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摘  要: 目的  优化提取昭通特色水果中的维生素 C, 并测定其含量。方法  设计单因素实验优化提取昭通特

色水果中的维生素 C, 并采用 2,4-二硝基苯肼法和紫外分光光度法测定其含量。结果  最佳提取条件为: 温度

37 ℃, 恒温水浴 3 h和活性炭用量 1.0 g。以抗坏血酸为标准溶液在 497 nm处测定昭通产山楂、梨、苹果和葡

萄中维生素 C含量分别为 30.3、6.3、7.1和 25.8 mg/100 g。结论  该方法可为昭通特色水果中维生素 C的提

取及含量测定提供参考。 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction of vitamin C in characteristic fruits from Zhaotong and 

determine its content. Methods  The single factor experiment was designed to optimize and extract vitamin C from 

Zhaotong characteristic fruits, and their content were determined by the 2,4-dinitrobenzene hydrazine method and 

ultraviolet spectroscopy. Results  The best extraction conditions were as follows: the extraction temperature was 

37 , the time of water bath℃  was 3 h and the dosage of the activated carbon was 1.0 g. Using the ascorbic acid as the 

standard solution, the vitamin C content of hawthorn, pear, apple and grape from Zhaotong were 30.3, 6.3, 7.1 and 

25.8 mg/100 g, respectively. Conclusion  The method can provide a reference for extraction and determination of 

vitamin C content from Zhaotong characteristic fruits. 

KEY WORDS: 2,4-dinitrobenzene hydrazine method; Zhaotong characteristic fruits; vitamin C 
 
 

1  引  言 

维生素 C又称抗坏血酸, 是一种对人类非常重要的

物质, 每天需要摄入约 100 mg。维生素 C 能提高人体免

疫力 , 严重缺乏维生素 C 会造成缺铁型贫血和坏血病
[1-4]。此外, 维生素 C也是一种辅酶, 能参与生命的各种

代谢活动 [5]。大多数的生物体内通过自身新陈代谢合成

维生素 C, 然而人类不能自身合成 , 只能通过从果蔬中
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摄取[6,7]。目前, 果蔬中维生素 C的提取及含量的测定方

法主要有荧光法光度法、滴定分析法、2,6-二氯靛酚滴

定法、高效液相色谱法、薄层色谱法、2,4-二硝基苯肼

比色法和紫外分光光度法等, 其中很多方法操作过程繁

琐、成本较贵、过程耗时较长且实验条件限制等缺点。

因此建立提取简单、易重复和结果准确且适用于基层实

验室的新方法仍然需要[8-10]。 

昭通市属于高原季风干燥型气候, 日照充足, 有利于

苹果、葡萄、梨和山楂的生长, 有利于得到品质优越的果

实, 特别是昭通苹果和葡萄闻名于世, 深受人们的喜爱。

此外, 在我们日常的膳食中, 人体的维生素C吸收主要来

源于各类新鲜蔬果。因此, 深入研究昭通各种特色水果中

维生素 C 的提取及含量测定方法, 为昭通特色水果的开

发利用以及合理选择膳食提供理论依据, 具有重要的研

究意义。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

苹果、梨、葡萄和山楂(均购买自云南省昭通市昭阳

区水果批发市场)。 

抗坏血酸标准品(购自中国药品生物制品检定所); 硫

脲、草酸、2,4-二硝基苯肼、活性炭、盐酸和硫酸(均为分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司), 蒸馏水(自制)。 

Unico UV/VIS 2802PCS紫外分光光度计(尤尼科上海

仪器有限公司); DZKW-S-4 水浴锅 (北京市永光明医疗仪

器有限公司); Ohaus CP214电子天平(奥豪斯仪器上海有限

公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

称取抗坏血酸标准品 0.0500 g, 用 1%草酸溶液溶解, 

定容至 50 mL。称取 1.0 g活性炭于 25 mL抗坏血酸标准液

中, 振荡摇匀 2 min后静置, 过滤。取其滤液 5 mL用 1%

的硫脲定容到 250 mL, 得浓度为 20 ug/mL的抗坏血酸溶

液。准确移取 20 ug/mL的抗坏血酸溶液 1.25、2.5、5.0、

6.25、10.0、12.5、15 mL于 25 mL容量瓶中, 用 1%硫脲

定容。 

2.2.2  水果鲜样处理 

分别将新鲜的山楂、苹果、梨和葡萄洗净去皮, 切碎, 

混匀, 准确称取 4种水果各 15.0 g于研钵中, 加入 1%的草

酸溶液 10 mL, 研磨成匀浆。取匀浆 10 mL于 100 mL容量

瓶中, 加 1%的草酸定容, 静置 10 min 后过滤。取上述 4

种水果的提取液 20 mL于小烧杯中, 加入 1.0 g活性炭, 搅

拌, 静置 1 min后过滤, 然后按照 1:1的体积比, 取 2%的硫

脲与其混合均匀。取 8只试管分为两组(一组为空白组, 另

外一组为待测液组), 分别取各种水果的提取液 4 mL于两

只试管, 分别向每只待测试管中加入 2%的 2,4-二硝基苯肼

1 mL, 摇匀。然后把所有试管放入恒温水浴箱, 恒温反应

3 h 后, 把所有试管取出, 在室温下冷却 20 min, 然后把

待测组放入冰水浴中, 在待测组试管中加入 5 mL 85%的

硫酸, 边加边摇, 最后让其冷却至室温。空白组加入 1 mL 

2%的 2,4-二硝基苯肼溶液, 再加入 5 mL 85%硫酸, 静置

20 min, 冷却至室温。以空白组做对比, 在 497 nm处测定

待测液的吸光度。依上述方法重复 3次, 并计算相对标准

偏差。 

2.3  选择最大吸收波长及标准溶液测试 

分别从上述标准溶液中移取 4 mL 于两组试管中, 一

组为空白组, 另一组加入 1 mL 2%的 2,4-二硝基苯肼摇匀。

把全部试管放入 37 ℃恒温箱水浴 3 h 后, 空白组加入 1 

mL 2%的 2,4-二硝基苯肼, 两组都冷却至室温, 放入冰水

中谨慎加入 5 mL 85%的硫酸, 搅拌, 然后在室温下冷却

20 min。以空白组作为对照, 使用分光光度计在 400~600 

nm之间进行测试。取各组最大吸收波长处的吸光度 A为

纵坐标, 标准溶液的浓度 C (ug/mL)为横坐标, 绘制标准

工作曲线。 

2.4  单因素提取实验 

2.4.1  反应温度的影响 

取溶液 10 份, 活性炭加入量为 1.0 g, 水浴时间 3 h, 

分别置于 25、27、29、31、33、35、37、39、41、43 和

45 ℃下, 在 497 nm处测定其吸光度, 选择最佳反应温度。 

2.4.2  水浴时间的影响 

取溶液 7份置于 37 ℃下, 活性炭加入量为 1.0 g, 水

浴时间为 1.5、2.0、2.5、2.5、3.0、3.5和 4.0 h, 在 497 nm

处测定其吸光度, 选取最佳水浴时间。 

2.4.3  活性炭用量影响 

取溶液 7份, 置于 37 ℃下水浴 3 h, 分别加入 0.4、0.6、

0.8、1.0、1.2、1.4和 1.6 g活性炭, 在 497 nm处测定其吸

光度, 选择活性炭最佳加入量。 

3  结果与讨论 

3.1  测定波长的选定及标准曲线绘制 

随着扫描波长的增加, 吸光度逐渐增加, 在 497 nm

波长处具有最大吸收峰; 随后再增加扫描波长, 吸光度开

始下降, 故确定 497 nm为抗坏血酸的最大吸收波长(图 1)。 

在 497 nm处测定一系列抗坏血酸标准溶液的吸光度, 

根据标准溶液的浓度和吸光度值 A, 绘制标准曲线图, 并

将数据进行线性回归处理, 得到标准溶液的浓度与吸光度

标准曲线的回归方程为 : A =-0.0292 + 0.0254 C, r2＝

0.99911, 表明抗坏血酸浓度在 1~12 μg/mL 间与吸光度 A

呈线性关系(图 2)。 
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图 1  抗坏血酸的紫外光谱图 

Fig. 1  The UV spectrum of vitamin C solutions 
 
 

 
 
 

图 2  抗坏血酸标准曲线 

Fig. 2  The standard curve of vitamin C solutions 
 
 

3.2  单因素实验结果 

3.2.1  反应温度 

控制活性炭的加入量和反应时间不变, 改变反应温

度为 25~45 ℃, 在相同条件下测定吸光度, 记录数据。实

验结果表明, 当反应的水浴温度到达 37 ℃后, 吸光度不再

发生明显变化; 但温度低于 37 ℃时, 温度对其吸光度的影

响较大, 因此选择最适水浴温度为 37 (℃ 图 3)。 

3.2.2  反应时间 

控制活性炭的加入量和水浴温度不变, 改变反应的

时间, 在 1.5~4.0 h的时间范围测定其吸光度, 记录数据。

结果表明, 当反应的水浴时间到达 3.0 h以后其溶液吸光度

不再发生明显变化, 而低于 3.0 h时, 变化明显, 因此最适

水浴时间选定为 3.0 h (图 4)。 

 

 
 
 

图 3 不同温度下的吸光度 (n=3) 

Fig.3 The absorbance under different temperatures (n=3) 
 
 

 
 
 

图 4 不同反应时间的吸光度 (n=3) 

Fig.4 The absorbance of different reaction time (n=3) 
 

 
3.2.3 活性炭加入量 

控制水浴时间为 3.0 h, 水浴温度为 37 ℃, 改变活性

炭的加入量, 测定其吸光度, 记录数据。实验结果表明, 当

活性炭加入量大于等于 1.0 g时, 其溶液吸光度不再发生明

显变化, 由此可选定最佳活性炭加入量为 1.0 g (图 5)。 

3.3  样品的测定及加标回收率 

根据最佳提取条件提取昭通特色山楂, 梨, 苹果和葡

萄中维生素 C, 并在最大吸收波长 497 nm处, 测定昭通特

色水果提取液的吸光度, 由回归方程求出几种特色水果中

维生素 C的含量值。山楂中含量最高为 30.3 mg/100g, 其

次为葡萄 25.8 mg/100g, 苹果为 7.1 mg/100g, 梨为 6.3 

mg/100g(表 1)。此外, 在梨的最佳提取条件中, 加入 5 mg
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抗坏血酸标样, 用同样的方法测得其含量为 0.1118 mg/g, 

其加标回收率为 97%。实验结果表明, 山楂中的维生素

C 含量相对较高, 其次是葡萄, 梨和苹果的含量比较低, 

符合相关文献结果[11-14]。该方法提取操作简单、重复性

好 , 测定结果准确度高 , 进一步证实了该提取及检测方

法的可行性[15]。 

4  结  论 

本研究建立了昭通特色水果中维生素 C 的提取及

含量测定的新方法 , 该方法操作简便 , 具有较好的精密

度, 重复性好且适用于基层实验室的日常检测。深入研

究昭通各种特色水果中维生素 C的提取及含量测定方法, 

可为昭通特色水果的开发利用以及合理选择膳食提供

理论依据。 
 

 
 

图 5 吸光度和活性炭加入量的关系(n=3) 

Fig.5 The relationship between the absorbance and the amount of 
activated carbon (n=3) 

 
表 1  苹果、山楂、梨和葡萄中维生素 C 含量测定值(n=3) 

Table 1  Determination of vitamin C in apple, hawthorn, pear and grape (n=3) 

种类 实验组序号 样品质量 (g) 吸光度 A 含量 (mg/g) 平均值(mg/g) RSD (%) 

苹果 

1 15 0.021 0.0724 

0.0710 1.97 2 15 0.019 0.0696 

3 15 0.020 0.0710 

山楂 

1 15 0.184 0.3078 

0.3030 1.46 2 15 0.178 0.2991 

3 15 0.180 0.3020 

梨 

1 15 0.016 0.0653 

0.0633 2.64 2 15 0.014 0.0624 

3 15 0.014 0.0624 

葡萄 

1 15 0.149 0.2572 

0.2580 0.65 2 15 0.149 0.2572 

3 15 0.151 0.2601 
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