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葡萄与葡萄酒中总酚测定方法的研究进展
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摘要$酚类物质是葡萄酒的骨架成分&也是葡萄酒保健功能

的主要作用物质&所以准确测定酚类物质总量对评判葡萄酒

的保健功能和判断葡萄酒品质有重要的意义$文章综述高

锰酸钾法#福林酚法#普鲁士蓝法#香草醛*盐酸!硫酸"法#

高效液相色谱法#蛋白质沉淀法在酚类物质测定中的应用情

况&并分析其优缺点&为筛选和优化葡萄与葡萄酒总酚测定

方法的研究工作提供参考$

关键词$葡萄)葡萄酒)总酚)测定方法
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植物多酚是由芳香环和
"

个以上酚羟基组成的单体分

子到高聚合化合物的一类植物次生代谢产物的统称0

$

1

"葡

萄与葡萄酒中的总酚!是葡萄与葡萄酒中多酚类物质的总

量!分为色素类多酚-黄酮#花色素.和无色多酚-酚酸即单体

酚#聚合多酚#单宁.

0

"

1

"酚类物质具有弱酸性!体现在其酚

羟基电离出的氢离子!所以!酚类物质在水中通常以两种形

式存在!既有中性分子!也有带负电荷的酚阴离子"葡萄中

大量的酚类物质存在于果皮和果梗中"葡萄酒酿造的浸渍

过程可使大量的多酚类物质进入酒0

!

1

"

葡萄酒品质不同的一个主要原因就是多酚类物质的含

量及种类的不同!酚类物质可以影响葡萄酒的涩味#苦味#香

气以及色泽"酚类物质的羟基是很好的氢或中子的供应体!

能起到很好的抗氧化作用!近年来白藜芦醇成为了葡萄酒研

究领域的热点!因其具有松弛血管#调节脂质代谢及保护心

脏等效果!同时能够调节体内新陈代谢0

2

1

"研究0

.

1显示酚类

化合物对心脏病#肥胖#癌症等一些危害人体健康的慢性疾

病都具有一定的预防或治疗作用"

因此!葡萄及葡萄酒中总酚含量的检测是十分必要的!

在葡萄酚类物质应用与开发的同时伴随其分析方法的不断

提高和完善"近年来!分析检测多酚类物质的方法有很多!

按其原理可以分为氧化还原滴定法#色谱分析法和蛋白质沉

淀法三大类!均有各自的优缺点"筛选优化适合葡萄及葡萄

酒中总多酚的测定方法!使其测定更加准确#快速!对葡萄酒

质量的评判#更有效利用酚类物质的功效有着重要的意义"

$

!

氧化还原滴定法
用于总酚测定的氧化还原滴定方法主要有高锰酸钾法#

福林酚法#香草醛法和普鲁士蓝法"

$)$

!

高锰酸钾法

高锰酸钾法是食品中总酚测定最传统的氧化滴定测定

方法!其测定葡萄酒中总酚的原理是*高锰酸钾具有强氧化

性!酚羟基具有还原性!两者发生氧化还原反应后!产物可与

#)$5

靛红溶液发生显色反应!使靛红溶液由蓝色变为亮黄

色-即*指示终点.!记录消耗的高锰酸钾的量!计算酚类物质

的含量"此法具有一定的代表性!由于方法简便易行!因此

被很多试验者使用0

%

1

"然而!强氧化性的高锰酸钾能够氧化

被测溶液中的还原性物质!所以用该法测定的选择性不高!

同时由于葡萄酒本身颜色的干扰!使得高锰酸钾法滴定终点

不易观察!测定灵敏度降低!误差偏大!应用范围有限0

0

1

"张

毛莉等0

1

1利用高锰酸钾法对石榴皮中总多酚含量进行了测

定!所得稳定性
TYJ

为
$)215

!精密度
TYJ

为
$)015

!重现

性
TYJ

为
$)"%5

!平均回收率
//)15

!在选择性和计算方法

上都不及福林酚法!验证了上述高锰酸钾法测定总酚的

/!"



缺陷"

$)"

!

福林酚法'

4C3

法(

4C3

法测定总酚的原理是*在碱性条件下!多酚类物质

可以把
4'(>HC3>'?,(=FE

试剂-

4C3

试剂.中的磷钨酸和钼酸还

原!生成蓝色混合物!在一定范围内!其吸光度与总酚含量呈

线性关系"根据原理可知!

4C3

试剂可以氧化酚中的羟基!

被测物质内只要含有酚羟基均可以被检测出!因此该法是现

在定量分析植物总酚含量的普遍方法!是中国茶中茶多酚标

准检测方法0

/I$#

1

!也是国际葡萄与葡萄酒组织-

;U&

.和美国

官方分析化学师协会-

K;K3

.定量分析葡萄酒或蒸馏酒精

内单宁的方法0

$$

1

"

$/%.

年
Y>H

7

(F='H

等0

$"

1将
4C3

法用于葡萄与葡萄酒总

酚的测定"但是!由于当时条件的限制!测定过程耗时长!所

需要的试剂和标准物质量大!且测试过程也非常繁杂"后来

X,

c

,

c

等0

$!

1和
K>HDR'-=L

等0

$2

1对该法进行改良!将反应液体

积由最初的
$##68

减少至
$#68

!但测定时间并未缩短"

&,HK(D=

N

HF

0

$.

1曾试图通过升高温度加速反应!来缩短反应

时间!但在碱性条件下!

4C3

试剂随着温度升高而迅速分解!

使得测试结果很不稳定"徐国前等0

$%

1运用二次回归正交旋

转组合设计方法优化反应条件!以微量移液器为工具!建立

一种简化#微量测定葡萄与葡萄酒总酚含量的方法*样品

#).68

!

$6'(

+

84C3

试剂
#).68

和
."

7

+

8

碳酸钠溶液

2)#68

!在
".\

下静置
$#"6>H

后!于
0%.H6

波长处测吸

光度"结果表明!建立的回归模型达显著水平!吸光度和没

食子酸浓度有良好的线性关系-

R

"

^#)///2

.#对酿酒葡萄

赤霞珠与王朝干红葡萄酒样的加样回收率分别为
/1)25

和

/0)15

-

* !̂

.!相对标准差-

TYJ

.分别为
$)!"5

和
")#$5

"

针对常规
4C3

法测总酚耗时长的缺点!徐国前等0

$0

1基

于
4'(>HC3>'?,(=FE

分光光度法的原理!借助微波处理!通过

优化反应条件!建立了一种更加微量#快速测定葡萄与葡萄

酒总酚含量的方法"试验得到体系的最佳反应条件为测试

样品
#)$ 68

!浓度为
$ 6'(

+

8

的
4C3

试剂
#)$ 68

和

%#

7

+

8*,

"

3;

!

溶液
#)168

!在微波炉的中档下处理
"#D

后

测定
0%.H6

波长处的吸光度"该方法达到了微量快速的效

果!且操作简便!为葡萄及葡萄酒总酚的测定建立了一个快

速精确的新方法"

$)!

!

普鲁士蓝法 '

<CX

法(

<CX

法的原理也是利用了酚羟基可与氧化试剂发生氧

化还原反应!生成有色化学物质!在一定范围内!有色物质含

量与吸光度成线性关系测定总酚"这种方法在葡萄及葡萄

酒中应用不是特别广泛!不能很好地区分样品中多酚和其他

易氧化物质!因为蛋白质和游离氨基酸的存在不会对其造成

太大干扰!所以测定总酚含量时可以考虑!如果样品中蛋白

质含量较高!选择普鲁士蓝染色法较适合"普鲁士蓝染色法

有两个相对明显的缺点是*

&

不够稳定!在短时间内就易形

成结合物!使得对反应时间的要求很高(

'

温度和时间会对

其光学密度造成很大影响!如果控制不好!会造成测定结果

误差偏大0

$1

1

"

W-,L,6

0

$/

1对
<CX

法进行了系统的研究!得到了维持颜

色稳定的解决方案*通过添加磷酸降低
Q

V

值!添加
$5

阿拉

伯胶!可以络合过量的铁离子!避免沉淀物的产生"

刘松等0

"#

1从稳定性#最大吸收波长#线性关系等角度对

<CX

法进行了方法改进和验证"然后用改进的
<CX

法检测

了胡杨枝中的总酚含量!结果为
$)$/$5

!

TYJ

为
")12#5

"

对于此方法应用于检测葡萄与葡萄酒总酚!还有待进一步试

验研究"

$)2

!

香草醛*盐酸'硫酸(法

香草醛)盐酸或硫酸法!即酸化香草醛-

S,H>((>H

.法!利

用盐酸或硫酸为介质!测定多酚"原理0

"$I""

1是*花青素
K

环

具有很高的化学活性!在盐酸或硫酸作用下!其间苯二酚和

间苯三酚与香草醛发生缩合反应!产生红色络合物质-正碳

离子.!在一定吸光度下!可定向监测原花青素含量!测定机

理见图
$

"该方法实施的关键是使用溶剂的种类#酸的性质

和浓度#反应温度和时间等"酸化香草醛法最早用于干豆中

单宁的测定!后来
X,=FCY6>=L

等发现香草醛)盐酸法与缩合

单宁-即原花青素.可以发生特异反应"李春阳等0

"!

1发现香

草醛)盐酸法只能测定原花青素的总含量!不适合总酚含量

的快速测定"

图
$

!

香草醛与缩合单宁作用的化学反应式

4>

7

E-F$

!

3LF6>D=-

N

'P=LFS,H>((>H,DD,

N

P'-

?'HGFHDFG=,HH>HD

"

!

色谱分析法
")$

!

气相色谱法

气相色谱法是英国生物化学家
+,-=>H

等在
$/."

年创

立的一种极为有效的分离方法!可以分离#分析复杂的多组

分混合物0

"2I".

1

"近年来!该法在葡萄酒芳香物质的分离测

定上发挥着重要的作用0

"%I"0

1

!已经可以分析
2##

多种挥发

性的芳香物0

"1

1

"刘波平等0

"/

1建立了顶空毛细管气相色谱法

测定茶多酚中正己烷#氯仿#乙酸乙酯和丙酮有机溶剂残留

量的方法!该方法对上述
2

种有机溶剂均达到了完全分离!相

关系数为
#)//2

!

#)///

!检出限范围为
#)#%.

!

#)"%1

%

7

+

7

!

测定结果的相对标准偏差为
#)!/5

!

")$!5

!样品的回收率

为
/#)/5

!

$#.)!5

"孙仁弟等0

!#

1利用顶空毛细管气相色

谱法对丹参多酚酸盐原料中乙醇残留量进行了测定!结果显

示峰面积与乙醇浓度在
$#)$/

!

.#/).

%

7

+

68

范围内呈良好

的线性关系!测得的日间乙醇残留量结果精密度良好!回收

率
/.5

!

$$#5

"但由于多酚类化合物的极性极强!其样品

预处理都比较繁琐!需要用有机溶剂进行萃取分离!萃取率

和重现性都比较低!因此通常需要衍生生化步骤!其过程也

#2"

研究进展
!

"#$%

年第
!

期



较复杂0

!$

1

!较适合单物质定性分析"

")"

!

高效液相色谱法'

V<83

(

高效液相色谱法被广泛应用于食品中多酚化合物的分

离与测定0

!"

1

"侯冬岩等0

!!

1采用高效液相色谱法对绿茶中茶

多酚含量进行测定"结果表明*方法变异系数小于
!)#25

!

回收率为
//)$%5

!

$##)%#5

!所测
%

种绿茶样品茶多酚含

量为
%")#0

!

$$#)1%6

7

+

7

!方法简便#准确!适合绿茶中茶多

酚的定量分析"该法也是葡萄酒酚类物质测定的常用方法!

马丽艳等0

!2

1建立了同时检测葡萄酒中
1

种有机酸的高效液

相色谱分析方法!结果显示*

1

种有机酸的线性关系良好!相

关系数在
#)//.!

!

#)////

!精密度#稳定性的
TYJ

均低于

.5

!平均回收率为
1.5

!

$"#5

!检出限为
#)#$2$

!

$)!2"06

7

+

8

"

高效液相色谱法测定速度快#灵敏度高"但前处理繁

琐0

!.

1

#仪器和日常维护费用较贵!分析成本高0

!%

1

"如果要分

析总酚含量!必须备齐所有种类的多酚标样!而葡萄和葡萄

酒中都含有大量的酚类物质!因此使用高效液相色谱法测定

总酚含量难度较大"此外!高效液相色谱法需先提取样品再

进行分析!由于植物中多酚可与其它成分共价结合!或吸附

在植物的固体基质上!用通常的试剂提取方法不能将酚类物

质完全提取出来!且残留量较大!使得测量结果显著偏低"

因此!高效液相色谱法适于葡萄酒中单体酚的分析!不适合

葡萄酒总酚的测定"

!

!

蛋白质沉淀法
蛋白质沉淀法是以单宁可与蛋白质形成不溶性复合物

为依据"

V,-OF-=D'H

等0

!0

1据此发现了用于分析葡萄酒中总

酚的一个简单方法*

XYK

-牛血清白蛋白.可与单宁发生反应

生成沉淀!用配制的再悬缓冲液将生成的沉淀物再次溶解

后!与显色剂
4F3(

!

反应!生成有色物质!在
.$#H6

处测定其

吸光度!即可定量得出单宁含量!再通过单宁与多酚的关系!

得到总酚含量"但
X-''@D

等0

!1

1认为蛋白质沉淀法葡萄酒丹

宁分析法准确度低"中国利用蛋白质沉淀法测定总酚含量

的研究很少!张振文等0

!/

1通过对甲基纤维素沉淀法-

+3<

法.和蛋白质沉淀法-

KCV

法.测定葡萄酒中缩合单宁的对比

发现*蛋白质沉淀法只适用于红葡萄酒缩合单宁的测定!且

与总酚无显著线性关系-

R

"

^#)"10"

.(胡立志等0

2#

1采用蛋

白沉淀法测定葡萄籽超微粉中的单宁含量!结果表明*方法

检出限
#)!!/

%

7

+

68

!平行性精密度
#)"2.25

!重复性精密

度
#)"$./5

!加标回收率为
/0)205

!

$#$)2/5

!该方法可

用于葡萄籽超微粉中单宁含量的测定!但未进行总酚含量相

关性的研究"所以判断蛋白质沉淀法在总酚检测上的可行

性还需要进一步研究"

2

!

展望
高锰酸钾法#普鲁士蓝法#香草醛法#高效液相色谱法分

别因选择性低#不稳定误差大#只适合部分多酚测定或单体

酚测定的缺点!不适合总酚测定"从理论来讲较适合总酚测

定的方法主要有福林酚法#微波快速福林酚法#蛋白质沉淀

法!其中前者已经实践应用较多!蛋白质沉淀法还需进一步

实践应用研究"

在中国葡萄酒学科飞速发展!以及由于生产应用需求而

对科研水平要求越加严格的今天!对评价总酚的测定应提出

更高的要求"对葡萄酒总酚指标的测定不应只停留在学术

水平!而应拓展到葡萄酒品质和鉴别葡萄酒真伪的实际应用

中来"尝试进行不同品种不同产地的葡萄酒总酚含量测定!

进行具有品种和地域特性的总酚含量&普查'!通过增加总酚

含量这一指标提高鉴别葡萄酒真伪葡萄酒品质的准确性"

福林酚法作为定量分析植物总酚含量的普遍方法!是国

际包括中国茶中茶多酚标准检测方法!也是国际葡萄与葡萄

酒组织-

;U&

.和美国官方分析化学师协会-

K;K3

.定量分析

葡萄酒或蒸馏酒精内丹宁的方法"笔者认为在现阶段对福

林酚法不断优化更新的今天!应尝试通过多种而非单一的方

法去测定葡萄及葡萄酒中总酚!从而提高检测的准确性"建

议*

&

从简便#微量的角度出发!在原
4C3

法的基础上用移

液器代替吸管和容量瓶!简化反应体系!在单因素的基础上!

利用
33J

响应面设计对反应条件进行优化(

'

从快速测定

的目的出发!在简化微量福林酚法的基础上!采用新型变频

微波技术!利用响应面
33J

设计进行优化!获取最佳测定条

件(

(

对上述两种方法进行对比试验!筛选最优方法"配置

模拟酒样!利用最优方法对影响微波快速福林酚法测定总酚

的物质进行测定!消除影响因子对总酚测定的干扰"
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