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摘 要: 对刺葡萄籽中原花青素的提取和纯化工艺做了初步的研究。采用传统的溶剂提取法,

对影响提取效果的 4 个主要因素———提取剂浓度、料液比、提取温度和提取时间进行了研究 , 通

过正交分析得出最佳提取工艺: 提取剂为 70 %乙醇 , 料液比( w/v) 为 1∶7, 提取温度为 60 ℃, 提取

时间为 2 h。并用有机溶剂萃取法初步分离出低聚原花青素和高聚原花青素。通过 HPLC 对原花

青素低聚物进行了成分分析, 结果表明, 所提取的产品与原花青素标准品成分基本一致。
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Abstract: The extraction and the purification techniques of procyanidins from grape( Vitis davidii Fo!x) seed were studied.

The four main factors influencing traditional solvent extraction including extracting reagent concentration, proportion of

material and extracting reagent, extracting temperature and time were investigated. The optimum technical conditions were

summed up as follows through orthogonal experiments: extracting reagent was 70 % aqueous ethanol solution, proportion

of material and extracting reagent was 1∶7, temperature was at 60 ℃, and extracting time was 2.0 hours. Furthermore, pro-

cyanidins low polymer and procyanidins high polymer were separated by organic reagent extraction. The composition ana-

lysis of procyanidins low polymer by HPLC showed that the compositions of the extracted product were the almost same as

the compositions of standard procyanidins.
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原 花 青 素 ( Procyanidins, 简 称 PC, 英 文 曾 用 名

Proanthocyanidins, Pycnogenol, Leucoan-Thocyanidin) 是

植物中广泛存在的一类属于双黄酮衍生物的天然多酚

化合物 , 有人将其归为生物类黄酮 [1,2], 也有人将其归为

缩合鞣质[3]。这类化合物由不同数量的儿茶素或表儿茶

素结合而成 , 最简单的是儿茶素、表儿茶素或儿茶素与

表儿茶素形成的二聚体 , 此外还有三聚体、四聚体等直

至十聚体。研究表明, 原花青素具有极强的抗氧化特性,

一般存在于植物的果实、种子、花和皮中, 在葡萄、山楂、

花生、银杏、白桦树、松树等植物中的含量都很丰富[4]。原

花青素具有多种生物活性, 能防治多种疾病, 以其高效、

低毒、高生物利用率而著称 , 在植物中其主要作用是保

护植物中易被氧化的成分, 在人体内的抗氧化和清除自

由基的能力是 VE 的 50 倍、Vc 的 20 倍 [5,6], 并且还具有

保护心血管、预防高血压、抗肿瘤、抗辐射、抗突变及美

容等作用[7]。

我国葡萄资源丰富, 每年用于酿造酒和其他饮料的

鲜葡萄量很大, 据统计超过 10 万 t。葡萄籽源于葡萄酒

的副产品, 占整粒葡萄的 4 %～6 %, 仅此每年我国生产

葡萄酒后的废渣中就有 400～600 万 kg 的葡萄籽[5,8]。葡

萄籽中含有大量的原花青素, 因此充分利用好酿酒后的

葡萄籽资源 , 不仅物尽其用 , 而且还会带来巨大的经济

效益。湖南省怀化芷江地区的高山刺葡萄是湖南省农业

产业调整中优先发展的一种经济水果, 为了实现对其的
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综合利用, 我们对其籽中的原花青素进行了提取和初步

纯化, 并用高效液相色谱(HPLC)对所得原花青素的成分

进行了分析, 初步确定其含有 3 种原花青素单体。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

试剂: 乙醇(95 %)、乙酸乙酯、正丁醇、石油醚、浓盐

酸、NH4Fe(SO4)2、NaCl 均为分析纯; 甲醇为色谱纯; 葡萄

籽为湖南省怀化芷江地区产高山刺葡萄籽; 原花青素对

照品(纯度 95 %)为天津尖峰天然产物开发公司。

仪 器 : 食 品 粉 碎 机 , 组 合 恒 温 磁 力 搅 拌 器 , RE-

52AA 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); SHB- Ⅲ循环

水式多用真空泵 (郑州长城科工贸有限公司), DLSB-

5/10 型低温冷却液循环泵 (郑州长城科工贸有限公司);

LXJ- Ⅱ离心沉淀机(上海医用分析仪器厂); D2- 2BC 型

真空干燥箱 (天津泰斯特仪器有限公司); ES- 1100 电子

天平(长沙湘平科技发展有限公司); VIS- 7220 紫外分光

光度计(北京瑞利分析仪器厂); LC- 10A VP 高效液相色

谱仪。

1.2 提取方法及影响因素

1.2.1 原花青素的提取工艺流程

葡 萄 籽 ( 粉 碎 ) → 超 临 界 CO2 法 脱 去 葡 萄 籽 中 的 油 脂 →

NaCl 溶液处理去除蛋白质 → 葡萄籽渣 → 提取剂提取 → 离心分

离 →( 上清液 ) 减压浓缩 →乙酸乙酯萃取→ 减压浓缩→真空干

燥→ 粗产品

1.2.2 原料处理

1.2.2.1 葡萄籽粉碎

新鲜的葡萄经处理后, 收集葡萄籽, 自然风干。将干

燥好的葡萄籽用粉碎机粉碎至 30～40 目。

1.2.2.2 超临界 CO2 法脱脂

为了实现对葡萄籽进行综合利用 , 首先用超临界

CO2 法提取葡萄籽油( 提取工艺条件和所得葡萄籽油成

分分析已有另一论文发表) 。

1.2.2.3 盐析法去除蛋白质

将脱脂后的葡萄籽粉阴干, 用 5 %NaCl 溶液以 1∶5

料液比于室温下搅拌提取 1 h 以去除其中的蛋白质 , 抽

滤, 蒸馏水洗涤葡萄籽渣, 滤渣阴干备用。

1.2.3 提取剂种类对提取的影响

原花青素为极性物质, 能溶于水和多种有机溶剂。

选取乙醇和丙酮作为提取剂。称取 100 g 上述处理好的

滤渣 10 份, 置于 1000 mL 三口烧瓶内, 分别加入 50 %、

60 %、70 %、80 %和 90 %的乙醇水溶液和 50 %、60 %、

70 %、80 %和 90 %的丙酮水溶液各 700 mL, 用 60 ℃恒

温水浴加热, 搅拌提取 2 h, 冷却后在 3600 r/min 条件下

离心 20 min。将上清液减压蒸馏( ≤45 ℃) 至无馏分馏

出, 离心分离。将上清液用铁盐催化比色法[9]在 546 nm

波长下测定其吸光度。

1.2.4 提取次数对提取的影响

称取 100 g 上述处理好的滤渣 1 份, 置于 1000 mL

三口烧瓶内 , 加入 70 %乙醇提取液 700 mL, 用 60 ℃恒

温水浴加热, 搅拌提取 2 h, 冷却后在 3600 r/min 条件下

离心 20 min。将上清液减压蒸馏( ≤45 ℃) 至无馏分馏

出, 离心分离。把已提取过的葡萄籽再进行第二次提取

和第三次提取, 后续处理同前。

分别将 3 次提取离心分离所得上清液用铁盐催化

比色法在 546 nm 波长下测定其吸光度。

1.2.5 正交实验

通过对上述实验结果进行初步分析, 认为影响葡萄

籽中原花青素提取的主要因素有乙醇水溶液浓度、料液

比、提取温度和提取时间。为此设计了四因素四水平正

交实验 L16(44), 以优化提取条件, 设计方案见表 1。

根据正交实验结果, 确定提取刺葡萄籽中原花青素

的最佳工艺条件。

1.3 高聚、低聚原花青素的初步分离

准确称取处理好的葡萄籽 100 g 在最佳条件下提

取 , 提取液用旋转蒸发仪减压蒸馏 ( ≤45 ℃) 至无馏分

馏出, 离心分离。上清液用 4 倍体积的乙酸乙酯分 4 次

萃取 , 合并乙酸乙酯相 , 减压蒸馏(≤35 ℃)至有少量沉

淀析出后置于真空干燥箱干燥(≤30 ℃)2 h。得低聚原花

青素粗产品, 称重为 0.4608 g, 计算得率为 0.4608 %。将

乙酸乙酯萃取后的水相用 3 倍体积的正丁醇分 5 次萃

取 , 合并萃取液 , 减压浓缩后置于真空干燥箱中真空干

燥(40 ℃)2 h, 得高聚原花青素粗产品。称重为 0.3261 g,

计算得率为 0.3261 %。

1.4 原花青素的 HPLC 检测

1.4.1 色谱条件

色谱柱 , VP- ODS 不锈钢柱 ( 4.5 mmID×150 mm) ;

流动相, 甲醇 / 水(18/86, v/v )(水为二次蒸馏水); 流速为

0.9 mL/min; 检测波长 280 nm; 进样量 20 μL。

1.4.2 样品的制备

准确称取 0.1000 g 原花青素标准品 (纯度 95 %, 天

津尖峰天然产物开发公司), 用色谱纯甲醇定容于 10 mL

容量瓶, 所得标准品浓度为 10 mg/mL。准确称取按最佳

! "##$%&’()*+,-.’#

!" A!" 
(h) 

B!" 
( ) 

C!"!" 
(%) 

D!"# 
(w/v) 

1 1.0 40 50 1!7 
2 1.5 50 60 1!6 
3 2.0 60 70 1!5 
4 3.0 70 80 1!4 
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工艺制取的低聚原花青素粗产品 0.1000 g, 用色谱纯甲

醇定容于 10 mL 容量瓶。将两种样品溶液进行 HPLC 对

照检测。

2 结果与分析

2.1 提取剂种类对提取的影响

以不同浓度的乙醇、丙酮水溶液为提取剂 , 提取效

果见图 1。

由图 1 可知, 两种有机溶剂的水溶液提取葡萄籽中

的原花青素 , 提取率变化趋势十分相似 , 丙酮的提取效

果要好于乙醇 , 但乙醇市面价格要远远低于丙酮 , 且乙

醇无毒, 更适合做天然产物的提取剂。所以, 选用乙醇为

提取剂。

2.2 提取次数对提取的影响

提取次数对提取效果的影响结果见表 2。

一般情况下 , 在提取过程中 , 有效成分并不会一次

就被提取完全 , 有可能经过多次提取才能达到最佳效

果。由表 2 可知, 用乙醇做溶剂提取原花青素时, 通过前

两次提取 , 原花青素已经基本提取完全 , 所以最佳提取

工艺为提取两次, 提取后将提取液合并。

2.3 正交实验结果分析

按表 1 设计的四因素四水平的正交实验考察诸因

素分析各水平的提取效果, 结果见表 3。

由表 3 可知, 第二列即因素 B( 提取温度) 的极差最

大 , 是考虑的主要因素 , 它的 4 个水平所对应的 OD 平

均值中, 以第三水平最大, 所以第三水平最好。第三、四

列因素 C 和 D( 溶剂浓度和料液比) 的极差仅次于因素

B, 其四水平中分别为第二和第一水平为最佳条件。第一

列因素 A( 提取时间 ) 的极差明显小于因素 B、C、D, 所

以对实验指标的影响远小于 B、C、D。以上分析可以得

出如下结论: 各因素对实验指标的影响按大小排列分别

为: B> D> C> A, 在实验设计的范围内 , 最好的实验方

案为 : A3B3C2D1, 即提取温度为 60 ℃ , 料液比为 1:7, 提

取液浓度为 70 %, 提取时间为 2 h。分析得出的最好方

案在已经做过的 16 次实验中没有出现, 与它比较接近

的是 No.12 实验, 在实验 No.12 中影响最大的因素 B、D

均处于最好的水平 , 因素 C 也处于较好的水平 , 影响较

小的因素 A 稍差, 说明找出的优化方案符合实际。为了

确认正交实验的较优组合生产条件的再现性, 最后还进

行了优化组合 A3B3C2D1 的验证实验 , 即提取条件为 : 提

取时间 2 h, 提取温度 60 ℃, 提取液浓度为 70 %, 液料

比为 1∶7, 测得的吸光度为 0.689, 大于 No.12 实验结果。

更加说明正交实验中的最好条件是正确的。因此, 在该

条件下提取液中原花青素含量最高, 提取效果最佳。

2.4 原花青素的 HPLC 分析

在相同的色谱条件下, 分别测得提取所得低聚原花

青素和原花青素标准样品的 HPLC 图谱, 分别见图 2 和

图 3。由图 2 可知 , 原花青素标准品在上述色谱条件下

图 1 提取剂对提取的影响

!"# $%&’($%)*+,-#
!"! "#! $%! &’! ()*! +,-.! /01%!
2! 34 567! 84 ! 9 :! 2;3! 2! 2<8=>!
9! 34 567! 84 ! 9 :! 2;3! 9! 4<28=!
?! 34 567! 84 ! 9 :! 2;3! ?! 4<4@9!
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图 3 提取原花青素色谱图

可得到 4 个明显的谱带, 而我们按照最佳提取条件所提

取的低聚原花青素粗产品在相同检测条件下可得到 3

个与标准品相匹配的谱带(见图 3), 由此可以看出 , 我们

所提取的原花青素与原花青素标准品成分基本一致, 这

也为原花青素的进一步分离纯化打下了基础。

3 结论

3.1 原花青素遇热不稳定 , 在提取的系列操作中容易

被氧化, 应尽量在低温、真空的环境下完成。

3.2 以刺葡萄籽为原料 , 对其原花青素的提取条件进

行了探讨 , 结果表明 , 乙醇是一种经济、安全、提取效率

较高的提取剂。

3.3 根据正交实验结果得原花青素最佳提取方案 : 提

取温度为 60 ℃, 提取时间为 2 h, 提取剂为 70 %乙醇 ,

料液比( w/v) 为 1∶7, 提取次数为 2 次。

3.4 根据 HPLC 分析结果 , 可知在最佳提取条件下提

取的低聚原花青素粗产品与原花青素标准品的成分基

本一致 , 为我们进一步分离、纯化低聚原花青素提供了
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图 2 原花青素标准品色谱图

陕西太白酒业加强员工培训
本刊讯: 陕西太白酒厂销售收入由 1997 年的 2000 多万元增长到去年的 3.58 亿元 , 实现利税也增长了 25 倍。企业为何会出现如此

大的飞跃? 公司董事长张吉焕总结道 : 企业的兴衰成败取决于人 , 我们这十年时间里抓职工培训从不间断 , 职工综合素质的提高为企业的

快速发展奠定了可靠的基础。

地处眉县金渠镇的太白酒业公司 , 位置相对偏僻 , 信息相对封闭 , 自 1998 年以来 , 公司每年至少举办二期“市场营销”、“企业管理”等

主题的培训班 , 到现在已举办了 20 多期。这些培训班的举办使广大干部职工开阔了眼界 , 活跃了思维 , 提升了素质。为企业不断进行创新

提供了保障 , 企业也从小到大 , 由弱到强 , 连续 9 年实现跨越式发展 , 跃入全国白酒行业百强的前 40 多名 , 企业先后获得中国优质酒 , 中

国历史文化名酒 , 世界历史文化名酒 , 中国商业名牌企业 , 中国白酒工业百强企业 , 全国酿酒行业百名先进企业 , 全国守合同重信用企业 ,

全国质量效益型先进企业 , 陕西中华老字号企业等荣誉称号 , 今年一季度 , 公司实现销售收入 8200 万元 , 同比增长 39.8 % , 实现利税

1757 万元 , 同比增长 46 %。

为了使职工的学习和培训规范化、常态化 ,“五一”前夕他们专门成立了公司培训学院 , 恰逢首期特训班开学之际 , 中国商业联合会何

济海会长专程来到陕西省太白酒业责任有限公司调查研究 , 他深情寄语公司正在培训的职工 , 一定要加强学习 , 在工作中勇挑重担、吃苦

耐劳 , 以感恩之心为企业服务 , 商贸企业一定要崇尚诚信 , 诚信为本才能做大做强企业。( 江源)
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