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摘 要： 采用蛋白质沉淀和传统二氧化硫脱色分析方法测定聚合色素中单分子花色素。葡萄和

葡萄酒中两种聚合色素：小分子色素（%&&）与蛋白质不产生沉淀，而大分子色素’(&&)则产生沉淀。
分析成熟期和采摘期赤霞珠、西拉葡萄浆果内的聚合物色素成分，其果粒中含有的聚合色素比相

应的葡萄酒少。在葡萄酒中找到的多数大分子聚合色素是在葡萄酒酿造过程中产生的。通过对

照，葡萄酒和其果粒中小分子色素含量相比较是不稳定的、变化的，西拉中 %&& 降低，赤霞珠 %&&
增加，黑比诺 %&&变化很小。蛋白质沉淀和二氧化硫漂白分析研究得出，葡萄汁和葡萄酒中的单
宁酸和聚合色素有相同的结论。
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葡萄籽和皮中的单宁酸是黄烷/3/醇聚合物，它包
含儿茶酸、表蒬儿茶酸、表儿茶酸、或多数连接在黄烷醇

D#/D1键的表儿茶酸没食子酸。缩合单宁是来自于葡萄

果粒的一种丰富的酚类物质，也是红葡萄酒中重要的收

敛性成分。而花色素葡糖苷（花青素）是来自于葡萄中的

多酚物质经酰化成花色素的糖苷。葡萄皮和籽中的单宁

酸在葡萄酒酿造和熟化过程中与葡萄皮中的花青素形

成聚合色素。聚合色素和单分子花青素区别在于不同

K4 值下的基本特性成分和对二氧化硫漂白的灵敏度，
当 K4 值在 ,Z2 时，花青素水溶液在 2!$ ;M 处吸光率

衰减迅速，而相同条件下聚合色素的吸光率是稳定的；

在 2!$ ;M 处亚硫酸盐溶液中聚合色素明显的吸光度，
红色单分子花青素被亚硫酸盐离子漂白，这一特性是聚

合色素区别单分子花青素的简便方法。

通过对不同酒龄酒的分析，新酿制的葡萄酒含有明

显的单分子花青素和少量的聚合色素。," 年酒龄的葡
萄酒中几乎所有的颜色都来源于聚合色素。同时也说明

花青素和单宁酸直接反应形成聚合色素的事实。

,002 年普里斯（&F9A@）等人使用反相高效液相色谱
法测定葡萄酒和葡萄汁中聚合色素 [,\。把萨莫斯
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（.(/012）和埃文斯（34562）的二氧化硫漂白法和反相高
效液相色谱法相互联系起来所得出的这种测定方法不

受对位7香豆酰7葡萄糖苷花色素的干扰8!9。

在本分析中发现，葡萄皮中蛋白质单宁酸沉淀再溶

解后，在 #%" 6/处吸光度值很小，这表明收获期的葡萄
果粒中聚合色素含量低。红葡萄酒中的单宁酸和蛋白质

产生沉淀再溶解后进行单宁酸分析，其溶液在 #%" 6/
处有较大的吸光度，这表明在红葡萄酒的蛋白单宁酸沉

淀中存在聚合色素。红葡萄酒中被蛋白质沉淀转移的色

素少于聚合色素的一半。因此，我们得出葡萄和葡萄酒

中有两种类型的聚合色素：小分子聚合色素（.::）与蛋
白质不产生沉淀，大分子聚合色素（;::）则相反。

% 材料与方法

%)% 材料
牛血清蛋白（<.=）、十二烷基硫酸钠（.>.）、三乙醇

胺（+3=）、六水合三氯化铁、焦亚硫酸钾、（?）7儿茶素
（.@A/5）。
%)! 样品收集和果浆提取
所有浆果样品为 !"""B!""% 年葡萄成熟季节采摘，

生长 C 年的赤霞珠葡萄浆果，D 年的黑比诺浆果，# 年的
西拉浆果。

前期收集样品的处理过程：$ 种不同的葡萄果
粒，取 !" 粒浆果为一个样品单位，进行称重、去皮分离。
把浆果切成两瓣，将果皮、籽分离，将 !" 粒浆果样品的
皮放进盛有 !" /; E" F（4 G 4）丙酮水溶液的 %!# /; 锥
形烧瓶中，锥形瓶口用橡胶盖密封，以 %"" 1 G /@6 轻摇萃
取。

萃取液经过充分萃取后进行分液，在 $C H条件下
使用旋转蒸发仪将丙酮蒸发去除，残留物用去离子水定

容到 %" /;，在7!" H下冷冻供分析使用。
%)$ 聚合色素分析
采用 I5A01/56 和 <JK;01（%&&E）的单宁酸分析方法

8$9，按比例减少测量葡萄酒或葡萄皮提取物，经过稀释和

体积校准后测定吸光度。葡萄酒和葡萄皮提取物用含有

# A G ;酒石酸氢钾的 %! F（4 G 4）乙醇溶液稀释，用 IL,
调节其溶液 MI值为 $)$。测量总吸光度、单宁酸沉淀和
聚合物色素都是在 MI 值为 N)&（用 ’5OI 调节）的含有
!"" /P 乙酸和 %E" /P ’5L, 的缓冲液中进行的。因单
宁酸沉淀，缓冲液中加入 <.=的最终浓度为 % /A G /;。
分析葡萄酒或葡萄汁中的聚合色素和单宁酸，每个

样品需要两个 %)# /; 的离心管。第一个管中先加入 %
/; 乙酸7’5L, 的缓冲液，然后加入 #"" !; 已稀释的葡
萄皮提取物或葡萄酒并充分混合。取 % /; 混合液在
#!" 6/处测量吸光度（=）；继续加入 ")$D P 焦亚硫酸钾

C" !;混合均匀，稳定 %" /@6 重新测定在 #!" 6/ 处的
吸光度（<）。
在第二个 %)# /;的离心管中加入含有 <.=（% /A G

/;）的 % /; 乙酸7’5L, 缓冲液，然后加入 #"" !; 已稀
释的葡萄皮提取物或葡萄酒。将混合均匀后的样品在室

温条件下缓慢搅拌 %# /@6。稳定后，样品以 !E""" 1 G /@6
的转速离心，使蛋白质单宁酸沉淀形成颗粒状，取 % /;
上清液放入透明小玻璃管中，再加入 ")$D P 焦亚硫酸
钾 C" !;，摇匀稳定 %" /@6 后，在 #!" 6/ 处测定吸光度
（L）。吸光度取决于 P:，.::，;::。;::分别由（=7<）、L
和（<7L）给出。
%)N 聚合色素和单宁酸分析
测量蛋白质单宁酸沉淀溶解后在 #%" 6/ 处测吸光

度，将第二管中取出的颗粒状蛋白质单宁酸用 !#" !;
乙酸 G ’5L, 缓冲液洗涤，转移剩余的单分子花色素，样
品以 %$#"" 1 G /@6 重新离心，倒掉洗涤液，然后加入 CE#
!;含有 # F .>.*Q G 4-和 # F +3=*4 G 4-的缓冲液，待其蛋
白质单宁沉淀后，溶解液放置于室温下 %" /@6，在 #%"
6/处测定吸光度。吸光度描绘出蛋白质沉淀物中聚合
物色素的数量，这和 I51R01K(6 法测定单宁酸吸光度结
果相同8N9。

%)# 聚合色素总量测定
取 %! 个不同品牌的红葡萄酒，进行相关性比较研

究。酒样分别使用 .(/012和 34562方法和蛋白质单宁酸
沉淀法测定聚合物色素。这 %! 个葡萄酒包括 & 个赤霞
珠、!个梅鹿辄、%个黑比诺。

! 结果与讨论

将所测定的 %! 个不同品牌的红葡萄酒的蛋白质沉
淀单宁酸吸光度分析结果和 .(/012 和 34562 方法测定
聚合色素得出的吸光度值进行比较（图 % 为使用 .(/012
和 34562方法所得到的结果），结果显示两种方法之间
吸光度测定值没有相关性，因此与 <.= 产生沉淀的聚
合色素不是葡萄酒中所有的聚合色素。用焦亚硫酸钾漂

白单分子花色素，在蛋白质沉淀上清液中有大量的剩余

吸光度，这些便是没有和 <.= 产生沉淀的聚合色素，由
于带有 $ 种以上儿茶酸或表儿茶酸的原花青素能够缔
合和交联 <.= 蛋白，小分子聚合物色素（.::）不与蛋白
质产生沉淀。由此可知，与 <.=产生聚合物色沉淀的为
大分子聚合色素（;::）。
通过蛋白质沉淀和二氧化硫漂白，测定出葡萄酒中

一定数量的 .:: 和 ;::（见图 %）。.::?;:: 总数与用
.(/012和 34562法测定的总聚合色素结果相比较，得出
好的相关性（见图 !）。



图 ! 成熟期间色素分析结果，"#$%&’。赤霞珠浆果（(）和西拉
浆果（)）*++：大分子聚合色素；,++：小分子聚合色素；-+：

"#$%&’ 单分子色素（二氧化硫漂白后）

葡萄籽单宁酸溶液中加入单分子花色素，与蛋白质

作用生成沉淀，在 ./0 12处测定重新溶解的蛋白质单
宁酸沉淀的吸光度，其值非常低，说明 *++ 的吸光度不
单单归结于单分子花色素对蛋白质沉淀的缔合作用。为

更进一步的证实，我们在葡萄酒中加入不同数量的单宁

酸，得到大量的蛋白质单宁酸沉淀，然后定量分析葡萄

酒中的单宁酸的数量和 *++的数量，将两者数值加在一
起。赤霞珠葡萄酒的吸光度（./0 12）取决于 *++，,++和
总聚合色素（*++3,++）（见表 4）。同时使用图 / 的分析
方法测定单宁酸。表 4表明 *++吸光度测定结果改变非
常小。

在测定的葡萄酒中，*++ 的吸光度和葡萄酒中的聚
合色素数量之间没有相关性（见图 4），而使用 ,52678和
9:;18 法测定聚合色素的结果和 *++3,++ 的总和具有
好的相关性。

在一些葡萄酒中，我们发现两种不同的聚合色素其

比率有相当大的变化（见表 /）。测定成熟期和采摘期葡
萄浆果中存在的色素含量。在成熟期，赤霞珠和西拉果

皮中 *++和 ,++的含量见图 !。图 !表明葡萄皮中含有
的 *++数量较 ,++非常少。图 %中 (，)分别在 "#$%&’
时，采摘期的西拉浆果中的 *++，,++ 和单分子花色素
相互作用的色度百分数，与其相应的连续两年的葡萄酒

中色度的比较。图 % 显示，果粒中相互作用的单分子花
色素在总色度中的百分含量比葡萄酒低。这是因为在

"#值等于 %&’时，在 ./0 12处单分子花色素的吸光值
很小。图 !和图 %显示，多数 *++是在发酵过程中形成
的。在西拉成品葡萄酒和浆果中的 ,++色度百分含量几
乎相同（见图 !）。

采摘期赤霞珠和黑比诺果实中 *++，,++ 和单分子
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图 4 ,52678和 9:;18（4’’<）二氧化硫漂白方法测定聚合色素
分析结果和使用 ),( 单宁酸分析吸光度，吸光度体现 ),(

沉淀的聚合色素

图 / 蛋白质沉淀 ,++3*++与用 ,52678和 9:;18法
测定的总聚合色素结果的相关性

图 % 收获期西拉果实与相应的葡萄酒中的 *++，,++和
-+在总色度中的百分含量，/000 年（(），/004（)）
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图 # 收获期果实与相应的葡萄酒中的 .//，0//和 1/
与总色度百分含量：赤霞珠果粒和相应的葡萄酒（2），黑比

诺葡萄果粒和相应的葡萄酒（3）

色素的百分含量与葡萄酒比较结果见图 #。赤霞珠和黑
比诺在葡萄酒中的 .//百分数含量高于采摘期果实。黑
比诺在酿造过程中 .//和 0//增加很小。

形成红葡萄酒中稳定颜色的聚合色素，多数是由于

聚合色素和少量的单分子花色素的存在4#5。使用 6/.7
测定 ! 年酒龄的红葡萄酒中的聚合色素数量占酒中色
度的 #" 8，9年酒龄为 :# 8，%"年酒龄为 &# 8。
在蛋白质沉淀定量分析单宁酸中，#%" ;< 处红葡

萄酒的蛋白质单宁酸沉淀有相当大的吸光率。当醋酸盐

缓冲液的 =6>9)& 时，302 的等电点（/?）为 9)&4@5，该条件

下单宁酸的蛋白质沉淀量最大，此时单分子花色素吸光

率最小。

测定收获期赤霞珠的汁和西拉果皮发现，.// 含量
少于 0//。收获期果皮中 .//和 0//的百分含量和酒中
测定结果比较，得出酒中聚合色素 .//含量高于葡萄果
实，.//优先于 0// 提取似乎不太可能，我们认为 .//
量比 0//多是在酒的酿造过程中形成的（见表 %）（取不
同的葡萄收获期的同一品种的 %9" 个葡萄酒样品测定，
得出比率值的范围为 ")%9A!)!）。
澳洲葡萄品系中没有色素成分沉淀和二氧化硫的

漂白（0//），这些酒是低分子量，对二氧化硫的漂白作用
有抵抗力4:5。我们认为 0//成分内包含儿茶酸B锦葵色
素B$B葡萄糖苷聚合物，和其他色素一样，乙醛使花色素
和黄烷B$B醇类聚合形成色素的二聚物、三聚物，包含花
青素的 .//成分直接和葡萄皮和籽中聚合黄烷 $B醇类
反应，或通过乙醛共聚增加聚合色素与 302的沉淀量。

.// 和 0// 之间的特性对于使用蛋白生产精制红
葡萄酒有实际意义，我们期望精制葡萄酒酒中含有较高

的 .// C 0//比来释放更多的聚合色素。
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