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红葡萄酒中酚类化合物的快速高效液相色谱分析

<;=>/&+’?%(/@A/B )3著A朱立红 9，赵荣华 5，周洪福 9译

（9;张裕葡萄酿酒股份有限公司葡萄酒分公司，5;张裕集团技术中心，山东 烟台 5C7666）

摘 要： 阐述了一种新型的可直接而快速分离红葡萄酒中酚类化合物（苯甲酸、黄烷’8’醇、肉桂酸、黄酮醇、花色
素）的反相高效液相色谱法。采用的色谱柱可用于低 DE 环境且能高流速运行，在均含有 6;5 F三氟乙酸的水和乙腈两
相中进行梯度洗脱。为了提高选择性，每种化合物都在其最大吸光度处被检测，从而建立其精密度、线性和灵敏度。尽

管这种方法不能检测酒中所有组分，但适用于主要成分的测定和对特殊类别酚类化合物总量的定量分析。
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用于检测和定量分析食品中的酚类化合物的分析方法已有很

多。分析单体化合物应用最广泛的是高效液相色谱法，其色谱柱一

般是用反相 R9L材料填充，洗脱系统一般是二元的，一种溶剂是被

醋酸、高氯酸、磷酸、甲酸或三氟乙酸酸化的水溶液；另一种是有机

溶剂如甲醇或乙腈，也可能用同一种酸来酸化。当然还有三元的、

四元的体系。但是运行时间很长，一般需要 86‘C6 ("+ 或更长，从
而限制了所分析样品的数量。本文所述对红葡萄酒中酚类化合物

（包括非羧基酚类、苯甲酸、黄烷’8’醇、肉桂酸、黄酮醇和花色素）
的量化分析方法中，采用的是适合高流速和快速分析的色谱柱。

9 材料和方法

9;9 标样：没食子酸、原儿茶酸、对羟苯基乙醇、儿茶酸、表儿茶
酸、反式’咖啡酸、咖啡酰酒石酸、反式香豆酰酒石酸、芦丁、异鼠
李素、栎精、8，H’二葡糖苷锦葵色素，纯度均高于 KL F。
9;5 设备：E/X3/BB’^).*)&S （E^ a W,"3/+BA^)3% W3B%ARW）9966 梯度
液相色谱，化学工作站 E^ W;6C;68PE^ a W,"3/+BUA9966< 数据自动
处理系统，可限制进入检测器的流速为 9 (3 a ! 的微量分流阀，
E^9966 自动进样器，二极管阵列检测器。
9;8 色谱柱：N%&>)] -J R9L 柱 （7;C((b86((），粒径 8;H !(A 柱温
86 c。
9;7 流动相：W 液：6;5 F三氟乙酸（1dW）的水溶液；J：6;5 F三氟
乙酸的乙腈。洗脱梯度：J 液 6;H ("+ 时 6 F；5 ("+ 时 5 F；L ("+ 时
L F；9H ("+ 时 9H F；9L ("+ 时 58 F，56 ("+ 时 6 F，在时间点间

用线性梯度。流速为 7 (3 a ("+。三氟乙酸是分光光度计级，乙腈是
高效液相色谱级。

9;H 样品准备：在用高效液相色谱分析前，所有样品和标样都要
经过 6;7H !( 的直径为 98 (( 的 ^1de 类针头滤器（?/3()+ a ^)33
!"[/ -."/+./AW++AW&>%&A<=）过滤，可保证标样无任何损失。进样体
积为 96 !3。

5 结果与讨论

从红葡萄酒中完美的分离、鉴别和定量出了 9L 种酚类化合物
（见图 9）。这些化合物来自于不同组的酚类（数字表示所鉴别出的
峰）。

非羧基酚类：对羟苯基乙醇（8）；
苯甲酸类：没食子酸（9）和原儿茶酸（5）；
羟基肉桂酸及其酯类：反式’咖啡酸（I），咖啡酰酒石酸（C），

反式香豆酰酒石酸（L）和绿原酸（K）；
黄烷’8’醇类：儿茶酸（7）和表儿茶酸（H）；
黄酮醇类： 8’葡糖苷酸栎精（96），异鼠李素（99）和栎精

（95）；
花色素类：8’葡萄糖苷翠雀花色素（98），8’葡萄糖苷矮牵

牛花色素（97），8’葡萄糖苷牡丹色素（9H），8’葡萄糖苷锦葵色素
（9C），（C’乙酰）’8’葡萄糖苷锦葵色素（9I），和（C’ 香豆酰）’8’葡
萄糖苷锦葵色素（9L）。
5;9 色谱柱和流动相：可高流速运行短柱的使用能改进运行时间
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图 9 新红酒色谱图

和色谱峰的分离度。花色素是红葡萄酒颜色的来源，在 <= 值接近
于 9;> 时可有效分离。因此，-? @9A 柱采用能在如此低 <= 条件下
性能稳定的硅烷来填充。在具有复杂酚类成分的新酒中做不同流

动相、洗脱梯度、<= 值和流速等方面的实验。
通过不同流速（9 (3 B ("+，5 (3 B ("+，8 (3 B ("+，7 (3 B ("+）进行

测试，确定出可获得最佳分离度的最适宜的流速为 7 (3 B ("+。接下
来是对 8 种溶剂（水，甲醇和乙腈）进行实验，它们均含有 6;65 C
三氟乙酸。有机溶剂在持续使用的情况下，使用甲醇产生的峰比使

用乙腈所产生的峰要宽，因此，甲醇被淘汰。三氟乙酸的百分数提

高 96 倍可提高花色素峰的分离度。因此，采用两种溶剂：D 液为
6;5 C三氟乙酸的水溶液，? 液为含 6;5 C三氟乙酸的乙腈。调整梯
度来分离尽可能多的酚类化合物E在 9A ("+ 内将 9A 种不同的峰分
离开来。

5;5 峰的鉴别：色谱峰通过二极管阵列检测器来检测，通过对外
标色谱的保留时间的对比来鉴定。芦丁在葡萄或葡萄酒中并不存

在，而用它的标样来鉴别 8’葡糖苷酸栎精是因为它们有相同的保
留时间。花色素峰主要是通过在 >56+( 波长下的吸收峰来鉴别。

5;8 峰的定量：鉴定出的酚类化合物浓度是用外标所做的曲线来
计算的。校正曲线是由测定标准的吸光度面积对其浓度来绘制完

成，但咖啡酰酒石酸、反式香豆酰酒石酸和绿原酸是以反式咖啡酸

为标准来定量的，8’葡糖苷酸栎精是以栎精为标准来定量的，所
有的花青素都是以 8，>’二葡糖苷锦葵色素为标准来定量的。
5;7 方法的选择性：为了提高选择性，每组酚类化合物都在其最
大吸光度处测定，5A6 +( 处为非羧基酸、苯甲酸和黄烷’8’醇；856
+( 处为羟基肉桂酸及其酯；8F> +( 处为黄酮醇；>56 +( 处为花色
素。图 9 显示了同一种红酒在不同波长下的色谱图。
5;> 精度：通过保留时间和峰面积两个参数来研究精度。变异系
数的值以百分数形式表示。所有峰的保留时间的变异系数值都小

于 6;G C，化合物峰浓度的变异系数从 9 C到 F C（见表 9）。
5;F 线性：标准曲线的线
性是为了研究标准的可用

性。线性是用相关系数 & 表
示的，由积分的峰面积（时

间H吸光度，(DI）对标准
浓度（(, B !）作图。根据红
葡萄酒中的这些化合物含

量的多少，在一个宽的浓度

范围内获得这些方程式。建

立了线性方程，线性令人满

意（&J6;KKK）。
5;G 灵敏度：通过 I-L
MMNNN 核准的运行 96 个空
白的方法来对每一种酚类

化合物的检测限和定量限

进行计算。量的变化范围在

6;7O9;A (, B !之间。
5;A 样品结果：通过这种
方法分析了加利福尼亚和

L/+/PQR 的 F 种新酒和陈
酿的红葡萄酒。测定数值的

（下转第 K5 页）
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范围见表 5。这些样品被保存在充有氮气的空气中以避免被氧化。
这些数值同别处商用酒所报道的数值相近。这种方法快速而精

确，适用于红葡萄酒中大多数酚类化合物的常规分析。

8 总结

复杂酚类样品的高压液相色谱分析比较耗时，如能适当分离，

将是一个比较快速而有价值的方法。这一新程序具有快速的特点，

给酒中大多数酚类化合物的分析提供了好的方法，有利于大量样

品的快速分析。

译自 <(; =; >+%3; ?"@".; 5665AB8AC8DE59F’559;

技术室主任，主持总结技术工作。通过近一年细微的查定，出色地

完成了以下任务。

9;9 系统整理出 “泸州老窖大曲酒操作法”866 多年历史演变，针
对传统操作，进行了系统整理。系统整理泸州老窖大曲酒传统操作

法及制曲工艺，使之规范化、系统化，便于学习推广。

9;5 用常规方法对“泸州老窖大曲酒”进行较全面的分析，从而对
传统操作法有更深的认识；用生物化学、微生物发酵、有机化学等

方面有关理论进行高度概括与总结。

9;8 在深度认识传统操作法的基础上，通过试验，反复进行对比，
去伪存真，去粗取精，继承传统，建立“新型的泸州老窖大曲酒操作

法”，其中“熟糠拌料”、“量水用量”、“麦曲用量”、“入窖温度”、“回

酒入窖”、“踩窖”、“滴窖”、“窖帽高低”、“延长发酵周期”、“截头去

尾”、“原度酒加浆”、“不同容器贮酒对酒质的影响”、“贮存试验”、

“麦曲制造”等 97 个方面，分别试验，均与传统方法进行对比，经过
分析，确定最佳工艺条件，使产品质量进一步提高。

9;7 写出了“泸州老窖大曲酒提高质量的初步总结”及“泸州老窖
大曲酒”一书，该书于 9GBG 年由中国轻工业出版社出版发行。

9GBF 年泸州老窖大曲酒的查定总结，为确定“泸州老窖大曲
酒”为我国浓香型酒的典型代表提供了充分的科学依据。

泸州老窖大曲酒之所以饮誉中华，蜚声海外，其“老窖”、“万年

糟”、“传统操作”是精华所在。

5 766 年老窖是造就泸州老窖大曲酒独特风味的基础

座落在泸州营沟头的温永盛老窖，其基地是优质黄泥，就地挖

坑建成，因土质独特，无需采取防漏措施，即可保住“黄水”，为泸州

老窖大曲酒独特风味的形成奠定了基础，提供了先决条件。泸州传

统窖池的建造是在黄泥基地挖坑或在基地上用纯黄泥筑窖埂 （窖

壁），然后在窖墙内钉以楠竹制成的竹钉，再用优质黄水踩柔熟的

黄泥搭于窖墙，厚 F .(；窖底亦用此泥夯紧，厚约 56 .(。泸州温永
盛老窖（766 年）据 9GBF 年查定，其容积为 H;GG (8（口长 5;7B (，底
长 5;6B (；口宽 5;6H (，底宽 9;IH (，深 9;G (）。新建成的窖池经酿
造 HJF 个月后，黄泥由黄色转为乌色。约再经一年半的时间，又逐
渐转为乌白色，并变绵软为脆硬，酒质亦随着时间的延长和泥质的

转变而逐渐提高。再经 56 余年，泥质又由脆硬逐渐变得又碎（无粘
性）又软，泥色由乌白转为乌黑，并出现红绿等彩色，产生一种浓郁

的香味，这就初步达到“老窖”的标准，酒质也随之显著提高。此后

年复一年，越来越好。温永盛 766 年老窖数百年来经母糟、黄水、微
生物的连续长期作用，从未间断，以致离酒窖 9 ( 多远的泥土都是
芳香扑鼻，沁人心肺，所产之酒质地优美，无可比拟。

正是由于老窖对酒质有决定性的影响，所以工人对这份珍贵

的民族遗产———老窖，无不倍加爱护。无论出窖、装窖、滴窖、舀黄

水等操作都特别小心，避免伤及窖泥。万一年久泥碎，窖壁松坍，或

不小心碰掉，必须整补时，必将就老窖泥内加入少量新泥来整补，

这样整补过的窖，影响不大，容易恢复。

泸州温永盛 766 年老窖为什么出好酒，一直是个谜。经现代检
测技术和生物技术发现，老窖与新窖的窖泥差异悬殊。

泸州温永盛 766 年老窖与新窖有显著区别。老窖泥为酸性，氨
态氮为新泥的 97 倍、腐殖质为新泥的 F;H 倍、有效磷为新泥的 G;9

倍，这是窖泥微生物长年累月栖息和母糟黄水作用之结果。从微生

物检测结果可见，老窖和新窖窖泥微生物数量和类群有显著差异，

充分表明浓香型曲酒的老窖是嫌气细菌，特别是嫌气芽孢杆菌的

主要栖息地，这是泸型酒老窖窖泥的独特的微生物学特征。温永盛

老窖是浓香型曲酒窖泥微生物的宝库，有待进一步发掘和开发。

56 世纪 F6 年代以来，通过对老窖窖泥微生物的进一步研究，
发现窖泥中的甲烷菌、甲烷氧化菌等窖泥功能菌，随窖龄不同而相

差悬殊。

8 766 年老窖发酵期较短，酒中总酯不高但酒质极其优美丰满

泸州老窖大曲酒传统发酵周期较短，9GBF 年查定时发酵周期
也只有 86J7B K，所产之酒与众不同。
泸州温永盛大曲酒发酵期不长，酒中总酯不高，酒质具有“醇

香浓郁，清冽甘爽，饮后尤香，回味悠长”的独特风格，尤以“回味悠

长”著称于世。南洋鉴尝家认为：“在长年溽暑的南洋地方，在泸州

老窖大曲酒内和以少许冰块饮用，香沁脾胃醇酣肌肉，薰薰然妙不

可言”。可见泸州老窖之特殊魅力。泸州温永盛大曲酒之所以酒质

优美丰满，回味悠长，与“老窖”和“万年糟”密切相关。“万年糟”是

在本窖内长期循环使用的母糟（酒醅）。温永盛老窖因时代久远，母

糟在窖内循环使用的时间亦随之增长，糟经数百年的循环使用，其

中富含生香的前体物质和有利于浓香型大曲酒微生物生长繁殖产

香的微量物质，故酒虽总酯不高，但因微量成分极其丰满、协调，使

之“回味悠长”，这是泸州老窖独到之处。

7 泸州老窖大曲酒的传统操作，堪称浓香型曲酒操作之典范

泸州老窖大曲酒是我国浓香型白酒的典型代表，它的传统操

作广为传颂，综观正式出版的教科书、专著，凡涉及浓香型白酒的

操作，均以泸州老窖大曲酒传统操作为典范，这些资料均是 9GBH
年和 9GIB 年查定总结的文献资料。

9GBH 年，泸州老窖大曲酒总结委员会对泸州老窖大曲酒的传
统操作中的关键技术进行了分析研究，用大量的数据在科学上加

以肯定。其中对“熟糠拌料”、“回沙发酵”、“窖帽高低”、“清烧与混

烧蒸酒”、“发酵周期”、“原度酒与加浆酒”、“加浆用水”、“贮存期”、

“酿造用水”等进行了对比试验。肯定了传统操作中之“混蒸续糟发

酵”、“熟糠合料”、“滴窖勤舀”、“低温入窖发酵”、“截头去尾”、“量

水用高温”、“踩窖”的精神实质。

已故“川酒泰斗”，著名酿酒专家陈茂椿教授将泸州大曲酒传

统操作的关键概括为“稳、准、匀、适、勤”。“稳”是操作要稳、配料要

稳；“准”是配料要准、温度要看准；“匀”是拌料要匀、打量水要匀、

上甑要轻撒匀铺、撒曲要匀、入窖温度要匀；“适”是配料要适当、量

水要适当、入窖条件要适当、蒸糠要适当、窖帽要适当、踩窖要适

当、截头去尾要适当；“勤”是滴窖要勤舀、烧火要勤（指大火控制，

用蒸汽亦如此）、卫生要勤、清窖要勤。“五字真经”是浓香型曲酒传

统操作之精髓。传统操作至今仍在全国浓香型酒厂视为至宝，不敢

轻易改动。

泸州老窖大曲酒因有“老窖”、“万年糟”、“老操作”，是极其珍

贵的民族遗产，真不愧为国之瑰宝。!
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