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摘要:目的:探究苦荞酒酒糟中酚类化合物的组成及含

量,并研究其抗氧化活性.方法:通过高效液相色谱和液

相质谱鉴定苦荞酒酒糟中酚类化合物的组成,并评价苦

荞酒酒糟的体外抗氧化活性.结果:苦荞酒酒糟中共鉴

定出７种酚类化合物,包括５种黄酮类化合物和２种酚酸

类化合物,其中芦丁含量最高为(９．３５０±０．０５０)mg/g、其

次为槲皮素、异槲皮素、山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷及山奈酚.

当苦荞酒糟提取液质量浓度为０．５mg/mL时,对羟自由

基、ABTS＋ 自 由 基、DPPH 自 由 基 的 清 除 率 分 别 为

(７３．２９±０．０９)％,(９６．２１±０．２５)％,(８２．５５±０．６８)％,

FRAP值为(２．４９±０．０９)mmol/L.结论:发酵后的苦荞

酒酒糟提取物具有一定的抗氧化活性,在低浓度条件下,

对羟自由基和 ABTS＋ 自由基仍表现出较好的清除效果.

关键词:苦 荞 酒;酒 糟;酚 类 化 合 物;物 质 组 成;抗 氧 化

活性

Abstract:Objective:Exploredthecompositionandcontentof

phenoliccompoundsintartarybuckwheatwinelees,andstudy

their antioxidant activity．Methods:Phenolic compounds in

tartarybuckwheatwineleeswereanalyzedbyHPLCandLCＧMS．

And evaluatingits antioxidant activity．Results:７ phenolic

compoundswereidentifiedfromtartarybuckwheatwinelees,

including５flavonoids,withthe highestcontentofrutin of
(９．３５０±０．０５０)mg/g,followed by quercetin,isoquercetin,

kaempferolＧ３ＧoＧrutoside and kaempferol of two phenolic

compounds．At０．５mg/mL,thescavengingratesofhydroxylfree

radical,ABTS＋ and DPPH freeradicalreached (７３．２９±

０．０９)％,(９６．２１±０．２５)％ and(８２．５５±０．６８)％,respectively,

withFRAPvalueof(２．４９±０．０９)mmol/L．Conclusion:The

fermented tartary buckwheat lees are rich in phenolic

compounds,andtheleesextractshascertainantioxidantactivity．

Inaddition,atlowconcentration,thetartarybuckwheatwine

leesalsoshowesgoodscavengingeffectsonhydroxylradicaland

ABTS＋radical．

Keywords:tartarybuckwheatwine;lees;phenoliccompositions;

materialcomposition;antioxidantactivity

苦荞属蓼料双子叶植物,富含氨基酸、蛋白质和多酚

等营养元素[１－２],其中酚类化合物是其重要的保健成分.

研究显示,苦荞中酚类化合物主要以芦丁、槲皮素为主,

也含有原儿茶酸、绿原酸、山奈酚等物质[３],这些成分具

有调节肠 道 菌 群 结 构、抗 炎、抑 菌、抗 氧 化、降 血 糖 等

功效[４－５].

作为一种药食同源植物,苦荞具有较高的营养食用

价值和药用价值,可入药或作为食品,以苦荞为原料酿造

的苦荞酒是许多少数民族的传统饮品[６],苦荞酒糟是其

主要的酿造副产物.研究[７]表明,在蒸馏生产过程中,发
酵物料中一些不挥发性组分如蛋白质、多糖和多酚等天

然活性物质,基本残留在酒糟中.目前对苦荞酒酒糟的

研究主 要 集 中 在 饲 料 的 开 发、特 定 物 质 的 提 取 等 方

面[８－９],而有关酒糟中天然活性物质的组成研究较少.

试验拟利用 HPLC和LCＧMS相结合,对苦荞酒酒糟提取

物中酚类化合物的组成进行分析,并对苦荞酒酒糟的抗
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氧化活性进行研究,以期为苦荞酒酒糟的综合利用提供

依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

苦荞酒酒糟:实验室发酵型苦荞酒过滤后所得;

芦丁、槲皮素、山奈酚、山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷、没食子

酸、原儿茶素标准品:北京伟业计量技术研究院;

异槲皮素:成都麦德生科技有限公司;

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝基苯肼(DPPH)、２,４,６Ｇ三吡啶基

三嗪(TPTZ)、ABTS溶液:上海阿拉丁生化科技股份有

限公司;

氢氧化钠、亚硝酸钠等:分析纯,成都市科隆化学品

有限公司;

乙腈、甲醇、乙醇:LCＧMS级,美国Sigma公司.

１．２　仪器与设备

高效液相色谱仪:１２９０系列,美国 Agilent公司;

质谱检测器:６５２０B系列,美国 Agilent公司;

紫外分光光度计:EVOLutIon３００型,美国 Thermo
Scientific公司;

高效液相色谱仪:１２６０型,美国 Agilent公司.

１．３　方法

１．３．１　苦荞酒酒糟活性成分提取　将蒸馏过后的苦荞酒

酒糟于５５℃烘干,研磨,过６０目筛.根据文献[１０]对苦

荞酒酒糟中酚类化合物进行萃取,过滤,收集滤液备用.

１．３．２　总黄酮含量测定

(１)芦丁标准曲线制作:根据文献[１０],以芦丁浓度

为横坐标,吸光度值为纵坐标,绘制标准曲线方程y＝
０．０７３５x－０．０００３,R２＝０．９９９９２.

(２)酒糟中总黄酮含量测定:取０．５mL样品提取液,

测定５０８nm 处吸光值,根据标准曲线计算出总黄酮浓

度.以乙醇作为空白,按式(１)计算总黄酮含量.

X＝(m×d)/W, (１)

式中:

X———目标物总含量,mg/g;

m———由标准曲线计算出的目标物质量,mg;

W———样品质量,g;

d———稀释倍数.

１．３．３　总酚含量测定

(１)没食子酸标准曲线制作:称取０．０２g没食子酸,

用５mL蒸馏水溶解,定容,得到２mg/mL标准母液.采

用福林酚法[１１]测样品中总酚含量,以没食子酸浓度为横

坐标,吸 光 度 值 为 纵 坐 标,绘 制 标 准 曲 线 方 程 y＝
０．０１６８２x＋０．００２７,R２＝０．９９３１.

(２)酒糟中总酚含量测定:取１mL样品提取液,测
定７６５nm 处吸光值,根据标准曲线计算出总酚浓度.以

２０％的 Na２CO３溶液作为空白,按式(１)计算总酚含量.

１．３．４　酒糟中酚类化合物的 HPLC分析

(１)黄酮类化合物:根据文献[１２]并修改.流动相为

乙腈(C相)和０．５％冰乙酸水溶液(B相);进样量１０μL;

柱温３５ ℃;流速１mL/min;梯度洗脱程序:０~１５min,

０~２５％ C;１５~１８ min,２５％ ~２７％ C;１８~３５ min,

２７％~２９％ C;３５~４０min,２９％~３０％ C;４０~５５min,

３０％~５０％ C.

(２)酚酸类化合物:根据文献[１３]并修改.流动相为

甲醇(C相)和０．１％甲酸水溶液(B相);１０μL进样量;柱

温３０℃;流速１mL/min;梯度洗脱程序:０~８min,５％~

８％ C;８~１７ min,８％ ~１０％ C;１７~２０ min,１０％ ~

１２％ C;２０~２５min,１２％~１５％ C;２５~３３min,１５％~

２２％ C;３３~５０min,２２％~５０％ C.

１．３．５　苦荞酒糟中酚类化合物的LCＧMS分析

(１)样品前处理:取１０mL酒糟提取液于４５℃旋蒸

除乙醇,用水稀释至１０mL,将液体用 HLB小柱过滤,

０．１g/L甲酸水 淋 洗,９０％ 甲 醇 水 溶 液 洗 脱,氮 气 吹 干

待测.

(２)色谱条件:根据文献[１４].

(３)质谱条件:采用电喷雾电离源(DESI),负离子模

式扫描,离子源温度３２５ ℃,干燥气流量１０L/min,雾化

器压力０．３MPa,碰撞电压１１０V.

１．３．６　苦荞酒酒糟提取物的体外抗氧化活性

(１)DPPH 自由基清除能力:根据文献[１５],按式(２)

计算 DPPH 自由基清除率.

R＝[１－(Ai－Aj)/A０]×１００％, (２)

式中:

R———自由基清除率,％;

Ai———５１７nm 处的吸光值;

Aj———乙醇代替样品在５１７nm 处的吸光值;

A０———蒸馏水 代 替 酒 糟 提 取 液 在 ５１７nm 处 的 吸

光值.

(２)羟自由基清除能力:根据文献[１６],按式(２)计算

羟自由基清除率.

(３)ABTS＋ 自 由 基 清 除 能 力:根 据 文 献 [１５],按

式(２)计算 ABTS＋ 自由基清除率.

(４)FRAP法测定酒糟提取物抗氧化能力:根据文献

[１７]并修改.取２０μL不同质量浓度酒糟提取液(０．１,

０．２,０．３,０．４,０．５mg/mL),加入 FRAP工作液１８０μL混

匀,加入０．５,１．０,２．０,４．０,５．０mmol/L硫酸亚铁溶液.建

立标准曲线y＝０．０２８１x＋１．４６０５,R２＝０．９９５７.抗氧化

活性以亚铁当量表示(FRAP,mmol/L).

１．４　数据分析

采用 Origin２０１８软件制图,采用SPSS１８．０软件进
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行 Duncan多重比较和方差分析,显著性水平为０．０５,字

母不同表示具有显著差异.

２　结果与分析

２．１　酚类物质含量

试验测 得 苦 荞 酒 酒 糟 中 总 黄 酮 含 量 为 (２０．７１４±

０．３２０)mg/g,总酚含量为(５．７０８±０．２５０)mg/g.经发酵

后的苦荞酒酒糟中总黄酮和总酚含量均高于苦荞原料

(总黄酮１２．９７０mg/g,总酚４．９１０mg/g),可能是由于在

发酵前对苦荞原料进行了浸泡处理,而浸泡会激活苦荞

中的多种酶类,在酶作用下将结合态的黄酮类和酚类物

质水解成游离态[１８].此外,发酵过程中的微生物可以将

植物细胞壁中的纤维素、果胶等大分子物质分解,改变细

胞壁通透性,使其更好溶出[１９].

２．２　酚类化合物 HPLC分析

２．２．１　黄酮类化合物　由图１可知,酒糟中黄酮类化合

物包括芦丁、异槲皮素、山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷、槲皮素和

山奈酚.相关研究表明,苦荞中黄酮类化合物含量丰富,

其中以芦丁、槲皮素为主[２０];四川苦荞中也含有山奈酚、

山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷等物质[２１－２２],与试验结果相似.此

外,苦荞酒糟中含有异槲皮素,说明发酵后的苦荞酒糟中

也含有丰富的黄酮类化合物.

２．２．２　酚酸类化合物　由图２可知,苦荞酒糟中含有的

酚酸类化合物主要为没食子酸和原儿茶素.杨红叶等[２３]

研究显示,苦荞中含有没食子酸、原儿茶素、香草酸、咖啡

酸、阿魏酸.试验酚酸类化合物只检出了没食子酸和原

儿茶素,除了因原材料不同外,也可能是由于原料中的酚

酸类化合物随发酵进入了发酵液,而留在酒糟中的含量

及种类相应减少导致的.

２．３　酚类化合物的LCＧMS分析

由图３可知,苦荞酒糟提取物中含有７种酚类化合

物,LCＧMS检测结果与 HPLC的相似,说明苦荞酒酒糟

中富含酚类物质.由表１可知,黄酮类化合物中芦丁含

量最高为(９．３５０±０．０５０)mg/g、其次为槲皮素、异槲皮

素、山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷和山奈酚;酚酸类化合物中,没
食 子酸含量为(０．２５４±０．０３０)mg/g、原 儿 茶 素 含 量 为

１．芦丁　２．异槲皮素　３．山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷　４．槲皮素　５．山奈酚

图１　黄酮类化合物标准品和苦荞酒酒糟黄酮类 HPLC图

Figure１　HPLCdiagramofflavonoidsfromstandardflavonoidcompoundsandtartarybuckwheatwinelees

　　　　　　　　　１．没食子酸　２．原儿茶素

图２　酚酸类化合物标准品和苦荞酒酒糟酚酸类 HPLC图

Figure２　HPLCdiagramofphenolicacidcompoundstandardandtartarybuckwheatwinelees
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图３　苦荞酒糟中酚类化合物总离子流图

Figure３　Totalioncurrentchromatogram ofphenolic

compoundsfromtartarybuckwheatwinelees

(０．３５２±０．０４０)mg/g.综上,发酵后的苦荞酒酒糟中含

有７种酚类物质,其中芦丁含量最高.陈月等[２４]研究表

明,芦丁 为 苦 荞 粉 中 重 要 的 酚 类 物 质,含 量 一 般 可 达

８．９９mg/g.与孙坤坤[３]的研究结果相比,苦荞酒酒糟中

山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷和山奈酚的含量高于其结果,槲皮

素含量则相似;此外,与杨红叶等[２３]相比,苦荞酒酒糟中

酚酸类化合物(原儿茶素和没食子酸)含量均高于其试验

结果,说明经过发酵蒸馏后,苦荞中的酚类物质基本残留

在酒糟中,并未进入到酒体中,因此可以对酒糟进一步加

工开发.

２．４　酒糟提取物的体外抗氧化活性

２．４．１　羟自由基清除能力　由图４(a)可知,当样品质量

表１　苦荞酒酒糟中目标物质出峰时间、质荷比、线性方程

Table１　Peaktime,m/zandregressionequationsoftargetsubstancesintartarybuckwheatwinelees

化合物 保留时间/min 质荷比(m/z) 线性方程 R２

原儿茶素 ４．０６８ １５３．０１９３ y＝１５．１６x－１６６ ０．９９８３

没食子酸 ３．１６０ １６９．０１４２ y＝９．３８４１x－６１．７４５ ０．９９５７

山奈酚 ８．７０７ ２８５．０４０４ y＝１５．３３１x－９８．６１２ ０．９９９４

槲皮素 ８．０９４ ３０１．０３６８ y＝１５．８６９x－１２７．１２ ０．９９９１

异槲皮素 ７．０１１ ４６３．０８８２ y＝１．４６３３x－４０．７３５ ０．９９１６

山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香糖苷 ７．３６５ ５９３．１５３２ y＝２．３２４９x＋２．３９８ ０．９９９２

芦丁 ６．８８５ ６０９．１４７１ y＝１．１８８x＋３．９５９２ ０．９９４８

图４　苦荞酒酒糟提取物抗氧化活性

Figure４　Antioxidantactivityoftartarybuckwheatwinelees
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浓度为０．１~０．５mg/mL时,羟自由基清除率随样品质量

浓度的增加而上升.维生素C的清除能力要稍强于苦荞

酒酒糟.当酒糟提取物质量浓度达到０．５mg/mL时,羟

自由基清除率为(７３．２９±０．０９)％.与茶酒酒糟相比(其

半抑制浓度为２．７４mg/mL),苦荞酒酒糟有着更强的羟

自由基清除能力[２５].半抑制浓度(IC５０)越小,抗氧化能

力越强,且苦荞酒酒糟和维生素 C的IC５０相差不大,分别

为０．０３２,０．０１８mg/mL,说明苦荞酒酒糟有着较好的羟自

由基清除效果.

２．４．２　ABTS＋ 自由基清除能力　由图４(b)可知,随着样

品质量浓度不断增加,苦荞酒酒糟对 ABTS＋ 的清除率呈

先增加后趋于平缓的趋势.当质量浓度为０．４ mg/mL
时,清 除 率 可 以 达 到 (９６．００±０．９８)％.在 低 浓 度 下

(＜０．３mg/mL)苦荞酒酒糟的清除能力低于维生素 C,但

在质量浓度＞０．４mg/mL时,清除能力与维生素 C的基

本一 致. 酒 糟 和 维 生 素 C 的 IC５０ 分 别 为 ０．０５２,

０．０２mg/mL,与白酒酒糟(IC５０为０．４４mg/mL)的结果相

似[２６].说明 苦 荞 酒 酒 糟 在 一 定 质 量 浓 度 条 件 下 对

ABTS＋ 自由基有着较强的清除效果.

２．４．３　DPPH 自由基清除能力　由图４(c)可知,DPPH
自由基清除率与浓度呈正相关,随着样品质量浓度的增

加,DPPH 自由基清除率也不断提高.与维生素 C相比,

低浓度的苦荞酒酒糟对 DPPH 自由基的清除力较弱,但

随着质量浓度不断增加,差距不断缩小,在０．５mg/mL时

清除力达到(８２．５５±０．６８)％.苦荞酒酒糟和维生素 C的

IC５０值 分 别 为 ０．２４,０．０３ mg/mL,说 明 苦 荞 酒 酒 糟 对

DPPH 自由基有着一定的清除能力.

２．４．４　FRAP还原铁能力　由图４(d)可知,随着样品质

量浓度的上升,苦荞酒酒糟的 FRAP值显著升高.当质

量浓度＜０．４mg/mL时,苦荞酒酒糟的还原力低于维生

素 C 的;当 质 量 浓 度 为 ０．５ mg/mL 时,FRAP 值 为

(２．４９±０．０９)mmol/L,与维生素 C的还原力基本一致,

说明样品质量浓度较高时,苦荞酒酒糟具有较强的抗氧

化能力.

３　结论

试验表明,苦荞酒酒糟中总黄酮含量为(２０．７１４±

０．３２０)mg/g,总酚酸含量为(５．７０８±０．２５０)mg/g.利用

HPLC和LCＧMS相结合,对苦荞酒糟中酚类化合物的组

成进行了分析,共检测出７种物质(５种黄酮类化合物和

２种酚酸类化合物),其中芦丁含量最高达到(９．３５０±

０．０５０)mg/g,其次为槲皮素、异槲皮素、山奈酚Ｇ３ＧoＧ芸香

糖苷和山奈酚,经发酵蒸馏后,苦荞中的酚类物质基本残

留在酒糟中.抗氧化评价结果显示,随着样品质量浓度

的增加,其 抗 氧 化 能 力 逐 渐 提 高,当 样 品 质 量 浓 度 为

０．５mg/mL时,对羟自由基、ABTS＋ 自由基、DPPH 自由

基的清除率分别为(７３．２９±０．０９)％,(９６．２１±０．２５)％,
(８２．５５±０．６８)％,FRAP值为(２．４９±０．０９)mmol/L.在

低质量浓度下,苦荞酒酒糟对羟自由基和 ABTS＋ 自由基

表现出较好的清除效果,说明苦荞酒酒糟具有较好的体

外抗氧化活性.但是,研究还未对苦荞酒酒糟提取物中

全部的酚类化合物进行鉴定,后续将进一步对其进行分

离鉴定.
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