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葡萄籽粗多糖的超声波提取工艺优化及
抗氧化活性

王 强， 赵 欣

(重庆第二师范学院生物与化学工程系，食品安全与营养研究所，重庆 400067)

摘  要：以葡萄籽为原料提取粗多糖(GSCPs)，在单因素试验的基础上，通过响应面法优化超声波辅助提取GSCPs

工艺，并建立回归模型；同时研究GSCPs的组成、分子质量分布和抗氧化活性。结果表明：最佳提取工艺为蒸馏水

与葡萄籽液料比41:1(mL/g)、超声功率105W、超声温度56℃、超声时间37min，在此条件下GSCPs得率为2.37%。

GSCPs分子质量分布较广，清除DPPH自由基实验揭示了GSCPs具有较高的抗氧化活性。
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Abstract：Based on one-factor-at-a-time experiments, response surface methodology was used to optimize the ultrasonic-

assisted extraction of crude polysaccharides from grape seed (GSCPs). The composition, molecular size distribution and 

antioxidant activity of GSCPs were further investigated. The optimal extraction conditions were obtained as follows: 

liquid/solid ratio 41:1, ultrasonic power, 105 W, extraction temperature 56 ℃ and 37 min of extraction time. Under these 

conditions, the yield of GSCPs was 2.37%. The result showed that GSCPs were distributed in a wide molecular size range. 

DPPH free radical scavenging assay revealed high antioxidant activity of GSCPs.
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葡萄，葡萄科(Cucurbitaceae)，葡萄属(Cucurbita)，

是仅次于柑橘之后的世界第二大水果，含有多酚、矿物

质、维生素等生物活性成分[1-2]，是一种优质的功效成分

提取资源。国内外研究表明[3-5]，葡萄提取物对预防心血

管疾病和抑制肿瘤生长等具有显著的疗效，葡萄提取物

备受人们重视。现代营养学的研究表明葡萄中的活性多

糖具有抑菌和抗氧化等功能，多糖研究已成为当前医药

和食品领域研究与开发的热点[6-8]。

据联合国粮食与农业组织(FAO)统计2004年全球葡萄

总产量约6500万t，其中约71%用来酿酒，产生的副产物

皮渣等占到总加工量的20%[9-10]。在我国80%的葡萄用于

酿酒，酿酒产生约25%(m/m)的皮渣，其中20%～26%是

葡萄籽，因此，利用酿酒皮渣可以增加商品附加值[11-12]。

但目前食品行业对葡萄籽资源的利用十分有限，若将这

些废弃的葡萄籽作为生产粗多糖的原料，可以提高原料

利用率，同时产生大量的优质活性多糖。本实验运用响

应曲面法进行超声波提取葡萄籽粗多糖的最佳工艺研

究，分析各因素对提取效果的影响，并对最终粗多糖的

化学组成、分子质量分布和抗氧化活性等进行评价，对

于葡萄籽粗多糖的科学研究、引导葡萄籽产业发展、指

导消费及宣传具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)  美国Sigma-

Aldrich公司；Dextrans系列标样(T-10、T-40、T-70、

T-500)、Sephadex-G150 瑞典Pharmacia公司；VC 
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成都科龙化工试剂厂；双蒸水、所用溶液均自行配制；

MD44-14型号透析袋 美国Union Carbide公司；其他化

学试剂均为国产分析纯。

DHG-9240A电热恒温鼓风干燥箱、DK-8D三孔电热

恒温水槽 上海齐欣科学仪器有限公司；超声波 宁

波新芝生物科技有限责任公司；UV-2450紫外-可见分光

光度计 日本岛津公司；凝胶色谱柱(1.6cm×100cm)、

恒流泵、自动部分收集器 上海华美化学仪器厂；冷冻

离心机 美国贝克曼公司；LSC真空冷冻干燥机 德

国Martin Christ公司；NDJ-1型旋转式黏度计 上海菁海

仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 提取葡萄籽粗多糖

1.2.1.1 原料预处理

原料清洗、去除杂质；将葡萄籽干燥置于电热恒温

鼓风干燥箱(65℃)干燥至水分含量8%(烘箱法测定)；粉碎

机粉碎，过60目筛。用95%的乙醇40℃热处理2次，每次

1h，以除去单糖、低聚糖和色素等小分子物质的干扰，

同时灭酶活以防止在超声波提取过程中粗多糖的降解。

抽滤、干燥，即得到预处理葡萄籽粉原料。

1.2.1.2 超声波辅助提取葡萄籽粗多糖

预处理后的葡萄籽粉于设定条件 (蒸馏水与葡萄

籽液料比：10 :1～50 :1 (mL/g，下同 )；超声功率：

70～110W；温度：30～70℃；超声时间：10～50min)

热水提取2次，离心(3000r/min，10min)后合并上清液，

95%乙醇、100%乙醇和丙酮分别处理，4℃放置24h后离

心(3000r/min，10min)，溶解，Sevag方法脱蛋白[13]，透

析(采用透析袋透析)后真空冷冻干燥，即得葡萄籽粗多糖

(GSCPs)；GSCPs得率按式(1)计算。

GSCPs得率/%=提取的粗多糖质量/原料干质量×100 (1)

1.2.2 单因素和响应面试验设计

单因素固定条件为：液料比20:1、超声功率80W、

超声温度40℃、超声时间25min。在单因素试验的基础

上，选取液料比、超声功率、超声温度、超声时间为自

变量，GSCPs得率为响应值(Y)，根据Box-Behnken 试验

设计原理，进行四因素三水平的响应面分析试验。通过

Design-Expert 7.1.6软件(STAT-EASE Inc., Minneapolis，

USA)对试验数据进行回归分析，实验结果通过多元回归

分析方法来拟合多元二次方程。

1.2.3 GSCPs组成分析

以葡萄糖为标样，采用苯酚-硫酸法测定总糖含量，

具体参考方法见文献[14]；蛋白质含量测定参考AOCS Ba 

4a-38方法[15]，灰分含量测定参考AOAC 942.05方法[16]；采

用NDJ-1型旋转式黏度计测定GSCPs的相对黏度，GSCPs

溶液质量浓度为10mg/mL(25℃)[17]。

1.2.4 GSCPs分子质量分析

采用凝胶过滤色谱法测定GSCPs分子质量。分别

将已知分子质量(MW)的DextranT-10、DextranT-40、

DextranT-70、DextranT-500(相对分子质量分别为1万、4

万、7万、50万)溶解于蒸馏水中，质量浓度为2mg/mL。

上Sephadex G-150凝胶柱(1.6cm×100cm)，以纯水洗脱，

上样量1mL，流速24mL/h，自动部分收集仪收集洗出

液，用苯酚-硫酸法于490nm波长处检测葡聚糖，根据洗

脱体积求得相对分子质量标准曲线。以相同的条件将样

品上柱，根据洗脱体积，求得分子质量[18]。

1.2.5 GSCPs清除DPPH自由基的测定

参照文献方法Liu等[19]进行，将DPPH溶液1mL(10–4mol/L，

95%乙醇)与不同质量浓度(0～0.80mg/mL)的样品和对照

品(VC)溶液3mL混匀后于波长517nm处测定吸光度Ai，同

时，将DPPH溶液1mL与样品空白3mL混匀后测定吸光度

Ac，将不同质量浓度的样品溶液3mL与95%乙醇1mL混匀

后测定吸光度Aj，按式(2)计算DPPH自由基清除率。

DPPH自由基清除率/%＝(1－
Ai－Aj

Ac
)×100 (2)

1.2.6 数据统计分析

采用S P S S  1 5数据处理软件，各组数据结果均

以 x±s (n=3)表示，并进行方差分析，LSD法多重比

较，P＜0.05为差异具有显著性。

2 结果与分析

2.1 提取参数对GSCPs提取效果的影响

液料比是影响粗多糖提取效果的一个重要因素，根

据传质速率理论，主要表现在影响固相体和液相体之间

的浓度差。
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图 1 液料比(A)、超声功率(B)、超声温度(C)、超声时间(D)对

GSCPs提取效果的影响

Fig.1 Effect of water/raw material ratio (A), ultrasonic power (B), 

ultrasonic temperatures (C) and ultrasonic times (D) on yield of GSCPs

由图1A可知，随着液体比例的增加，GSCPs得率逐

渐从0.94%增加到1.82%，当液料比超过40:1时，GSCPs

得率增大不显著。由图1B可知，随着超声功率的增

大，GSCPs得率先增大后降低，当超声功率为100W时

GSCPs得率达到最大值1.91%，当超声功率继续增加时，

GSCPs得率降低，其可能原因是在较高的功率条件下，

粗多糖发生降解。由图1C可知，在超声温度30～40℃范

围，GSCPs得率增加不显著，之后随着超声温度增加，

GSCPs得率呈逐渐增大的趋势。但当超声温度超过60℃

时，GSCPs得率增加不显著。超声时间对GSCPs得率的

影响与超声温度较为相似，如图1D所示。

国内外研究发现，超声波辅助提取粗多糖比传统

水提的效果更好。一方面，原因可能是超声波辅助处理

提高了粗多糖提取的效率；另一方面，超声波辅助处理

破坏了原料细胞壁组织，促使水溶性多糖与纤维素、蛋

白质等的连接健断裂，转变为可溶性多糖，加速了多糖

的溶出[20-21]。故本研究把液料比35:1～45:1、超声功率

95～105W、超声温度55～65℃、超声时间35～45min作

为响应面试验的考察范围。

2.2 响应面提取葡萄籽粗多糖工艺的优化

2.2.1 数学模型的建立与检验

利用Design-Expert软件中的Box-Behnken试验设计，

以A料液比、B超声功率、C超声温度、D超声时间作四因

素三水平试验设计，可获得GSCPs得率(Y)的试验设计及

结果见表1。对表1中数据进行统计分析，可建立如下二

次回归方程：

Y=2.22＋0 .072A＋0 .097B－0 .15C－0 .025D－

0.067AB＋0.077AC－0.17AD－0.13BC－0.075BD＋

0.050CD－0.18A2－0.10B2－0.18C2－0.13D2

表 1 响应面分析方案及试验结果

Table 1 Experimental design and results of response surface 

methodology

试验号 A液料比(mL/g) B超声功率/W C超声温度/℃ D超声时间/min Y GSCPs得率/%
1 －1(35:1) －1(95) 0(60) 0(40) 1.71
2 1(45:1) －1 0 0 1.99
3 －1 1(105) 0 0 2.05
4 1 1 0 0 2.06
5 0(40:1) 0(100) －1(55) －1(35) 2.21
6 0 0 1(65) －1 1.68
7 0 0 －1 1(45) 2.06
8 0 0 1 1 1.73
9 －1 0 0 －1 1.71
10 1 0 0 －1 2.19
11 －1 0 0 1 1.96
12 1 0 0 1 1.76
13 0 －1 －1 0 1.79
14 0 1 －1 0 2.29
15 0 －1 1 0 1.82
16 0 1 1 0 1.79
17 －1 0 －1 0 1.99
18 1 0 －1 0 1.98
19 －1 0 1 0 1.58
20 1 0 1 0 1.88
21 0 －1 0 －1 1.85
22 0 1 0 －1 2.14
23 0 －1 0 1 1.99
24 0 1 0 1 1.98
25 0 0 0 0 2.08
26 0 0 0 0 2.23
27 0 0 0 0 2.24
28 0 0 0 0 2.29
29 0 0 0 0 2.25

表 2 粗多糖得率回归方程方差分析表

Table 2 Analysis of variance of regression equations

方差来源 自由度 平方和 均方 F值 P值
模型 14 1.12 0.08 18.99 ＜0.0001

A 1 0.06 0.06 14.66 0.0018

B 1 0.11 0.11 26.67 0.0001

C 1 0.28 0.28 67.10 ＜0.0001

D 1 7.50×10–3 7.50×10–3 1.78 0.2030

AB 1 0.02 0.02 4.33 0.0562

AC 1 0.02 0.02 5.71 0.0314

AD 1 0.12 0.12 27.49 0.0001

BC 1 0.07 0.07 16.70 0.0011

BD 1 0.02 0.02 5.35 0.0364

CD 1 0.01 0.01 2.38 0.1453

A2 1 0.20 0.20 47.83 ＜0.0001

B2 1 0.07 0.07 15.76 0.0014

C2 1 0.22 0.22 51.99 ＜0.0001

D2 1 0.10 0.10 24.52 0.0002

残差 14 0.06 4.21×10–3

失拟 10 0.03 3.30×10–3 0.51 0.8233

纯误差 4 0.03 6.47×10–3

合计 28 1.18
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对二次回归方程进行方差分析，结果见表2。Y的A、
B、C、AC、AD、BC、BD、A2、B2、C2、D2均表现出了

显著水平，二次回归方程整体模型极显著，并且失拟项

不显著，该回归模型与实测值能较好地拟合。进一步对

该回归模型进行显著性检验发现，模型Y的决定系数R2和校

正决定系数R2
Adj分别为95.00%和90.00%，均不小于90%，

说明模型相关度很好，P＜0.0001，回归模型极显著。模

型失拟项表示模型预测值与实际值不拟合的概率[19]，表2

中，失拟项P＞0.05，不显著，因此证明该模型可以充分

地解释响应中的变异，模型拟合度良好。

2.2.2 响应面分析和优化参数的优化与验证

为了考察交互项对GSCPs得率的影响，在其他因素

条件固定为0水平时，考察交互项对GSCPs得率的影响，

对模型进行降维分析。经Design-Expert 7.1.6软件分析，

所得的响应面图见图2。

Design-Expert软件分析结果表明，回归模型存在稳

定点编码值(0.146, 1.000, －0.837, －0.661)，稳定点的特

征值表明稳定点为最大值点，即液料比41:1、超声功率

105W、超声温度56℃、超声时间37min时，GSCPs得率

达到最大值(2.37%)。用此最优提取条件进行验证，得到

GSCPs得率为(2.41±0.11)%，与理论值较为接近，表明

数学模型对优化GSCPs提取工艺是可行的。
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图 2 粗多糖得率的响应面图

Fig.2 Response surface plots showing the effects water/raw material 

ratio (A), ultrasonic power (B), ultrasonic temperatures (C) and 

ultrasonic times (D) on the yield of crude polysaccharides

2.3 GSCPs化学组成和结构特性
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图 3 超声波辅助提取葡萄籽粗多糖的相对分子质量分布

Fig.3 Molecular size distribution of GSCPs

测定GSCPs的理化组成，结果发现，GSCPs总糖含

量为(73.25±3.79)%，其中含有(3.86±0.17)%蛋白质和

(2.60±0.14)%灰分，GSCPs黏度为(1.51±0.11)Pa·s。
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采用凝胶过滤色谱法测定GSCPs分子质量，如图

3所示。超声波辅助提取GSCPs凝胶柱洗脱曲线主要有

4个洗脱峰，且相对分子质量分布范围很宽，分别为

13.59×104、4.55×104、1.68×104和1.02×104。

2.4 GSCPs清除DPPH自由基活性

自由基是新陈代谢的副产物，在体内稳态平衡失调

的情况下，过多的自由基和活性氧的产生、反应会导致

许多疾病的发生、发展及有机体的衰老。因此，探讨粗

多糖新资源对自由基的清除作用具有重要意义。DPPH在

有机溶剂中是一种稳定的自由基，在517nm波长附近有

强吸收(呈深紫色)。而当有自由基清除剂存在时，DPPH

的孤对电子被配对，其517nm波长吸收消失或减弱，通

过测定吸收减弱的程度，可评价自由基清除剂的活性。

由图4可知，GSCPs清除DPPH自由基的能力与VC较为接

近，揭示了GSCPs具有较高的抗氧化活性。
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图 4 超声波辅助提取GSCPs清除DPPH自由基能力

Fig.4 DPPH free radical scavenging activity of GSCPs

据国内外相关文献报道[3,6,22]，葡萄提取物的生物活

性涉及抗氧化、抑菌、预防心血管疾病及抑制肿瘤生长

等方面。本实验研究发现，GSCPs具有较高的清除DPPH

自由基的能力。基于此，与其他合成抗氧化剂相比，

GSCPs具有较高的清除自由基能力，可用于开发研制抗

衰老的保健食品和辅助药物。

3 结 论

葡萄籽是生产葡萄制品时的副产物，葡萄籽含有大

量的膳食纤维和粗多糖等活性成分，是一种优质的功效

成分提取资源。为提高葡萄籽粗多糖的提取率，本实验

通过超声波辅助提取技术优化了GSCPs提取工艺参数，

测定了其理化组成、分子质量分布和抗氧化活性。结

果表明，最佳提取GSCPs工艺参数为蒸馏水与葡萄籽液

料比41:1、超声功率105W、超声温度56℃、超声时间

37min，在此条件下GSCPs得率为2.37%。此外，GSCPs

分子质量分布较广，清除DPPH自由基实验揭示了GSCPs

具有较高的抗氧化能力。
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