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壳聚糖絮凝—盐诱导双水相萃取分离

红葡萄籽中原花青素
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摘要：以原花青素回收率为主要考察指标，通过正交试验确

定壳聚糖絮凝纯化的最佳条件；通过研究盐诱导（盐的种类

和浓度）双水相体系对红葡萄籽中原花青素萃取效果，建立

盐诱导双水相萃取最佳条件。结果表明：在２０ｍＬ原花青素

提取液中，壳聚糖的加入量２ｍＬ、絮凝温度３５℃、提取液

ｐＨ４时，葡萄籽原花青素回收率为９５．６２％；盐诱导双水相

萃取分离絮凝后原花青素提取液结果表明，加入Ｋ２ＨＰＯ４诱

导双水相萃取原花青素效果较好，在２ｍＬ絮凝后原花青素

提取液中，Ｋ２ＨＰＯ４加入量为０．５ｇ时，原花青素萃取率和分

配系数分别为８７．２％和１．９７。
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在葡萄酒酿造过程中，会产生大量葡萄皮渣废弃物，基

本作为饲料和肥料处理，附加值较低。原花青素是葡萄籽中

多酚类化合物之一，具有良好抑制癌细胞、护肝、抗氧化、提

高免疫力等作用［１］，已得到国内外研究人员充分肯定［２－３］。

目前，制备的葡萄籽原花青素仅为粗提物，只能作为粗品低

价销售。因此，对葡萄籽中原花青素分离方法进行研究，可

为葡萄籽产品开发及深加工和延长葡萄酒产业链提供技术

支持。

国内外研究原花青素提取方法有超声波辅助提取法［４］、

微波辅助提取法［５］、水提醇沉法［６］、双酶法［１］、超临界萃取

法［７］、高压水提法［８］等。这些方法均存在一些不足，如超声

波辅助提取法可能对部分活性物质有影响；微波辅助提取法

由于其高效加热方式使有机溶剂挥发较多，且活性成分结构

易受到破坏；水提醇沉法工艺提取率低，成本较高；双酶法影

响反应速率和产物纯度；超临界萃取法、高压水提法设备投

资大、能耗高；壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物，是一种优良
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的絮凝剂，可对提取液中不稳定胶粒或悬浊液进行絮凝除杂

净化，絮凝后对提取液中其它活性成分不受影响，因此，在医

药、环保、食品领域具有广泛应用前景［９－１０］；盐诱导双水相萃

取技术是基于盐析作用形成的两相，适于极性化合物的萃取

分离；壳聚糖絮凝和盐诱导双水相萃取技术具有传质速度

快、容易放大、环境友好、能耗低等优点。

目前对葡萄籽原花青素壳聚糖絮凝纯化的研究未见报

道。笔者［１１］在前期已对超声辅助双水相萃取葡萄籽原花青

素进行了分析，但萃取后原花青素中仍含有其它活性成分，

增加了分离纯化难度。本研究拟以原花青素回收率为考查

指标，通过单因素及正交试验确立壳聚糖絮凝除杂的最佳条

件，并对葡萄籽醇提取中原花青素在盐诱导相分离后的分配

行为进行分析，以期为进一步扩展葡萄籽原花青素研究范围

提供参考依据。

１　材料与仪器
１．１　材料与仪器

红葡萄籽：取自甘肃滨河食品工业集团葡萄酒下脚料，

经挑选、清洗、阴干、粉碎备用；

儿茶素标准品：纯度≥９９．８％，上海源叶生物科技有限

公司；

食品级壳聚糖：脱乙酰度≥９５％，青岛潜光生物工程有

限公司；

香草醛：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

甲醇、无水乙醇：分析纯，天津市光复科技发展有限

公司；

微型植物试样粉碎机：ＦＺ１０２型，河北省黄骅市中兴仪

器有限公司；

电子天平：ＰＬ２０３型，梅特勒－托利多仪器上海有限

公司；

可见分光光度计：７２２型，上海光谱仪器有限公司；

立式大容量离心机：ＤＤ５Ｍ，湖南凯达科学仪器有限

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　壳聚糖絮凝剂的制备　称取１ｇ壳聚糖，加入１％乙

酸溶液９０ｍＬ，充分溶解后，用１％乙酸定容至１００ｍＬ，即得

１％壳聚糖溶液
［１２］。

１．２．２　葡萄籽原花青素粗提液制备　称取一定量的葡萄籽

粉末，按照１１５（ｇ／ｍＬ）比例加入体积分数为５０％的乙醇

溶液，在３０℃超声提取１０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

上清液储存于４℃备用。

１．２．３　壳聚糖絮凝过程　量取２０ｍＬ原花青素提取液，分

别改变壳聚糖加入量、絮凝温度、ｐＨ 值，５０ｒ／ｍｉｎ搅拌

１５ｍｉｎ后静置５ｈ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，采用香草醛—浓

盐酸法［１１］测定上清液中原花青素含量，并按式（１）计算原花

青素回收率。

犚 ＝
犉２

犉１
×１００％ ， （１）

式中：

犚———原花青素回收率，％；

犉１———絮凝前原花青素的质量，ｍｇ；

犉２———絮凝后原花青素的质量，ｍｇ。

１．２．４　单因素试验　选择壳聚糖加入量、絮凝温度、ｐＨ 值

３个因素，考察其对葡萄籽原花青素絮凝的影响，确定各因

素对原花青素纯化效果的影响。

（１）壳聚糖加入量的影响：取５份２０ｍＬｐＨ６原花青

素提取液，分别加入１％壳聚糖１，２，３，４，５ｍＬ，在２５℃以

５０ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，静置５ｈ，按照１．２．３计算方法，考察壳

聚糖加入量对原花青素回收率的影响。

（２）絮凝温度的影响：取５份２０ｍＬｐＨ６原花青素提

取液，加入１％壳聚糖２ｍＬ，设定温度分别为２５，３０，３５，４０，

４５℃条件下，５０ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，静置５ｈ，按照１．２．３计

算方法，考察温度对原花青素回收率的影响。

（３）提取液ｐＨ的影响：取５份２０ｍＬ原花青素提取液，

采用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和ＮａＯＨ调节ｐＨ分别为３，４，５，６，７，加

入１％壳聚糖２ｍＬ，在３５℃以５０ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，静置

５ｈ，按照１．２．３计算方法，考察提取液ｐＨ对原花青素回收率

的影响。

１．２．５　正交试验设计　在单因素试验基础上，选取壳聚糖加

入量、絮凝温度、提取液ｐＨ３个因素进行正交试验设计，以

原花青素回收率为指标，优化壳聚糖絮凝除杂工艺。

１．２．６　盐诱导双水相萃取　取２ｍＬ絮凝后原花青素提取

液，分别考察盐的种类和浓度诱导双水相体系对原花青素分

离纯化效果的影响。

（１）不同种类的盐诱导双水相对絮凝后原花青素萃取

效果影响：取絮凝后醇提液各２ｍＬ于１０ｍＬ刻度离心管

中，分别加入０．３ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮａＣｌ、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＣｌ２，充

分混匀后，静置１０ｍｉｎ，得到上下两相，测定上下两相原花青

素浓度，分别读取相体积，根据式（２）、（３）计算原花青素分配

系数和萃取率。

犓 ＝
犆狋

犆犱
， （２）

犢 ＝
犕狋

犕
×１００％ ， （３）

式中：

犓———分配系数；

犆狋———双水相萃取时上相中原花青素的浓度，ｍｇ／ｍＬ；

犆犱———双水相萃取时下相中原花青素的浓度，ｍｇ／ｍＬ；

犢———萃取率，％；

犕狋———上相中原花青素质量，ｍｇ；

犕———２ｍＬ絮凝后原花青素提取液质量，ｍｇ。

（２）Ｋ２ＨＰＯ４加入量对絮凝后原花青素双水相萃取效果

影响：取絮凝后醇提液各２ｍＬ于１０ｍＬ刻度离心管中，分

别加入０．１，０．３，０．５，０．７，０．９ｇＫ２ＨＰＯ４，充分混匀后，静置

１０ｍｉｎ，得到上下两相，测定上下相原花青素浓度，读取上下

相体积，按照１．２．６（１）中公式计算原花青素分配系数和萃

取率。

１．２．７　数据处理　使用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＤＰＳ６．５５软件对单因

素和正交试验数据进行处理，每个试验均重复３次，取平

均值。
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２　结果与分析
２．１　单因素试验结果

２．１．１　壳聚糖的加入量对原花青素回收率的影响　由图１

可知，葡萄籽醇提液中原花青素回收率随壳聚糖加入量变化

先增大后减小，当壳聚糖加入量为２ｍＬ时，原花青素回收率

达到最大值，而壳聚糖加入量继续增大时，原花青素的回收

率呈下降的趋势。原因可能是壳聚糖加入较少时，壳聚糖与

醇提液中蛋白质、单宁等杂质接触概率小，静电引力、氢键、

范德华力作用不充分，絮凝效果不好；壳聚糖加入量过多时，

醇提液中吸附的物质的量也增加，可能将有效成分原花青素

也形成絮凝团沉淀、包裹［１２］，导致原花青素回收率下降。因

此，选择壳聚糖的加入量为２ｍＬ。

图１　絮凝剂的加入量对原花青素回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｄｏｓａｇｅｏｎｙｉｅｌｄｓｏｆ

ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ

２．１．２　絮凝温度对原花青素回收率的影响　由图２可知，当

温度为２５～３５℃时，原花青素回收率随着温度的增加而增

加，超过３５℃后，原花青素回收率逐渐下降。说明温度较低

时，醇提液中胶粒能量较少，热运动速度较慢，杂质不能被有

效除去；温度过高时，醇提物中原花青素、蛋白质、单宁与壳

聚糖之间接触几率增加［１３］，加速了絮凝沉淀，使原花青素回

收率也降低。因此，选择絮凝温度为３５℃。

２．１．３　ｐＨ对原花青素回收率的影响　由图３可知，当ｐＨ

在３～４时，原花青素的回收率随着ｐＨ增大而上升，ｐＨ 在

４～７时，絮凝率随ｐＨ 增大而降低。这是因为当醇提液的

ｐＨ过低时，醇提液中胶粒带有正电荷，与带正电荷壳聚糖之

间静电斥力较强，导致壳聚糖絮凝除杂效果较差；但ｐＨ 过

高时，醇提液中胶粒带有负电荷与带正电荷壳聚糖之间电中

和作用加强，使双电层受到压缩而变薄［１４］，影响了絮凝作用

的发生。因此，选择体系ｐＨ为４。

图２　絮凝温度对原花青素回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ｙｉｅｌｄｓｏｆｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ

图３　ｐＨ对原花青素回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｙｉｅｌｄｓｏｆｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ

２．２　正交试验优化原花青素絮凝条件

在单因素试验的基础上，设置３因素３水平正交试验

（表１），确定葡萄籽中原花青素絮凝优化工艺的最佳试验条

件，试验结果见表２，方差分析结果见表３。

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅｏｆ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
Ａ壳聚糖加

入量／ｍＬ

Ｂ絮凝

温度／℃
ＣｐＨ

１ １ ３０ ３

２ ２ ３５ ４

３ ３ ４０ ５

表２　正交试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）
原花青素

回收率／％

１ １ １ １ １ ８５．２

２ １ ２ ２ ２ ９２．３

３ １ ３ ３ ３ ９０．１

４ ２ １ ２ ３ ９３．５

５ ２ ２ ３ １ ９５．６

６ ２ ３ １ ２ ８９．２

７ ３ １ ３ ２ ７６．２

８ ３ ２ １ ３ ８０．１

９ ３ ３ ２ １ ８２．１

犓１ ２６７．６ ２５４．９ ２５４．５ ２６２．９


犓２ ２７８．３ ２６８．０ ２６７．９ ２５７．７

犓３ ２３８．４ ２６１．４ ２６１．９ ２６３．７

犚 ３９．９ １３．１ １３．４ ６．０

表３　方差分析表

Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

变异来源 平方和 自由度 均方 犉 值 Ｐ值

Ａ ２８４．３４８９ ２ １４２．１７４４４０．１８７５ ０．０２４３

Ｂ ２８．６０２２ ２ １４．３０１１ ４．０４２４ ０．１９８３

Ｃ ３０．０３５６ ２ １５．０１７８ ４．２４５０ ０．１９０７

Ｄ ７．０７５６ ２ ３．５３７８

误差 ７．０７５６ ２ ３．５３７８


总和 ３５０．０６２２
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　　由表２、３可知，各因素对原花青素回收率的影响次序为

Ａ（壳聚糖加入量）＞Ｃ（ｐＨ）＞Ｂ（絮凝温度），壳聚糖加入量

对葡萄籽原花青素絮凝的影响显著，其它因素影响不显著；

最佳工艺条件为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即：壳聚糖加入量２ｍＬ，絮凝温度

３５℃，ｐＨ为４。按照上述条件再次进行３次平行验证实验，

原花青素平均回收率为９５．６２％。

２．３　盐诱导双水相体系选择

２．３．１　不同种类盐诱导双水相对絮凝后原花青素萃取效果

影响　由图４可知，不同种类的盐诱导原花青素萃取效果不

同，Ｋ２ＨＰＯ４诱导双水相体系对原花青素有较高萃取率和分

配系数。因此，选择盐的种类为Ｋ２ＨＰＯ４。

图４　不同种类盐对原花青素分配效果影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｔｙｐｅｓｏｆｓａｌｔｓｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｔｉｏｎ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ

２．３．２　Ｋ２ＨＰＯ４加入量对絮凝后原花青素双水相萃取效果

影响　由图５可知，当Ｋ２ＨＰＯ４加入量为０．１ｇ时，未形成双

水相，可能是盐太少时无法去争夺水分 子；适 当 增 加

Ｋ２ＨＰＯ４加入量，盐分子将醇提液中水分子吸引过来的能量

增加，从而促进相的分离，使萃取率和分配系数都在增加；但

当Ｋ２ＨＰＯ４加入量过大时，会导致盐析现象出现，使原花青

素萃取率和分配系数下降。因此，确定 Ｋ２ＨＰＯ４加入量为

０．５ｇ。

３　结论
采用壳聚糖对红葡萄籽醇提液中原花青素进行絮凝，通

过单因素和正交试验对絮凝工艺条件进行了研究。结果表

明：取ｐＨ 为４的醇提液２０ｍＬ，加入１％壳聚糖２ｍＬ，在

３５℃以５０ｒ／ｍｉｎ搅拌１５ｍｉｎ，静置５ｈ时，原花青素回收效

图５　Ｋ２ＨＰＯ４ 加入量对原花青素分配效果影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｄｄｉｔｉｖｅｏｆａｍｏｕｎｔＫ２ＨＰＯ４ｏｎｔｈｅ

ｐａｒｔｉｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ

果较好，且壳聚糖加入量对原花青素回收效果影响最大，其

次是提取液ｐＨ，絮凝温度影响最小。在此条件下，原花青素

的回收率为９５．６２％；将絮凝后上清液加入不同种类盐构成

双水相体系，对体系中原花青素进行萃取。结果表明，絮凝

后上清液加入Ｋ２ＨＰＯ４诱导双水相萃取原花青素效果较好，

在２ｍＬ絮凝后原花青素提取液中，当 Ｋ２ＨＰＯ４加入量为

０．５ｇ时，其萃取率和分配系数分别为８７．２％和１．９７。絮凝和

诱导双水相萃取技术具有容易放大、处理容量大、回收率高、

能耗低的优点，将两者技术耦合可为其它天然产物中活性成

分萃取分离提供参考依据。但絮凝结合诱导双水相体系获

得的原花青素抗氧化性能还有待进一步分析研究。
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ｉｔｏｓａｎｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｆｏｒｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｒｅｍｏｖａｌｉｎｓｈｒｉｍｐｃｕｌｔｕｒｅ

ｐｏｎｄｓ［Ｊ］．ＡｑｕａｃｕｌｔｕｒａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００９，４１（３）：１８８１９３．

［１３］ＤｉｖａｋａｒａｎＲ，ＰｉｌｌａｉＶＮＳ．Ｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｏｆａｌｇａｅｕｓｉｎｇｃｈｉｔｏｓａｎ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｃｏｌｏｇｙ，２００２，１４（５）：４１９４２２．

［１４］ＺｈｕＹａｎ，ＤｕｎｆｏｒｄＮＴ，ＧｏａｄＣ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｐａｒａｍｅ

ｔｅｒｓｏｎｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＰｉｃｏｃｈｌｏｒｕｍｏｋｌａｈｏｍｅｎｓｉｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＯｉｌＣｈｅｍｉｓｔｓ＇Ｓｏｃｉｅｔｙ，２０１４，９１（２）：３１７３２４．
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