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摘摇 要: 分别采用超声波提取法、水提取法、碱提取法提取板栗壳中多糖. 在单因素实验的基础上

进行正交试验,分别研究了 3 种方法对板栗壳多糖的提取率. 结果表明,3 种方法中超声波提取法

的提取率较高,为 9郾 15% ;其次是水提取法,为 5郾 99% ;碱提取法最低,为 4郾 72% . 通过 SPSS 软件

分析发现 3 种方法提取率之间存在显著差异(p < 0郾 01) .
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摇 摇 板栗俗称栗子,有“干果之王冶的美称. 对板栗

入药的使用在历代的医药古籍中都有记载,栗壳为

板栗的外果皮,药性甘、涩、平,具有降逆、止血的功

效,主治反胃、鼻衄、便血等症[1] .
多糖(polysaccharide)也称聚(合)糖是能被水

解生成许多单糖的糖类,为单糖的缩聚物,一般为非

晶体物质. 多糖不是一种纯粹的化学物质,而是聚

合程度不同的物质的混合物[2] . 不均一多糖通过共

价键与蛋白质构成蛋白聚糖发挥生物学功能[3 - 4],
如作为机体润滑剂、血型物质的基本成分等. 20 世

纪 80 年代以来,科学家对植物多糖,特别是对中药

中的多糖研究产生了浓厚兴趣[5],近年来,有学者

对于板栗多糖功能活性进行研究,发现板栗多糖具

有清除自由基,抗氧化等多种功能活性[6] .
正因为板栗的实用以及药用价值,所以现在对

板栗的各部分都进行了一定的基础理论研究和探

讨[6 - 7]。 本实验主要以板栗壳中多糖为研究对象,
分别利用超声波提取法、水提法和碱提法对板栗壳

中多糖进行提取,以提取率作为评价指标,比较出更

加适合板栗壳多糖提取的方法,为后续板栗壳多糖

功能性研究提供技术支持.

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料、试剂及设备

板栗是壳斗科栗属中国板栗(Castanea mollis鄄
sima),采自湖北省罗田县,板栗在 4 益条件下贮藏,
实验前取壳做待测材料. 乙醚、乙醇、丙酮、硫酸、三
氯甲烷、正丁醇、蒽酮、NaOH 均为分析纯.

722 型分光光度计,上海天普分析仪器制造厂;
超声波萃取仪,上海比朗仪器有限公司.
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 样品预处理

参照文献[7 - 9]的方法对样品预处理:研磨成

粉寅乙醚去脂寅乙醇去蛋白寅活性炭脱色寅干燥.
板栗壳用粉碎机粉碎,过筛 40 目,利用无水乙

醚索氏抽提 6 ~ 12 h,取粉末,弃脂肪. 然后利用无

水乙醇,以 1 mg / mL 的质量浓度浸泡提取 4 h,去除

蛋白. 最后分别用少量 95%乙醇和丙酮洗涤. 所得
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粉末样品经活性炭粉脱色、干燥备用.
1郾 2郾 2摇 多糖提取和除杂

准确称取经预处理的样品 2 g 于锥形瓶中,分
别进行超声波提取、水提取和碱提取. 提取后的混

合液用真空泵抽滤,取 20 mL,移入分液漏斗中分离

滤液,加入三氯甲烷和正丁醇(V(三氯甲烷) 颐 V(正
丁醇) = 4 颐 1)混合萃取液 10 mL[10], 剧烈振荡 20
min 使其充分混匀提取上清液, 除去蛋白质[11] . 反

复多次,至不再出现灰白色黏液为止. 并将上清液

取 5郾 0 mL 移入 50 mL 容量瓶中定容,得到上清稀

释液[12] .
1郾 2郾 3摇 多糖标准曲线的绘制

参照文献[13]进行多糖标准曲线的绘制. 分别

吸取葡萄糖标准溶液(100 mg / L)0,0郾 2,0郾 4,0郾 6,
0郾 8,1郾 0 mL 依次置于 6 个试管中,再分别加入去离

子水至 1郾 0 mL. 摇匀后,按顺序向试管中加入新配

置的 0郾 5 mL 蒽酮的乙酸乙酯试剂和 5 mL 浓硫酸,
立即将试管放入沸水浴中,准确保温 10 min,取出后

自然冷却至室温,以空白作对照,在 620 nm 波长下

测其吸光度,以吸光度为纵坐标,以质量浓度为横坐

标,绘制标准曲线,并求出标准线性方程.
1郾 2郾 4摇 多糖含量测定

取经提纯除杂后的样品提取液 1 mL 于比色管

中,加入 0郾 5 mL 蒽酮乙酸乙酯试剂和 5 mL 浓硫酸,
充分振荡,立即将试管放入沸水浴中,准确保温 10
min,取出后自然冷却至室温,并在 620 nm 波长处测

定吸光值(A) [14],以 1 mL 蒸馏水作空白对照. 根据

标准曲线计算多糖含量,并计算多糖的提取率.
1郾 2郾 5摇 产品提取率的计算

提取率 =
m提取物

m原料

伊 100% .

所有数据均利用 SPSS Statistics 20 软件分析.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 标准曲线线性方程

建立的多糖测定标准曲线线性回归方程为 y =
0郾 005x;R2 = 0郾 996 5,标准曲线如图 1,其中纵轴为

吸光度;横轴为质量浓度,滋g / mL.
2郾 2摇 超声波提取法

2郾 2郾 1摇 功率的影响

板栗壳经预处理之后,以蒸馏水为提取溶剂,在
料液比(样品质量浓度)为 1颐 90 (g / mL),作用时间

图 1摇 葡萄糖的标准曲线

Fig. 1摇 Standard curve of glucose

为 20 min 条件不变的情况下,研究不同功率下对板

栗壳多糖提取率的影响,其结果如图 2. 由图 2 可以

看出,当超声波功率为 150 W 时,多糖得率较高,故
取 150 W 进行正交试验.

图 2摇 不同超声波功率对板栗壳多糖提取率的影响

Fig. 2摇 Effects of different powers of ultrasonic extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 2郾 2摇 时间的影响

在超声波功率 150 W,料液比为 1 颐 90 ( g / mL)
的条件下,研究不同提取时间对板栗壳多糖提取率

的影响,结果如图 3. 由图 3 可以看出,当超声波提

取时间为 25 min 的时候,提取率较高. 因此取 25
min 进行正交试验.

图 3摇 不同超声波作用时间对板栗壳多糖提取率的影响

Fig. 3摇 Effects of different time of ultrasonic extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides
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2郾 2郾 3摇 料液比的影响

在选定功率为 150 W,时间 25 min 的条件不变

的情况下,研究不同料液比对板栗壳多糖提取率的

影响,其结果如图 4. 由图 4 可以看出,料液比为

1颐 70( g / mL) 时提取率较大,故取料液比为 1 颐 70
(g / mL)做正交试验.

图 4摇 超声波提取中不同料液比对板栗壳多糖提取率

的影响

Fig. 4摇 Effects of different liquid ratio of ultrasonic extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 2郾 4摇 正交试验结果

以料液比、提取时间、提取功率为影响因素,采
用正交试验确定各因素对板栗壳多糖提取率的影

响,选用 L9 (33)正交设计表安排实验,以多糖得率

为指标优选较佳提取工艺. 正交试验及结果见表 1.

表 1摇 超声波提取法正交试验及结果

Tab. 1摇 Results of orthogonal design for yield of chestnut
shells polysaccharides by ultrasonic extraction

实验号
A

P / W
B

t / min

C

料液比 / (g·mL - 1)

多糖

提取率 / %

1 125(1) 20(1) 1颐 50(1) 9郾 07

2 125(1) 25(2) 1颐 70(2) 8郾 43

3 125(1) 30(3) 1颐 90(3) 9郾 14

4 150(2) 20(1) 1颐 70(2) 8郾 75

5 150(2) 25(2) 1颐 90(3) 8郾 25

6 150(2) 30(3) 1颐 50(1) 8郾 56

7 175(3) 20(1) 1颐 90(3) 8郾 77

8 175(3) 25(2) 1颐 50(1) 8郾 71

9 175(3) 30(3) 1颐 70(2) 8郾 63

K1 26郾 61 26郾 66 26郾 41

K2 25郾 56 25郾 39 25郾 81

K3 26郾 11 26郾 23 26郾 06

k1 8郾 87 8郾 89 8郾 80

k2 8郾 52 8郾 46 8郾 60

k3 8郾 70 8郾 74 8郾 69

极差 0郾 35 0郾 42 0郾 08

摇 摇 由表 1 可知,在超声波提取板栗壳多糖的实验

中,各因素对多糖提取率的影响依次为:作用时间 >
功率 >料液比. 其实验的较佳组合为 A1B3C3 . 进行

3 次重复实验得到多糖提取率的平均值为 9郾 15% .
2郾 3摇 水提取法

2郾 3郾 1摇 温度的影响

在料液比 1颐 80 (g / mL),时间 3 h,次数 1 次的

条件下,研究不同提取温度对于板栗壳多糖提取率

影响,结果见图 5. 从图 5 可以看出,在 80 益时提取

率较大,故取 80 益做正交试验.

图 5摇 水提法中不同提取温度对板栗壳多糖提取率的影响

Fig. 5摇 Effects of different temperature of water extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 3郾 2摇 料液比的影响

在温度为 80 益,提取时间为 3 h,提取次数为 1
次的条件下,研究不同料液比对于板栗壳多糖提取

率的影响,其结果如图 6. 由图 6 可以看出,随着料

液比加大,吸光度的变化呈 W 型,在料液比为 1颐 90
(g / mL)时达到较大,之后还有上升趋势,鉴于在工

业生产中加大料液比会增加生产成本,因此料液比

设计在 1颐 90 (g / mL).

图 6摇 水提法中不同料液比对板栗壳多糖提取率的影响

Fig. 6摇 Effects of different liquid ratio of water extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 3郾 3摇 时间的影响

在温度为 80 益,提取次数为 1 次,料液比 1颐 80
(g / mL)条件下,研究不同提取时间对于板栗壳多糖
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提取率的影响,其结果如图 7. 由图 7 可知,提取时

间为2郾 5 h 时提取率较大,随后开始减小,故取2郾 5 h 做

正交试验.

图 7摇 水提法中不同提取时间对板栗壳多糖提取率的影响

Fig. 7摇 Effects of different hours of water extraction on
yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 3郾 4摇 提取次数的影响

在其他相同条件下提取不同次数,测定结果如

图 8. 从图 8 可以看出,提取次数越大,吸光度越小,
即提取一次时提取率较大,因此在实际生产中,应选

择提取一次.

图 8摇 水提法中提取次数对板栗壳提取率的影响

Fig. 8摇 Effects of different times of water extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 3郾 5摇 水提取法正交试验

水提取法对板栗壳多糖正交试验及结果见表

2. 由表 2 可以看出水提法提取板栗壳多糖的实验

中提取温度、提取次数、提取时间、料液比的影响顺

序为:提取温度 >提取时间 >料液比 >提取次数,也
就是说提取温度影响较大. 确定较佳组合为

A2B2C1D3,即提取的较优水平为:提取温度 90 益,提取

时间 2 h,料液比为 1颐 90 (g / mL),提取 2 次. 按照该条

件做重复实验 3 次计算提取率平均值为 5郾 99%.
2郾 4摇 碱提取法

2郾 4郾 1摇 料液比的影响

在温度 70 益,0郾 5 mol / L 的 NaOH 溶液提取2 h,
提取 1 次的条件不变的情况下,研究不同料液比

摇 摇 表 2摇 水提法正交试验及结果

Tab. 2摇 Results of orthogonal design for yield of chestnut
shells polysaccharides by water extraction

实验号
A

温度 / 益
B

次数 / 次
C

时间 / h

D
料液比 /

(g·mL - 1)

多糖

提取率 /
%

1 80(1) 1 (1) 2郾 0(1) 1颐 70(1) 3郾 59

2 80(1) 2 (2) 2郾 5(2) 1颐 80(2) 3郾 83

3 80(1) 3 (3) 3郾 0(3) 1颐 90(3) 4郾 38

4 90(2) 3 (3) 2郾 5(2) 1颐 70(1) 3郾 99

5 90(2) 1 (1) 3郾 0(3) 1颐 80(2) 4郾 56

6 90(2) 2 (2) 2郾 0(1) 1颐 90(3) 5郾 68

7 100(3) 2 (2) 3郾 0(3) 1颐 70(1) 3郾 99

8 100(3) 3 (3) 2郾 0(1) 1颐 80(2) 4郾 42

9 100(3) 1 (1) 2郾 5(2) 1颐 90(3) 3郾 56

K1 11郾 8 11郾 71 13郾 69 11郾 57

K2 14郾 23 13郾 47 11郾 38 12郾 81

K3 11郾 97 12郾 79 12郾 93 13郾 62

k1 3郾 93 3郾 9 4郾 56 3郾 86

k2 4郾 74 4郾 49 3郾 79 4郾 27

k3 3郾 99 4郾 26 4郾 31 4郾 54

极差 0郾 81 0郾 59 0郾 77 0郾 68

对板栗壳多糖提取率的影响,结果如图 9.

图 9摇 碱提法中不同料液比对板栗壳多糖得率的影响

Fig. 9摇 Effects of different liquid ratio of alkali extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

摇 摇 由图 9 知,当料液比处于 1颐 45 (g / mL)时提取

率较大,故取料液比为 1颐 45 (g / mL)做正交试验.
2郾 4郾 2摇 温度的影响

在 0郾 5 mol / L 的 NaOH 溶液提取 2 h,料液比为

1颐 40 (g / mL),提取 1 次条件不变的情况下,研究不

同提取温度对于板栗壳多糖提取率的影响,结果如

图 10. 由图 10 可知应当选用 80 益做正交试验.
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图 10摇 碱提法中不同提取温度对板栗壳多糖得率的影响

Fig. 10摇 Effects of different temperature of alkali extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

2郾 4郾 3摇 碱浓度的影响

在温度为 70 益,提取2 h,料液比为1颐 40 (g / mL),
提取 1 次条件不变的情况下,研究不同碱浓度对提

取率的影响,其结果如图 11. 由图 11 知,应当选用

0郾 6 mol / L 氢氧化钠做正交实验.

图 11摇 碱提法中不同碱浓度对板栗壳多糖得率的影响

Fig. 11摇 Effects of different concentration of alkali extraction
on yield of chestnut shells polysaccharides

摇

2郾 4郾 4摇 时间的影响

在温度为 70 益,0郾 5 mol / L 的 NaOH 溶液,料液

比为 1颐 40 (g / mL),提取 1 次条件不变的情况下,分
别提取 20,30,60,90,120 ,150 min,多糖的提取率

变化如图 12. 由图 12 知,提取时间为 90 min 较佳,
此时提取率最大. 应当选用提取 90 min 做正交

试验.
2郾 4郾 5摇 碱液提取法正交试验结果

在碱液提取法板栗壳多糖时,料液比,提取温

度,提取时间和碱浓度均对提取效果产生影响(见
表 3),其中最为显著的是提取温度,其次是料液比,
影响较小的是提取时间和提取液浓度,即各因素对

提取率影响的主次顺序为 B > A > C > D. 较优水平

组合为 A3B3C1D1,即较佳提取条件为:用 0郾 5 mol / L
的氢氧化钠,在 1颐 50 (g / mL)的料液比下,于 90 益

图 12摇 碱提法中不同提取时间对板栗壳得率的影响

Fig. 12摇 Effect of different hours of alkali extraction on
yield of chestnut shells polysaccharides

水浴中提取 60 min,在此条件下提取板栗壳中的多

糖三次,多糖的提取率为 4郾 72% .

表 3摇 碱提法正交试验因素水平表

Tab. 3摇 Results of orthogonal design for yield of chestnut
shells polysaccharides by alkali extraction

实验号

A
料液比 /

(g·mL - 1)

B
温度 / 益

C
时间 / min

D
碱浓度 /

(mol·L - 1)

多糖

提取率 /
%

1 1颐 40(1) 70(1) 60(1) 0郾 5(1) 3郾 88

2 1颐 40(1) 80(2) 90(2) 0郾 6(2) 3郾 28

3 1颐 40(1) 90(3) 120(3) 0郾 7(3) 2郾 92

4 1颐 45(2) 70(1) 90(2) 0郾 7(3) 3郾 03

5 1颐 45(2) 80(2) 120(3) 0郾 5(1) 3郾 3

6 1颐 45(2) 90(3) 60(1) 0郾 6(2) 3郾 77

7 1颐 50(3) 70(1) 120(3) 0郾 6(2) 3郾 31

8 1颐 50(3) 80(2) 60(1) 0郾 7(3) 3郾 96

9 1颐 50(3) 90(3) 90(2) 0郾 5(1) 4郾 2

K1 10郾 08 10郾 22 11郾 61 11郾 83

K2 10郾 1 10郾 54 10郾 51 10郾 36

K3 11郾 47 10郾 89 9郾 53 9郾 91

k1 3郾 36 3郾 41 3郾 87 3郾 79

k2 3郾 37 3郾 51 3郾 5 3郾 45

k3 3郾 82 3郾 63 3郾 18 3郾 30

极差 0郾 46 0郾 22 0郾 69 0郾 49

2郾 5摇 提取方法结果比较

对超声波提取法、水提取法、碱提取法提取法 3
种方法优化结果进行数据分析发现,3 种方法提取

率之间均呈现显著性差异(p < 0郾 01). 超声波提取

率最高,能够达到 9郾 15% . 同时相比于其他 2 种提
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取方式而言其提取时间只需要 30 min,远少于其他

2 种方法,且在室温下便可进行,提取条件相对温

和. 碱提法虽然在多数文献中运用较多[15 - 22],但本

实验数据显示该方法中碱液消耗较大且提取率最

差. 因此,在板栗壳多糖提取的过程中,应当首要考

虑超声波提取的方法而放弃碱提法.

3摇 结摇 论

经比较在通过正交试验优化工艺之后,超声波

提取法的提取率为 9郾 15% ,水提取法的提取率为

5郾 99% ,碱提取法的提取率为 4郾 72% . 由此看出超

声波提取法的提取效果较好,超声波提取法的较佳

工艺的功率为 125 W,超声波时间为 30 min,料液比

为 1颐 90 ( g / mL). 同时,相对于碱提取法和水提取

法而言,超声波提取法不会产生大量的废水,其环

保、节能的优点亦不容忽视.
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Comparison of Three Extraction Methods about Polysaccharides
of Chestnut Shell

LIU Qi1,摇 YANG Fang1,摇 DU Ping2,3,摇 ZHANG Cong鄄lan1,摇 YANG Deng鄄xiang1,*

(1. Zhixing College,Hubei University,Wuhan 430011, China;
2. Research Center for Analysis and Measurement, Kunming University of Science and Technology,

Kunming 650093, China; 3. Analytic and Testing Research Center of Yunnan, Kunming 650093, China)

Abstract: This study investigated the optimal extraction conditions of chestnut shells polysaccharides by
utilizing three different methods, ultrasonic extraction,water extraction, and alkali extraction. The single
factor test and orthogonal experiment were adopted to optimize the extraction conditions. The results indi鄄
cated that the best extracting method was ultrasonic extraction and the polysaccharides is 9郾 15% . The
yields of polysaccharides from water extraction and alkali extraction were 5郾 99% and 4郾 72% . The yields
of three methods were significantly different by analyzing with SPSS.

Key words: chestnut shell; ultrasonic extration; water extraction; alkali extraction; polysaccharides
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Molecularly Imprinted Solid鄄phase Extraction Coupled to Capillary
Electrophoresis for Determination of Trichlorfon in Grape Wine

ZHAO Tao1,摇 HU Yan2,摇 DONG Xiao鄄han1,摇 ZHANG Li鄄min1,摇 XU Zhi鄄xiang1,*

(1. College of Food Science and Engineering, Shandong Agricultural University, Taian 271018, China;
2. The Central Hospital of Taian, Taian 271000, China)

Abstract: In this study, using the prepared trichlorfon molecularly imprinted polymer as sorbent, a novel
method for the determination of trichlorfon residues in grape wine was developed by utilizing molecularly
imprinted solid鄄phase extraction coupled to capillary electrophoresis (CE). Trichlorfon in the sample was
selectively adsorbed onto molecularly imprinted polymer (MIP). After the sample loading was comple鄄
ted, the molecularly imprinted solid鄄phase column was eluted with 2 mL methanol / acetic acid (90颐 10,
v / v) . The elution was condensed to dryness under a gentle flow of nitrogen, accurately re鄄dissolved with
0郾 5 mL doubly deionized water (DDW), and then injected into CE for analysis. The limit of detection
(LOD) was 75 滋g / L, and the RSD was 4郾 50% . The blank grape wine samples spiked with trichlorfon at
three levels were extracted and determined by this presented method with recoveries ranging from 80郾 3%
to 96郾 2% .

Key words: grape wine; trichlorfon; molecularly imprinting technology; solid鄄phase extraction; capillary
electrophoresis
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