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Abstract 
Grape pomace (GP) provides a rich source of phenolic which has the capacity to act as powerful 
antioxidant. In this study, aqueous ethanol (50%) was used to the extraction of free phenolic in 
grape skin and seeds. HCl (6 M) and NaOH (2 M) were used to the hydrolysis of bound phenolic in 
the pomace after extracted with 50% aqueous ethanol. The total phenolic content of different 
grape pomace extracts (GPEs) was determined. And the antioxidant activity of different GPEs was 
measured further. The phenolic acid profile of the different GPEs was analyzed by High Perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC). It was showed that the total phenolic content in grape skin 
hydrolyzed by alkaline and seeds hydrolyzed by acids was higher (14.6 and 13.4 mg/g) than other 
GPEs. Gallic acid, catechuic acid, catechin, epicatechin, ferulaic acid were the major phenolic acids 
in the GPEs. Concentration of catechin (0.347 mg/ml) and epicatechin (0.335 mg/ml) in grape 
seeds extracts by 50% aqueous ethanol was higher than other GPEs. And the antioxidant activity 
of grape seeds extracts by 50% aqueous ethanol was also the highest. The results showed that acid 
and alkali hydrolysis could effectively improve the extraction of the bound phenolic compounds in 
the grape skin. 
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摘  要 

酿酒后的葡萄皮渣(GP)中含有丰富的酚类物质，大量文献报道了关于葡萄皮渣中游离态酚类物质的提取

和分析，但少有关于皮渣中结合态酚类物质的分析。本研究探讨了葡萄皮渣和葡萄籽中结合态酚类的提

取方法；定性和定量分析各提取物中游离态和结合态酚类物质并对其抗氧化活性进行测定和比较。以50%
的乙醇分别提取葡萄皮渣和葡萄籽中游离态酚类物质；经乙醇提取后的皮渣和籽采用6M的HCL和2M的

NaOH分别进行水解，然后以乙酸乙酯提取水解物中的结合态酚类成分；分别测定各葡萄皮渣提取物

(GPEs)的总酚含量；采用高效液相色谱法分析GPEs中主要酚类物质种类及含量；测定GPEs对ABTS+和
DPPH自由基的清除作用。结果表明经碱水解的葡萄皮渣中的总酚含量最高(14.6 mg/g)，其次为经酸水

解的葡萄籽(13.4 mg/g)。经分析GPEs中主要酚类有儿茶素、儿茶酸、表儿茶素和阿魏酸。葡萄籽乙醇

提取物中儿茶素和表儿茶素含量较多，分别为0.347mg/ml和0.335mg/ml，其抗氧化能力也最强，对

ABTS+及DPPH自由基离子的半数抑制率分别为29.7 µg/ml和69.5 µg/ml。研究明确了酸碱水解可有效

促进结合态酚类物质从葡萄皮渣中被水解出来，并显著增加葡萄皮渣中多酚类物质的提取率。 
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1. 引言 

我国是葡萄生产大国，年种植葡萄数百万亩，葡萄产量的 60%以上用于酿酒。葡萄酒酿造过程中产

生的葡萄皮渣废弃物占葡萄的一半左右[1]。当前葡萄皮渣的利用率普遍很低，绝大多数都被用于肥料、

饲料甚至作为废渣垃圾排放，附加值很低，不仅造成环境污染，也是对原料的极大浪费。如何提高葡萄

皮渣的综合利用率，降低生产成本，提高附加值和经济效益，减少环境污染，是我国迅速发展的葡萄加

工业必须重视的一个重要环节。葡萄中含有较多的酚类物质，是葡萄主要活性物质之一。葡萄多酚主要

分布在果皮和种籽中，在酿酒过程中一部分转移到了葡萄酒中，但还有很大一部分残留在压榨后的皮渣

中，特别是葡萄籽中的酚类主要还存在于皮渣中[2]。据分析，酿造红葡萄酒剩余果皮中多酚含量可达

3%~10%，籽中可达 5%~13% [3]。葡萄渣中含有的酚类物质包括原花青素、黄酮类化合物等[4]，果皮中

主要有花色素类、白藜芦醇及黄酮类，葡萄籽中主要为儿茶素、槲皮苷、原花青素、单宁等[5]。 
关于多酚化合物生理活性的研究是近年来天然产物研究的热点，也是多酚研究中发展最快的一个方

向。许多试验研究资料均显示，多酚具有较强的抗氧化和清除自由基作用，并且还有明显的抑菌、抗癌、

抗老化、抗辐射和预防心血管疾病等功效[6]。许多研究资料表明：葡萄多酚具有很强的抗氧化活性[7]，
特别是对超氧阴离子的抑制率明显高于 Vc、VE、β-胡萝卜素[8] [9]，还具有预防心脑血管疾病、抗突变、

抗肿瘤、消炎、防治冠心病与中风等多种药理功能[10] [11]，并能有效保护正常细胞不受损伤[12] [13]，
可广泛应用于食品医药及化妆品行业。 

由于天然物质的多样性，酚类物质的提取过程受其在细胞壁中不同的结合方式以及易氧化等诸多因
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素影响[14]。葡萄皮渣中的酚类物质根据能否被有机溶剂直接提取可分为游离态酚类和结合态酚类。游离

态酚类可直接被乙醇、甲醇或丙酮等有机溶剂提取；而结合态酚类主要是指与纤维素、半纤维素和果胶

等物质结合在一起形成不溶物的酚类化合物。结合态酚类需要通过酶、酸或碱水解，使固定在细胞壁中

的酚类被裂解，从而形成游离态酚类后才能被有机溶剂提取[15]。在很多植物细胞壁中存在着大量的结合

态酚类[16]。Torre 等的研究证明酸、碱或酶可有效断裂小麦麸皮细胞壁中的酯键，释放出儿茶素，阿魏

酸等一类的多酚物质[17] [18]。当前，很多研究报道了葡萄皮渣中多酚类物质的提取，然而一般主要集中

在采用有机溶剂直接提取经干燥、粉碎后的皮或籽中的游离态酚类[6] [19]。由于结合态酚类通过这种方

式不能被有效提取，所以导致葡萄皮渣中多酚类物质的提取率相对较低。为了更为充分地从葡萄皮渣中

提取多酚，本试验设计采用前期以有机溶剂提取游离态酚类，再以酸和碱水解皮渣得以释放出结合态酚

类后，再以有机溶剂提取。通过分别的两次提取过程以期能提高葡萄皮渣中酚类的提取率。另外通过定

性及定量分析各提取物的总酚组成，评价各提取物的自由基清除效果。结果将为今后葡萄皮渣的高效回

收利用、开发新型食品抗氧化剂等提供有价值的参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂及仪器 

葡萄皮渣来源于河北农业大学食品科技学院葡萄酒酿造实习工厂 2013~2015 年间酿造红葡萄酒后

的葡萄皮渣，葡萄原料购于河北省张家口市怀来县葡萄种植基地，葡萄品种为赤霞珠(Cabernet Sau-
vignon)。 

甲醇、乙醇、重硫酸钾、福林酚试剂和碳酸钠(分析纯)购置于天津市天力化学试剂公司。ABTS 试剂、

儿茶素、儿茶酸、咖啡酸、表儿茶素和阿魏酸等购置于 Sigma 公司。己烷、乙腈、乙酸乙酯、钨酸钠、

钼酸钠和溴水购置于广东光华化学试剂有限公司。 

2.2. 仪器与设备 

UV-2802 型紫外可见分光光度计(尤尼柯上海仪器有限公司)；1200 Series 高效液相色谱分析仪(美国

Agilent Technogies 有限公司)。 

2.3. 方法 

2.3.1. 葡萄皮籽中酚类物质的提取 
葡萄皮渣中游离态和结合态酚类的提取参考 Arranz 等在小麦麸皮中结合态酚类物质的提取方法

[17]。具体过程如下：前发酵(添加人工酵母发酵 6~7 天)结束后的红葡萄酒缪经压榨分离汁液得到葡

萄皮和葡萄籽混合物，样品在 50℃条件下烘干 36 h，烘干的皮渣混合物经适当破损后用适宜孔径筛子

将皮渣和籽分开，然后分别对葡萄皮和葡萄籽中酚类物质进行提取。对于皮梗中酚类的提取过程是：

将干燥后的皮渣粉碎，过 60 目筛，取 50 克加入 50%乙醇 500 mL 在 40℃下经振荡提取 12 h 后过滤，

重复提取 3 次，将得到的滤液合并后经减压真空浓缩蒸发去除 85%乙醇，再用正己烷进行脱脂处理 3
次，最后用 300 ml 乙酸乙酯共萃取 3 次，将乙酸乙酯真空减压蒸发并干燥后得到葡萄皮乙醇提取物 A 
(1.24 克)，葡萄籽粉碎过 60 目筛后取 50 克粉也按上述同样方法处理并获得葡萄籽乙醇提取物 B (0.97
克)。 

将 50%乙醇提取游离态酚类物质后的葡萄皮和葡萄籽经蒸发去除乙醇和水，分别称取干重 50 g，加

入 500 ml 6 M 的 HCL 经氮气隔离空气后于室温下水解 4 h，用 2 M 的 NaOH 调节其 PH 至 2，再用约 300 
ml 乙酸乙酯萃取 3 次，将提取物中的乙酸乙酯蒸发并干燥后分别得到葡萄皮盐酸水解物 C (0.67 克)和葡
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萄籽盐酸水解物 D (0.73 克)。 
取上述同样处理的葡萄皮和葡萄籽分别称取 50 g，加入 500 ml 2 M 的 NaOH 经氮气隔离空气后室温

下分别水解 4 h，用 6 M 的 HCL 调节 PH 至 2，再用约 300 ml 乙酸乙酯萃取 3 次，将提取物中乙酸乙酯

蒸发后分别得到葡萄皮氢氧化钠水解物 E (1.02 克)和葡萄籽氢氧化钠水解物 F (0.90 克)。 

2.3.2. GPEs 的总酚含量分析 
GPEs 总酚含量的测定采用福林酚试剂法测定[19]。具体过程如下：6 组提取物(A， B， C， D， E， 

F)采用甲醇稀释成适宜浓度后，取 0.2 ml 分别加入到 15 ml 玻璃管中，然后各加入 1.0 ml 蒸馏水和 0.2 ml
福林酚试剂并摇匀。样品静置 1 分钟后，各加入 7.5%的碳酸钠 0.6 ml，然后避光放置 20 分钟后于 765 nm
下测定吸光度。每个样品测量 3 次。采用不同浓度的儿茶素甲醇溶液在与样品测定同样条件下绘制的标

准曲线对提取物的总酚含量进行定量。各提取物的总酚含量表示为每克提取物中含有相当于儿茶素的毫

克数。 

2.3.3. GPEs 对 ABTS+的清除作用 
GPEs 的总抗氧化能力的测定采用 ABTS+法[20]。ABTS 溶液的配制：将 20 mg ABTS 试剂，9 mg 重

硫酸钾和 6 ml 蒸馏水混合，25℃温度下置于暗环境中放置 16 h 以上。使用前，用 80%的乙醇将其稀释到

734 nm 下的吸光度为 0.7 ± 0.02。 
取 GPEs 不同浓度甲醇溶液 900 μL注入酶标板孔中，每孔加入 1800 μL的 ABTS+溶液，样品对照组

以 900 μL甲醇代替样品，酶标仪检测波长设定为 734 nm。按照式(1)计算 ABTS+清除率。 

ABTS+清除率% = (A 对照 − A 样品)/A 对照 × 100%                   (1) 

A 对照和 A 样品分别是对照和样品的吸光值。 

2.3.4. GPEs 对 DPPH 自由基的清除作用 
GPEs 对自由基的清除效果采用 DPPH 法[21]，具体过程如下：取 0.1 ml GREs 不同浓度甲醇溶液加

入到 3.9 ml 新制备的 0.1 mM 的 DPPH 甲醇溶液中。混合物摇匀后避光静置 30 分钟后 517 nm 测定吸光

值。对照组采用 0.1 ml 甲醇溶液替代样品。按照式(2)计算 DPPH 自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率(%) = (A 对照 − A 样品)/A 对照 × 100%               (2) 

A 对照和 A 样品分别是对照和样品的吸光值。 

2.3.5. HPLC 分析 GPEs 中的酚酸 
分析采用美国安捷伦公司的 1200 Series 高效液相色谱分析仪。色谱分析条件如下：采用 Promosil 反

向色谱柱(150 mm × 4.60 mm)，Agela Techinologies 公司；流速：1 ml/min；柱温 30℃；检测波长：280 nm；

进样量：5 μl。 
流动相 A：0.5%乙酸的水溶液；流动相 B：甲醇:乙腈=3:1。 
洗脱程序：0~2 min：5%B 液 + 95%A 液；2~10 min：25%B 液 + 75%A 液；10~20 min：40%B 液 + 

60%A 液；20~30 min：50%B 液 + 50%A 液；30~40 min：100%B 液 + 0%A 液；40~45 min：100%B 液 + 
0%A 液；45~50 min：5%B 液 + 95%A 液。 

2.4. 数据处理 

采用 EXCEL2010 对试验数据进行处理，采用 SPSS17.0 对试验数据进行方差分析。结果以平均值±
标准差表示。 
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3. 结果与分析 

3.1. GPEs 中总酚含量的分析 

儿茶素质量浓度 X 与吸光度 Y 呈现良好的线性关系，其标准曲线方程为 Y = 0.0071X + 0.1573，R2 = 
0.9881。由此标准曲线计算出 GPEs 中各样品的总酚含量如表 1 所示。 

表 1 显示，比较各提取物的总酚浓度，经碱水解葡萄皮后所得提取物(E)中的总酚含量最高，达到

14,647.8 µg/g，其次是用酸水解葡萄籽的提取物(D)，数量为 13352.0 µg/g，之后依次是 F、C 和 B，葡萄

皮的醇提取物(A)总酚含量最少，只有 233.6 µg/g。另外，各提取物的样品重量与浓度相乘后得到对应的

总酚含量，经碱水解的葡萄皮(E)得到的总酚量最多，达到 14940.8 μg，其次是经酸水解的葡萄籽(D)的酚

类含量，数量为 9747.0µg，这部分多酚是通过酸碱水解后提取得到的酚类物质，属于结合态的酚类。从

表一也可看出，未经水解的皮和籽的提取物总酚含量分别为 289.7 和 1013.1 µg，经酸碱水解后的提取物

总酚含量分别为 2037.3、9747.0、14940.8 和 5459.8 µg，葡萄皮渣经酸碱水解后提取的结合态的酚类总量

显著高于未水解提取的游离态的总酚含量。结果表明，通过醇提取游离态酚类后的葡萄皮渣再经酸碱水

解可显著提高葡萄皮渣中酚类的提取率。 

3.2. GPEs 对 ABTS+和 DPPH 自由基的清除作用 

将经测得的不同浓度的样品吸光值代入公式(1)，计算得出样品对 ABTS+自由基离子的抑制率，不同

样品的浓度梯度对 ABTS+自由基的抑制率均呈现良好的线性关系，依据各自线性回归方程计算出他们的

半数抑制率，结果如表 2 所示。 
ABTS 可被相关试剂氧化生成蓝绿色的自由基阳离子 ABTS+，要进行避光处理。在有供氢能力的抗

氧化剂(如酚类物质)存在下，ABTS+与被测物质反应，变成没有颜色的 ABTS，体系褪色。对 ABTS+的
半数抑制率越小，即所需样品浓度越少，抗氧化能力越强。因此分析表 2 结果，B 的抗氧化效果最好，  

 
Table 1. Total phenolic content of GPREs 
表 1. GPREs 的总酚浓度及含量 

样品名称 样品重(g) 总酚浓度(μg/g) 总酚含量(μg) 

A 1.24 233.6 ± 10.9f 289.7 ± 11.2F 

B 0.97 1044.4 ± 58.1e 1013.1 ± 18.5E 

C 0.67 3040.8 ± 20.5d 2037.3 ± 21.7D 

D 0.73 13,352.0 ± 97.9b 9747.0 ± 87.5B 

E 1.02 14,647.8 ± 121.9a 14,940.8 ± 110.2A 

F 0.90 6066.4 ± 419.3c 5459.8 ± 25.8C 

注：表中后两列列的数值为 mean ± S (n = 3)，列中数据所示不同字母表示该列数据间具有显著差异性(P < 0.05)。 
 

Table 2. ABTS and DPPH free radical scavenge activities of the GPEs 
表 2. GPEs 对 ABTS+和 DPPH 自由基的清除实验 

抗氧化方法 
EC50 (ug/ml) 

A B C D E F 

ABTS+ 132.9 ± 3.5a 29.7 ± 0.7b 425.8 ± 13.9c 313.6 ± 14.2d 72.3 ± 2.1e 71.7 ± 3.9e 

DPPH 312.1 ± 2.9A 69.5 ± 0.9B 905.4 ± 10.2C 710.5 ± 21.3D 204.3 ± 9.7E 194.8 ± 9.6E 

注：表中的每个数值为 mean ± S (n = 3)，表中数据所示不同字母表示该行数据间具有显著差异性(P < 0.05)。 
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对 ABTS 有较强的清除作用，在 29.7 µg/ml 的浓度时，即可对 ABTS 达到半数清除；其次是 E 和 F 的清

除效果，在浓度分别为 71.7 µg/ml 和 72.3 µg/ml 时达到半数清除，这两种提取方法的差异性是不显著的，

但也说明通过碱水解后可有效促进葡萄皮渣中结合态酚类抗氧化物的释放；A、D 和 C 的半数抑制率依

次增加，抗氧化性依次降低，且它们之间的差异性两两显著。本次实验的葡萄皮渣的乙醇提取物的总酚

含量及抗氧化结果与赵静，M. José 等人[22] [23]报道的结果相一致。 
GPEs 对 DPPH 自由基的清除效果如表 2 所示，其抗氧化能力的变化趋势基本类似于对 ABTS+自由

基的清除效果。清除能力最强的为也为 B，两者无显著差异。最弱的为 C。 

3.3. GPREs 提取物中主要酚类化合物分析 

采用 HPLC 对 GPEs 提取物中主要酚类物质进行定性和定量分析。通过参考相关文献，选择了曾经

报道过的主要 6 种葡萄皮渣中的酚类物质：没食子酸、儿茶酸、儿茶素、表儿茶酸、阿魏酸和咖啡酸作

为标准品[5] [6] [13] [23] [24]，通过分析标准色谱图和样品色谱图中各物质的保留时间及紫外吸收光谱，鉴

定出各提取物样品中含有没食子酸、儿茶酸、儿茶素、表儿茶素和阿魏酸等这五种物质。标准品与(a)、(b)、
(c)、(d)、(e)和(f)六种提取物的色谱图见图 1。通过外标法计算出每种样品中各物质的含量如表 3 所示。 
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1：没食子酸，2：儿茶酸，3：儿茶素，4：咖啡酸，5：表儿茶素，6：阿魏酸；UK： 表示未能鉴定成分。(a) 葡萄皮渣 50%乙醇提取物；

(b) 葡萄籽 50%乙醇提取物；(c) 葡萄皮渣盐酸水解物；(d) 葡萄籽盐酸水解物；(e) 葡萄皮氢氧化钠水解物；(f) 葡萄籽氢氧化钠水解物。 

Figure 1. HPLC chromatograph of sic phenolic acid standard compounds and six GPEs 
图 1. 6 种酚酸标准品和 GPEs 的 HPLC 谱图 
 

Table 3. Content of phenolic acid in 6 GPEs 
表 3. GPEs 中各酚类物质含量 

GPEs 提取物 
酚酸(mg/ml) 

没食子酸 儿茶酸 儿茶素 表儿茶素 阿魏酸 

A 0.24 ± 0.02 -- 0.14 ± 0.01 0.19 ± 0.01 -- 

B 0.39 ± 0.03 -- 0.35 ± 0.02 0.34 ± 0.00 -- 

C 0.19 ± 0.01 0.04 ± 0.00 0.10 ± 0.01 -- -- 

D 0.04 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.15 ± 0.01 -- -- 

E 0.47 ± 0.01 0.14 ± 0.00 -- -- 0.14 ± 0.00 

F 0.43 ± 0.02 0.04 ± 0.00 0.11 ± 0.00 -- -- 

注：表中的每个数值为 mean ± S (n = 3)；“--” 表示在提取物中未能检测。 
 

由表 3 看出 A、B、C、D、E 和 F 提取物中均检测出没食子酸，E、F 和 B 中含量较高，含量分别达

到 0.47、0.43 和 0.39 mg/ml。除 E 以外其它提取物中都含有儿茶素；其次是儿茶酸含量；A 和 B 中分别

含有表儿茶素，只有 E 中含有阿魏酸，6 种提取物中均未检测到咖啡酸。B 中的儿茶素和表儿茶素含量

较多，分别为 0.347 mg/ml 和 0.335 mg/ml，在 6 种提取物中它也表现出最强的抗氧化能力。金青等[24]
对葡萄皮渣的酚类化合物分析中也鉴定了没食子酸，儿茶素和儿茶酸等成分的存在。 
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4. 结论 

葡萄皮渣经酸和碱水解后能显著促使其酚类物质的释放和增加总酚的提取率。采用 50%乙醇提取葡

萄皮渣和籽中游离态多酚的总量为 1302.8 μg。采用酸水解提取的葡萄皮渣和籽中结合态酚类的总量为

11,784.3 μg。而采用碱水解提取的结合态酚类总量为 20,400.6 μg。葡萄皮渣经碱水解后，酚类提取物总

量提高近 20 倍。对 6 种葡萄皮渣提取物中的 5 种主要酚类物质进行了定性和定量分析，各提取物中的主

要酚类物质有没食子酸、儿茶素和儿茶酸等。对 6 种提取物的抗氧化测试结果均显示了较强的抗氧化能

力。研究结果对今后更为高效的开发利用葡萄皮渣，提高其利用率提供了实验和理论依据。 
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