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摘 要: 为提高紫米原花青素的得率，本文采用超声波－微波协同提取紫米中原花青素，以单因素实验为基础，根据中

心组合( Box－Behnken) 实验设计，采用四因素三水平对主要影响因素进行优化，得到超声波－微波协同提取紫米中原

花青素最佳工艺条件为乙醇体积分数 50%，液料比 22 mL /g，超声功率 400 W，超声时间 33 min，微波功率 350 W，微波

时间 3.3 min，紫米中原花青素得率 7.09% ±0.01%。
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原花青素主要是多酚类物质，是由黄烷－3－醇和

黄烷－3，4－二酚的配位缩合或聚合而成的低聚或多

聚物，可以有效清除人体内产生的活泼自由基［1－4］。
原花青素在植物体的组织内广泛存在，从化学组成

分析，它是一种聚合体，聚合单体是儿茶素或表儿茶

素，聚合单体数目不等［5－7］。聚合后聚合体官能团差别

较大，进而引起其活性的差异，其中抗氧化性与聚合度

成反比［8］。原花青素在化妆品、医药等领域有广泛的

应 用，可 强 化 动 脉、静 脉 和 毛 细 血 管，有 效 清 淤 化

肿［9－13］，加快毛细血管血液流动速度，减少毛细血管阻

力，改善血管渗透性，从而提高组织细胞新陈代谢过

程，使组织器官吸收养分和排除废弃物更加自由［14－17］。
超声波是频率高于 20 kHz 不引起听觉的弹性

波。超声波产生的热效应、机械作用、空化效应可以

缩短反应时间，提高反应产率，降低反应条件。微波

是频率介于 300 MHz～300 GHz 之间的电磁波，具有

穿透力强、选择性好、加热效率高等特点［18］。原花青

素提取方法有溶剂法、超声提取法、超临界提取法、
酶提取法。单纯利用超声波或者微波提取原青花素

已经有相关研究但是得率不是太高［19－21］。超声－微

波协同作用对于化学反应、物质提取具有很强的强

化作用，优点是提取时间短、温度一般较低、收率高，
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但是目前对超声－微波协同提取紫米中原花青素的

工艺的研究尚未见报道。
本研究以云南墨江紫米为研究对象，利用超声

波－微波协同作用强化紫米中原花青素提取工艺，以

单因素实验为基础，研究了超声功率、超声时间、微

波功率、微波时间、液料比等影响因素对紫米中原花

青素得率的影响，采用响应面法优化了超声波－微波

协同作用强化紫米中原花青素提取工艺。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

紫米 云南墨江; 无水乙醇 分析纯，天津市大

茂化学试剂厂; 甲醇 分析纯，天津市大茂化学试剂

厂; 硫酸 分析纯，天津市大茂化 学 试 剂 厂; 香 草

醛 分析纯，天津市大茂化学试剂厂; 原花青素标准

品 纯度 99.9%，天津市大茂化学试剂厂。
JYD－650 型超声波发生器 上海之信仪器有限

公司; WD900G 型格兰仕家用微波炉 佛山市顺德

区格兰仕微波炉电器有限公司; T6 新型紫外－可见

分光光度计 北 京 普 析 通 用 仪 器 有 限 责 任 公 司;

HH－S4 型恒温水浴锅 北京市长风仪器仪表公司;

FW80 型高速万能粉碎机 天津市泰斯特仪器有限

公司; TP－A100 型电子天平 金坛市国旺实验仪器

厂; AＲ1140 型离心机 上海安亭科学仪器厂。

1.2 实验方法
1.2.1 原花青素标准曲线的绘制 准确称取一定质

量的原花青素标准品，用甲醇溶解并定容于 100 mL
容量瓶中，依次配制浓度分别为 1、0.9、0.8、0.7、0.6、
0.5 mg /mL 的原花青素做标准溶液。利用香草醛－盐

酸法［22］测定其吸光度，绘制标准曲线，标准曲线方

程: y = 0.4514x－0.0356，Ｒ2 = 0.9996。
1.2.2 紫米中原花青素提取工艺 紫米用粉碎机粉

碎后过 60 目筛，在 40 ℃环境下干燥使其水分含量低

于 10%，并储存于－20 ℃ 环境下备用。称取一定质

量紫米粉，按一定液料比( 即乙醇溶液与紫米粉体积

质量比) 加入乙醇水溶液，在设定的乙醇体积分数、
超声功率、超声时间、微波功率、微波时间下恒温搅

拌浸提，首先经过超声波处理，再进行微波处理，抽

滤，保存滤液。
1.2.3 紫米中原花青素得率的测定

1.2.3.1 紫米样品中原花青素浓度的测定 首先，利

用香草醛—盐酸法［19］测定其吸光度，具体如下: 精确

量取 0.5 mL 试样液缓慢放入 10 mL 的试管中，然后

加入 2.5 mL 的 1%香草醛－甲醇的溶液和 2.5 mL 的

30%浓盐酸－甲醇的溶液，并在 30 ℃ 水浴避光环境

中反应 20 min，以 0.5 mL 的甲醇代替样液做为空白

对照实验，在 500 nm 波长处测定其吸光度，记录实

验测量的吸光度。再根据测得的原花青素标准曲线

方程，确定紫米样品中原花青素浓度。
1.2.3.2 紫米中原花青素得率计算 精密吸取紫米

中原花青素提取溶液 1.0 mL，按 1.2.3.1 方法进行操

作并测定吸光度［14］，每个实验重复三次。按以下公

式计算得率:

紫米中原花青素得率 Y ( % ) =［VCn / ( 1000 ×

W) ］× 100
式中，V: 提取液体积( mL) ; C: 提取液中紫米原

花青素浓度( mg /mL) ; n: 提取液稀释倍数; W: 紫米

粉质量( g) 。
1.2.4 单因素实验设计 以乙醇体积分数、液料比、
超声功率、超声时间、微波功率、微波时间为影响因

素，考察其对紫米原花青素得率的影响。乙醇体积

分数变化范围 30%、40%、50%、60%、70%，液料比

变化范围 10、15、20、25、30 mL /g，超声波功率变化范

围 300、350、400、450、500 W，超声时间变化范围 20、
30、35、40、45 min，微波功率变化范围 250、300、350、
400、450 W，微波时间变化范围 1、2、3、4、5 min。
1.2.5 响应面实验设计 在单因素实验的基础上，

选取得率为响应值 Y，液料比( X1 ) ，超声时间( X2 ) ，

微波功率( X3 ) ，微波时间( X4 ) 的变化因素，根据 Box
－Benhnken 的实验设计原理，通过 SAS 软件对实验

数据进行回归分析，确定最佳工艺。根据单因素实

验结果，设计 4 因素 3 水平的响应面优化实验如下表

1 所示。

表 1 响应面因素和水平

Table 1 The factor and level of the response surface

水平

因素

X1 液料比

( mL/g)

X2 超声时间

( min)

X3 微波功率

( W)

X4 微波时间

( min)

－1 10 20 300 1
0 20 30 350 3
1 30 40 400 5

1.3 对照实验
超声提取: 乙醇体积分数 50%，液料比 22 mL /g，

超声功率 400 W，超声时间 33 min 工艺条件下做三

次平行实验。
微波提取: 在乙醇体积分数 50%，液料比 22 mL/g，

微波功率 350 W，微波时间 3.3 min 工艺条件下做三

次平行实验。
超声－微波协同提取: 在超声－微波协同最优工

艺条件下做三次平行实验。

1.4 数据统计分析
响应面实验设计与数据处理采用 SAS 9.2 软件

处理数据; 单因素实验数据图表处理采用 EXCEL
2003 软件处理。

2 结果与分析
2.1 超声波－微波协同提取紫米原花青素工艺单因

素实验
2.1.1 乙醇体积分数对得率的影响 由图 1 可以看

出，得率随乙醇体积分数增加逐步增大，体积分数为

50%时得率达到 6.94%，超过 50% 后得率开始降低，

降低趋势平缓。原因可能是原花青素为极性化合

物，易溶于极性溶剂，乙醇的加入提高了溶液的极

性，有利于原花青素的提取，但是有机溶剂渗透性

差，需要水作为传质剂，因此乙醇溶度不宜过高，太

高会导致传质性降低，不利于原花青素的提取。因

此，选择适宜乙醇体积分数为 50%。
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图 1 乙醇体积分数对得率的影响

Fig.1 Effects of ethanol volume fraction on the extraction

2.1.2 液料比对得率的影响 由图 2 可以看出得率

随液料比的增大，呈现上升趋势，液料比为 20 时得

率为 6.96%，液料比继续增大，得率不再增加反而开

始降低，降低趋势较大。液料比越大，紫米中原花青

素与乙醇溶液的浓度差越大，越容易析出，但是液料

比太大，单位体积提取液受到的超声波的热效应、机
械作用、空化效应与微波的穿透力、选择性、加热效

率都会降低，不利于原花青素的提取。因此，在响应

面优化实验过程中对液料比进行进一步优化，优化

范围为 10～30 ( mL /g) 。

图 2 液料比对得率的影响

Fig.2 Effects of liquid－solid on the yield

图 3 超声功率对得率的影响

Fig.3 Effects of ultrasound power on the yield

2.1.3 超声功率对得率的影响 由图 3 可知，在超声

波功率逐步增大趋势下，得率呈上升趋势，超声功率

400 W 时得率为 6.95%，超声功率继续增大，得率不

再有明显上升趋势，趋于平缓，超声波与介质相互作

用时，超声波功率起决定性作用。一般情况下随超

声波功率增加，空化作用变得强烈，得率增加，但是

功率太大会造成原花青素的降解，从而得率降低。
考虑实验条件等综合因素，超声波－微波协同提取紫

米原花青素最佳工艺中超声功率 400 W 为最佳工艺

条件。
2.1.4 超声时间对得率的影响 由图 4 可以看出，随

超声时间的增加，得率逐步增大，时间达到 30 min 得

率最大为 6.95%，时间再增加，得率开始缓慢下降，

降低趋势较大。因为超声时间太长，有效成分降解

或被超声波破坏，同时杂质可随有效成分一起被提

取出来，而且超声时间越长，杂质含量越高，得率降

低越快。因此，在响应面优化实验过程中对超声时

间进行进一步优化，优化范围为 20～40 min。

图 4 超声时间对得率的影响

Fig.4 Effects of ultrasound time on the yield

2.1.5 微波功率对得率的影响 由图 5 可知，微波功

率增大的情况下得率逐步增大，微波功率为 350 W
时得率为 6.93%，微波功率继续增大，得率开始缓慢

下降，且降低趋势较大。因为微波功率越大产生的

热效应越高，提高原花青素分子动能，得率会增大，

但是微波功率过大产生过多热效应将使原花青素降解

加速，因此得率降低。在响应面优化实验过程中对微

波功率进行进一步优化，优化范围为 300～400 W。

图 5 微波功率对得率的影响

Fig.5 Effects of microwave power on the yield

2.1.6 微波时间对得率的影响 由图 6 可以看出，得

率随微波时间的增加而增大，微波时间为 3 min 时得

率为 6.96%，时间再增加得率变小，降低趋势较大。因

为微波时间的增加造成热量的积累，开始有利于原花

青素分子的析出，但是温度过高，造成分子结构的破

坏，造成得率下降。因此，在响应面优化实验过程中对

微波时间进行进一步优化，优化范围为 1～5 min。

2.2 响应面优化超声波－微波协同提取紫米原花青

素工艺
2.2.1 响应面实验

2.2.2 响应面优化工艺回归方程建立 通过单因素
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图 6 微波时间对得率的影响

Fig.6 Effects of microwave time on the yield

实验结果可以看出影响因素中乙醇体积分数、超声

表 2 响应面实验方案及实验结果

Table 2 The response surface experiment scheme and experimental results

实验号 X1 X2 X3 X4 Y 编号 X1 X2 X3 X4 Y
1 － 1 － 1 0 0 5.94 15 0 1 － 1 0 6.44
2 － 1 1 0 0 6.38 16 0 1 1 0 6.22
3 1 － 1 0 0 6.36 17 － 1 0 － 1 0 6.07
4 1 1 0 0 6.37 18 － 1 0 1 0 6.21
5 0 0 － 1 － 1 6.26 19 1 0 － 1 0 6.32
6 0 0 － 1 1 6.35 20 1 0 1 0 6.42
7 0 0 1 － 1 6.33 21 0 － 1 0 － 1 6.12
8 0 0 1 1 6.57 22 0 － 1 0 1 6.38
9 － 1 0 0 － 1 6.14 23 0 1 0 － 1 6.54
10 － 1 0 0 1 6.48 24 0 1 0 1 6.53
11 1 0 0 － 1 6.52 25 0 0 0 0 7.06
12 1 0 0 1 6.53 26 0 0 0 0 7.07
13 0 － 1 － 1 0 5.91 27 0 0 0 0 7.06
14 0 － 1 1 0 6.34

功率为 50%、400 W 时得率最大，再增加得率变化不

再明显，同时考虑实际实验条件，确定最优条件下乙

醇体积分数、超声功率为 50%、400 W。
选取得率为响应值 Y，液料比( X1 ) ，超声时间

( X2 ) ，微波功率( X3 ) ，微波时间( X4 ) 为自变因素，根

据 Box－Benhnken 的实验设计原理，设计四因素三水

平的响应面实验( 见表 2) ，实验结果见表 3。通过拟

合回归处理数据得到拟合函数模型:

Y = 7.063333 + 0.108333X1 + 0.119167X2 +
0.061667X3 + 0.0775X4 － 0.38625X1

2 － 0.1075X1X2 －
0.01X1X3 － 0.0825X1X4 － 0.4125X2

2 － 0.1625X2X3 －
0.0675X2X4 －0.42375X3

2 + 0.0375X3X4 －0.26X4
2

由回归结果看出，函数模型 Ｒ2 = 99.73%，说明模

型计算值和实验值拟合度高，模型确定的方程预测超

声波－微波协同提取紫米原花青素得率最大值是可信

的。由回归方程的方差分析结果可以看出液料比

( X1 ) ，超声时间( X2 ) ，微波功率( X3 ) ，微波时间( X4 )

四个影响因素影响程度 X2 ＞ X1 ＞ X4 ＞ X3，影响因素之

间的交互影响 X1X3 不显著，其余项影响极显著。
2.2.3 各因素交互作用分析 由图 7 可知，响应面坡

度比较陡峭，说明 X1 液料比和 X2 超声时间对紫米

中原花青素的得率的影响较大。在 X1 液料比 9 ～

表 3 回归分析结果

Table 3 The regression analysis results

差异
来源

自由度 平方和 均方 F 值 Pr ＞ F

X1 1 0.140833 0.140833 275.9184 ＜ 0.0001
X2 1 0.170408 0.170408 333.8612 ＜ 0.0001
X3 1 0.045633 0.045633 89.40408 ＜ 0.0001
X4 1 0.072075 0.072075 141.2082 ＜ 0.0001
X2

1 1 0.795675 0.795675 1558.873 ＜ 0.0001
X1X2 1 0.046225 0.046225 90.56327 ＜ 0.0001
X1X3 1 0.0004 0.0004 0.783673 0.3934
X1X4 1 0.027225 0.027225 53.33878 ＜ 0.0001
X2

2 1 0.9075 0.9075 1777.959 ＜ 0.0001
X2X3 1 0.105625 0.105625 206.0388 ＜ 0.0001
X2X4 1 0.018225 0.018225 35.70612 ＜ 0.0001
X2

3 1 0.957675 0.957675 1876.261 ＜ 0.0001
X3X4 1 0.005625 0.005625 11.02041 0.0101
X2

4 1 0.360533 0.360533 706.351 ＜ 0.0001
模型 14 2.233942 0.159567 312.6216 ＜ 0.0001

失拟项 10 0.006058 0.000606 18.175 0.0853
误差 12 0.006125 0.00051
总和 26 2.240067 Ｒ2 = 99.73%

27 mL /g、X2 超声时间 18 ～36 min 的范围内存在极

值，两因素对得率的交互作用显著。
原因在于液料比越大得率越高，而在一定液料

比下超声时间越长，得率会降低，因此 X1 液料比和

X2 超声时间对紫米中原花青素的得率交互影响作用

显著。
由图 8 可知，X1 液料比和 X4 微波时间对紫米中

原花 青 素 的 得 率 的 影 响 较 大。在 X1 液 料 比 9 ～
27 mL /g、X4 微波时间 0.9～4.5 min 的范围内存在极

值，两因素对得率的交互作用显著。原因在于液料

比越大微波时间越长，得率越高，一定液料比下微波

时间越长得率会下降，因此 X1 液料比和 X4 微波时
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图 7 X1 和 X2 交互作用影响得率的响应面图

Fig.7 Ｒesponse surface graphs showing the
interactive effects of X1 and X2 on the extraction

图 8 X1 和 X4 交互作用影响得率的响应面图

Fig.8 Ｒesponse surface graphs showing the
interactive effects of X1 and X4 on the extraction

间对紫米中原花青素的得率交互影响作用显著。
由图 9 可知，X2 超声时间和 X3 微波功率对紫米

中原花青素的得率的影响较大。在 X2 超声时间 18～
36 min、X3 微波功率 270～360W 的范围内存在极值，

两因素对得率的交互作用显著。原因在于微波功率

越大得率越高，一定微波功率下超声时间越长得率

会降低。

图 9 X2 和 X3 交互作用影响得率的响应面图

Fig.9 Ｒesponse surface graphs showing the
interactive effects of X2 and X3 on the extraction

由图 10 可知，X2 超声时间和 X4 微波时间对紫

米中原花青素的得率的影响较大。在 X2 超声时间

18～36 min、X4 微波时间 0.9～4.5 min 的范围内存在

极值，两因素对得率的交互作用显著。原因在于微

波时间、超声时间越长越有利于原花青素提取，但是

过长微波时间、超声时间造成原花青素的结构变化，

会导致得率降低。

图 10 X2 和 X4 交互作用影响得率的响应面图

Fig.10 Ｒesponse surface graphs showing the
interactive effects of X2 and X4 on the extraction

图 11 X3 和 X4 交互作用影响得率的响应面图

Fig.11 Ｒesponse surface graphs showing the
interactive effects of X3 and X4on the extraction

2.2.4 响应面优化工艺实际验证实验 对经过响应面

优化得到的数学回归方程进行求极大值，得到 X1 为

22 mL /g，X2 为 33 min，X3 为 350 W，X4 为 3.3 min，得

率预测最大值为 7.09%。根据响应面优化结果和综

合因素影响得到超声波－微波协同提取紫米原花青

素最佳工艺是: 乙醇体积分数 50%，液料比22 mL /g，

超声功率 400 W，超声时间 33 min，微波功率 350 W，

微波时间 3.3 min。在最优条件下进行 3 次实验，实

验结果表明得率为 7.09% ± 0.01%，与数学模型求极

值得到数值相差很小，同时证明得到的数学回归拟

合模型可信度很高。
2.2.5 对照实验结果 采用超声波与微波单独提取

紫米中的原花青素，得率远低于超声波－微波协同提

取的得率，如图 12 所示。

图 12 微波、超声波、超声波微波协同处理得率

Fig.12 The yield of ultrasonic wave、microwave
and ultrasonic microwave processing together
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3 结论
本实验利用超声波－微波协同提取了紫米中原

花青素，在单因素实验的基础上，通过响应面 Box－
Benhnken 实验设计与响应面分析对超声波－微波提

取紫米中原花青素工艺进行优化，得到了最佳工艺:

乙醇 体 积 分 数 50%，液 料 比 22 mL /g，超 声 功 率

400W，超声时间 33 min，微波功率 350W，微波时间

3.3 min，得率 7.09%。实验证明超声波－微波协同提

取紫米中原花青素的工艺是可行的。对比实验证

明，超声波－微波协同提取紫米中原花青素与单纯利

用超声波与微波提取紫米中原花青素相比，得率分

别提高 2.72%、4.72%。
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