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双频超声协同强化提取黑米黑色素的试验研究

贲永光 1，孔繁晟 1，钟红茂 2，李泳忻 1

（1. 广东药学院 药科学院，广州 510006； 2. 中国科学院南海海洋研究所，广州 510301）

摘 要：为进一步提高超声辅助提取黑米黑色素的效果，研究探讨了双频超声协同强化提取的方法。通过对 pH 值、提取

时间、提取温度、液料比、乙醇浓度进行单因素试验，考察各因素对黑色素提取效果的影响，利用正交试验，优化其工

艺条件。试验结果表明：各因素对黑米黑色素提取的影响大小依次为：pH＞乙醇浓度＞液料比＞温度＞时间。优化后的

提取工艺条件为：pH 值为 2、超声时间为 30 min、提取温度为 50℃、液料比为 30 mL/g、乙醇浓度为 70%。在此条件下，

得出平均提取率为 6.85%。对比浸渍法、加热回流提取法，超声法提取黑米黑色素具有工艺简单、节省提取时间、溶剂

用量少、提取效率高、减少黑色素损失的优点。
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0 引 言

黑米又称乌米、紫米，是中国重要的稻种资源，在

民间有“药米”、“长寿米”、“补血米”、“黑珍珠”

之美称。从世界范围看，中国是黑米资源最丰富的国家，

主要分布云南、贵州、广东、广西、陕西、福建、湖南、

江苏等省[1-2]。广义的黑色素分为 2 大类，一大类是酪氨

酸、多酚及其相关化合物代谢最终产物黑色素（melanin）；

另外一大类属于花色苷类而显黑色的色素，主要分布在

植物中[3-4]，黑米黑色素属于花色苷类黑色素。天然黑色

素是黑米等黑色食品的主要活性成分，具有清除自由基、

延缓衰老、增强免疫力、促进造血功能、调节血脂、保

护心血管等功能特性[5-9]。在黑色保健食品、天然食用色

素、化妆品、药品方面均有广泛的开发前景，因此研究

黑色素的提取工艺条件，对黑色素的开发有现实的指导

意义。

传统的黑米黑色素浸提方法有煎煮法、浸渍法、渗

漉法、回流提取法、水蒸气蒸馏法等。但常规的浸渍、

渗漉、索氏热回流提取等方法，使用溶剂量大，操作时

间长，能源消耗高，有效成分损失严重[10]。超声提取技

术相对传统方法，可简化样品提取的前处理过程，提高

提取效率，节约溶剂，避免高温对提取成分的影响，缩
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短处理时间，提高分析速度。超声波是指频率在声频以

上，即超过人耳所能接受的频率 20 kHz 的弹性波。超声

波是一种在弹性介质中的纵波，可在固、液、气中产生,

具有频率高、方向性好、穿透力强、能量集中等特性[11-12]。

其已广泛应用到医药、化学、油脂、食品等各个领域，

特别植物有效成分提取方面显示出其强大的生命力[13-17]。

张吉祥等[18]人用单频超声法提取了黑米黑色素，为进一步

强化其提取效果，本文研究了双频超声协同强化提取黑

米黑色素，因其可以减小超声波在溶液传递时的衰减，

从而提高其空化效应，强化其提取效果，并优化其工艺

条件。旨在探讨得出最大限度提取黑米黑色素的最佳工

艺参数，为黑色素资源的开发利用、工业化生产提供参

考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

市售黑米（产地：黑龙江佳木斯市）。经粉碎过 40

目筛，得到黑米粉末。

1.2 仪器与设备

H--6 恒温水浴锅（江苏金坛市宏华仪器厂）；

RE— 52CS 旋转蒸发器（巩义市英峪予华仪器厂）；

予华牌循环水真空泵（河南省巩义市英峪予华仪器

厂）；UV1101 紫外/可见分光光度仪（上海天美科学

仪器有限公司）；AY120 电子分析天平（日本岛津公

司）；数码双频超声波处理机（昆山市超声仪器有限

公司，槽式底部和侧面同时发射出超声波，本文简称

双频超声）；摇摆式高速中药粉碎机（大德中药机械

有限公司）。
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1.3 提取方法

精密称取黑米 2.0 g 置平底试管中，以酸性乙醇作提

取剂，在一定的液料比、温度下超声提取一定时间，超

声功率为 320 W。提取完毕后，抽滤，用 2 mol/L 的盐酸

将提取液调至中性，减压浓缩至干，然后用 pH 值为 2、

浓度为 50%的酸性乙醇溶解浓缩物，稀释、定容至

100 mL，摇匀静置待测。

1.4 分析方法

1.4.1 最大吸收波长的确定

准确称取黑米 2.0 g 置平底试管中，以 pH 值为 2、

浓度为 70%的酸性乙醇作提取剂，液料比 20 mL/g，在

40℃下超声提取 20 min，超声功率为 320 W。提取完毕

后，抽滤，用 2 mol/L 的盐酸将提取液调至中性，减压浓

缩至干，然后用 pH 值为 2、浓度为 50%的酸性乙醇溶解

浓缩物，稀释、定容至 100 mL，摇匀。精密吸取 1 mL

稀释液，定容至 10 mL 并摇匀，作供试品。以 pH 值为 2、

浓度为 50%的酸性乙醇作空白溶液，在 350～800 nm 波

长范围内扫描该溶液的吸收波长，观察最大吸收波长。

结果在波长 531 nm 处的吸收值最大。

1.4.2 黑米黑色素含量的测定

分光光度法：根据朗伯比尔定律，即 A=εbc，其中，

在一定温度和介质条件下 ε为定值，b=1 cm。因此，在一

定测试范围内，A 与色素溶液浓度 c 成正比。因此，本试

验以吸光度 A 作为评价黑色素提取效果的指标。精密量

取按 1.3 中方法所得提取液 1 mL 置 10 mL 容量瓶，用 pH

值为 2、浓度 50%酸性乙醇定容，摇匀。取待测液以 pH

值为 2、浓度为 50%的酸性乙醇作空白溶液，在 531 nm

处测定吸光度。

1.5 超声波提取条件的确定

1.5.1 乙醇浓度对黑米黑色素提取效果的影响

准确称取黑米2.0 g，分别加入乙醇浓度为30%、40%、

50%、60%、70%、80%、90%的酸性乙醇（pH 值为 2）

溶液，液料比为 20 mL/g，在 40℃超声提取 20 min，超

声功率为 320 W，以此考察不同浓度乙醇对黑色素提取效

果的影响。

1.5.2 PH 值对黑米黑色素提取效果的影响

准确称取黑米 2.0 g，加入浓度为 70%的乙醇作提取

剂，液料比为 20 mL/g，在提取剂 pH 值分别是 1、2、3、

4、5 的条件下，40℃超声提取 20 min，超声功率为 320 W，

以此考察不同 pH 值对黑色素提取效果的影响。

1.5.3 液料比对黑米黑色素提取效果的影响

准确称取黑米 2.0 g，以 pH 值为 2、浓度为 70%的酸

性乙醇作为提取剂，分别在液料比为 5、10、20、30、

40 mL/g，温度为 40℃，超声功率 320 W 下提取 20 min，

考察不同液料比对黑色素提取效果的影响。

1.5.4 提取温度对黑米黑色素提取效果的影响

准确称取黑米 2.0 g，以 pH 值为 2、浓度为 70%的酸

性乙醇为提取剂，液料比 20 mL/g，超声功率 320 W，分

别在 25、35、45、55℃超声提取 20 min，考察不同提取

温度对黑色素提取效果的影响。

1.5.5 提取时间对黑米黑色素提取效果的影响

准确称取黑米 2.0 g，加入 pH 值为 2、浓度为 70%的

酸性乙醇作提取剂，液料比 20 mL/g，分别在 40℃超声提

取 10、20、30、40、50、60 min，考察不同提取时间对

黑色素提取提取效果的影响。

1.5.6 正交试验设计

准确称取黑米 2.0 g，按照方法 1.3 在不同条件下对

其进行超声波辅助提取试验。分别对乙醇浓度、pH 值、

液料比、提取温度和提取时间 5 个因素进行了 4 水平的

单因素试验，根据单因素试验结果，选用正交表 L16(4
5)

研究超声波提取的最佳条件（表 1）。

表 1 正交表头设计

Table 1 Factors and levels of experiment

因素

水平 A

pH 值

B

时间/min

C

温度/℃

D

液料比
(mL·g-1)

E

乙醇浓

度/%

1 2 10 30 10 30

2 3 20 40 20 50

3 4 30 50 30 70

4 5 40 60 40 90

1.6 常规方法提取黑米黑色素

1.6.1 浸渍法

准确称取黑米 2.0 g，加入 pH 值为 2、浓度为 70%的

酸性乙醇 80 mL（液料比 40 mL/g），室温下（32℃）浸

渍 3 h 后，抽滤，用 2 mol/L 的盐酸将提取液调至中性，

减压浓缩至干，然后用 pH 值为 2、浓度为 50%的酸性乙

醇溶解浓缩物，稀释、定容至 100 mL，摇匀。按 1.4.2

方法测定吸光度，并计算提取率。

1.6.2 加热回流法

准确称取黑米 2.0 g，加入 pH 值为 2、浓度为 70%的

酸性乙醇 120 mL（液料比 60 mL/g），置索氏回流提取

器中加热沸腾回流 3 h 后，抽滤，用 2 mol/L 的盐酸将提

取液调至中性，减压浓缩至干，然后用 pH 值为 2、浓度

为 50%的酸性乙醇溶解浓缩物，稀释、定容至 100 mL，

摇匀。按 1.4.2 方法测定吸光度，并计算提取率。

1.7 黑米黑色素的精制及提取率计算

称取 3 份黑米各 B g，采用相应提取方法及条件进行

提取，得黑色素提取液，再将其溶液进行浓缩精制，得

到黑色素精制品的质量 W g，并称量计算提取率。

% 100%
B

W
 提取率（ ）

2 结果与分析

2.2.1 乙醇浓度对黑米黑色素提取效果的影响

花色苷是水溶性物质，因此一般选用水、乙醇等来

源广泛、价格低廉、无毒安全的极性溶剂作为黑色素的

提取剂。本实验采用乙醇为提取剂，由图 1 中可以看出，

随着乙醇浓度的增加，黑色素提取液的吸光度逐渐增大，

当增加至 70%时，其吸光度趋于最大，再增加乙醇浓度，

吸光度反而呈下降趋势。这可能是随着乙醇浓度的增大，
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溶剂的渗透能力随之增大，有利于黑色素的溶出；但花

色苷是水溶性物质，当乙醇浓度过大时，极性过低反而

不利于黑色素的溶出。

注：提取温度 40℃，pH 值 2，提取时间 20min，液料比 20mL/g

图 1 乙醇浓度对黑色素提取效果的影响

Fig.1 Effects of the ethanol concentration on black pigment

2.2.2 PH 值对黑米黑色素的提取效果影响

pH 值对花色苷的结构和稳定性影响很大。花色苷在

不同的 pH 值条件下会呈现不同的颜色，但在酸性条件下

才较为稳定，过酸或碱性条件下稳定性降低。从图 2 可

以看出，pH 值分别为 1、2、3、4、5 时，吸光度分别为

0.422、0.432、0.398、0.356、0.297。随着 pH 值的升高，

其提取溶液的吸光度先增大后减小。在 pH 值为 2 时，提

取液的吸光度最大，即提取率最高。在 pH 值为 2～5 的

范围内，溶液吸光度逐渐减小，这可能是因为 pH 值升高

引起花色苷结构的变化。

注：提取温度 40℃，乙醇浓度 70%，提取时间 20min，液料比 20mL/g

图 2 pH 对黑色素提取效果的影响

Fig.2 Effects of the pH on black pigment

2.2.3 液料比对黑米黑色素提取效果的影响

由图 3 可以看到，液料比分别是、10、20、30、40 mL/g

时，提取液的吸光度分别是 0.421、0.432、0.442、0.398、

0.372。从结果中可以看到，液料比在 20 mL/g 以内，提

取液的吸光度呈上升趋势。这是由于溶剂量大，溶剂中

有效成分浓度低，与物料及溶剂边界层的有效成分浓度

差大，扩散推动力大，所以提取率高。但当液料比达到

一定程度时，在增加溶剂，提取效果也没有明显的增加

甚至下降，因此，在提取时应选择合适的液料比，以减

少溶剂和能源的浪费，并给后续工作如过滤、浓缩等带

来麻烦。

注：提取温度 40℃，pH 值 2，提取时间 20min，乙醇浓度 70%

图 3 液料比对黑色素提取效果的影响

Fig.3 Effects of the solid-liquid ratio on black pigment

2.2.4 提取温度对黑米黑色素提取效果的影响

从图 4 中结果可见，在 60℃下升高温度有利于提取

液中色素含量的增加，在 25、35、45、55℃下进行提取

的溶液吸光度分别是 0.431、0.469、0.485、0.515。升温

可以提高色素在溶剂中的溶解度和扩散系数，同时蒸汽

压升高，超声空化阈值下降，有利于空化泡的产生。但

另一方面，花色苷类物质在高温的酸性溶液中降解速度

会逐渐增大；且若蒸汽压增大也会空化强度或空化效应

下降，从而不利于提取过程的强化。因此，从花色苷的

稳定性和超声空化对提取效果提高的角度来说，提取应

在较低的温度条件下进行。

注：pH 值为 2，乙醇浓度 70%，提取时间 20min，液料比 20mL/g

图 4 提取温度对黑色素提取效果的影响

Fig.4 Effects of the extraction temperature on black pigment

2.2.5 提取时间对黑米黑色素提取效果的影响

从图 5 中可以看到，提取液的吸光度随提取时间的

增加而增大，在 10、20、30、40、50 min 条件下提取液

的吸光度分别是 0.420、0.436、0.451、0.472、0.475。有

效成分浓度差是超声提取的主要推动力，在提取初期，

有效成分的浓度差大，因此提取速率快，溶液中色素含
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量增加明显；随着提取时间不断延长，溶液中有效成分浓

度逐渐增大，浓度差减小，传质推动力变小，提取效率降

低，色素提取增加不明显，直至推动力为零，有效成分不

再溶解。这可能因为超声时间的延长强化了超声波的各种

效应，有利于有效成分的溶出[19-20]，同时，色素长时间在

较高温度下浸提，也会加速花色苷物质的降解。

注：提取温度 40℃，乙醇浓度 70%，pH 值 2，液料比 20mL/g

图 5 超声提取时间对黑色素提取效果的影响

Fig.5 Effects of the extraction time on black pigment

2.3 正交试验与结果(表 2，3)

由表 2 的极差分析可知，在影响超声法提取黑色素

的五个因素中，pH 值的影响最大，时间的影响最小，5

个因素影响黑色素提取效果的大小次序为：A＞E＞D＞C

＞B，即 pH＞乙醇浓度＞液料比＞温度＞时间。在本试

验的参数基础上，从最大限度提取黑色素和节省溶剂的

角度考虑，各因素的优化工艺参数为：pH 值为 2，乙醇

浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，温度为 50℃，时间为

30 min，在此条件下重复试验 3 次，所得的黑色素提取液

平均吸光度为 0.526。根据 1.6 项的提取率计算方法，得

出平均提取率为 6.85%。

表 2 正交试验结果

Table 2 Orthogonal experimental results

试

验

号

A pH
值

B 时间 C 温度
D 液料

比

E 乙醇

浓度

吸光

度

1 1（2） 2（20） 3（50） 2（20） 3（70） 0.465

2 3（4） 4（40） 1（30） 2 2（50） 0.328

3 2（3） 4 3 3（30） 4（90） 0.447

4 4（5） 2 1 3 1（30） 0.312

5 1 3（30） 1 4（40） 4 0.447

6 3 1（10） 3 4 1 0.384

7 2 1 1 1（10） 3 0.416

8 4 3 3 1 2 0.389

9 1 1 4（60） 3 2 0.508

10 3 3 2（40） 3 3 0.434

11 2 3 4 2 1 0.392

12 4 1 2 2 4 0.232

13 1 4 2 1 1 0.415

14 3 2 4 1 4 0.298

15 2 2 2 4 2 0.424

16 4 4 4 4 3 0.404

续表

试

验

号

A pH

值
B 时间 C 温度

D 液料

比

E 乙醇

浓度

吸光

度

k1 0.459 0.385 0.376 0.380 0.378

k2 0.420 0.375 0.376 0.354 0.412

k3 0.361 0.416 0.421 0.425 0.430

k4 0.334 0.399 0.401 0.415 0.356

R 0.125 0.041 0.045 0.071 0.074

由表 3 的方差分析结果表明，pH（因子 A）对黑色

素提取的影响达到极显著水平，pH 越低，对黑色素提取

越有利。同时乙醇浓度和液料比对黑色素提取的影响也

达到显著水平，适当增大乙醇浓度和液料比可有效提取

黑色素。

表 3 正交试验方差分析表

Table 3 Orthogonal variance analysis

方差来

源
平方和 自由度 均方差 F 值 显著性

A 0.03805 3 0.012685 40.80 **

B 0.00373 3 0.001244 4.00

C 0.00572 3 0.001909 6.14

D 0.01278 3 0.004262 13.71 *

E 0.01354 3 0.004516 14.52 *

误差 0.00373 12

注：F0.05（5，4）=6.26，F0.01（5，4）=15.52

2.5 不同提取方法的比较

采用传统浸提法、回流提取和单频超声提取黑米黑

色素，并与双频超声波提取最优工艺条件下的提取结果

对比，结果见表 4。

表 4 双频超声法和常规提取法提取效果比较

Table 4 Dual-frequency ultrasound extraction and conventional

extraction method comparison

提取方法 提取时间/min 液料比 提取率/%

双频超声 30 30 6.85

单频超声[18] 50 32 4.50

浸渍法 180 40 4.05

回流法 180 60 0.19

由表 4 可知，当乙醇浓度相同的情况下，浸渍法以

液料比 40 mL/g 提取黑米黑色素，耗时 3 h，吸光度为

0.368，回流法以液料比 60 mL/g 提取黑米黑色素，耗时

3 h，吸光度为 0.150，单频超声法以液料比 32 mL/g 提取

黑米黑色素，耗时 50 min，平均提取率为 4.50%，而双频

超声提取法在液料比 30 mL/g 时，仅用 30 min，平均提

取率为 6.85%，这表明超声波提取法与传统溶剂浸提法相

比，不仅提取效率高，大大缩短了提取时间，而且还可

以减少溶剂的用量，节约成本。

3 讨 论

本文与文献[18]的差别在于，本文的超声设备用的是

双频超声，文献[18]用的是单频超声。单频超声在溶液中

传播时衰减快，不均匀，双频超声同时传播时，克服了
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这一缺点，从而增强超声的空化效应，使得它协同强化

提取的效果极其显著，进而提高提取效率，节省提取时

间和溶剂用量。从试验结果比较，本研究的提取效果比

文献[18]有了进一步的提高，即 pH 值为 2，乙醇 70%，

液料比 30 mL/g，温度 50℃，作用时间 30 min，平均提

取得率为 6.85%。

4 结 论

1）根据正交试验，双频超声提取黑米黑色素的最佳

工艺条件为：pH 值为 2，乙醇浓度为 70%，液料比为

30 mL/g，温度为 50℃，时间为 30 min。在此条件下重复

试验 3 次，所得的黑色素提取液平均吸光度为 0.526，相

应的平均提取率为 6.85%。

2）双频超声提取黑米黑色素，不但可提高提取效率，

节省提取时间、溶剂，还能减少黑色素的降解损失，采

用双频超声波使黑米黑色素能进一步被高效地提取出

来，试验结果可为黑米黑色素的工业化提取和开发利用

提供技术参考。
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Experiment on dual-frequency ultrasound extraction of black rice melanin

Bi Yongguang1, Kong Fansheng1, Zhong Hongmao2, Li Yongxin1

(1.College of Pharmacy, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510006, China; 2. South China Sea Institute of Oceanology

Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 510301, China)

Abstract: To improve extraction rate of black rice melanin, dual-frequency ultrasound assisted extraction method of

black rice melanin was used. Orthogonal array design was employed for investigating the effects of pH, extraction time,

extraction temperature, liquid ratio, concentration of ethanol. The results showed that the impact of various factors on the

black rice melanin extraction was followed by pH, concentration of ethanol, liquid ratio, extraction temperature,

extraction time. The optimal conditions were as follow: pH value of 2, ultrasound time of 30 min, extraction temperature

of 50°C, the liquid-solid ratio of 30mL/g, ethanol concentration of 70%. Under these conditions, average extraction rate

was 6.85%. Compared to impregnation and ultrasound extraction methods, dual-frequency ultrasound assisted extraction

method exhibited simple, saving time, less solvent, high extraction efficiency and less melanin.

Key words: extraction, optimization, technology, dual-frequency ultrasound, black rice, melaninm, Orthogonal

experiment


