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摘要#采用双水相萃取葡萄籽中原花青素#首先研究双水相

萃取体系组成(辅助萃取方法(萃取策略对原花青素萃取效

果的影响#并采用正交试验对原花青素萃取条件进行优化%

结果表明#双水相萃取体系组成为无水乙醇)硫酸铵#辅助萃

取方法为微波辅助法#萃取策略为乙醇
K

水
K

葡萄籽微波处

理后加入硫酸铵#条件为无水乙醇)硫酸铵萃取体系为质量

分数
!#Q

无水乙醇)质量分数
"#Q

硫酸铵#加入葡萄籽质量

分数为
!Q

#

X

:

为
.)#

#微波功率
$##1

#微波时间
0FD9

#在

该条件下#葡萄籽中原花青素的萃取率为
R.)$Q

#得率为

"0)/F

T

)

T

'

关键词#葡萄籽'原花青素'双水相萃取
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在葡萄酒酿造过程中!每年约产生
0##

!

R##

万
6

葡萄皮

渣废弃物0

$

1

!近年来仅用于动物饲料和燃料!附加值较低"

因此!寻找一种有效的葡萄皮渣处理方法迫在眉睫"

原花青素是葡萄籽多酚类化合物的重要组成之一!具有

抗氧化%抗肿瘤%抗过敏%抗突变等活性0

"V.

1

"廖素凤等0

0

1采

用丙酮提取葡萄籽中原花青素!因丙酮有一定毒性!限制了

其应用范围(

:5-9s9H5\SbDFz95\L

等0

B

1研究了乙醇浓度对

葡萄籽原花青素提取效果的影响!结果表明!乙醇浓度对葡

萄籽中原花青素提取影响较小"樊金玲等0

%

1对提取后沙棘

籽原花色素与葡萄籽原花青素抗氧化活性进行了比较研究!

发现沙棘籽原花青素相对葡萄籽原花青素抗氧化性较强"

金华等0

/

1采用超声辅助提取葡萄籽中原花青素!获得原花青

素提取率为
")./"Q

"

Cz-5\M

等0

R

1采用超临界
M3

"

萃取葡

萄籽中原花青素!并对其抗氧化性进行了分析研究"该法存

在设备成本较高%能耗大等缺点"原花青素纯化方法主要有

大孔树脂层析法!该法存在溶剂用量大%生产周期长和操作

繁琐等缺点"

有机溶剂/盐双水相萃取指将亲水性有机溶剂和盐混合

后由于盐析作用可形成两相(当葡萄籽粉末加入双水相体系

后!蛋白质%多糖%少量多酚类物质进入下相&富盐相'!大部

分多酚类物质进入上相&有机溶剂相'"该技术具有操作简

单%传质速度快%容易放大%收率高等优点0

$#

1

"该技术在生

物工程领域发展较快0

$$

1

"笔者0

$"

1前期曾采用聚乙二醇

&

CN4

'/硫酸铵双水相体系对葡萄籽粗提液中原花青素进行

了研究!原花青素被萃取到
CN4

相!但原花青素中
CN4

的

去除增加了后续工作的难度"

/B$



本试验拟采用双水相萃取分离葡萄籽中原花青素!首先

分析了双水相萃取体系组成%辅助萃取方法%萃取策略对原

花青素萃取效果的影响!在此基础上对萃取过程影响因素进

行系统考察!旨在为葡萄籽中原花青素萃取提供最佳方法!

同时为其它活性成分萃取提供技术参考"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料'试剂与仪器

葡萄籽.品种为赤霞珠!取自甘肃顺意生物科技有限公

司!经挑选%洗净晾干%粉碎至
0#

!

$##

目备用(

乙醇.分析纯!成都市科龙化工试剂厂(

香草醛.分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

儿茶素标准品.纯度
&

RR)/Q

!上海源叶生物科技有限

公司(

硫酸铵.分析纯!天津市致远化学试剂有限公司(

电子分析天平.

bL"##!

型!梅特勒
S

托利多有限公司(

超声波微波组合反应系统.

_3S;+0#

型!南京先欧仪器

制造有限公司(

可见光分光光度计.

%"";

型!上海现科分光仪器有限

公司"

$)"

!

双水相萃取

$)")$

!

香草醛+盐酸法测定原花青素的含量
!

分别吸取不

同浓度的儿茶素标准溶液
#)0FP

!加
.Q

香草醛甲醇溶液

!FP

!再加入
$)0FP

浓盐酸!避光反应
$0FD9

"以
#)0FP

蒸馏水!

.Q

香草醛甲醇溶液
!FP

!

$)0FP

浓盐酸为空白对

照!在
0##9F

处测定吸光值0

$!

1

"以反应体系所测吸光值
?

为纵坐标!儿茶素含量
B

&

F

T

'为横坐标!作标准曲线!求得回

归方程为.

?

aB)#$#.BK#)#$".

!

G

"

a#)RR%B

"

$)")"

!

双水相萃取方法
!

将一定量的有机溶剂&无水乙醇或

丙酮'%无机盐&磷酸氢二钾或硫酸铵'%葡萄籽粉末充分混

匀!加蒸馏水使质量分数为
$##Q

!搅拌至无机盐溶解!按照

一定萃取方法和策略进行!待静置至两相分离!读取上下相

的体积!测定上下相的吸光度!并按式&

$

'

!

&

.

'计算相比%分

配系数%萃取率及得率"

G

K

U

上

U

下

! &

$

'

C

K

!

上

!

下

! &

"

'

#

K

GC

$

M

GC

W

$##Q

! &

!

'

O

K

!

上
U

上

J

! &

.

'

式中.

G

+++相比(

U

上+++上相体积!

FP

(

U

下+++下相体积!

FP

(

C

+++分配系数(

!

上+++上相中原花青素的质量浓度!

F

T

/

FP

(

!

下+++下相中原花青素的质量浓度!

F

T

/

FP

(

#

+++萃取率!

Q

(

O

+++得率!

F

T

/

T

(

J

+++葡萄籽粉末质量!

T

"

$)")!

!

萃取体系组成的确定
!

分别按照体系中最终质量分

数为
"/Q

无水乙醇/
""Q

硫酸铵%

"/Q

无水乙醇/
""Q

磷酸

氢二钾%

"/Q

丙酮/
""Q

磷酸氢二钾!加入质量分数
"Q

葡萄

籽粉末!补加蒸馏水使质量分数为
$##Q

!搅拌至充分溶解!

静置至两相分离!读取上下相的体积!测定上下相的吸光度!

并计算相比%分配系数%萃取率及得率!确定原花青素萃取的

双水相体系组成"

$)").

!

辅助萃取方法的确定
!

在质量分数为
"/Q

无水乙醇

和
""Q

硫酸铵中!加入质量分数
"Q

葡萄籽粉末!补加蒸馏

水使质量分数为
$##Q

!搅拌至充分混匀"分别采用
$##1

超声处理
0FD9

%室温浸提
0FD9

%

$##1

微波处理
0FD9!

种

辅助方法"静置至两相分离!读取上下相的体积!测定上下

相的吸光度!并计算相比%分配系数%萃取率及得率!确定原

花青素萃取的辅助方法"

$)")0

!

萃取策略的确定
!

按照策略
$

.无水乙醇
K

硫酸铵
K

葡萄籽粉末
K

水!然后
$##1

微波处理
0FD9

(策略
"

.硫酸

铵
K

水
K

葡萄籽粉末混合后
$##1

微波处理
0FD9

!加入无

水乙醇!策略
!

.无水乙醇
K

水
K

葡萄籽粉末混合后
$##1

微波处理
0 FD9

!加入硫酸铵"

!

种萃取体系组成均为

$##Q

"静置至两相分离!读取上下相的体积!测定上下相的

吸光度!并计算相比%分配系数%萃取率及得率!从而确定原

花青素萃取的最佳策略"

$)")B

!

影响微波辅助萃取葡萄籽原花青素的因素

&

$

'无水乙醇/硫酸铵质量分数.按照无水乙醇
K

水
K

葡萄籽粉末加入顺序混合后
$##1

微波处理
0FD9

!加入硫

酸铵使体系中无水乙醇/硫酸铵的最终质量分数分别为

!.Q

/

$BQ

!

!"Q

/

$/Q

!

!#Q

/

"#Q

!

"/Q

/

""Q

!

"BQ

/

".Q

!

".Q

/

"BQ

!

""Q

/

"/Q

!研究无水乙醇/硫酸铵质量分数组成

对原花青素萃取率和得率的影响"

&

"

'葡萄籽粉末质量分数.以质量分数
!#Q

无水乙醇/

"#Q

硫酸铵为双水相萃取体系!加入葡萄籽粉末使其质量

分数分别为
$Q

!

"Q

!

!Q

!

.Q

!

0Q

!

$##1

微波处理
0FD9

!

研究葡萄籽粉末加入量对原花青素萃取率和得率的影响"

&

!

'体系
X

:

.以质量分数
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵

为双水相萃取体系!加入葡萄籽粉末使其质量分数为
!Q

!调

节体系
X

:

分别为
!

!

.

!

0

!

B

!

%

!

/

!在微波功率为
$##1

条件

下!处理
0FD9

!研究体系
X

:

对原花青素萃取率和得率的

影响"

&

.

'微波功率.以质量分数
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵

为双水相萃取体系!加入葡萄籽粉末使其质量分数为
!Q

!调

节体系
X

:

为
.

!在微波功率分别为
0#

!

B#

!

%#

!

/#

!

R#

!

$##1

条件下!处理
0FD9

"研究微波功率对原花青素萃取率和得

率的影响"

&

0

'微波时间.以质量分数
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵

为双水相萃取体系!加入葡萄籽粉末使其质量分数为
!Q

!调

节体系
X

:

值为
.

!在微波功率为
R#1

条件下!分别处理
$

!

!

!

0

!

%

!

RFD9

"分析微波时间对原花青素萃取率和得率的

RB$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



影响"

$)")%

!

正交试验设计
!

在双水相体系组成基础上!对葡萄籽

粉末质量分数%

X

:

值%微波功率%微波时间进行
P

R

&

!

.

'正交

试验!以原花青素萃取率和得率为分析指标确定葡萄籽原花

青素的最佳萃取条件"采用评分优选法0

$.

1即将各项指标除

以该列最大值乘以
$##

为该项得分"权衡原花青素萃取率

和得率两项指标!确定二者的权重系数均为
#)0

!对两项指标

进行加权求和!即综合评分
>a

&原花青素萃取率
>

$

/

R.)$Q

'

g$##g#)0K

&得率
>

"

/

"%).

'

g$##g#)0

"

$)!

!

双水相萃取后葡萄籽中原花青素薄层层析分析

将
$F

T

/

FP

原花青素标准品和儿茶素标准品及双水相

萃取后上%下相溶液进行薄层层析检测!分别将上述标准品

和样品溶液点样于薄层层析硅胶上!在层析缸中展开!扩展

剂为
U

正丁醇
#

U

冰乙酸
#

U

水
#

U

甲醇
a.

#

$

#

!

#

.

!显色剂为

"#FP

/

$##FP

硫酸甲醇溶液与
$Q

香草醛甲醇溶液等量混

合喷雾!干燥后显色!分析双水相体系对葡萄籽中原花青萃

取效果"

"

!

结果与分析

")$

!

萃取体系组成对原花青素萃取率和得率的影响

由图
$

可知!对
"/Q

无水乙醇
""Q

硫酸铵%

".Q

无水乙

醇
"BQ

磷酸氢二钾%

!.Q

丙酮
$BQ

磷酸氢二钾
!

个双水相

萃取体系而言!无水乙醇+硫酸铵双水相萃取体系的原花青

素的萃取率和得率最高"原因可能是原花青素在乙醇中的

溶解度比在丙酮中的高!同时丙酮毒性较大!存在安全性隐

患!乙醇不会对人体造成伤害!满足绿色萃取的需求0

$0

1

"磷

酸氢二钾与硫酸铵相比!硫酸铵参与组成双水相体系有较高

的电荷密度和水化能力0

$B

1

!更利于原花青素提取"因此!原

花青素的双水相萃取体系组成以无水乙醇/硫酸铵为最佳"

")"

!

辅助萃取方法对原花青素萃取率和得率的影响

由图
"

可知!原花青素的得率和萃取率从高到低依次

是.微波辅助萃取法
)

超声辅助萃取法
)

室温萃取法"微波

辅助萃取法与超声波辅助萃取法%室温辅助萃取法相比具有

省时%高效和溶剂用量少的特点0

$%

1

"其原因可能是微波有

助于提高溶剂分子及原花青素分子的动能!促进了扩散传质

运动!进而得到较高的得率和萃取率"故原花青素的萃取方

法采用微波辅助萃取法"

图
$

!

萃取体系组成对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5$

!

NII576'IHDII5-5965]6-,76D'9A

J

A65F'9

J

D5(H,9H

-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

图
"

!

辅助萃取方法对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5"

!

NII576'IHDII5-5965]6-,76D'9F568'HA'9

J

D5(H

,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

")!

!

萃取策略对原花青素萃取率和得率的影响

由图
!

可知!

!

种萃取策略中!策略
!

中原花青素的得率

和萃取率较策略
$

和策略
"

高!即将无水乙醇和葡萄籽粉

末%水混合!微波处理后加入硫酸铵比直接向双水相体系中

加入葡萄籽粉末的萃取效果好!原因可能与无水乙醇和水的

极性有关!另外经过乙醇提取的粗提液原花青素的浓度较

大"故采用乙醇提取后再加入硫酸铵"

图
!

!

萃取策略对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5!

!

NII576'IHDII5-5965]6-,76D'9A6-,65

TJ

'9

J

D5(H

,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

").

!

体系中无水乙醇%硫酸铵质量分数比值对原花萃取率

和得率的影响

!!

由表
$

可知!随着无水乙醇/硫酸铵质量分数比值减小!

原花青素的得率和萃取率先呈逐渐升高趋势"在
!#Q

/

"#Q

时达到最大!随后原花青素的得率和萃取率呈下降趋势"其

原因可能是当无水乙醇/硫酸铵质量分数比值较大时!在萃

取原花青素同时!其它物质如单宁%白藜芦醇等也会被萃取!

影响原花青素得率和萃取率(当无水乙醇/硫酸铵质量分数

比值较小!萃取不充分!且硫酸铵质量分数过高!由于盐析作

用的结果!影响原花青素萃取后两相转移!导致得率和萃取

率降低0

$B

1

"因此选择
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵为双水相

体系组成"

")0

!

葡萄籽粉末质量分数对原花青素萃取率和得率的影响

由图
.

可知!在
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵双水相萃取

体系中!随着葡萄籽粉末质量分数逐渐增加!原花青素得率

和萃取率先增加后减小"当葡萄籽粉末质量分数为
!Q

时!

原花青素得率和萃取率达到最大值"原因可能是粉末加入

量较少时!在微波作用下!水分子有效吸收所需要的微波能!

使水分子汽化!加强了萃取原花青素的驱动力!从而萃取效

#%$

第
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表
$

!

无水乙醇%硫酸铵质量分数比值对原

花青素萃取率和得率的影响

2,@(5$

!

NII576'I568,9'(

%)

*:

.

*

"

;3

.

F,AAI-,76D'9'9

J

D5(H,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

无水乙醇/硫酸铵

质量分数比值
萃取率/

Q

得率/

&

F

T

2

T

V$

'

!.Q

/

$BQ /0). $B)R

!"Q

/

$/Q /B)0 $/)R

!#Q

/

"#Q R0)$ "0).

"/Q

/

""Q /R)" $.)B

"BQ

/

".Q /R)# $#)/

".Q

/

"BQ /%)" $#)#

""Q

/

"/Q /#)R %)/

图
.

!

葡萄籽粉末质量分数对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5.

!

NII576'I685F,AAI-,76D'9'I

T

-,

X

5A55H

X

'Z5-'9

J

D5(H,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

果较好(当葡萄籽粉末加入量过大时!由于上相萃取原花青

素的量达到饱和!导致萃取率和得率下降"因此!选择葡萄

籽粉末质量分数为
!Q

"

")B

!X

:

对原花青素萃取率和得率的影响

由图
0

可知!当萃取体系
X

:

为
.

时!原花青素得率和萃

取率达最大值!可能是在无水乙醇/硫酸铵双水相体系中!

上%下相间存在电位差"当
X

:

值较低时!影响原花青素的

解离度!使其吸附
:

K而携带正电荷!原花青素主要富集在

电位为负的下相!导致萃取率和得率较低(当萃取体系
X

:

值为
.

时!酸性条件破坏原花青素与蛋白质%多糖等的结合!

提高萃取效果(当
X

:

值过大时!会破坏原花青素结构!导致

原花青素的得率和萃取率降低"因此选择
X

:a.)#

为最佳"

")%

!

微波功率对原花青素萃取率和得率的影响

由图
B

可知!随微波功率的逐渐增加!原花青素得率在

图
0

!X

:

对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-50

!

NII576'IHDII5-596

X

:'9

J

D5(H,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

图
B

!

微波功率对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5B

!

NII576'IHDII5-596FD7-'Z,Y5

X

'Z5-'9

J

D5(H

,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

R#1

时达到最大值!之后逐渐下降!而萃取率一直呈现增加

趋势"原因可能是在微波功率较低条件下!体系温度较低!

热效应缓慢!随着微波功率的增加!温度升高!扩散系数增

加!固体表面的液膜层变薄!减少了扩散阻力0

$/

1

!促使原花

青素得率和萃取率增加(当微波功率超过
R#1

时!可能其它

物质浸出也较多!影响原花青素的得率"因此!最佳微波功

率为
R#1

"

")/

!

微波时间对原花青素萃取率和得率的影响

由图
%

可知!原花青素得率和萃取率随微波时间的延长

逐渐增加!在
0FD9

时达到最大值!之后趋于稳定并逐渐下

降"原因可能是随着微波时间的延长!高频电磁波穿透并渗

透到细胞内部极性分子上!使内部温度突然升高!压力增加!

细胞壁破裂0

$R

1

!促使葡萄籽中原花青素释放(之后再继续延

长微波时间!热量继续积累!原花青素易降解%氧化!使原花

青素结构受到破坏0

"#

1

"因此!最佳微波时间为
0FD9

"

图
%

!

微波时间对原花青素得率和萃取率的影响

D̂

T

G-5%

!

NII576'IHDII5-596FD7-'Z,Y56DF5'9

J

D5(H

,9H-57'Y5-

J

'I

X

-'7

J

,9DHD9A

")R

!

正交试验结果及分析

在确定双水相萃取体系为
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵

基础上!通过改变葡萄籽粉末质量分数%

X

:

%微波功率%微波

时间
.

个因素!以原花青素萃取率和得率为分析指标进行

P

R

&

!

.

'正交试验!因素水平见表
"

!试验及计算结果见表
!

"

!!

由表
!

%

.

可知!葡萄籽粉末质量分数%微波功率对原花

青素萃取率和得率影响显著!各因素对原花青素萃取率和得

率影响大小为.葡萄籽粉末质量分数
)

微波功率
)

微波时

间
)X

:

(最佳工艺条件为
L

"

[

"

M

!

>

"

!即葡萄籽粉末质量分

数
!Q

!

X

:.

!微波功率
$##1

!微波时间为
0FD9

"

在
!#Q

无水乙醇/
"#Q

硫酸铵双水相体系中!按照葡萄

$%$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



籽粉末质量分数为
!Q

!

X

:.

!微波功率
$## 1

!微波时间

0FD9

重复
!

次验证实验!原花青素平均萃取率和得率分别

为
R.)$Q

和
"0)/F

T

/

T

!综合评分为
R%)#/

分"

")$#

!

萃取后葡萄籽中原花青素薄层层析分析

由图
/

可知!上相中原花青素进行薄层展开显现的斑点

比下相明显(上%下相样品展开后斑点的
OI

值与原花青素和

儿茶 素标准品的
OI

值基本保持一致!说明双水相体系可有

表
"

!

正交试验因素水平

2,@(5"

!

285I,76'-A,9H(5Y5(A'I'-68'

T

'9,(5]

X

5-DF596A

水平
L

葡萄籽粉末

质量分数/
Q

[

X

:

M

微波

功率/
1

>

微波

时间/
FD9

$ " ! /# !

" ! . R# 0

! . 0 $## %

表
!

!

正交试验结果

2,@(5!

!

285-5AG(6A'I'-68'

T

'9,(5]

X

5-DF596A

序号
L [ M >

原花青素

萃取率/
Q

原花青素得率/

&

F

T

2

T

V$

'

综合

评分

$ $ $ $ $ R$)0 "!)!0 R$)"!

" $ " " " R.)$ "0).# RB)!0

! $ ! ! ! /R)B "B)$$ R0)"0

. " $ " ! R$)R "!)B. R$)R%

0 " " ! $ /R)% "%).# R%)BB

B " ! $ " R.)$ ".)R# R0).!

% ! $ ! " R")$ ".)R# R0)%!

/ ! " $ ! R$)$ "#)"# /0)"B

R ! ! " $ /%)$ "#)R# /.).$

N

$

R.)"% R")0" R#)%. R$)$#

'''''''''''''''''''''''''''''''''

N

"

R0)$" R!)#R R#)R$ R0)./

N

!

//)#" R$)/# R0)%B R#)/!

G %)$# $)"R 0)#" .)B0

表
.

!

方差分析表j

2,@(5.

!

L9,(

J

ADA'IY,-D,975

变异来源 平方和 自由度 均方
1

值
C

值

L R#)!$ " .0)$0%. !B)#B$. #)#"%#

[

1

")0# " $)"0""

M ./)%B " ".)!%// $R).B/" #)#./R

> .#)RR " "#).R0$ $B)!BB/ #)#0%B

误差
")0# " $)"0""

''''''''''''''''''''''

总和
$/")0%

!

j

!1

表示误差列"

效萃取葡萄籽中原花青素"

!

!

结论
利用双水相体系对葡萄籽中的原花青素进行萃取!主要

研究了萃取体系组成%辅助萃取方式%萃取策略对原花青素

得率和萃取率的影响!在此基础上对萃取过程影响因素进行

了系统考察!获得了一种较好的双水相萃取方法"

葡萄籽中原花青素的最佳萃取体系组成为无水乙醇/硫

酸铵!最佳的辅助萃取方法为微波辅助萃取法!并确定了无

水乙醇/硫酸铵双水相萃取体系的质量分数为
!#Q

无水乙

醇/
"#Q

硫酸铵!葡萄籽粉末质量分数为
!Q

!

X

:

为
.)#

!微

波功率为
$##1

!微波时间为
0FD9

!在该条件下原花青素平

均萃取率和得率分别为
R.)$Q

和
"0)/F

T

/

T

"萃取后原花青

$

!

!)

萃取后上相
!

.)

萃取后下相
!

0)

原花青素标准品
!

B)

儿茶素

标准品

图
/

!

双水相萃取后原花青素的薄层层析

D̂

T

G-5/

!

28D9(,

J

5-78-'F,6'

T

-,

X

8'I685

X

-'7

J

,9DHD9

@

J

,

`

G5'GA6Z'S

X

8,A5A

J

A65F

素经薄层层析检测!上相中原花青素显现斑点比下相明显!

说明双水相体系可有效萃取原花青素!且该法可为双水相萃

取其它天然产物活性成分提供技术参考"

本试验过程中仅通过萃取效果分析了辅助萃取方法的

优劣!若能将不同萃取方法获得的原花青素进行抗氧化性比

较分析!本研究内容将更加丰富(萃取后原花青素对抑制晚

"%$
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期糖基化末端产物如何!有待进一步研究"
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