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黑米皮抗氧化活性物质的提取与分离工艺研究
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摘　要: 该研究以总抗氧化能力为活性跟踪指标, 应用正交试验研究了黑米皮抗氧化活性物质的提取条件。结果表明, 黑米
皮抗氧化物提取的最佳浸提条件为: 以黑米皮为材料, 以 60% 乙醇为溶剂, 料液比 1∶4、浸提温度 60℃、浸提时间 4 h。在此
条件下, 一次浸提率达 71. 4% , 二次浸提率达 85% 以上。在去除黑米皮抗氧化提取物中的杂质时, 选用石油醚或正己烷进
行脱脂处理, 对其总抗氧化能力的影响最小。通过静态与动态吸附性能比较, 从 8 种大孔吸附树脂中筛选出对黑米皮抗氧
化活性物质吸附性能最好的树脂为N KA 2II, 其最佳解吸剂为 70% 乙醇溶液。经N KA 2II吸附分离后, 黑米皮抗氧化提取物
的总抗氧化能力提高 4. 00 倍, 总花色苷含量提高 4. 01 倍。
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0　引　言

近 20 年来, 活性氧和自由基研究成为现代生命科
学的热点, 评价和筛选具有强抗氧化活性的天然资源已
成为生物学、医学和食品科学研究的新趋势。黑米作为
重要的优异稻种资源, 因其糙米 (颖果)的果皮和种皮内
富集有天然花色苷类化合物而得名。已有研究表明, 黑
米具有较强的清除自由基和抗氧化作用[ 1- 3 ] , 是开发天
然抗氧化剂的重要来源。从黑米皮中提取抗氧化物质属
于固液浸提过程, 由于该过程受到溶剂、温度、时间、料
液比等多种因素的影响, 优化最佳的因素与水平是提高
黑米皮抗氧化活性物质提取率的基础。

目前对天然产物的分离新方法主要有大孔吸附树
脂法、CO 2 超临界萃取法和高速逆流色谱法等。其中, 大
孔吸附树脂分离法简单易行, 且具有成本低、效率高、稳
定性好和容易再生等特点[ 4, 5 ]。因此, 在分离时, 用大孔
树脂作为吸附剂已成为主流, 广泛应用于天然产物的分
离制备。关于黑色粮油中花色苷的提取分离研究报道主
要集中在提取溶剂、温度和时间的优化以及大孔树脂的
筛选研究方面[ 6- 9 ]。由于黑米皮抗氧化成分除花色苷外
还有其它物质, 且花色苷目前标样较少, 对其定量只能
根据其光谱吸收, 用色价表示相对含量。为此, 本研究首
次以总抗氧化能力 (To ta l an t iox idan t capacity, TA C )

作为评价指标, 优化黑米皮抗氧化提取物的浸提条件,

并筛选合适的大孔吸附树脂及其应用条件, 对提取物进

行柱层析分离, 以获得纯度较高的黑米皮抗氧化提取
物, 为黑米皮的精深加工提供依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料
1) 黑米皮: 以黑米品种“龙锦 1 号”为材料, 用碾米

机碾取占全黑米质量 10% 的黑米皮, 粉碎, 过 40 目筛
备用。

2) 大孔吸附树脂: 共 8 种, 树脂 D 4020、D 3520、
AB 28 (西安深蓝公司) ; 树脂 N KA 2Ê、X25、N KA、
N KA 29、H 1070 (天津南开大学化工厂)。具体型号及物
理参数见表 1。

表 1　吸附树脂的型号及物理特性

T ab le 1　Physical p ropert ies and types of m acropo rous resin s

型号
粒径
ömm

比表面积
öm 2·g- 1

孔径
önm

外观 极性

D 4020 0. 4～ 0. 6 500～ 600 300 乳白色小球 非极性

D 3520 0. 3～ 1. 0 400～ 440 130 乳白色小球 极性

AB28 0. 4～ 0. 6 500～ 600 130～ 140 乳白色小球 非极性

N KA 2Ê 0. 4～ 0. 6 600～ 800 50～ 100 红棕色小球 弱极性

X25 0. 3～ 1. 0 540～ 580 100～ 105 乳白色小球 非极性

N KA 0. 3～ 0. 8 700～ 900 120～ 180 乳白色小球 弱极性

N KA 29 0. 6～ 0. 8 870 20 乳白色小球 非极性

H 1070 0. 3～ 0. 6 1000～ 1100 85～ 95 褐色小球 极性

3) 试剂: TA C 试剂盒 (南京建成生物工程研究
所) ; 其它试剂均为国产分析纯。
1. 2　试验方法
1. 2. 1　黑米皮抗氧化物质浸提工艺正交试验

用黑米皮为材料, 以料液比 (A )、浸提温度 (B )、浸
提时间 (C)和浸提溶剂 (乙醇) 浓度 (D ) 作 4 因素 3 水平
的L 9 (34)正交设计, 因素水平见表 2。
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表 2　黑米皮抗氧化物质浸提条件的因素水平表

T ab le 2　Facto rs and levels of ex tract ion condit ions

fo r an tiox idat ive substances from black rice pericarp

水平 料液比 (A ) 温度 (B) ö℃ 时间 (C) öh 乙醇浓度 (D ) ö%

1 1∶3 40 2 50

2 1∶4 50 4 60

3 1∶5 60 6 70

1. 2. 2　黑米皮抗氧化物质浸提液脱脂试验
取最佳条件下的浸提液 1000 mL , 在低于 60℃下

减压浓缩至 500 mL , 将其置于 1000 mL 分液漏斗中,

分别加入 400 mL 萃取剂 (环己烷、石油醚和甲苯) , 充
分振摇萃取, 静置, 待溶液完全分层后, 放出上层的萃取
液, 下层的浸提液用同法再萃取 2 次, 每次加萃取剂
400 mL , 将 3 次萃取剂合并, 在低于 60℃下减压回收萃
取剂, 得到深棕色粘稠油状物, 下层的浸提液合并, 称为
脱脂浸提液。
1. 2. 3　黑米皮抗氧化物质浸提液大孔吸附树脂的选型
试验

1) 树脂吸附量及解吸率的测定: 准确称取经预处
理后的树脂各 2. 0 g, 置于 250 mL 具塞磨口三角瓶中,
准确加入经石油醚脱脂的浓缩液 (总抗氧化能力用
TA C 1 表示) 100 mL , 将三角瓶置于摇床上振荡, 充分
吸附后, 过滤, 测定滤液中的总抗氧化能力 TA C 2, 按下
式计算树脂的吸附能力 (A b so rp t ion capacity, A C )。

A C = (TA C 1 - TA C 2) ×V öW
式中　A C—— 吸附能力, uõ g - 1; TA C 1—— 起始溶液
TA C , u õ mL - 1; TA C 2— 剩余溶液 TA C , u õ mL - 1;

V —— 溶液体积,mL ; W —— 树脂重, g。
2) 树脂解吸率的测定: 将吸附饱和的树脂滤干后,

置于 250 mL 具塞磨口的三角瓶中, 加入解吸剂, 将三
角瓶置于摇床上振荡, 充分解吸后, 过滤, 测定滤液中的
总抗氧化能力 TA C 3, 按下式计算树脂在室温下的解吸
率 (D eso rp t ion ra t io , D R )。

D R = TA C 3ö(A C ×W ) × 100%

式中 　D R —— 解吸率, % ; TA C 3—— 解吸后滤液的
TA C , u õmL - 1。

3) 静态吸附动力学曲线: 按上述方法测定各树脂
在 t 时刻 ( t = 2, 4, 6⋯⋯16 h)的吸附能力A C t, 以A C t

对 t 作图, 得各树脂的吸附动力学曲线。
1. 2. 4　黑米皮抗氧化物质浸提液 TA C 测定

1) 样品液的制备: 准确取黑米皮抗氧化物质浸提
液样品, 溶于 95% 乙醇 - 1. 5 mo lõL - 1 盐酸 (85ö15,

V öV ) 中, 避光保存备用。
2) TA C 测定: 分别取等浓度和等体积的各样品

液, 按 TA C 测定试剂盒 (南京建成生物工程研究所) 说
明书测定各样品液的 TA C。定义为在 37℃时, 每m in
每mL 各样品液使反应体系的吸光度 (OD ) 值增加
0. 01 为 1 个 TA C 单位 (u) , 即表示为 u·mL - 1。取样及
测定均重复 3 次。

1. 2. 5　黑米皮抗氧化物质浸提液总花色苷含量测定
根据文献[ 3 ]的方法略有修改后进行测定: 取适量

黑米皮提取液溶于 95% 乙醇- 1. 5 m o l·L - 1 HCL 混
合液 (85ö15, V öV ) 10 mL 中, 取上清液于 535 nm 测
OD 值, 重复 3次, 取平均值。以OD = 1 为 1 个总花色苷
单位[ 3 ] , 以每mL 黑米皮提取液所含的总花色苷单位代
表其总花色苷含量, 表示为 u·mL - 1。总花色苷含量=

OD × 10öV 1,V 1—黑米皮提取液体积,mL。
1. 2. 6　黑米皮 TA C 测定

根据文献 [ 3 ]的方法, 取适量黑米皮, 于 95% 乙醇
- 1. 5 m o l·L - 1HCL (85ö15,V öV )混合液中浸提 3 次,

每次 6h, 合并 3 次浸提液, 按 1. 2. 4 的方法测定 TA C。
1. 2. 7　黑米皮抗氧化物的柱层析分离制备

用筛选到的最佳大孔吸附树脂填充层析柱, 将脱脂
浸提液上层析柱, 用水- 70% - 乙醇水进行梯度洗脱,

用紫外检测器观察洗脱曲线的出峰情况, 收集饱和峰顶
直线段组分, 在 60℃以下减压浓缩后, 得黑米皮抗氧化
提取物。

2　结果与分析

2. 1　黑米皮抗氧化提取物的浸提及其脱脂条件
2. 1. 1　黑米皮抗氧化物质浸提条件

根据表 3 正交试验结果, 应用 SPSS10. 0 统计分析
软件进行数据处理, 得表 4 方差分析结果。由表 3 可知,
在 4 种浸提条件中, 浸提温度 (B ) 极差最大, 浸提时间
(C)其次, 乙醇浓度 (D ) 再次, 料液比 (A ) 最小。表明影
响黑米皮抗氧化活性物质提取的因素主次顺序为温度
(B ) > 时间 (C) > 乙醇浓度 (D ) > 料液比 (A )。从各因素
的水平看,A 2、B 3、C2 和D 2 组合的 TA C 最大。方差分析
结果 (表 4)表明, A、B、C、D 4 因素对黑米皮抗氧化活性
物质提取的影响均达极显著水平 (P < 0. 01)。由此优
化出黑米皮抗氧化物质的浸提条件为A 2B 3C 2D 2, 即以
黑米皮为材料, 以 60% 乙醇为溶剂, 料液比 1∶4、浸提
温度 60℃、浸提时间 4 h。
表 3　黑米皮抗氧化物质浸提L 9 (34)正交试验方案及测定结果

T ab le 3　R esu lts of ex tract ion of the an tiox idat ive

substances from black rice pericarp

by L 9 (34) o rthogonal experim en t

编号
因　　素

A B C D

TA C

öu·mL - 1

1 A 1 B 1 C1 D 1 2677. 28
2 A 1 B 2 C2 D 2 5316. 91
3 A 1 B 3 C3 D 3 4334. 57
4 A 2 B 1 C2 D 3 5035. 89
5 A 2 B 2 C3 D 1 4271. 02
6 A 2 B 3 C1 D 2 5549. 58
7 A 3 B 1 C3 D 2 3466. 66
8 A 3 B 2 C1 D 3 4043. 23
9 A 3 B 3 C2 D 1 4829. 97

K 1 4109. 60 3726. 61 4090. 13 3926. 09
K 2 4952. 30 4543. 72 5050. 92 4777. 72
K 3 4113. 29 4904. 70 4024. 08 4471. 23
R 842. 60 1178. 10 1026. 84 851. 63
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表 4　黑米皮抗氧化物质浸提正交试验方差分析表

T ab le 4　V ariance analysis of the ex tract ion resu lts

of the an tiox idat ive substances from black rice

pericarp by L 9 (34) o rthogonal experim en t

变异来源
平方和 S S

(× 106)
自由度

D F

均方M S
(× 106)

F 值

A 4. 25 2 2. 12 32. 923 3

B 6. 55 2 3. 27 50. 773 3

C 5. 16 2 2. 58 40. 063 3

D 3. 34 2 1. 67 25. 933 3

误差 1. 16 18 0. 064

总计 20. 40 26

　注: F 0. 05 (2, 26) = 3. 37; F 0. 01 (2, 26) = 5. 53。

取新鲜黑米皮 100 g (TA C 为 5682. 33 u·mL - 1) ,

在上述最优浸提条件下提取, 得第一次的浸提液, 留黑
米皮第二次在最佳条件下浸提, 得第二次的浸提液, 分
别测定第一次和第二次浸提液的 TA C , 计算浸提得
率, 结果见表 5。

表 5　黑米皮抗氧化提取物的得率

T ab le 5　Extract ion rat io of an tiox idat ive

substances from black rice pericarp

浸提液 TA Cöu õmL - 1 得率ö%

一次浸提 4056. 05 71. 38

二次浸提 774. 50 13. 63

合　　计 4830. 55 85. 01

由表 5 可知, 以 TA C 为指标, 在最优条件下, 第一
次的浸提得率可达 71. 38% , 第二次的可达 13. 63% , 二
次合计达 85% , 表明该最佳浸提条件的提取效果是较
理想的。
2. 1. 2　黑米皮抗氧化物质浸提液脱脂溶剂的选择

由于黑米皮抗氧化物质浸提液为乙醇溶液, 在浸提
液中含有一些非极性物质, 在用大孔吸附树脂、凝胶树
脂分离目标物时, 它们可能会对其产生一些不利的影
响, 故需对浸提液进行脱脂处理。

柱顶相同小写字母表示差异不显著 (P > 0. 05) ; 不同小写

字母表示差异显著 (P < 0. 05)

图 1　 不同脱脂溶剂对黑米皮抗氧化物质浸提液 TA C 的影响

F ig. 1　Effect of differen t degreasing so lven ts on the

to tal an t iox idan t capacity (TA C ) of the an tiox idat ive

ex tract from b lack rice pericarp

从石油醚、正己烷和甲苯 3 种有机溶剂的脱脂效果
(图 1) 可知, 用石油醚脱脂对黑米皮浸提液的 TA C 影

响最小, TA C 损失率为 11. 0% , 用正己烷的损失率为
13. 4% , 而用甲苯的损失率则较大, 为 36. 9%。经统计
学检验, 石油醚和正己烷处理之间差异不显著, 而与不
脱脂处理和甲苯处理间的差异达显著水平 (P <

0. 05)。据研究, 这是由于部分苷元和一些弱极性黄酮类
化合物能溶于甲苯, 用甲苯萃取后, 对浸提液的 TA C 损
失较大[ 10 ]。因此, 对黑米皮抗氧化物质浸提液脱脂可选
用石油醚或正己烷。
2. 2　黑米皮抗氧化提取物的大孔吸附树脂柱层析分离
2. 2. 1　黑米皮抗氧化提取物的大孔吸附树脂选型

大孔吸附树脂是一类新型的非离子型高分子吸附
剂, 主要由苯乙烯、二乙烯苯或甲基丙烯酸酯等聚合而
成的高分子网状孔穴结构, 它能够借助范德华力从溶液
中吸附各种有机物, 同时也可通过本身的多孔网状结构
对分子大小不同的化合物加以筛选。按其基本结构, 可
分为非极性、弱极性、中极性、极性和强极性 5 种类型。
极性物质在非极性介质中易被极性吸附剂吸附, 吸附树
脂的性能还与其本身孔结构有关[ 4, 5 ]。吸附树脂的选择,

应综合考虑以上因素。
通过大孔吸附树脂静态吸附试验结果 (表 6) 可见,

不同型号的大孔树脂对黑米抗氧化提取物的吸附效果
明显不同, 在所选的 8 种树脂中, 以N KA 2Ê 的效果最
好, 其次是N KA , 然后是AB 28, 最差的是H 1070, 它不
适于用来吸附黑米皮抗氧化提取物。
表 6　不同大孔吸附树脂对黑米皮抗氧化提取物的吸附能力

T ab le 6　A bso rp tion capacity (A C ) of differen t m acropo rous

resin s to an tiox idat ive ex tract from b lack rice pericarp

编号 树脂 吸附能力öu·g- 1

1 D 4020 2872. 63 f

2 D 3520 3112. 86 e

3 AB28 4049. 32 c

4 N KA 2Ê 4889. 49 a

5 X25 3866. 30 d

6 N KA 4569. 24 b

7 N KA 29 3591. 19 d

8 H 1070 1658. 22 g

　注: 同列数字后有不同小写字母者表示差异达到 0. 05 的显著水平。

大孔吸附树脂分离有效成分主要是利用其吸附的
可逆性 (即解吸性)。由于树脂极性不同, 吸附作用力的
强弱也有差别, 解吸难易也不同, 因此, 具有较高解吸率
也是树脂筛选的重要环节。通过静态吸附试验的解吸试
验结果 (表 7) 可知, N KA 2Ê 和N KA 都具有较高的解
吸率, 其中, 70% 乙醇 比 95% 乙醇和 50% 乙醇易于从
树脂上将抗氧化物质解吸下来。

进一步选择N KA 2Ê、N KA、AB 28、X25 和N KA 29

5 种大孔树脂作静态吸附动力学研究, 结果见图 2。由图
2 可知, 5 种吸附树脂对黑米皮抗氧化提取物的吸附动
力学过程各不相同: N KA 2Ê 起始阶段 (4 h)的吸附量不
大, 但随着时间的延长, 直线上升, 并较快 (8 h) 达到饱
和吸附量 (吸附平衡) , 且吸附量最大; N KA 的饱和吸
附量也较大, 但达到吸附平衡的时间较长 (10 h) ; AB 28
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起始阶段的吸附量较大, 并较快 (8 h) 达到饱和吸附量,
但吸附量中等。X25 和AB 28 起始阶段吸附量和饱和吸
附量均小, 达到吸附平衡的时间较长, 约为 10 h。综合
分析看, N KA 2Ê 和N KA 两种树脂对黑米皮抗氧化提
取物的吸附效果好。

表 7　不同解吸剂对黑米皮抗氧化提取物的解吸率

T ab le 7　D eso rp tion capacity (D R ) of differen t deso rben ts

to an tiox idat ive ex tract from b lack rice pericarp %

树脂 95% 乙醇 70% 乙醇 50% 乙醇

D 4020 76. 24 a 80. 55 a 70. 33 b

D 3520 80. 26 b 86. 22 a 70. 36 c

AB28 78. 36 a 83. 34 a 62. 37 b

N KA 2Ê 88. 25 b 97. 54 a 81. 42 c

X25 60. 82 b 68. 72 a 50. 72 c

N KA 86. 22 b 95. 63 a 78. 24 c

N KA 29 72. 68 b 86. 33 a 66. 42 c

H 1070 50. 82 b 56. 72 a 51. 24 b

　注: 同行数字后有不同小写字母者表示差异达到 0. 05 的显著水平。

图 2　大孔树脂吸附对黑米皮抗氧化提取物的
静态吸附动力学曲线

F ig. 2　Stat ic abso rp t ion k inet ics cu rves of

m acropo rous adso rp t ion resin s on an tiox idat ive

ex tract from b lack rice pericarp

本研究所用的 8 种树脂中吸附量较大的是弱极性
或非极性、如NA K2Ê、N KA 和AB 28。究其原因, 可能
在于黑米皮抗氧化物质主要属于弱极性化合物, 但又有
一定的极性和亲水性, 有生成氢键的能力, 有利于弱极
性和非极性树脂对其吸附。此外, 树脂吸附能力的强弱
还和孔径、比表面积、孔容等密切相关。黑米皮中的抗氧
化物质花色素和黄酮的糖苷类化合物的平均分子量为
350～ 650, 使用孔径中等或较大的树脂有利于吸附。在
孔径合适的条件下, 树脂的吸附量随比表面积的增大而
增大。N KA 2Ê 的孔径为 50～ 100 nm , 比表面积为 600
～ 800 m 2ög; N KA 的孔径为 120～ 180 nm , 比表面积为
700～ 900 m 2ög; AB 28 的孔径为 130～ 140 nm , 比表面
积为 500～ 600 m 2ög。上述 3 种树脂的孔径和比表面积
比较适合对黑米皮中花色苷类化合物等抗氧化物质的
吸附。

综合吸附量、解吸率和吸附动力学 3 方面考虑, 本
研究结果表明, 非极性树脂N KA 2Ê 对黑米皮抗氧化提
取物具有较大的吸附量, 易吸附和解吸, 性能明显优于
其它 7 种, 故确定其用于黑米皮抗氧化提取物的分离与

初步纯化。
2. 2. 2　大孔吸附树脂对黑米皮抗氧化提取液中 TA C
和总花色苷含量的影响

根据大孔吸附树脂的选型结果, 用N KA 2Ê 作为分
离黑米皮抗氧化提取物的吸附剂, 上层析柱, 用水
—70% 乙醇—水进行梯度洗脱。洗脱曲线出峰快, 为一
个饱和峰, 无拖尾现象。收集饱和峰顶直线段组分, 在
60℃以下减压浓缩后, 得黑米皮抗氧化提取物, 分析其
TA C 和总花色苷含量见图 3。

由图 3 可知, 黑米皮抗氧化提取物经过大孔吸附树
脂柱处理后, 其 TA C 提高 4. 00 倍, 总花色苷含量提高
4. 01 倍, 表明用大孔吸附树脂对黑米皮抗氧化提取物
进行分离的效果是较理想的。

图 3　大孔吸附树脂对黑米皮抗氧化提取液中 TA C

和总花色苷含量的影响

F ig. 3　Effect of m acropo rous adso rp t ion resin s on the

TA C and to tal an thocyan in con ten t of the

an tiox idat ive ex tract from b lack rice pericarp

3　结　论

1) 通过正交试验优化出黑米皮抗氧化提取物的最
佳浸提工艺为: 以黑米皮为材料, 用 60% 乙醇作溶剂,

料液比 1∶4、浸提温度 60℃、浸提时间 4 h。按该法一次
浸提得率为 71. 38% , 二次浸提得率为 13. 63% , 2 次合
计的提取得率达到 85% 以上。为进一步分离提取物, 选
用石油醚或正己烷脱脂对其抗氧化作用的影响最小。

2) 通过静态和动态吸附性能比较, 从 8 种大孔吸
附树脂中筛选出对黑米皮抗氧化活性物质吸附性能最
好的大孔吸附树脂为N KA 2Ê , 优化出其最佳的解吸剂
为 70% 乙醇溶液。脱脂后的黑米皮抗氧化提取物经大
孔吸附树脂N KA 2Ê 分离后, 其 TA C 提高 4. 00 倍, 总
花色苷含量提高 4. 01 倍。
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Technology for extraction and separation of an tiox idative
substances from black r ice per icarp
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Guang d ong A cad em y of A g ricu ltu ra l S ciences, Guang z hou 510640, Ch ina;
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Abstract: T he ex tract ion condit ion s of an t iox ida t ive sub stances from b lack rice pericarp w ere stud ied by

o rtho rhom b ic ana lysis and to ta l an t iox idan t capacity (TA C ) w as u sed as the act ivity m on ito ring param eter. T he
op t im ized ex tract ion condit ion s w ere as fo llow s: u sing 60% ethano l as the so lven t to ex tract an t iox ida t ive

sub stances from b lack rice pericarp a t 60℃ fo r 4 h, and w ith a m ateria löso lven t ra t io of 1∶4. T he one2t im e

ex tract ion ra te under such condit ion s w as 71. 38% , and the tw ice ex tract ion ra te w as over 85%. In o rder to

rem ove the fa t, the so lven t of petro leum ether o r no rm al hexane, w h ich did no t have sign if ican t effects on TA C of
the ex tract, cou ld be u sed as the degreaser. By com paring sta t ic and dynam ic ab so rp t ion perfo rm ance, m acropo re

adso rp t ive resin N KA 2Ê tha t had the h ighest perfo rm ance in ab so rb ing an t iox ida t ive ex tract from b lack rice

pericarp and op t im um ab so rp t ion relieving agen t 70% ethano l so lu t ion w ere selected. A fter ab so rp t ion and
separa t ion by N KA 2Ê , the TA C and to ta l an thocyan in con ten t of an t iox ida t ive ex tract from b lack rice w ere

increased by 4. 00 and 4. 01 t im es, respect ively.

Key words: b lack rice pericarp; an t iox ida t ive sub stance; ex tract ion
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