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卡尔费休容量法测定蜂花粉水分含量 

杨  健 1,2, 马跃龙 1,2*, 葛淑丽 1,2, 侯  超 1,2, 邢朝宏 1,2, 王育信 1,2 
(1. 上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233; 2. 国家食品质量监督检验中心(上海), 上海  200233) 

摘  要: 目的  建立卡尔费休容量法测定蜂花粉水分含量。方法  蜂花粉经机械粉碎并研磨后过 30 目筛, 选

用甲醇-甲酰胺-正辛醇(1:1:1, V/V/V)作为反应溶剂, 采用卡尔费休容量法测定蜂花粉的水分含量, 并同时与

65 ℃减压干燥法及 105 ℃直接干燥法进行比较。结果  卡尔费休容量法测得的蜂花粉水分含量更能代表蜂花

粉中的真实水分, 加标回收率在 84.36%～98.45%之间, 相对标准偏差小于 2%(n=7)。结论  该方法操作简单

方便、重现性好, 可以用于蜂花粉中水分含量的测定工作。 
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Research on the determination of water content in bee pollen samples by 
volumetric Karl Fischer method 

YANG Jian1,2, MA Yue-Long1,2*, GE Shu-Li1,2, HOU Chao1,2, XING Chao-Hong1,2, WANG Yu-Xin1,2 
(1. Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233, China; 

2. National Food Quality Supervision and Inspection Center (Shanghai), Shanghai 200233, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of water content in bee pollen by volumetric 

Karl Fischer (KF) method. Methods  Bee pollen was mechanically crushed and ground to 30 mesh sieve. The water 

content of bee pollen was determined by volumetric KF method with methanol-formamide-n-octanol (1:1:1, V/V/V) 

as the reaction solvent, and compared with vacuum drying method at 65 ℃ and direct drying method at 105 ℃. 

Results  The water content of bee pollen determined by volumetric KF method was more representative of the real 

water content in bee pollen. The recovery rate ranged from 84.36% to 98.45%, and the relative standard deviation was 

less than 2% (n=7). Conclusion  The volumetric KF method is easy to operate and has good reproducibility, which 

can be used for the determination of water content in bee pollen. 
KEY WORDS: bee pollen; volumetric Karl Fisher method; water content 
 
 

1  引  言 

根据 GB 31636-2016《食品安全国家标准 花粉》[1]

及 GB/T 30359-2013《蜂花粉》[2]中的定义, 蜂花粉主要是

指由工峰采集的一种或多种植物的花粉细胞并用唾液分泌

物和花蜜混合后形成的团状物质。蜂花粉营养成分丰富, 

主要含有蛋白质、脂类、糖类以及具有一定生理活性功能

的氨基酸、维生素 C、维生素 E、黄酮类化合物等, 这使

得蜂花粉具有一定的抗氧化、预防衰老、降血脂等保健功

能[38]。 
目前, 蜂花粉的水分含量主要采用 GB 5009.3-2016

《食品安全国家标准 食品中水分的测定》[9]中规定的减压
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干燥法进行测定, 但是检测时试样达到重量恒定的时间较

长, 耗能高, 而且当密闭干燥箱中空气的水分和试样中的

水分达到平衡时, 将有部分水分不能够完全烘干, 因而造

成水分的测定值偏低[10,11]。此外, 105 ℃直接干燥法和蒸馏

法也可用于蜂花粉中水分含量的检测, 但 105 ℃直接干燥

法则存在试样无法达到恒重的问题, 无法有效去除试样中

结合力较强的结合水, 且试样经过长时间 105 ℃干燥后可

能会出现焦化的现象, 导致试样中的挥发性物质的形成与

释放, 采用该法测定的水分偏高[1214]; 蒸馏法则需要使用

具有一定神经毒性的甲苯作为共沸溶剂将试样中的水分蒸

馏出来, 且无法实现批量样品的快速检测[11,15]。卡尔费休

容量法是利用化学反应原理进行水分含量测量, 即水与二

氧 化 硫 、 碘 的 专 一 性 反 应 (C5H5N·I2+C5H5N·SO2+ 
C5H5N+H2O+CH3OH→2C5H5N·HI+C5H6N[SO4CH3]), 因此

可以准确地测定试样中的水分含量, 且多适用于含水量较

低的产品中水分的测定, 如乳粉、油脂、乳糖、蜂蜜等[16-20]。 
Gergen 等[4]及 Morgano 等[5]发现甲醇-正辛醇(1:1, V/V)

作为反应溶剂时测得蜂花粉水分含量结果较好, 但未进一

步对更好的反应溶剂组合进行研究。本研究采用卡尔费休

容量法测定蜂花粉水分含量, 首次优化选用甲醇-甲酰胺-
正辛醇(1:1:1, V/V/V)作为反应溶剂, 并与 65 ℃减压干燥

法、105 ℃直接干燥法进行比较, 以期为快速准确检测蜂

花粉的水分含量提供参考依据。                                                                                     

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  样品与试剂 
蜂花粉(油菜花粉、荷花粉、茶花粉、玫瑰花粉)为市售。 
卡尔费休试剂(无吡啶安全型, 美国 Sigma 公司); 正

辛醇、无水甲醇、甲酰胺(分析纯, 国药集团化学试剂有限

公司)。 
2.1.2  仪器与设备 

852 卡尔费休水分测定仪(瑞士 Metrohm 公司); V0400
真空干燥箱(德国 Memmert 公司); UFE500 电热恒温干燥箱

(法国 Binder 公司); MS204S 电子天平(感量为 0.1 mg, 美国

Mettler Toledo 公司); DC-500A 型高速多功能粉碎机(浙江

武义鼎藏日用金属制品厂)。 
2.1.3  仪器条件 

卡尔费休水分测定仪采用双电压终点测定的极化电

流为 50.0 μA, 停止电压为 250.0 mV, 测定温度为 25 ℃, 
萃取时间为 60 s, 最小体积增加量为 2 μL, 最大加液速度

为 2 mL/min, 同时将漂移考虑在内 , 当漂移量小于     
20 μL/min 时即滴定结束。在将蜂花粉加入到反应溶剂中之

前, 先将反应池中的反应溶剂滴定至无水, 再进行蜂花粉

水分含量的测定。此外, 通过测定 10.0 mg 的蒸馏水来确

定卡尔费休试剂的滴定度。 

2.2  实验方法 
2.2.1  样品前处理 

4 种蜂花粉经机械粉碎后采用研钵进行研磨, 再分别

用 20 目筛(850 μm)、25 目筛(710 μm)、30 目筛(600 μm)
过筛后备用。 
2.2.2  卡尔费休容量法测定蜂花粉水分含量 

称取 0.1 g 试样(精确至 0.001 g)溶解于 60 mL 新配制

并滴定至无水的甲醇-甲酰胺-正辛醇(1:1:1, V/V/V)混合液

中, 采用卡尔费休试剂滴定至终点。 
以质量分数 X1(%)表示蜂花粉水分含量, 按式(1)进行

计算:  
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式中:  
X1——蜂花粉水分含量, %;  
T——卡尔费休试剂的滴定度, mg/mL;  
V——滴定蜂花粉所消耗卡尔费休试剂的体积, mL;  
W1——蜂花粉的质量, g;  
100/1000——单位换算系数。 

2.2.3  减压干燥法测定蜂花粉水分含量 
称取 3 g 试样(精确至 0.001 g)置于已经恒重的扁形铝

制称量皿中, 再放入 65 ℃、53 kPa 的真空干燥箱中干燥至

恒重(前后 2 次重量差值不大于 2 mg)。 
以质量分数 X2(%)表示蜂花粉水分含量, 按式(2)进行

计算:  
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式中:  
X2——蜂花粉水分含量, %;  
m1——称量皿和蜂花粉干燥前的质量, g;  
m2——称量皿和蜂花粉干燥后的质量, g;  
W2——蜂花粉的质量, g;  
100——单位换算系数。 

2.2.4  直接干燥法测定蜂花粉水分含量 
称取 3 g 试样(精确至 0.001 g)置于已经恒重的扁形铝

制称量皿中, 再放入 105 ℃的干燥箱中干燥至恒重(前后 2
次重量差值不大于 2 mg)。 

以质量分数 X3(%)表示蜂花粉水分含量, 按式(3)进行

计算:  
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式中:  
X3——蜂花粉水分含量, %;  
m3——称量皿和蜂花粉干燥前的质量, g;  
m4——称量皿和蜂花粉干燥后的质量, g;  
W3——蜂花粉的质量, g;  
100——单位换算系数。 
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3  结果与分析 

3.1  卡尔费休容量法反应参数的确定 

3.1.1  蜂花粉粒径的确定 
采用卡尔费休容量法测定不同粒径(850、710、600 μm)

蜂花粉样品的水分含量, 反应溶剂选用甲醇-甲酰胺-正辛

醇(1:1:1, V/V/V)。从表 1 中可以看出, 蜂花粉的粒径对水分

含量测定存在影响, 当粒径为 600 μm 时水分含量明显高

于粒径为 850 和 710 μm 的试样(P＜0.05), 而且实验过程中

观察到其到达反应终点的时间较短。由于蜂花粉粒径小于

600 μm 时会存在静电效应[4], 对反应结果有一定的影响, 
所以确定蜂花粉粒径为 600 μm。 

 
表 1  蜂花粉粒径对卡尔费休容量法测定水分含量的影响

(%)(n=7) 
Table 1  Influence of the particle size of bee pollen on water 
content determined by volumetric Karl Fischer method (%) 

(n=7) 

蜂花粉样品 
水分含量 

850 μm* 710 μm* 600 μm* 

油菜花粉 4.84±0.05 5.25±0.04 5.45±0.09 

荷花粉 1.66±0.02 1.82±0.03 1.94±0.02 

茶花粉 4.88±0.08 5.17±0.06 5.35±0.08 

玫瑰花粉 2.39±0.04 2.61±0.04 2.78±0.05 

注: *数值表示为平均值±标准偏差 

 
3.1.2  反应溶剂的选择 

当采用卡尔费休容量法测定蜂花粉的水分含量时 , 
应确保蜂花粉能充分在反应溶剂中溶解, 但实际上蜂花粉

并不能完全溶解, 因此可以通过改变反应溶剂的极性来增

加蜂花粉在反应溶剂中的溶解度, 比如加入使用丙醇、长

链醇、甲酰胺、氯仿等[4] , 从而能更加准确地测定蜂花粉

的水分含量。本研究选用甲醇、甲醇-甲酰胺(2:1, V/V)、甲

醇-正辛醇(1:1, V/V)、甲醇-甲酰胺-正辛醇(1:1:1, V/V/V)作
为反应溶剂, 采用卡尔费休容量法测定粒径为 600 μm 的

蜂花粉的水分含量, 结果见表 2。 
在实验过程发现, 蜂花粉在甲醇-甲酰胺(2:1, V/V)中

的溶解性较差, 在甲醇中的溶解性较好, 在甲醇-正辛醇

(1:1, V/V)中溶解速率快, 分散性好, 在甲醇-甲酰胺-正辛

醇(1:1:1,  V/V/V)中表现出较好的溶解性且能快速分散。从

表 2 中可以看出, 不同的反应溶剂对蜂花粉中的水分的提

取效果不同, 从而对水分含量的测定表现出一定的影响, 
甲醇-甲酰胺(2:1, V/V)的使用不如甲醇-正辛醇(1:1, V/V)的
效果好, 并未表现出比单独使用甲醇更好的效果, 这主要

是由于蜂花粉在甲醇-甲酰胺(2:1, V/V)中的溶解性较差。选

用甲醇-甲酰胺-正辛醇(1:1:1, V/V/V)作为反应溶剂时, 测
得蜂花粉水分含量较高, 这可能是由于正辛醇是长链醇, 
具有较强的疏水性, 能够溶解蜂花粉中的脂肪, 同时甲酰

胺作为一种极性溶剂, 能够争夺蛋白质和总糖中形成氢键

的结合水, 从而释放出其中的水, 所以确定反应溶剂为甲

醇-甲酰胺-正辛醇(1:1:1, V/V/V)。 

3.2  蜂花粉水分含量的测定比较 

采用卡尔费休容量法测定粒径为 600 μm 的蜂花粉的

水分含量 , 反应溶剂选用甲醇 -甲酰胺 -正辛醇 (1:1:1, 
V/V/V), 同时采用减压干燥法、直接干燥法分别测定 4 种蜂

花粉的水分含量, 结果见表 3。从表 3 可以看出, 卡尔费休

容量法测得蜂花粉的水分含量高于 65 ℃减压干燥法, 高
出 11.2%～17.9%, 而 105 ℃直接干燥法测定的水分含量远

高于卡尔费休容量法和 65 ℃减压干燥法。 
蜂花粉中含有较多的总糖、蛋白质以及脂肪, 而这 3

种物质由于其分子内存在大量的极性基团, 极易与水形成

氢键, 从而形成较难除去的结合水, 这些结合水在 65 ℃减

压干燥法条件下无法有效去除, 同时在密闭的干燥箱中, 
存在水分平衡现象也造成蜂花粉中的水分不能完全去除。

而 105 ℃干燥法测得的结果完全脱离合理范围, 这主要是

由于在 105 ℃下长时间烘干造成蜂花粉中的易挥发风味物

质的释放以及可能发生美拉德反应而产生新的水分[10]。相

比而言, 卡尔费休容量法由于是水参与反应的专一性化学

反应, 不存在物理高温引起的偏差, 因此测得的水分含量

更能代表蜂花粉中的真实水分。此外, 65 ℃减压干燥法需

要 20～25 h, 105 ℃直接干燥法需要 6～8 h, 而卡尔费休容

量法仅需 5 min 左右的时间就可以完成一次蜂花粉的水分

含量测定, 可以大大提高检测效率。 
 

表 2  反应溶剂对卡尔费休容量法测定水分含量的影响(%)(n=7) 
Table 2  Influence of the solvent composition on water content determined by volumetric Karl Fischer method (%) (n=7) 

蜂花粉样品 
水分含量 

甲醇* 甲醇+甲酰胺* 甲醇+正辛醇* 甲醇+甲酰胺+正辛醇* 

油菜花粉 4.88±0.05 4.65±0.04 5.02±0.09 5.45±0.09 

荷花粉 1.82±0.03 1.58±0.02 1.74±0.03 1.94±0.02 

茶花粉 4.98±0.06 4.77±0.08 5.01±0.05 5.35±0.08 

玫瑰花粉 2.47±0.04 2.32±0.03 2.51±0.03 2.78±0.05 

注: *数值表示为平均值±标准偏差 
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表 3  蜂花粉采用 3 种检测水分含量方法的结果(%)(n=7) 
Table 3  Results of 3 determination methods for water content of bee pollen (%) (n=7) 

蜂花粉样品 
水分含量 

卡尔费休容量法* 65 ℃减压干燥法* 105 ℃直接干燥法* 

油菜花粉 5.45±0.09 4.65±0.04 9.95±0.131 

荷花粉 1.94±0.02 1.68±0.03 5.45±0.07 

茶花粉 5.35±0.08 4.39±0.08 8.06±0.09 

玫瑰花粉 2.78±0.05 2.47±0.05 6.94±0.10 

注: *数值表示为平均值±标准偏差 
 

表 4  加标回收和精密度实验结果(%)(n=7) 
Table 4  Results of standard recovery and precision test (%)(n=7) 

蜂花粉样品 本底值* 添加水平 平均实测值 平均回收率 RSD 

油菜花粉 5.45±0.09 

2.0 7.20±0.08 87.57±2.62 1.11 

4.0 9.24±0.10 94.57±2.59 1.08 

8.0 13.23±0.14 97.21±1.77 1.06 

荷花粉 1.94±0.02 

2.0 3.63±0.05 84.36±2.78 1.38 

4.0 5.63±0.07 92.07±1.95 1.24 

8.0 9.70±0.10 96.91±1.36 1.03 

茶花粉 5.35±0.08 

2.0 7.17±0.08 91.07±1.54 1.12 

4.0 9.09±0.09 93.61±2.80 0.99 

8.0 12.88±0.14 94.14±1.97 1.09 

玫瑰花粉 2.78±0.05 

2.0 4.50±0.03 86.07±3.22 0.67 

4.0 6.57±0.08 94.75±1.36 1.22 

8.0 10.66±0.11 98.45±1.30 1.03 

注: *数值表示为平均值±标准偏差  
 
 

3.3  回收率与精密度实验结果 

在 4 种蜂花粉中分别加入 3 个不同水平(低、中、高)
的蒸馏水, 按照前述方法采用卡尔费休容量法测定其水分

含量, 每个水平平行测定 7 次, 分别计算出水分含量的加

标回收率 , 同时计算出相对标准偏差 (relative standard 
deviation, RSD)。由表 4 可见, 水分含量的加标回收率在

84.36%～98.45%, 相对标准偏差在 0.67%～1.38%, 这表明

采用卡尔费休容量法测定蜂花粉中的水分含量准确度高, 
重复性良好, 可以满足检测分析要求。 

4  结论与讨论 

本研究建立了一种可以用于快速检测蜂花粉水分含

量的卡尔费休容量法 , 采用甲醇 -甲酰胺 -正辛醇 (1:1:1, 
V/V/V)作为反应溶剂对蜂花粉进行萃取预处理 , 同时确

定蜂花粉的粒径为 600 μm。通过与减压干燥法、直接干

燥法相比, 实验结果显示卡尔费休容量法测定蜂花粉水

分含量的结果更能表征蜂花粉的真实水分。此外, 卡尔费

休容量法具有操作简单、分析耗时短、灵敏度高、重复

性好且能自动保存数据等, 是用于测定蜂花粉水分含量

的较优选择。 
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