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沙苑子酒酿造过程中黄酮类化合物的鉴定与

含量变化规律
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摘要!采用
B/BO

%

)U1

&

BO

?

'

?

的比色法测定沙苑子酒总黄酮

含量!采取高效液相色谱法检测酒中的
>

种黄酮类物质含量

的变化!研究经不同处理的沙苑子在酿造过程中黄酮类化合

物的含量变化#结果表明%沙苑子酒在酿造过程中!除鼠李

柠檬素外!其他
@

种黄酮成分含量基本呈先上升后下降的趋

势!与总黄酮变化趋势一致$在酿造过程中处理组与未处理

组相比!除杨梅苷外!其他
@

种黄酮单体含量均高#酿造前

将沙苑子浸渍萌发炒制处理能使黄酮含量提高!从而提高酒

的质量#

关键词!沙苑子$酒$黄酮$高效液相色谱&
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沙苑子为豆科植物扁茎黄芪的干燥成熟种子(是补益肝

肾的传统中药(主要含黄酮类+有机酸类+蛋白质+多糖类等

成分,

'S%

-

)其中黄酮类化合物是一组存在于植物体中的天

然次级代谢产物(绝大多数植物都能合成(到目前为止(已发

现
%&&&

多种(常以游离态或糖苷形式存在(少数以游离形式

存在,

?

-

)研究,

@S>

-表明(黄酮类化合物具有抗癌+抗肿瘤+抗

心血管疾病+抗炎镇痛+免疫调节+降血糖+治疗骨质疏松+抑

菌+抗病毒+抗氧化+抗衰老以及抗辐射等生物活性)因此(

黄酮类化合物已成为国内外医药界研究的热点之一(是具有

广泛开发与应用前景的天然药物成分,

(

-

(有着广阔的市场

前景)

目前(沙苑子的药用价值和保健功能已得到公认(但关

于沙苑子的产品开发较少(且以低附加值的初级加工品为

主)因此(急需应用现代生物+化学技术生产出附加值更高

的沙苑子保健品,

+S*

-

)本试验拟利用沙苑子的丰富药用价

值(将沙苑子直接酿制成酒(使其得到更广泛的利用)但考

虑到沙苑子直接食用味甘略苦(且带有腥味(遂又采用浸渍

炒制处理后的沙苑子进行了酿造(以改善口感)沙苑子中富

含黄酮类化合物(对以沙苑子为原料酿造制成的沙苑子酒品

质有重要的作用)沙苑子酒的酿造过程中(黄酮类物质一般

会随着酒精体积分数+发酵
F

_

+含糖量等的变化而变化,

'&

-

(

发酵过程中温度和自身的氧化等原因也会不同程度地影响

黄酮含量)

本试验拟利用高效液相法(对以
%

种不同方法处理的沙

@?



苑子酿造的酒中的
>

种黄酮类物质!杨梅苷+沙苑子苷+毛蕊

异黄酮+槲皮素+鼠李柠檬素#含量进行分析(以期为沙苑子

酒的酿造工艺+质量控制及沙苑子的开发利用提供参考)

'

!

材料与方法
':'

!

试验材料

沙苑子"西北药材市场)

':%

!

仪器与试剂

高效液相色谱仪"

Z%?&U

*

Z

型(安捷仑科技有限公司$

数控超声波清洗器"

e]%%&&RU

型(昆山市超声仪器有

限公司$

电热恒温水温箱"

'&'

型(上海跃进医疗器械厂$

乙腈"色谱纯(美国
T0634<$204580H02

公司$

冰乙酸+甲醇等"分析纯(国药集团化学试剂有限公司$

蒸馏水"娃哈哈纯净水(陕西娃哈哈乳品有限公司$

槲皮素+毛蕊异黄酮标准品"纯度
)

**P

(成都普菲德生

物技术有限公司$

杨梅苷+沙苑子苷
U

标准品"纯度
)

**P

(成都曼思特生

物科技有限公司$

鼠李柠檬素标准品"纯度
)

**P

(上海古朵生物科技有

限公司)

':?

!

试验方法

':?:'

!

样品预处理方式
!

将挑选的沙苑子分为处理组和未

处理
%

组(处理组即是将沙苑子置于
?&f

条件下浸渍萌发

,3

后(

''&f

烘干粉碎再进行酿造$未处理组即是将挑选后

的沙苑子直接粉碎发酵酿造)

':?:%

!

沙苑子酒酿造工艺
!

沙苑子
*

挑选
*

去杂
*

分为
%

种处理
*

粉碎
*

以
'

#

'&

&

=

(

.\

'的料液比配置&超声波强度
'%&N

!频率
@&_V

!处理

>&.05

'

*

加蔗糖
*

加酒石酸"柠檬酸调
F

_

*

添加亚硫酸

钠
*

添加安琪酿酒酵母
*

发酵
*

取样

粉粹至
%&

"

@&

目(加入
'>&

=

*

\

蔗糖(调节
F

_

到
?:(

左右(添加亚硫酸钠
%&&

'

=

*

\

(在
%@

"

%(f

下发酵(依次取

酿造
&

(

>

(

'&

(

'+

(

%?

(

?@

(

>&

(

(>

(

,&

(

'&&

(

'%&9

的 样 品

%>&.\

(在
S?&f

下冰柜冻存(待测)

'%&9

的酿造过程包括发酵+老熟+陈酿)前期试验表明

在
''9

左右总糖降低到一定程度后基本保持不变至主发酵

结束(之后仍旧保留酒渣(在酵母菌大部分死亡后(仍然存在

酵母酶及假丝酵母分解酒渣(完成酒的老熟陈酿过程(酒的

口感+风味等品质得以改善)

':?:?

!

总黄酮含量的测定
!

采用
B/BO

%

)U1

!

BO

?

#

?

的比色

法,

%

-

)以芦丁作为标准品(

>'&5.

处测吸光度)

':?:@

!

待测样的制备
!

准确量取
'&:&&.\

沙苑子酒(加入

?&.\

乙酸乙酯摇匀(放入
>&f

恒温水浴锅中萃取(如此操

作
@

次合并萃取液(将萃取液在
@>f

真空旋转蒸发仪中回

收乙酸乙酯(将去除乙酸乙酯后的溶液用甲醇定容至
?.\

(

用
&:@>

'

.

滤膜过滤(即得
_Z\!

待测液,

*

(

''S'?

-

)

':?:>

!

标准溶液的制备
!

精密称取杨梅苷
&:&&@%

=

+沙苑子

苷
U&:&%&&

=

+毛蕊异黄酮
&:&'?&

=

+槲皮素
&:&&%+

=

+鼠李

柠檬素
&:&&>&

=

(加入一定体积的甲醇(分别制成浓度为

':@&

(

&:'@

(

(:>&

(

&:?@

(

&:>&.

=

*

.\

待测标准溶液)

':?:(

!

黄酮类化合物的测定
!

采用
_Z\!

法)色谱条件"

采用冰乙酸'乙腈溶液!

'

#

**

体积比#配成流动相
U

液(以

'P

乙酸溶液为流动相
^

(柱温
?&f

$流量
':&.\

*

.05

$进样

量
%&

'

\

$检测波长
%,&5.

)梯度洗脱程序"

&

"

>.05

时(

U

由
>P

线性升至
'&P

$

'&

"

%%.05

时(

U

由
'&P

线性升至

'+P

$

%%

"

>&.05

时(

U

由
'+P

线性升至
>&P

$

>&

"

+&.05

时(

U

由
>&P

线性升至
+&P

$

+&

"

,&.05

时(

U

由
*&P

线性

降至
>P

)

%

!

结果与分析
%:'

!

沙苑子酒中
>

种黄酮类化合物的鉴定

%:':'

!

>

种黄酮类化合物单体的标准曲线
!

从图
'

可以看

出(采用本试验的液相色谱条件(可以有效地对标品溶液中

的杨梅苷+沙苑子苷+毛蕊异黄酮+槲皮素+鼠李柠檬素进行

检测与分离)以杨梅苷+沙苑子苷
U

+毛蕊异黄酮+槲皮素+

鼠李柠檬素对照品的系列标准使用液
I

为横坐标(峰面积

值
/

为纵坐标(绘制标准曲线图)

>

种黄酮类物质的标准曲

线见表
'

)从表
'

可以看出(相关系数均在
&:**

以上(可作为

定量分析的基础)

%:':%

!

酒样中
>

种黄酮单体的鉴定
!

图
%

为相同条件下沙

苑子酒待测液的
_Z\!

分析图谱(在杨梅素+沙苑子苷
U

+毛

蕊异黄酮+槲皮素和鼠李柠檬素的洗脱位置上出现了相应的

洗脱峰)为进一步确认该位置上的洗脱峰是否为所求物质(

采用加入内标的方式反复确认)

表
'

!

>

种黄酮类化合物单体标准工作曲线

M/714'

!

$8/59/<9G;<J05

=

2D<L4;H>J0596;HH1/L;5;096

对照品 回归方程
?

%

线性范围*

!

'

=

2

\

S'

#

杨梅苷
/a'+@(+Ik%:@+ &:**'( &:''(+

"

&:+&&&

沙苑子苷
U /a'>+&@Ik'*:(+ &:**%* &:'&@%

"

&:%&,?

毛蕊异黄酮
/a'>('&IS*@:+% &:**@> &:(>&&

"

(:>&&&

槲皮素
/a'%&&&&IS+':+( &:**%, &:&%,'

"

&:??+>

鼠李柠檬素
/a'('++IS'&(:,& &:**?> &:'%>&

"

&:>&&&

':

杨梅苷
!

%:

沙苑子苷
U

!

?:

毛蕊异黄酮
!

@:

槲皮素
!

>:

鼠李柠

檬素

图
'

!

>

种黄酮类物质液相色谱图&标准品'
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&
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年第
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图
%

!

样品的典型液相色谱图

T0

=

D<4%

!

M

IF

02/110

[

D09!3<;./8;

=

</.;HG0546/.

F

14

!!

图
?

为待测液加入杨梅苷标品溶液后的内标图)图
?

中峰
'

出现了明显的增高(峰
'

与待测液和标品溶液的保留

时间相对应的峰均未发生分离(因此确定峰
'

是杨梅苷)

!!

图
@

为待测液加入沙苑子苷
U

标品溶液后的内标图)

图
@

中峰
%

出现了明显的增高(峰
%

与待测液和标品溶液的

保留时间相对应的峰均未发生分离(因此确定峰
%

是沙苑子

苷
U

)

图
?

!

杨梅苷内标图
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D<4?

!

"584<5/168/59/<910

[

D0923<;./8;
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</.

;H.

I

<0248<05

图
@

!

沙苑子苷
U

内标图
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</.;H

!;.

F

1/5/8;6094U

!!

图
>

为待测液加入毛蕊异黄酮标品溶液后的内标图)

图
>

中峰
?

的位置出现了明显的增高(峰
?

与待测液和标品

溶液的保留时间相对应的峰均未发生分离(因此确定峰
?

是

毛蕊异黄酮)

!!

图
(

为待测液加入槲皮素标品溶液后的内标图)图
(

中峰
@

出现了明显的增高(峰
@

与待测液和标品溶液的保留

时间相对应的峰均未发生分离(因此确定峰
@

是槲皮素)

图
>

!

毛蕊异黄酮内标图

T0

=

D<4>

!
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[

D0923<;./8;

=

</.;H!/1

I
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图
(

!

槲皮素内标图
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</.;H

[

D4<24805
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图
+

为待测液加入鼠李柠檬素标品溶液后的内标图)

图
+

中峰
>

出现了明显的增高(峰
>

与待测液和标品溶液的

保留时间相对应的峰均未发生分离(因此确定峰
>

为鼠李柠

檬素)

图
+

!

鼠李柠檬素素内标图
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=

D<4+

!
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[
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</.;H
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!!

综合图
?

"

+

可知(采用本试验的色谱条件可以有效检

测出样品中的
>

种黄酮类成分(因此可以采用本试验所述的

色谱条件测定样品中各黄酮成分的含量)

%:%

!

沙苑子在酿造过程中黄酮类化合物的变化

%:%:'

!

总黄酮含量的变化
!

由图
,

可知(在一定条件下(沙

苑子酒中总黄酮含量随着酿造时间的延长整体呈先升高后

降低的趋势(

'+9

时总黄酮含量达到最大)

%

种处理方法对

比来看(酿造前经浸渍萌发处理的沙苑子酒总黄酮含量比未

经过处理的高)

%:%:%

!

黄酮单体含量的变化

!

'

#杨梅苷"不同酿造阶段沙苑子酒中杨梅苷含量变化

(?

第
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图
,

!

酿造过程中总黄酮含量随时间的变化
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!
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见图
*

)由图
*

可知(随酿造时间的延长(杨梅苷含量总体变

化呈先升后降的趋势)在整个酿造阶段(酿造前的浸渍萌发

处理并没有提高杨梅苷的浸提(反而使杨梅苷损失了)未处

理的沙苑子在酿造的第
>&

天(杨梅苷含量达到整个酿造过

程的最大值(随后逐渐下降$而处理的沙苑子在酿造的第
(>

天(杨梅苷含量才达到整个酿造过程的最大值(与未浸渍处

理的含量接近)

这可能是在沙苑子酒酿造初期(酒精体积分数不断增

大(酒精度不断增大(杨梅苷在酒中的溶解度也不断增大(并

且此时沙苑子新陈代谢活跃(因此含量一直增加)当沙苑子

到了酿造后期时(酒已经老化(这时受到光照的影响(杨梅苷

稳定性降低(发生氧化分解(甚至结构遭到破坏(不适合杨梅

苷的浸提(导致含量下降,

'@

-

)

图
*

!

杨梅苷在酿造过程中的变化

T0

=

D<4*

!

!3/5

=

4;H.

I

<0248<05058347<4G05

=F

<;2466

!!

!

%

#沙苑子苷
U

"不同酿造阶段沙苑子酒中沙苑子苷
U

含量变化见图
'&

)由图
'&

可知(随酿造时间的延长(沙苑子

苷
U

含量总体变化也呈先升后降的趋势)浸渍萌发前处理

的沙苑子在酿造过程中(沙苑子苷
U

含量一直高于未处理)

由图
'&

还可以看出(在沙苑子酿造的整个阶段(浸渍萌

发前处理明显加速了沙苑子苷
U

的浸提(浸渍处理过的沙

苑子(在酿造的第
'+

天(沙苑子苷
U

含量达到整个酿造过程

的最大值(随后逐渐下降$而未处理的沙苑子在酿造的第
%?

天(沙苑子苷
U

含量才达到整个酿造过程的最大值(并且低

于浸渍萌发处理的)

出现上述现象的原因(可能是在酿造初期(随着发酵的

进行(酒精度不断提高(酒的极性不断增大(沙苑子苷
U

是一

种极性较大的化合物(在酒中的溶解度迅速增大(越来越多

图
'&

!

沙苑子苷
U

在酿造过程中的变化
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的沙苑子苷
U

会溶于酒中(因此含量一直增大)到了陈酿后

期(酒已经老化(酒精度基本不变(这时受到光照和温度以及

酵母苷酶的影响(沙苑子苷
U

会被生物酶分解或转化成其他

物质(导致含量降低,

'>

-

)

!!

!

?

#毛蕊异黄酮"不同酿造阶段沙苑子酒中毛蕊异黄酮

含量变化见图
''

)由图
''

可知(毛蕊异黄酮含量总体变化

同样呈先升后降的趋势)在沙苑子酿造前期(浸渍处理一定

程度上提高了毛蕊异黄酮的浸提(但到了后期浸渍处理并不

能提高毛蕊异黄酮的浸提(

%

种酒的毛蕊异黄酮含量相差

甚微)

由图
''

还可以看出(浸渍萌发前处理同样加速了沙苑

子酒酿造期间毛蕊异黄酮的浸提(在酿造的第
'+

天(毛蕊异

黄酮含量达到整个酿造过程的最大值(随后逐渐波动下降$

而未处理的沙苑子在酿造的第
>&

天(毛蕊异黄酮含量才达

到整个酿造过程的最大值(随后波动下降)

毛蕊异黄酮的这种变化可能是在酿造前期(沙苑子的新

陈代谢活跃(酒精体积分数不断增大(毛蕊异黄酮在酒中的

溶解度不断增大)在酿造后期(光照和温度不断变化(毛蕊

异黄酮本身不稳定易分解(容易发生氧化分解等反应(导致

含量一直降低)

图
''

!

毛蕊异黄酮在酿造过程中的变化
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#槲皮素"不同酿造阶段沙苑子酒中槲皮素含量变化

见图
'%

)由图
'%

可知(随酿造时间的延长(槲皮素含量总体

变化也呈先升后降的趋势)在沙苑子酿造前期(槲皮素含量

有一定程度的提高(处理组在酿造的第
'+

天(槲皮素含量达

到整个酿造过程的最大值(随后波动下降(渐渐趋于稳定$而

未处理的沙苑子在酿造的第
?@

天(其含量才停止上升(但处

理组槲皮素含量始终高于未处理的)

+?

基础研究
!

%&',
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+
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这可能是在酿造前期(随着发酵的进行(酒的极性体系

增大(槲皮素在酒中的溶解度也增大(从沙苑子转移到酒中(

此时微生物生长也比较活跃(沙苑子酶系活性增加(导致酒

中槲皮素含量增加)在酿造后期(由于光照和温度的关系(

使槲皮素产生转化和分解(除此之外促使黄酮产生降解的微

生物大量繁殖(微生物及微生物分泌的各种胞内+胞外酶类(

特别是多酚氧化酶(大大加速了多酚类物质的氧化聚合(导

致黄酮的降解,

'(S'+

-

(使槲皮素含量下降)

图
'%

!

槲皮素在酿造过程中的变化
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#鼠李柠檬素"不同酿造阶段沙苑子酒中鼠李柠檬素

含量变化见图
'?

)由图
'?

可知(浸渍处理后的沙苑子酒中

鼠李柠檬素在酿造期间大体呈波动上升的趋势(而未处理的

在酿造前期是上升的(到了后期则是出现不同程度的上下波

动)从图
'?

可以看出(浸渍处理明显加速了沙苑子酿造期

间鼠李柠檬素的浸提(在整个酿造过程中(浸渍萌发处理后

沙苑子酒的鼠李柠檬素含量较未处理的有了明显的提高)

出现上述变化的原因(可能是在酿造前期(乙醇含量不

断增加(酒的极性体系不断增大(鼠李柠檬素在酒中的溶解

度增加(渐渐从沙苑子转移到酒中(导致酒中鼠李柠檬素含

量的增加(除此之外(沙苑子自身酶催化水解也会产生一部

分的鼠李柠檬素)到了酿造后期(乙醇含量发生的变化不

大(但酒同样会受到光照和温度的影响(因此鼠李柠檬素也

会发生不同程度的氧化聚合等反应(出现不同程度的波动)

图
'?

!

鼠李柠檬素在酿造过程中的变化

T0

=

D<4'?

!

!3/5

=

4;H<3/.5;208<05058347<4G05

=F

<;2466

?

!

结论
本试验测定了

%

种方法预处理的沙苑酒子酿造过程中

总黄酮和
>

种黄酮类单体含量的变化)结果表明(总黄酮含

量大体呈先升后降的趋势(除了鼠李柠檬素外(其他
@

种黄

酮类单体的变化趋势与总黄酮一致)在酿造过程中(处理组

与未处理组相比(除了杨梅苷(其他
@

种黄酮单体物质均有

升高(其中沙苑子苷
U

+鼠李柠檬素含量有显著性差异)说

明通过浸渍炒制前处理可以提高沙苑子酒中黄酮类物质含

量(从而提高其营养价值)

本研究对其黄酮成分单体物质进行测定(为沙苑子酒的

产品质量控制提供了有益参考)至于沙苑子酒中这些重要

黄酮类物质在酿造过程中的具体变化原因及控制将是后续

研究的重要内容)
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