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摘 要: 建立了用 HPLC 测定葡萄中单体酚的方法，色谱条件为：Hibar RT Lichrospher 反相 C18

柱，流动相为 16 %乙腈水溶液（ 含 1 %乙酸），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 280 nm，进样量为

10 μL。测定了黑比诺和霞多丽中主要的几种单体酚（ 没食子酸、安息香酸、芦丁、丁香酸、阿魏酸、

儿茶素）含量。
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Study on the Determination of Mono- phenol in Grape by HPLC

WANG Mei-li, ZHANG Zhen-wen and ZHANG Yu-lin
(College of Enology, Northwest Agriculture& Forest University Yangling, Shaanxi 712100,China)

Abstract: The determination of mono- phenol in grape by HPLC was developed and the chromatographic conditions were

as follows: Hibar RT Lichrospher C18 column( 250×4.0 mm, 5 μm) , mobile phase as 16 % acetonitrile in water (containing

1 % acetic acid), flow-rate as 1.0 mL/min, detection wavelength at 280 nm, and injection volume as 10 μL. The content of

several mono- phenols (gallic acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, syringic acid, ferulic acid, catechin and rutin hydrate) in

Pinot Noir and Chardonnay were determined by such method.
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多酚物质( polyphenols) 是分子结构中含有酚官能

团的物质, 是构成植物固体部分的主要物质之一[1], 其种

类繁多, 结构复杂。在成熟的葡萄浆果中主要有 5 类多

酚化合物[2]: 酚酸类( 没食子酸、丁香酸、安息香酸等) 、黄

酮醇类( 槲皮素、山奈酚等) 、黄烷醇类( 儿茶素等) 、黄烷

酮醇类和花色苷类, 另外还有芪类化合物- 白藜芦醇。它

们可以形成色素、吸收紫外线, 并可作为抗氧化剂等。葡

萄中的多酚化合物对果实的色泽、风味以及葡萄酒的口

感、营养价值都具有重要作用 , 且其具有显著的生物活

性, 在医疗、保健方面有重要的作用和利用价值[3~8]。在不

同葡萄品种中多酚的含量及类型差异很大, 在相同葡萄

品种中其构成及含量也会受地域、栽培条件、气候条件、

成熟度等多种因素的影响, 使多酚物质含量也不同[2, 9]。

近几年, 国内关于葡萄与葡萄酒中总酚含量及其生理功

能的研究较多, 而对其单体酚的研究较少。因此, 建立葡

萄中单体酚的测定方法 , 分析葡萄中主要单体酚的含

量, 可为研究不同地区葡萄及葡萄酒中单体酚的种类及

含量变化、建立多酚物质图谱及品种区域化和葡萄酒原

产地命名提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料、仪器和试剂

材 料 : 葡 萄 品 种 为 黑 比 诺 ( Pinot Noir) 、 霞 多 丽

( Chardonnay) 。

标 样 : 安 息 香 酸( 3,4- dihydroxybenzoic acid) 、没 食

子酸 ( gallic acid) 、芦丁 ( rutin hydrate) 、儿茶素( cate-

chin) : 美 国 Fluka 公 司 ; 丁 香 酸( syringic acid) 、阿 魏 酸

( ferulic acid) : 美国 Sigma 公司。

仪器: 日本岛津高效液相色谱仪, 包括: LC- 10ATvp

泵 , SPD- 10Avp 检 测 器 , CTO- 10ASvp 柱 温 箱 , C- R8A

积分仪 ; 色谱柱 : Hibar RT Lichrospher 反相 C18 柱( 250×

4.0 mm, 5 μm) ;

真空抽滤器 : Autoscience AP- 9901S; 超声波脱气

机: Autoscience AS3120B; 纯水机: Water Millipore; 薄膜

旋转蒸发仪。

试剂 : 色谱纯 : 甲醇、乙腈 ; 分析纯 : 乙酸、乙醇、氯
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图 1 混合标样色谱图

仿、乙酸乙酯。

1.2 实验方法

1.2.1 采样及提取

每个品种随机选取 30 串果穗用以取样。多酚提取

采用有机溶剂萃取法进行[10], 其工艺路线: 果实( 10 g) →

用 50 %酒精提取两次 ( 5 倍料液比、70 ℃提取 60 min)

→减压蒸馏→氯仿萃取 2 次→乙酸乙酯萃取 2 次→减

压蒸馏→粗提物→0.45 μm 膜过滤→备用。

1.2.2 色谱条件

色谱柱 : Hibar RT Lichrospher 反相 C18 柱 , 250×4.0

mm, 5 μm。

流动相: 16 %乙腈水溶液( 含 1 %乙酸) 。

流速: 1.0 mL/min。

柱温: 30 ℃。

检测波长: 280 nm。

1.2.3 标准曲线制备

准确称取 0.0100 g 没 食 子 酸 、芦 丁 、儿 茶 素 、丁 香

酸、阿魏酸、安息香酸标样, 用甲醇定容于 10 mL 容量瓶

中 , 配成混合溶液 , 将此溶液稀释成不同浓度梯度( 500

mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62.5 mg/L, 31.3 mg/L, 15.6

mg/L 和 7.8 mg/L) 的标准溶液, 备用。

2 结果与分析

2.1 流动相条件确定

将混合标样分别在以下条件进样。

梯度洗脱 : 流动相 A: 9 %乙腈水溶液 (含 2 %乙

酸); 流动相 B: 80 %乙腈水溶液。

梯 度 一 : 0～8 min, 0～6 % B; 8～20 min, 6 %～35

% B; 20～40 min, 35 %～0 % B。

梯度二: 0～10 min, 0 % B; 10～25 min, 0 %～32 %

B; 25～35 min, 32 % B; 35～40 min, 32 %～0 % B。

等 压 洗 脱 : 16 % 乙 腈 水 溶 液 ( 含 1 % 乙 酸) , 1.0

mL/min 等压洗脱 ; 16 %乙腈水溶液 ( 含 1 %乙酸) , 0.8

mL/min 等压洗脱。

通过比较色谱图可知 , 梯度洗脱时 , 各单体酚不能

完全分离; 用 16 %乙腈( 含 1 %乙酸) 0.8 mL/min 等压洗

脱时 , 分离时间较长 , 而用 1.0 mL/min 等压洗脱分离效

果最好 ( 见图 1) 。故选定色谱条件为 16 %乙腈水溶液

( 含 1 %乙酸) , 1.0 mL/min 等压洗脱。

2.2 标准曲线的制备

在确定的色谱条件下测定不同浓度的标准混合液,

以峰面积为横坐标 , 浓度为纵坐标 , 得到各个单体酚的

回归方程如下( 结果见表 1) 。

2.3 葡萄中单体酚的测定

在确定的色谱条件下对黑比诺和霞多丽中的单体

酚含量进行了测定, 色谱图见图 2, 图 3。结果表明, 黑比

诺和霞多丽中儿茶素含量最高 , 分别为 221 mg/kg 鲜重

和 130 mg/kg 鲜重 , 且黑比诺中各个单体酚含量均高于

霞多丽( 见图4, 图 5) 。

3 结论

3.1 采 用 Hibar RT Lichrospher 反 相 C18 柱 ( 250×4.0

mm, 5 μm) , 16 %乙腈水溶液( 含 1 %乙酸) , 1.0 mL/min

等压洗脱, 可以较好地分离测定葡萄中主要单体酚。

图 2 霞多丽葡萄色谱图

图 3 黑比诺葡萄色谱图
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图 5 葡萄中儿茶素含量

3.2 实验表明 , 黑比诺和霞多丽中儿茶素含量最高 , 分

别为 221 mg/kg 鲜重和 130 mg/kg 鲜重, 其次依次为没

食子酸、安息香酸、芦丁、丁香酸、阿魏酸。且供试红葡萄

( 黑比诺) 中各个单体酚含量均高于白葡萄( 霞多丽) 。
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图 4 葡萄中单体酚含量
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