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还原型维生素 C检测试剂盒(二氯酚靛酚滴定法)

简介：

维生素 C(Vitamin C) 是一种具有抗氧化性质的有机化合物，又称抗坏血

酸，是高等灵长类动物与其他少数生物的必需营养素，在生物体内，维生素 C

是一种抗氧化剂，同时也是一种辅酶，为酸性己糖衍生物，是烯醇式己糖酸内

酯，可保护身体免于自由基的威胁，其广泛的食物来源为新鲜的蔬菜和水果，

Vc有 L-抗坏血酸和 D-抗坏血酸，而且两种都具有强还原性，但只有 L-抗坏血

酸对人体具有生物活性。L-抗坏血酸有还原型抗坏血酸和氧化型抗坏血酸两

种，前者含量较高，在一般蔬菜和水果中占 90%以上，L-还原型抗坏血酸极易

被氧化为 L-脱氢抗坏血酸；L-脱氢抗坏血酸亦可被还原为 L-还原型抗坏血酸，

通常也称作氧化型抗坏血酸。

源叶生物 还原型维生素 C检测试剂盒(二氯酚靛酚滴定法)检测原理是还原

型维生素 C易被氧化型的 2,6-二氯酚靛酚氧化成氧化型维生素 C，2,6-二氯酚靛

酚不仅是一种氧化剂，而且是一种酸碱指示剂，在中性和碱性溶液中呈蓝色，

在酸性溶液中为红色，而被还原的 2,6-二氯酚靛酚为无色，当用 2,6-二氯酚靛

酚滴定含有维生素 C的酸性溶液时维生素 C尚未完全被氧化前，滴下的 2,6-二

氯酚靛酚立即被还原成无色；一旦维生素 C全部被氧化时，滴下的 2,6-二氯酚

靛酚立即被氧化成粉红色，因此当溶液从无色转变为微红色时即表示维生素 C

刚刚全部被氧化，此时即为滴定终点，如果无其他杂质干扰，待测样品所还原

的标准 2,6-二氯酚靛酚量与样品中所含的还原型维生素 C量成正比，常用于蔬

菜、水果极其制品中还原型维生素 C含量的测定。该试剂盒仅用于科研领域，

不适用于临床诊断或其他用途。
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组成：

名称

编号 R30293

50T
Storage

试剂(A): Vitamin C标准 10mg RT

试剂(B):组织匀浆液(6×) 2×250ml 4℃

试剂(C):二氯酚靛酚 50mg 4℃避光

试剂(D):二氯酚靛酚稀释液 250ml RT

使用说明书 1份

自备材料：

1、组织捣碎器、匀浆器

2、滤纸、漏斗

3、50ml容量瓶

4、100ml三角烧瓶

5、10ml吸管

6、5ml微量滴定管

操作步骤(仅供参考)：

1、配制 1×组织匀浆液：按组织匀浆液(6×)：蒸馏水=1：5的比例稀释，

即得。

2、制备样品提取液：清洗干净新鲜蔬菜或水果，用布或吸水纸吸干表面水

分或自然晾干。称取 5g，加入 5ml的 1×组织匀浆液，置于组织捣碎器中打成

浆状，滤纸过滤，滤液倒入 50ml容量瓶内，滤渣可用 1×组织匀浆液重复匀浆

1~2次，合并滤液倒入容量瓶内，定容滤液总体积至 50ml。

3、配制 Vitamin C标准液：取少量 1×组织匀浆液加入 10mg Vitamin C标

准中，充分混匀，然后完全转移至 1×组织匀浆液，即为 Vitamin C标准液

(0.1mg/ml)。注意：溶解应完全、准确，否则有可能导致标准液不准确，配制好
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的 Vitamin C标准液 4℃避光保存，4周有效(最好临用前配制)。

4、配制二氯酚靛酚标准液：取少量二氯酚靛酚稀释液加入 50mg二氯酚靛

酚中，充分混匀，然后完全转移至二氯酚靛酚稀释液中，并定容至 250ml，即

为二氯酚靛酚标准液(0.2mg/ml)。注意：溶解应完全、准确，否则有可能导致标

准液不准确，配制好的二氯酚靛酚标准液 4℃避光保存，1周有效。

5、标定二氯酚靛酚标准液：准确吸取 1ml Vitamin C标准液(0.1mg/ml)，置

于三角烧瓶中，加入 9ml 1×组织匀浆液，用微量滴定管以二氯酚靛酚标准液进

行滴定，直至呈现淡红色，并保持 15s不褪色，即为滴定终点，记录染料的用

量(V1)；另取一个三角烧瓶，用 1×组织匀浆液 10ml做空白对照，按相同方法

滴定，记录染料的用量(V2)，由于 1ml Vitamin C标准液含量是已知的，即

0.1mg；由所用二氯酚靛酚标准液的体积可计算出 1ml二氯酚靛酚相当于

Vitamin C的毫克数，即滴定度 T(重复 3次，取平均值)。

6、维生素 C样品滴定：准确吸取滤液 10ml置于 100ml三角烧瓶内，按相

同方法滴定，记录染料的用量(V3) (重复 3次，取平均值)。

计算：

100g样品中维生素 C的质量(mg)=(V3-V2)×VT/( Vs×m) ×T×100

T (mg/ml) =0.1×1/(V1-V2)

式中：VT=样品提取液的总体积(ml)

Vs =滴定时所取的样品提取液体积(ml)

V1=染料标定所用的二氯酚靛酚标准液的体积(ml)

V2=空白标定所用的二氯酚靛酚标准液的体积(ml)

V3=样品提取液标定所用的二氯酚靛酚标准液的体积(ml)

T=滴定度，即 1ml二氯酚靛酚相当于 Vitamin C的毫克数(mg/ml)

m=制备样品提取液所用的样品质量(g)

注意事项：

1、组织匀浆液(6×)久置或低温保存，容易产生乳白色浑浊；如果白色浑
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浊不明显，可以直接使用，不影响效果；如果白色浑浊较多，应弃用。

2、配好的 Vitamin C标准液 4℃避光保存，4周有效(最好临用前配制)，也

可-20℃保存。

3、配好的二氯酚靛酚标准液 4℃避光保存，1周有效；如有条件可称取二

氯酚靛酚 10mg，加入二氯酚靛酚稀释液并定容至 50ml后使用，可避免浪费试

剂。

4、本产品提供的组织匀浆液可用于大部分的蔬菜和水果等样品，可抑制抗

环血酸氧化酶活性。

5、松针类样品宜用 1%盐酸溶液提取。

6、若样品中含大量 Fe2+，可用 8%醋酸溶液提取， Fe2+不会很快与染料起

作用。

7、待测样本如不能及时测定，应置于 2~8℃避光保存，3天内稳定。

8、样品切碎的过程中，尽量避免与铁器、铜器接触，并且尽量迅速。

9、某些水果、蔬菜浆状物泡沫太多，可滴加数滴丁醇或辛醇等。

10、如用干滤纸过滤，应弃去起初的数毫升滤液，也可离心取上清。

11、如果浆状物不易过滤，可低速离心，留取上清液进行滴定。

12、样品提取液要避免日光直射，否则会加速抗坏血酸的氧化。

13、如果提取物中含有较多色素，可用白陶土脱色过滤后再滴定，或加入

1ml氯仿，到达滴定终点时，氯仿层呈现淡红色。也可采用二甲苯萃取比色法

进行测定。

14、如果样品是流质（如橙汁等），则无需研磨，直接取 5ml汁液，加入

等量的 1×组织匀浆液混匀后滴定即可。

15、为了防止还原型维生素 C被氧化，滴定应迅速，一般不超过 2min。

16、滴定所用的二氯酚靛酚标准液一般控制在 1~4ml之间，2ml左右最

好。

17、滴定开始时二氯酚靛酚标准液应迅速加入，随后尽量一滴一滴的加

入，并不断摇动三角烧瓶，直至呈粉红色，且保持 15s不褪色，这样可以减少

其他杂质的干扰。
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18、如果样品浓度过高，应用蒸馏水稀释后重测，结果乘以稀释倍数。

有效期：6个月有效。

附录：

该试剂盒提供的试剂均经严格称量或容量瓶定容，如果试剂盒开封使用后

或可考虑 Vitamin C标准液不再标准时，尤其是配制 Vitamin C标准液后，放置

过久，可以考虑重新标定 Vitamin C标准液含量。其方法如下：

将 Vitamin C标准液(0.1mg/ml)用 1×组织匀浆液稀释至 0.02mg/ml，取

Vitamin C标准液(0.02mg/ml)5ml置于三角烧瓶中，加入 6%碘化钾溶液 0.5ml，

1%淀粉指示剂 3滴，再以 0.001mol/L碘酸钾标准液进行滴定，终点为蓝色。

维生素 C浓度(mg/ml)= 0.088×V1/V2

式中：V1=滴定时所消耗的碘酸钾标准液的量(ml)

V2=滴定时所取的 Vitamin C标准液的量(ml)

0.088=1ml碘酸钾标准液相对于 Vitamin C的量(mg)
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