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蓝莓酒发酵过程中酚类物质动态变化及其抗氧化 

活性研究 
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摘要：以兔眼蓝莓为对象，研究其发酵过程中酚类物质和抗氧化活性的变化。结果表明：蓝莓酒发酵过程中，总酚、总黄酮和

花色苷含量以及铁还原力、DPPH 自由基清除率和羟自由基清除率呈先增加后减少的趋势；颜色分析显示 L*值先增加后减少，后酵阶

段波动上升，a*值逐渐上升，后酵期间波动下降，a*值变化正相关于花色苷含量的变化，b*值变化正相关于总酚、总黄酮含量的变化；

蓝莓酒发酵过程中 p-羟基苯甲酸未检出，香草酸含量显著上升（p<0.05），而没食子酸、原儿茶酸、龙胆酸、绿原酸、咖啡酸、丁香

酸、p-香豆酸、阿魏酸、芥子酸等 9 种酚酸含量主发酵期间均显著上升（p<0.05），发酵结束时含量均显著下降（p<0.05），但显著高

于各自初始含量（p<0.05），对羟基苯甲酸、对羟基肉桂酸和总酚酸含量均呈先增加后减少的趋势。 
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Abstract: The Rabbiteye blueberry was used as raw material to study changes in phenolic contents and their antioxidant activities during 

its fermentation. The results showed that during the fermentation of blueberry wine, the trend of increased first and then decreased was observed 

in the contents of total flavonoids, total polyphenols and anthocyanins, as well as the iron-reducing ability, the DPPH free radical scavenging rate 

and hydroxyl free radical scavenging rate. Color analysis showed that the L* value increased before decreasing, and it fluctuated and increased in 

the later stage of fermentation; the a* value increased gradually, and then fluctuated and decreased in the later stage of fermentation. There were 

positive correlations between the a* value and anthocyanin content and between the b* value and total polyphenol and total flavonoid contents. 

No p-hydroxybenzoic acid was detected during the fermentation of blueberry wine, while vanillic acid content increased significant ly (p < 0.05). 

The contents of nine phenolic acids, namely, gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, syringic acid, 

p-cumaric acid, ferulic acid, and sinapic acid, significantly increased (p < 0.05) during primary fermentation, and significant ly decreased (p < 

0.05) at the end of fermentation, but were still significantly higher (p < 0.05) than the contents of those acids in the initial stage of fermentation. 

Contents of hydroxybenzoic phenolic acids, hydroxycinnamic phenolic acids, and total phenolic acids increased before decreasing. 
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蓝莓果实含有丰富的糖、氨基酸、有机酸、维生

素等，此外富含的原花青素、花色苷等多酚类生理活

性成分使其具有很强的抗氧化性。以蓝莓为原料酿造 
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出的蓝莓酒可充分保留蓝莓果实营养价值及其保健功

能，将逐渐成为蓝莓深加工中的主导产品[1]。酚类物

质作为蓝莓酒中一类重要化合物，与酒的感官特征（如

颜色、风味等）密切相关[2]，同时酚类物质中的类黄

酮（黄酮、异黄酮、花色苷、黄烷醇等）和酚酸类赋

予蓝莓酒极强的抗氧化能力，能清除人体自由基，是

蓝莓酒保健功能的重要载体[3]。Rupasinghe 等[4]研究显

示蓝莓酒的总抗氧化能力和总酚含量处于较高水平。

刘玉田等[5]研究发现蓝莓干红总酚含量远高于其它干
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红。随着蓝莓酒酚类物质及其抗氧化性能的深入人心，

其生产和加工引起生产者和消费者的广泛关注，研究

蓝莓酒发酵过程中酚类物质及其抗氧化活性的变化对

优化发酵工艺、指导生产实际有着积极的推动作用。

此外由于园蓝的可溶性固形物、花色苷和超氧化物歧

化酶(SOD)含量等较高，且园蓝果实风味极佳，为此

本文以兔眼蓝莓中园蓝为对象，通过采用 RP-HPLC

法分析测定其发酵过程中酚酸含量，对总酚、总黄酮、

花色苷的含量及抗氧化活性的变化进行检测分析，同

时对发酵过程中与酚类物质有着直接或间接联系的色

泽、pH值的变化实时监控，以期探讨蓝莓酒发酵过程

中抗氧化物质的变化规律，科学评价蓝莓酒的抗氧化

活性等，为深入开发利用蓝莓资源提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

兔眼蓝莓，园蓝，江苏省溧水县，-20 ℃冻藏保

存备用；PC-3 型果胶酶，天津利华酶制剂技术有限公

司；偏重亚硫酸钾，天津万橡酒业有限公司；活性干

酵母，LaLvin-71B；蔗糖，江苏大学恺源超市；没食

子酸、原儿茶酸、龙胆酸、P-羟基苯甲酸、香草酸、

丁香酸、绿原酸、咖啡酸、P-香豆酸、芥子酸，

Sigma-ALdrich 公司；儿茶素，Sigma-ALdrich 公司；

福林酚试剂，上海荔达生物科技有限公司；甲醇，美

国 Tedia 公司；纯净水，杭州娃哈哈集团有限公司；

其余试剂为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

BS-224-S电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限

公司；HR2826 型飞利浦打浆机，珠海飞利浦家庭电

器有限公司；PHS-3TC 型数显酸度计，上海天达仪器

有限公司；Avanti Centrifuge J-25 型冷冻离心机，

Beckman 公司；HH-6 恒温水浴锅，国华电器有限公

司；UV-1600 紫外可见分光光度计，北京瑞利分析仪

器公司；DC-P3全自动测色色差计，北京兴光测色仪

器公司；0.45 μm 混合纤维树脂微孔滤膜，上海市新

亚净化器件厂；LC-20A 高效液相色谱仪，日本岛津

公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蓝莓酒样品 

冷冻蓝莓常温自然解冻打浆（SO2添加量为 60 mg/L）

酶解（0.35%，40 ℃，1.5 h）成分调整（酵母接种量 0.10%，

糖度 22.9%）主发酵（23 ℃，7 d）分离酒液后酵（18 ℃，

18 d）下胶澄清灭菌灌装 

按上述工艺参数发酵蓝莓酒，于发酵过程中取样，

发酵液经 10000 r/min 离心 10 min 后，取上清液得蓝

莓酒样直接测定其色泽、酚类物质含量及抗氧化活性；

另取离心后上清液经 0.45 μm有机滤膜过滤后直接进

样测定酚酸含量。 

1.3.2  颜色分析 

采用 L
*、a

*、b
*表色系统[6]，样品颜色由 L

*（光

泽度），a
*（红色/绿色）和 b

*（黄色/蓝色）三坐标空

间定义，a
*
>0 表示样品颜色偏红，a

*
<0表示样品颜色

偏绿；b
*
>0 表示样品颜色偏黄，b

*
<0 表示样品颜色偏

蓝。以标准白板（X=94.83，Y=100，Z=107.381，X、

Y、Z 为样品的三刺激值，分别为红原色刺激量，绿

原色为刺激量，蓝原色为刺激量）为对照，测定样品

的 L
*、a

*、b
*值。 

1.3.3  蓝莓酒酚类物质的测定 

1.3.3.1  花色苷含量的测定 

采用 pH 示差法[7]。取两个 10 mL容量瓶，各加

入 1 mL 的蓝莓酒样，分别用 pH 1.0 的缓冲液（0.2 

mol/L KCl:0.2 mol/L HCl=25:67 (V/V)）和 pH 4.5的缓

冲液（1 mol/L NaAc:1 mol/L HCl:H2O=100:60:90 

(V/V/V)）定容后混匀，在冰箱中（4 ℃）静置2 h，分

别测定pH 1.0和pH 4.5缓冲液中样品在510 nm和700 

nm 波长下的吸光度，按式（1）计算花色苷含量： 

花色苷含量
× × × 1000

（m L）
×

g
1

/ =


A Mw Df
         （1） 

注：A=(A510-A700)pH1.0-(A510-A700)pH4.5，Df 为稀释倍数，

ε 为摩尔吸光度（26900 L/mol·cm），L 为比色皿的光程长度（1.0 

cm），Mw 为分子量（以矢车菊-3-葡萄糖苷计算，Mw=449.2 

g/mol） 

1.3.3.2  总酚含量的测定 

参考李巨秀等
[8]
的方法，并做适当改进。取0.1 g

焦性没食子酸稀释至 1000 mL，分别取0、0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0、1.2 mL该焦性没食子酸溶液于七个 10 

mL具塞试管中，加入2 mL FC 试剂（10%），30 s 后

加入 4 mL 12%（m/V）Na2CO3溶液，混匀后加水定容

摇匀，25 ℃下避光反应 2 h，蒸馏水为参比溶液，在

760 nm 波长下比色，测定吸光度，结果用焦性没食子

酸 当 量 表 示 。 焦 性 没 食 子 酸 标 准 曲 线

0254.02016.0y  x （R
2
=0.9935），蓝莓酒中总酚含

量按照以下公式计算： 

0254.02016.0A  总酚含量吸光度值  

1.3.3.3  总黄酮含量的测定 

参考 Wolfe 等[9]的方法，并做适当改进。分别取

浓度为 25、50、75、100、125、150 mg/mL的儿茶素
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1 mL，加入 5 mL双蒸水，0.3 mL 5% NaNO2 溶液，

混匀静置反应 5 min，加入 0.6 mL 10% AlCl3 溶液，混

匀反应 6 min 后，加入 2 mL 1 M NaOH溶液，1 mL

去离子水，混匀后 510 nm 处比色，结果用儿茶素等

价值（CE）表示。儿茶素标准曲线 0034.00044.0y  x

（R
2
=0.9994），蓝莓酒中总黄酮含量按照以下公式计

算： 

0034.00044.0A  总黄酮含量吸光度值  

1.3.3.4  酚酸含量的测定 

色谱分析条件[10]
 

色谱柱： AgiLent 20RBAX-SB C18 柱（ 4.6 

mm×250 mm，5 μm）；紫外检测波长在 11~15 min 为

320 nm，其余时间为 280 nm；柱温 30 ℃；进样体积

20 μL；采用峰面积外标法定量。 

梯度洗脱：流动相 A：甲醇+乙酸+水（10:2:88）；

流动相 B：甲醇+乙酸+水（90:2:8），流速为 1 mL/min。 

洗脱顺序：0~25 min，B为 0%~15%；25~45 min，

B为 15%~50%；45~53 min，B为 50%~0%。 

标准工作曲线的建立 

准确配制 1 mg/mL的 11 种酚酸混合标准溶液，

按要求配制 5 个浓度水平，每个水平重复 3次，按上

述色谱条件测定，以质量浓度为横坐标，峰面积为纵

坐标，计算标准曲线。 

1.3.4  蓝莓酒抗氧化活性测定 

铁还原力的测定参考时磊等[11]的方法；DPPH 自

由基清除率测定参考 Brand-Williams 等[12]的方法，羟

自由基清除率测定参考 Sroka 等[13]的方法，并做适当

改进。 

1.4  数据分析 

试验结果数据采用SPSS 17.0软件进行统计分析，

试验重复三次，结果用 x±s 表示。 

2  结果与讨论 

2.1  蓝莓酒发酵过程中色泽的变化 

由图 1 可知，主发酵期间 L
*值先增后减，发酵 7 d

时达最大值；后发酵阶段 L
*值波动上升，可能是由于

蓝莓酒后发酵过程体系不稳定及花色苷严重损失引起

的。 

蓝莓酒 a
*
值主发酵前期（0~2 d）无显著差异

（p>0.05），4~7 d 显著增大（p<0.05），可能由于花色

苷类物质逐渐被浸提出来；后发酵期间 a
*值波动下降。 

蓝莓酒发酵过程中 b
*值与总酚、总黄酮含量的变

化趋势一致，主发酵期间随发酵时间的延长显著上升

（p<0.05），这是由于总酚、总黄酮等酚类物质是产生

酒液黄色色调的来源，在主发酵期间含量增加；发酵

10~22 d 时，b
*
值显著降低（p<0.05），可能是由于酚

类物质的聚合，发酵 22 d 与25 d 的 b
*值无显著差异

（p>0.05），说明后发酵后期 b
*
值变化不大；针对整个

发酵过程而言，蓝莓酒发酵结束时 b
*值无显著差异

（p>0.05）。 

 

 

 

图 1 蓝莓酒发酵过程中 L*, a*, b*的变化 

Fig.1 Changes in L*, a*, and b* during the fermentation of 

blueberry wine 

2.2  蓝莓酒发酵过程中花色苷含量的变化 

由图 2 可知，主发酵初期，由于花色苷的积累及

酒精的浸提作用，花色苷含量在发酵 2 d 时出现峰值，

达 369.05 mg/L，后随发酵时间延长，发酵液中花色苷

含量呈下降趋势，至发酵 7 d时花色苷含量为初始含

量的 70.94%，可见主发酵期间花色苷降解较快。发酵

7 d 到 16 d 花色苷含量下降趋势减缓，为初始含量的
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60.34%，该时间段下降了 10.65%，可见发酵液中糖浓

度降低时，花色苷下降速度变慢。后发酵后期（16~25 

d）下降趋势增快，但下降幅度远小于主发酵期间的

2~7 d。蓝莓酒发酵过程中花色苷含量的下降，前期可

能主要是受酵母对色素的吸附、微生物产生的酶促作

用的影响，后期则可能主要是单宁类物质和花色苷的

聚合的影响[14~16]。 

 
图 2 蓝莓酒发酵过程中花色苷含量的变化 

Fig.2 Change in anthocyanin content during the fermentation 

of blueberry wine 

2.3  蓝莓酒发酵过程中总酚和总黄酮含量的

变化 

 
图 3 蓝莓酒发酵过程中总酚和总黄酮含量的变化 

Fig.3 Changes in total polyphenol and total flavonoid contents 

during the fermentation of blueberry wine 

由图 3 可知，总酚和总黄酮含量在蓝莓酒整个发

酵过程中变化趋势相同。主发酵期间，总酚和总黄酮

逐渐被浸提出来，含量均逐渐增加，从时间上看总酚

和总黄酮含量增加滞后于花色苷物质。在发酵7 d 时

分别达到峰值 3.97 mg/mL、71.25 mg/L，发酵 7 d 后，

含量均逐渐降低，至发酵终止变化平缓，两者含量基

本保持稳定，可能是单宁类等物质聚合、酚类物质氧

化作用的结果[17]。 

2.4  蓝莓酒发酵过程中抗氧化活性的变化 

 

图 4 蓝莓酒发酵过程中抗氧化能力的变化 

Fig.4 Changes in antioxidant abilities during the fermentation 

of blueberry wine 

由图 4 可知，铁还原力、DPPH自由基清除率和

羟自由基清除率三者较为一致地描述了发酵过程中抗

氧化活性的变化规律。铁还原力、DPPH自由基清除

率和羟自由基清除率均在主发酵 2 d 时达到峰值，这

与发酵初期花色苷不断被浸提出来有关，而后由于花

色苷降解均呈下降趋势；发酵 7 d 时，DPPH自由基

清除率和羟自由基清除率均略有增加，这可能与总酚、

总黄酮含量发酵 7 d 时达到峰值有关。 

2.5  蓝莓酒发酵过程中酚酸含量的变化 

将 11 种酚酸标品调至合适浓度，在上述色谱条件

下分别进样，同时采用增高法定性，确定各自保留时

间。由图 5 可知，11 种酚酸在 53 min 内得到了很好

的分离，且各酚酸标准品溶液浓度与相应的响应值呈

良好的线性关系，满足定量要求。 

 
图 5 11 种酚酸标准品色谱图 

Fig.5 Chromatography of 11 phenolic acid standards 

注：1.没食子酸，2.原儿茶酸，3.龙胆酸，4.p-羟基苯甲酸，

5.绿原酸，6.香草酸，7.咖啡酸，8.丁香酸，9.p-香豆酸，10.阿

魏酸，11.芥子酸。 

由图 6 可知，蓝莓酒 11 种酚酸的检测中，p-羟基

苯甲酸未检出。发酵 0 d 时绿原酸含量最高，达475.17 

mg/L，其次是阿魏酸与芥子酸。蓝莓酒发酵过程中，

香草酸含量显著上升（p<0.05）；没食子酸、原儿茶酸、
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龙胆酸、绿原酸、咖啡酸、丁香酸、p-香豆酸、阿魏

酸、芥子酸等 9 种酚酸主发酵期间含量均显著上升

（p<0.05），至发酵 25 d 时，以上 9 种酚酸含量均显

著下降（p<0.05），但显著高于各自发酵0 d时的初始

含量。 

 

 

 
图 6 蓝莓酒发酵过程中酚酸含量的变化 

Fig.6 Changes in phenolic acid contents during blueberry wine 

fermentation 

对羟基苯甲酸类、对羟基肉桂酸类和总酚酸含量

主发酵期间均显著增加（p<0.05），呈上升趋势，在发

酵 7 d 时达最大值，此时三者含量分别为各自发酵 0 d

时初始含量的 2.60 倍、1.89 倍、7.76 倍；此后对羟基

苯甲酸类、对羟基肉桂酸类和总酚酸含量均显著下降

（p<0.05），发酵 25 d 时三者含量显著高于发酵 0 d 时

各自含量。对羟基苯甲酸类、对羟基肉桂酸类和总酚

酸含量与总多酚，总类黄酮含量的变化趋势基本一致。 

3  结论 

3.1  蓝莓酒发酵过程中，颜色分析显示光泽度 L
*值先

增加后减少，后酵阶段波动上升；a
*值逐渐上升，后

酵期间波动下降，a
*
值正相关于花色苷含量的变化，

b
*值变化正相关于总多酚、总类黄酮含量的变化。 

3.2  蓝莓酒发酵过程中，总多酚、总类黄酮和花色苷

含量以及铁还原力、DPPH 自由基清除率和羟自由基

清除率呈先增加后减少的趋势；p-羟基苯甲酸未检出，

香草酸含量显著上升（p<0.05），没食子酸、原儿茶酸、

龙胆酸、绿原酸、咖啡酸、丁香酸、p-香豆酸、阿魏

酸、芥子酸等 9 种酚酸含量主发酵期间均显著上升

（p<0.05），发酵结束时含量均显著下降（p<0.05），

但显著高于各自初始含量（p<0.05），对羟基苯甲酸、

对羟基肉桂酸和总酚酸含量均呈先增加后减少的趋

势。 

3.3  蓝莓酒发酵过程中酚类物质含量的变化正相关

于抗氧化活性的变化。 
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