般生产和使用单位采用［17 － 18］。
有关 γ － CD 的分光光度法测定，国内外报道较

少，仅 Kato 等［19］及刘虹等［20］有过研究。Tako 首先
以溴甲酚绿(BCG)为指示剂，利用 BCG与 γ － CD形
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成包络物后增色的原理，建立了 γ － CD 的分光光度
测定方法。国内的刘虹等在此基础上通过优化工
艺，对该法进行了完善。但以 BCG 为指示剂的 γ －
CD测定方法尚存在不足。首先，BCG 对 γ － CD 的
增色机理尚不明确;其次，受 BCG指示剂变色范围的
影响，此法需在酸性环境中测定，由于环糊精不耐酸

的特性，在酸性中极易分解，从而影响了此法测定结

果的准确性
［21］。

由此可见，在 γ － CD的分光光度测定中，探剂的
选择尤为重要。本文首次发现 γ － CD 与邻甲酚酞分
子包络后会显著降低后者的吸光值，即 γ － CD 对邻
甲酚酞溶液具有显著的褪色效应。且其吸光度减小
值与 γ － CD浓度在一定范围内呈线性关系，符合朗
伯—比尔定律。此外，与溴甲酚绿不同的是，由于邻
甲酚酞探剂分子与 γ － CD 包络并褪色的 pH 条件为
弱碱性(pH =9 ～ 10)，而在此条件下环糊精结构比较
稳定，故而在最大程度上避免了因样品的分解对测

定结果的影响，使测定的准确性与稳定性方面得到

必要的保障。基于此，本研究建立了以邻甲酚酞为
指示剂的 γ － CD 含量分光光度测定方法，同时就各
参数对测定的影响进行了讨论，优化了测定方法，并

对测定结果的准确性、重复性进行了深入分析。

1 材料与方法
1． 1 主要材料

γ －环糊精(γ － CD):德国瓦克化学试剂有限公
司，分析纯;邻甲酚酞(OCP):上海恒远生物科技有
限公司，分析纯。
1． 2 主要仪器与设备
岛津 2600 紫外可见光分光光度计:日本岛津公

司:Waters 1525 高效液相色谱仪:美国沃特世公司。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 溶液的配制
邻甲酚酞溶液:以 90%乙醇溶液配制 4． 2 mmol /L

OCP母液，使用时再以 20%乙醇溶液稀释配制成所
需浓度溶液;pH = 9． 51 碳酸钠 /碳酸氢钠缓冲溶液:
由 0． 1 mol /L碳酸钠与 0． 1 mol /L 碳酸氢钠溶液配
制并以酸度计校准;γ － CD 标准储备液:准确称取一
定质量 γ － CD，以去离子水配制成 25 mmol /L的 γ －
CD标准储备液 100 mL。使用时，再以去离子水稀释
制成所需浓度的 γ － CD待测样品溶液。
1． 3． 2 γ － CD的分光光度测定方法
吸光度差值△A 的测定:取一定浓度 OCP 溶液

3 mL 加入比色管中，随后加入一定浓度的 γ － CD溶
液 3 mL，以 pH = 9． 51 碳酸钠 /碳酸氢钠缓冲溶液定
容至 25 mL并混匀。于 30℃恒温水浴中静置 15 min
后，在 567 nm 处以缓冲溶液为参比测定其吸光度。
在空白实验中，以 3 mL 蒸馏水替代 γ － CD 溶液，其
余实验操作相同。
吸光度差值(△A) =空白溶液吸光度(A') －样

品溶液吸光度(A)
γ － CD 标准曲线的绘制:取一定浓度的 OCP 溶

液 3 mL分别加入数个比色管中，随后依次在各管中
加入浓度为 1． 5、3、4． 5、6、7． 5、9 mmol /L 的 γ － CD
溶液 3 mL，以 pH = 9． 51 碳酸钠 /碳酸氢钠缓冲溶液
将各管定容至 25 mL 并混匀。于 30 ℃恒温水浴中
静置 15 min后，在 567 nm处以缓冲溶液为参比测定
其吸光度。在空白实验中，以 3 mL 蒸馏水替代 γ －
CD溶液，其余实验操作相同。以 γ － CD浓度为横坐
标，被测样品溶液与空白溶液吸光度差△A为纵坐标
作图，得到一正相关曲线，作为 γ － CD 标准曲线。
此方法的检出限采用式(1)计算［22］:

DL =
K' × Sh

k (1)

式中:DL 为检出限 /mmol /L;K'为根据一定置信
水平确定的系数，IUPAC 建议取 3;Sh为空白多次测

得信号的标准偏差(至少 20 次);k为方法的灵敏度，
即标准曲线的斜率。
计算此方法中 OCP － (γ － CD)包络物的摩尔吸

光系数采用式(2)计算［23］:

ε = ΔA
b × c × 8． 333 (2)

式中:ε为 OCP － (γ － CD)包络物的摩尔吸光系
数 /L獉mol － 1獉cm －1，在此用吸光度差表示;ΔA 为吸
光度差值; b 为液池厚度 / cm; c 为物质的量浓度 /
mol /L;8． 333 为样品溶液的测定时的稀释比。
1． 3． 3 γ － CD的 HPLC测定方法
准确称取一定量 γ － CD 与去离子水配制成

10 mmol /L 的标准溶液，随后以去离子水分别稀释成
5、4、3、2、1、0． 5 mmol /L 标准溶液，分别以 50 μL 的
进样量注入 Waters 1525 高效液相色谱仪，根据峰面
积和浓度绘制标准曲线。色谱条件为:色谱柱:
Aqueous Column 2． 5 μm 150 × 4． 6 mm;流动相:甲
醇:水(5 ∶ 95);流速:1． 0 mL /min;进样量:50μL;柱
温:40 ℃。随后配制浓度为 4． 5 mmol /L 的 γ － CD
待测样品溶液，以相同的色谱条件进行含量测定。
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2 结果与分析
2． 1 邻甲酚酞褪色原理
邻甲酚酞(简称 OCP)又称邻甲苯酚酞，与酚酞

具有相近的化学结构及理化性质，其变色范围为

8． 2 ～ 9． 8，其酸式结构为无色的内酯形式，碱式结构
为醌式而显红色。γ － CD使 OCP褪色的原理可如图
1 所示。当 OCP分子处于变色 pH范围内时，结构不
稳定，容易发生重排，在与 γ － CD 形成包络物后，部
分 OCP中心碳原子由原来的 sp2

杂化转化为以 sp3

杂化轨道成键，其结构发生了由醌式向内酯形式的

转变，从而阻碍了三苯环共轭体系的形成，并使 OCP
溶液褪色

［24］。

图 1 OCP与 γ － CD形成包络物褪色的原理示意

2． 2 γ － CD与 OCP包络物的光谱分析
由图 2 可知，OCP 在碱性条件下最大吸收波长

为 567 nm，在与 γ － CD 形成包络物后，OCP － (γ －
CD)谱峰形状与 OCP 类似，而在最大吸收波长处则
出现显著减色效应。由图 2 中还可发现，在 567 nm
下 OCP － (γ － CD)的减色程度随 γ － CD含量的增加
而增大，即在一定范围内，此吸光度差值 ΔA 与 γ －
CD浓度呈线性关系，符合朗伯—比尔定律。这也是
本文基于邻甲酚酞褪色法的 γ － CD含量分光光度测
定的理论依据

［25］。

图 2 OCP及不同浓度 γ － CD与 OCP形成包络物的吸收光谱

2． 3 显色时间的确定
OCP － (γ － 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时间的增加而减小，即发

生褪色效应。以一定时间为间隔测定其吸光度，并
以被测样品溶液与空白溶液吸光度差 ΔA 对显色时
间作图，结果如图 3 所示。可知，在前 5 min OCP －
(γ － CD)形成速度较快，吸光度降低较大，褪色效应
明显。其后形成速率变得缓慢，吸光度降低程度也
随之减小。显色 15 min 后，吸光度达到稳定，并在其
后 10 min 内基本保持不变。本文选择 γ － CD 与
OCP混合静置 15 min后测定其吸光度。

图 3 OCP － (γ － CD)形成速率及稳定性

2． 4 测定条件对 γ － CD测定的影响
2． 4． 1 pH对 γ － CD测定的影响
加入不同 pH 值的碳酸钠 /碳酸氢钠缓冲液使体

系呈不同 pH，按 1． 3． 2 小节中实验的方法测定其吸
光度，并以 ΔA对 γ － CD浓度作图，结果如图 4所示。
起初随 pH增大测定曲线斜率随之增大，即灵敏

度升高。当 pH = 9． 51 时，斜率达到最大值，超过此
pH斜率又有所下降。由 2． 1 中原理分析可知，当
OCP分子处于变色范围内时，结构不稳定，部分 OCP
分子在与 γ － CD 形成包络后分子发生重排，共轭结
构遭到破坏，使溶液出现减色效应。故本法 γ － CD
含量的测定需要适宜的碱性环境。但当体系碱性过

图 4 pH对 γ － CD测定的影响
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高时，这种由醌式向内酯式的结构转变可能较难发

生，使褪色现象减弱
［26］。由此可知，以 OCP 为探剂

的 γ － CD分光光度测定时，其缓冲体系 pH 应处于
OCP分子的变色范围内，但不宜过高，在本文建立的
方法中以 pH =9． 51 为宜。
2． 4． 2 温度对 γ － CD测定的影响
由图 5 可知，在 30 ℃以下，随着温度的升高，测

定曲线的斜率逐渐增大，即灵敏度提高，说明 γ － CD
与 OCP分子形成复合物的驱动力大小受温度的一定
影响。适当提高温度可使 OCP － (γ － CD)包络物的
稳定性增加，使减色效应增强，提高了检测的灵敏

度。但当温度超过 30℃后，曲线斜率又有下降趋势，
且相关系数 Ｒ2

值较小，说明标曲线性关系下降。可
能是由于温度过高时不利于 OCP － (γ － CD)结构的
稳定，不仅会影响检测的灵敏度，也容易引起数据波

动，影响检测的准确性。故在本文中 γ － CD 含量的
测定温度以 30 ℃为宜。

图 5 温度对 γ － CD测定的影响

2． 4． 3 OCP浓度对 γ － CD测定的影响
加入 3 mL 不同浓度的 OCP 溶液，测定其吸光

度，并以 ΔA 对 γ － CD 浓度作图，结果如图 6 所示。
可以看出，OCP 浓度对测定 ΔA 与 γ － CD 浓度之间
的线性关系影响不大，但影响测定的灵敏度。标准
曲线斜率随OCP浓度的提高逐渐增大，但当OCP

图 6 OCP浓度对 γ － CD测定的影响

浓度大于 0． 21 mmol /L 后，曲线斜率虽然继续增加，
但此时测试样品的吸光值已大于 1，超出朗伯—比尔
定律的最佳测定浓度范围，故综合考虑测试方法的

灵敏性及测试结果的可靠性，本文选择探剂 OCP 浓
度为 0． 21 mmol /L。
2． 5 标准曲线与检出限
在选定的测定条件下，按实验方法测定其吸光

度，并以 ΔA 对 γ － CD 浓度作图，结果如图 7 所示。
当测定 γ － CD 的浓度范围为 0 ～ 15 mmol /L 时，Ｒ2

为0． 997 5;但当其浓度测定范围扩大为 0 ～ 21 mmol /L
时，Ｒ2
降低为 0． 971 2。试验确定 γ － CD 的线性测

定范围为 0 ～ 15 mmol /L。校准曲线方程 ΔA =
0． 032 5cγ － CD(mmol /L)，Ｒ

2
为 0． 997 5。检出限为

0． 066 mmol /L，表观摩尔吸光系数 ε = 3． 06 × 103 L獉
mol － 1獉cm －1。

图 7 γ － CD测定线性范围的确定

2． 6 γ － CD 测定的重复性实验与标准加入回收实
验
［28］

配制25 mmol /L的 γ － CD标准储备液100 mL，从
中取 5 mL稀释至一定体积，按 1． 3． 2中的实验方法测
定 γ － CD含量，平行测定10 次，作为 γ － CD测定的重
复性实验，结果如表 1 所示。再各取 5 份25 mmol /L
的 γ － CD标准储备液 5 mL 加入不同试管，随后继续
加入不同量的标准储备液，并均稀释至同等体积，测定

加标样品浓度并计算回收率，结果如表 2 所示。可以
看出，重复性测定结果 ＲSD =1． 47% (n = 10)，回收率
在99． 1 ～101． 5%之间，表明本分光光度法测定 γ － CD
含量有较高的准确度和可重复性

［29］。
表 1 γ － CD测定的重复性实验结果

测定值 /mmol /L
平均值 /
mmol /L

标准偏差 /
mmol /L

ＲSD /%，
n = 10

4． 94，5． 01，4． 87，4． 92，5． 04
5． 09，4． 95，5． 05，4． 90，4． 93

4． 97 0． 073 1． 47
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表 2 γ － CD测定的加标回收率实验结果

样品 加标量 /mmol /L 加标测定值 /mmol /L 平均值 /mmol /L ＲSD /%，n = 5 回收率 /%
#1 1． 5 6． 42，6． 31，6． 46，6． 50，6． 38 6． 41 1． 14 99． 1
#2 3． 0 8． 12，8． 18，7． 93，8． 15，7． 97 8． 07 1． 39 100． 5
#3 4． 5 9． 54，9． 39，9． 42，9． 51，9． 40 9． 45 0． 72 99． 8
#4 6． 0 11． 15，11． 30，11． 21，10． 93，11． 06 11． 13 1． 28 101． 5
#5 7． 5 12． 62，12． 59，12． 48，12． 54，12． 58 12． 56 0． 55 100． 7

2． 7 分光光度法与 HPLC法测定 γ － CD的比较
配制已知浓度(4． 5 mmol /L 的) γ － CD 标准溶

液，分别采用 1． 3． 3 中的 HPLC法及本文的分光光度
测定法进行浓度测定，每种测定方法平行测定五次。
同时，将分光光度法测定的样品结果与高效液相色

谱法测定的结果进行对比，结果见表 3。从表 3 中
的数据可知，两种方法的测定结果相当吻合，分光光

度法的平均测定值、标准偏差与(ＲSD)变异系数均
与 HPLC法相差很小，说明其在精准度方面已经十分
接近色谱法。但由于分光光度测定法与 HPLC 法相
比，具有操作简便、测定快速、设备简单，且对实验人
员技术水平要求不高等优点，因此更易于推广普及。
表 3 分光光度法与 HPLC法测定 γ － CD 的结果比较

测定值 /mmol /L 平均值 /
mmol /L

标准偏差 /
mmol /L

ＲSD /%，
n = 5

HPLC法
4． 53，4． 47，4． 51，
4． 40，4． 49 4． 48 0． 050 1． 12

分光光

度法

4． 42，4． 52，4． 47，
4． 38，4． 50 4． 46 0． 058 1． 29

3 结论
首次以邻甲酚酞(OCP)为探剂建立了基于 OCP

褪色反应的 γ － CD含量分光光度测定方法。当 OCP
浓度为 0． 21 mmol /L，碳酸钠 /碳酸氢钠缓冲溶液
pH =9． 51，30 ℃显色 15min 时，减色程度 ΔA 与 γ －
CD浓度在 0 ～ 15 mmol /L 范围内线性关系良好，
Ｒ2 = 0． 997 5。该测试方法灵敏度高，表观摩尔吸光
系数 ε = 3． 06 × 103 L獉mol － 1獉 cm －1，检出限为

0． 066 mmol /L。样品平均实测回收率在 99． 1% ～
101． 5%之间，测定结果 ＲSD 为 1． 47% (n = 10)，具
有良好的稳定性与可重复性。此分光光度法与
HPLC法的测定结果较为吻合，准确度高，加之其测
定方法简便，测定快速、普及性强等优点，有望成为
一种新的 γ － CD 定量分析的有效工具，应用于 γ －
环糊精的工业化生产和加工中。
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Quantitative Determination of γ － Cyclodextrin with
o-Cresolphalein Fading Spectrophotometry

Zhang Hao1 Zhang Yi1 Cheng Bowen2 Wang Panlei1 Tian Yun1

(School of Textiles，Tianjin Polytechnic University1，Tianjin 300387)
(Tianjin Municipal Key Laboratory of Fiber Modification and Functional Fiber，

Tianjin Polytechnic University2，Tianjin 300387)

Abstract A new spectrophotometric determination method of γ － Cyclodextrin content based on o － cresolpha-
lein (OCP) fading reaction was established，using OCP as a probe． Its theory was that under alkaline condition，the
γ － cyclodextrin reacted with OCP molecule to form an inclusion complex． The concentration of γ － CD was linear
proportional to the degree of fading △A within a certain concentration range，which in accordance with lambert-beer's
law． The influence of chromogenic conditions on determination of γ － CD content was researched，and the results
showed that there was a good linear relationship with γ － CD in the concentration from 0 to 15 mmol /L under the con-
dition that the OCP concentration was 0． 21 mmol /L，buffer solution pH =9． 51，proceeding at 30 ℃ for 15 min． The
regression equation was ΔA =0． 032 5Cγ － CD (mmol /L)，correlation coefficient Ｒ2 = 0． 997 5，apparent molar ab-
sorption coefficient ε = 3． 06 × 103 L獉mol － 1獉cm －1，and the detection limit was 0． 066 mmol /L，which had relative-
ly high sensitivity． The average measured recovery rate of samples was 99． 1% ～101． 5%，and the determined ＲSD
was 1． 47% (n = 10) ． This spectrophotometric determination method had accuracy close to HPLC method，and good
stability and reproducibility，as well as the straightforward operation and the quick determination，which was easier
for promotion and popularization compared with HPLC method．

Key words γ － CD，o － cresolphalein，quantitative analysis，
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studied． The results showed the optimal ZEN － degrading temperature for 7D3 － 2 is 30 ℃，pH 7． 0; When the inoc-
ulum size was less than 10%，the ZEN degradation rate of 7D3 － 2 was positively correlated with the inoculum size．
The ZEN degradation rate of 7D3 － 2 was not significantly different when the ZEN concentration was from 1． 0 mg /L
to 25． 0 mg /L． However，when ZEN concentration was higher than 25． 0 mg /L，the ZEN degradation rate was in-
versely proportional to the initial ZEN concentration，but the absolute amount of the degraded ZEN was positively cor-
related with the initial ZEN concentration． Location experiment showed that the ZEN degrading substance in 7D3 － 2
was mainly located outside the cells． 7D3 － 2 can not only degrade ZEN in culture solution，but also degrade ZEN in
corn flour． Therefore，this study supplies feasible solution for biotical detoxification of ZEN in grain and feed besides
enriching the resources of ZEN degrading bacteria．

Key words zearalenone，biodegradation，screening，identification，Bacillus amyloliquefaciens
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