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超声波辅助酸性天然低共熔溶剂提取黑果腺
肋花楸花青素及其稳定性和抗氧化活性分析

李海飞，杨　毅，亓雨芮，李吉龙，王　林，冉　嫚，杨洪鑫，高　昊，黄德伟，王志兵*

（长春工业大学化学与生命科学学院，吉林长春 130012）

摘　要：建立一种绿色、高效的超声波辅助酸性天然低共熔溶剂提取黑果腺肋花楸花青素的新方法，利用人工神经

网络和遗传算法优化提取条件，并研究花青素提取物的稳定性和抗氧化活性。以甜菜碱和有机酸为氢键受体和氢

键供体，制备了一系列酸性天然低共熔溶剂，并对其密度、粘度、pH 理化性质进行了测定，通过红外光谱研究了

天然低共熔溶剂的结构和形成机理，利用人工神经网络结合遗传算法优化了最佳提取条件，并评价了花青素提取

物的光稳定性、热稳定性和抗氧化活性。结果表明，甜菜碱和乳酸通过氢键相互作用形成的天然低共熔溶剂具有

密度低（1.19）、粘度小（24.75 mPa·s）、pH 低（2.89）的特点，其最佳提取条件为：以甜菜碱和乳酸制备天然

低共熔溶剂，摩尔比 1:3，含水量为 32%，超声功率 124 W，超声时间 24 min，初始超声温度 32 ℃。在此最佳条

件下，花青素的提取率达到 23.62 mg/g。与传统溶剂和其它方法相比，本方法绿色高效，操作简单。稳定性和抗

氧化实验结果显示，光照会加速提取物中花青素的降解，当温度大于 50 ℃ 时，花青素热降解加速，一级动力学降

解常数 k>0.0234。当质量浓度为 200 μg/mL 时，花青素提取物的 DPPH 自由基清除率和总抗氧化能力分别为 62.30%
和 6.39 mmol/L FeSO4·7H2O 当量，且在质量浓度为 30 μg/mL 时，花青素提取物的 ABTS+自由基清除率为 85.14%，

显著（P<0.05）高于 VC，且与浓度呈正比。因此，超声波辅助酸性天然低共熔溶剂法可有效提取黑果腺肋花楸花

青素，该法绿色环保，操作简单，为黑果腺肋花楸资源的开发利用提供科学依据。
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Abstract：A green and efficient ultrasonic-assisted acidic natural deep eutectic solvents for the extraction of anthocyanins
from Aronia Melanocarpa was developed. The extraction conditions were optimized by the artificial neural networks and
genetic algorithms, and the stability and antioxidant activity of anthocyanins extracts were investigated. A series of acidic
natural deep eutectic solvents were prepared using betaine and organic acids as hydrogen bond acceptor and hydrogen bond
donor  respectively.  Their  physical  and  chemical  properties  such  as  density,  viscosity,  pH  value  were  measured.  The
structure  and  formation  mechanism of  natural  deep  eutectic  solvents  were  studied  by  infrared  spectroscopy.  The  optimal
extraction  conditions  were  optimized  by  artificial  neural  network  combined  with  genetic  algorithm.  The  photostability,  
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thermal stability and antioxidant activity of anthocyanins extract were evaluated. The experimental results showed that the
natural  deep  eutectic  solvents  formed  by  the  hydrogen  bond  interaction  between  betaine  and  lactic  acid  had  the
characteristics of density as low as 1.19, viscosity as low as 24.75 mPa·s and pH as 2.89. The optimal extraction conditions
were  as  follows:  betaine  and  lactic  acid  were  used  to  prepare  natural  deep  eutectic  solvents,  molar  ratio  was  1:3,  water
content was 32%, ultrasonic power was 124 W, ultrasonic time was 24 min and initial  ultrasonic temperature was 32 ℃.
Under this condition, the anthocyanins extraction yield reached 23.62 mg/g. Compared with traditional solvents and other
methods, the method is green, efficient and simple to operate. The results of stability and antioxidant experiments showed
that light can accelerate the degradation of anthocyanins in the extract.  When the temperature was higher than 50 ℃,  the
thermal degradation of anthocyanins accelerated with the first-order kinetic degradation constant k>0.0234. When the mass
concentration was 200 μg/mL, the DPPH free radical scavenging rate and total antioxidant capacity of anthocyanins extracts
were 62.30% and 6.39 mmol/L FeSO4·7H2O equivalent, and at a mass concentration of 30 μg/mL, the ABTS+ free radical
scavenging rate  of  anthocyanins  extracts  was 85.14%. The antioxidant  activity  of  anthocyanins  extracts  was significantly
(P<0.05) higher than that of VC, and was proportional to the concentration. Therefore, the ultrasonic-assisted acidic natural
deep eutectic solvents method can effectively improve the extraction yield of anthocyanins from Aronia Melanocarpa, and
provide a scientific basis for the development and utilization of Aronia Melanocarpa resources.

Key  words： Aronia  melanocarpa； anthocyanins； acidic  natural  deep  eutectic  solvent； artificial  neural  network-genetic

algorithm；stability；antioxidant activity

 

黑果腺肋花楸（Aronia melanocarpa）又称野樱

莓、不老莓，属于蔷薇科植物，是一种具有药用价值

且可食用的小型浆果[1]，其果实中含有多酚类化合

物、矿物质和维生素等营养成分[2]。其中，多酚类化

合物的含量达到 2.5%~3.5%，而花青素的含量占多

酚类化合物的 25%，主要成分为矢车菊素-3-半乳糖

苷[3]。目前，花青素已被证实具有抗氧化性[4]、抗菌[5]、

抗炎[6] 和降血糖[7] 等作用，已有学者将黑果腺肋花楸

花青素应用于保健品、化妆品和药品中[8]。

目前，花青素提取方法主要有溶剂提取法[9]、微

波辅助提取法[10]、超高压辅助提取法[11] 以及超声波

辅助提取法[12] 等。其中，超声波辅助提取法因具有

快速、简便、提取时间短等优点而被广泛使用。然

而，甲醇、乙醇等有机溶剂常被用作萃取剂，它们具

有易燃易爆、可挥发、污染环境及危害人体健康等缺

点。此外，由于花青素在 pH 小于 3 的条件下最稳定，

在其提取和储存过程中常需要加入盐酸或乙酸调节

体系 pH[13]，这不仅使提取过程复杂化，还有可能造

成样品污染。因此，建立一种绿色、高效的黑果腺肋

花楸花青素的提取方法至关重要。所以，人们提出使

用天然低共熔溶剂（Natural  deep  eutectic  solvents，

NADES）代替传统有机溶剂作为萃取剂。NADES

是由氢键受体（Hydrogen bond acceptor，HBA）和氢

键供体（Hydrogen bond donor，HBD）按照一定的摩

尔比制备而成的混合物，具有挥发性低、热稳定性

高、溶解性好、无毒且价格低廉[14] 等优点。此外，还

可通过调节 HBA 和 HBD 的种类及摩尔比，设计出

具有特定理化性质的 NADES。据报道，Koca 等[15]

用氯化胆碱和甘油合成的 NADES 可有效提取琉璃

苣花中的花青素，实验结果表明，所制备的 NADES

不仅绿色环保，还能提高花青素的生物利用度。

Alrugaibah 等[16] 用基于苹果酸合成的酸性 NADES

提取蔓越莓中的花青素，其提取效果不仅显著高于有

机溶剂，还避免了酸的加入。但到目前为止，还未见

到采用酸性 NADES 提取黑果腺肋花楸花青素的相

关报道。

为了获得最高的花青素提取率，统计分析技术

被广泛应用于提取条件的预测和优化研究。人工神

经网络（Artificial neural network，ANN）是一种模拟

人脑的信息处理系统，可以在输入变量和输出变量之

间建立有效的非线性映射关系，由于其计算复杂决策

过程的能力，在生物学和工程学领域的参数优化方面

有较多应用，其中反向传播人工神经网络应用最为广

泛[17]。遗传算法（Genetic algorithm，GA）是一种基于

自然选择学说和遗传进化原理的全局寻优算法，多

与 ANN 联用 [18−19]。ANN-GA 在优化提取条件方

面，具有预测精度高，优化效果好等特点。相较于传

统的正交试验法和响应面分析法等，ANN-GA 能全

面考察不同因素之间的相互影响，且所需实验次数

少，能减少提取溶剂的使用，符合绿色化学理念。

鉴于此，本研究以甜菜碱为 HBA，以有机酸为

HAD，设计一系列酸性 NADES，采用超声波辅助

酸性 NADES 提取法提取黑果腺肋花楸花青素，对

NADES 的理化性质、结构和形成机理进行研究，在

单因素实验的基础上，利用人工神经网络结合遗传算

法优化最佳提取条件，并考察花青素提取物的光稳定

性、热稳定性和抗氧化活性，旨在扩展黑果腺肋花楸

资源的开发利用，为花青素提取物的应用研究提供数

据和理论支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

黑果腺肋花楸冻果　吉林省润泰农林科技开发

有限公司；2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸

（ABTS）、2,3,5-氯化三苯基四氮唑（TPTZ）　上海市
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阿拉丁试剂有限公司；DL-苹果酸、乳酸　天津市光

复精细化工研究所；无水甜菜碱、甘油　上海市麦克

林生化科技有限公司；其它试剂均为分析纯　北京化

工厂。

H2050R 型高速台式冷冻离心机　湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司；XW-80 型旋涡混合器　上

海青浦泸西仪器厂；KQ5200DE 型数控超声波清洗

器　昆山市超声仪器有限公司；FW177 型中草药粉

碎机　天津市泰斯特仪器有限公司；DF-101S 型磁

力搅拌器　金坛市科仪仪器有限公司；UV-5500PC
型紫外可见光分光度计　上海元析仪器有限公司；

Nicolet IS50 型傅立叶变换红外色谱仪　美国赛默

飞世尔科技有限公司；PHS-3E 型 pH 计　上海仪电

科学仪器股份有限公司；DV-III 型粘度计　美国博

勒飞有限公司；YT-120G 型密度测试仪　中国厦门

亿恩达科技有限公司；LGJ-10 型真空冷冻干燥机　

北京松源华兴科技发展有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   NADES 的制备及理化性质　由于甜菜碱成

本低、无毒且可生物降解，因此选择中性分子甜菜碱

作为 HBA，与不同种类的有机酸基、醇基和糖基

HBD 按照一定摩尔比准确称量于锥形瓶中，在 80 ℃
水浴下进行磁力搅拌，直至形成均匀透明的无色液

体，密封后至于室温下保存备用。HBA 和 HBD 的

种类及摩尔比如表 1 所示，其中 NADES-1~NADES-3
为基于有机酸的酸性 NADES，以甘油和葡萄糖为

代表的醇基和糖基作为 HBD 合成的 NADES-4~
NADES-6 为对照组 NADES。

为了深入了解 NADES 的理化性质，测定了含

水量为 30%（质量分数）时 6 种 NADES 的 pH、粘度

和密度。使用 PHS-3E pH 计在室温 25 ℃ 下测定

NADES 的 pH。使用 DV-III 粘度计，选择 SC4-18
转子，转速设为 15 r/min，在 25 ℃ 下测定 NADES
的粘度。密度是通过密度测试仪在 25 ℃ 下测定。

 1.2.2   样品前处理　选取无腐烂、颗粒饱满的黑果

腺肋花楸冻果，去掉桔梗后，在室温下解冻、打浆，所

得的果浆进行真空冷冻干燥，随后粉碎成颗粒小于

0.45  mm 的细粉，再用铝箔纸包裹后放干燥器中

4 ℃ 避光保存备用。

 1.2.3   超声波辅助酸性天然低共熔溶剂提取花青素

　精确称取 0.1 g 黑果腺肋花楸粉末于 10 mL 离心

管中，加入 5 mL 含水量为 32% 的 NADES 溶液。将

混合物涡旋 8 s 后，在 32 ℃、124 W 的条件下超声提取

32 min，然后在 10000 r/min 下离心 10 min，取上清液，

得到花青素提取物。

 1.2.4   NADES 的选择　NADES 作为提取溶剂，按

照 1.2.3 方法提取黑果腺肋花楸花青素，以提取率为

指标，选择最佳的 NADES。

 1.2.5   NADES 的傅里叶红外变换光谱分析　采用

傅里叶红外光谱仪对 HBA、HBD 以及合成的 NADES
进行红外光谱分析，其扫描范围为 500~4000 cm−1，

每个样本扫描 32 次。

 1.2.6   单因素实验　以最佳 NADES 为提取溶剂，分

别考察 NADES 的摩尔比（1:1、1:2、1:3、1:4、1:5）、
NADES 的含水量（20%、25%、30%、35%、40%）、

超声功率（100、120、140、160、180 W）、超声时间

（10、20、30、40、50 min）和初始超声温度（25、30、
40、50、60 ℃）对花青素提取率的影响。

 1.2.7   ANN-GA 优化提取条件　

 1.2.7.1   建立人工神经网络模型　使用 Matlab 软件

构建一个 3 层前馈误差反向传播人工神经网络。其

中输入层为 4 个神经元，分别代表 NADES 的含水

量、超声功率、超声时间和初始超声温度。输出层

为 1 个神经元，代表花青素提取率。隐藏层的神经

元数量采用试错法确定，即从 3~25 由少至多逐个尝

试的方法寻找最佳隐藏层神经元数量。建模数据来

自于单因素实验，将实验样本随机分为 3 个数据集，

70% 用于训练，15% 用于验证，15% 用于测试。ANN

的隐藏层采用 Sigmoid 非线性传递函数作为核函

数，输出层采用 Pureline 线性传递函数作为核函数，

并使用 Levenberg-Marquardt 训练算法。最终以所

建模型得到的最小均方误差（MSE）和最大回归相关

系数（R）作为指标确定隐藏层中神经元的数量。

 1.2.7.2   遗传算法优化提取条件　用 Matlab 中的遗

传算法工具箱求取模型最优解，种群数量设置为 80，

传代次数为 20，交叉率和变异率分别为 0.3 和 0.1。将

训练好的神经网络模型作为遗传算法的适应度函数，

以提取率最大化作为优化目标进行全局寻优。

 1.2.8   提取方法比较　

 1.2.8.1   不同提取溶剂的比较　将纯水、70% 甲醇、

70% 乙醇和 80% 溴化-1-丁基-3-甲基咪唑（[BMIM]
Br）的乙醇溶液作为提取溶剂，按照 1.2.3 节操作提

取花青素。

 1.2.8.2   超声辅助乙醇提取法　参考黄泰曾[12] 的提

取方法。精确称取 0.1 g 黑果腺肋花楸粉末于 10 mL

离心管中，按照 1:50 g/mL 的固液比加入 5 mL 含

有 0.9% 盐酸的 80% 乙醇溶液。将混合物涡旋 8 s

后，在 45 ℃，80 W 的条件下超声提取 30 min，然后

在 10000 r/min 下离心 10 min，取上清液，得到花青

素提取液。

 1.2.8.3   酸性乙醇浸提法　参考国石磊[9] 的提取方法。

精确称取 0.1 g 黑果腺肋花楸粉末于 10 mL 离心管

中，按照 1:45 g/mL 的固液比加入 4.5 mL 含有 0.5%

乙酸的 40% 乙醇溶液。将混合物涡旋 8 s 后，在 46 ℃

的水浴条件下提取 112 min，然后在 10000 r/min 下

离心 10 min，取上清液，得到花青素提取液。

 1.2.9   花青素含量的测定　采用修改后的 pH 示差
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法[20] 测定花青素含量。取 2 份 1 mL 花青素提取液，

一份用 pH 为 1.0 的 KCl-HCl 缓冲溶液稀释至 10 mL，
另一份用 2 mol/L NaOH 溶液和 pH 为 4.5 的 HAC-

NaAC 缓冲溶液调节提取液 pH 为 4.5 并稀释至 10 mL，
混匀后，室温下避光平衡 30 min，然后在 8000 r/min
下离心 5 min，所得上清液在 510 和 700 nm 处测定

吸光度。按公式（1）、（2）计算花青素提取率，花青素

提取率以黑果腺肋花楸粉末中含有的矢车菊素-3-葡
萄糖苷当量（mg Cy-3-glu/g DW）来表示。

花青素提取率(mg/g) =
∆A×Mω ×n×V

ε×m
式（1）

∆A = (A510−A700)pH1.0−(A510−A700)pH4.5 式（2）

式中，Mω 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的相对分子质

量，449.2 g/mol；n 为稀释倍数；V 为提取液总体积，

mL；ε 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的消光系数，26900；
m 为黑果腺肋花楸粉末质量，g。

 1.2.10   花青素提取物的稳定性　

 1.2.10.1   光照对花青素稳定性的影响　在 25 ℃
下，将花青素提取液分别于避光和室内日光灯（约

5000 Lux）条件下放置一段时间，每隔 12 h 取样测定

花青素含量，按公式（3）计算花青素保留率[11]：

花青素保留率 (%) =
A0

A1

×100 式（3）

式中，A0 为处理后花青素提取率；A1 为处理前

花青素提取率。

 1.2.10.2   温度对花青素稳定性的影响　将 15 mL 花

青素提取液分别在 4、30、50、70、90 ℃ 的水浴条件

下避光放置一段时间，每隔 1 h 取样，冷却后测定花

青素含量。花青素的降解遵循一级动力学模型，通过

计算一级反应速率常数（k）和半衰期（t1/2）来确定花

青素在 NADES 体系中的降解动力学[14]。计算公式

如下

ln
(

Ct

C0

)
= −kt 式（4）

t1/2 =
ln2
k 式（5）

式中，k 为反应速率常数；C0 为初始浓度，mg/g；
Ct 为在给定温度下加热时间（ t）后的浓度，mg/g；

t1/2 为反应的半衰期，h。

 1.2.11   花青素提取物的抗氧化性　

 1.2.11.1   DPPH 对自由基的清除能力　参考 Pan
等[21] 方法并稍作修改。首先，在 0.1 mL 不同浓度

（20、40、80、120、160、200 μg/mL）的花青素提取液

中分别加入 3.9 mL 0.1 mmol/L 的 DPPH 溶液，混匀

后，避光静置 30 min，测定反应溶液在 517 nm 处的

吸光值，并以抗坏血酸（VC）为阳性对照。

DPPH 自由基清除率 (%) =
(A0−A1)

A0

×100 式（6）

式中，A0 为对照组吸光值，A1 为样品组吸光值。

 1.2.11.2   ABTS+对自由基清除能力　参考 Lm 等[22]

方法并稍作修改。首先，将 ABTS 溶液（7.4 mmol/L）

与过硫酸钾溶液（2.6 mmol/L）按照 1:1 的体积比混

合后，避光反应 12 h 制得 ABTS 储备液。再用磷酸

盐缓冲溶液（200 mmol/L，pH7.4）调节 ABTS 储备液

的浓度，使其在 734 nm 处的吸光值为 0.700±0.02。

然后，取 0.05 mL 不同浓度的花青素提取液分别加

入 4 mL ABTS 工作液，混匀后，室温避光反应 6 min，

在 734 nm 处测定吸光值，并以 VC 为阳性对照。

ABTS+自由基清除率 (%) =
(A0−A1)

A0

×100 式（7）

式中，A0 为对照组吸光值，A1 为样品组吸光值。

 1.2.11.3   总抗氧化能力　参考国石磊[9] 和 Pan 等[21] 方

法并稍作修改。首先，由醋酸缓冲液（300 mmol/L）、

氯化三铁溶液（20 mmol/L）和 TPTZ溶液（10 mmol/L

TPTZ 溶解于 40 mmol/L HCl）按照 10:1:1 的体积

比混合制备 FRAP 工作液。再取 0.1 mL 不同浓度

的硫酸亚铁溶液（0.3~2.1 mmol/L），分别加入 5 mL

FRAP 工作液，混匀后，置于 37 ℃ 下避光反应 8 min，

在 593 nm 处测定各吸光值，绘制标准曲线。花青素

提取液按照相同方法测定吸光值，其抗氧化能力基于

线性标准曲线换算的 FeSO4·7H2O当量表示样品的

抗氧化能力，即 1FRAP 单位=1 mmol/L FeSO4·7H2O，

并以 VC 作为阳性对照。

 1.3　数据处理

所有实验均重复三次，采用 Microsoft  office

excel 2019 和 Origin 2021 软件进行数据处理分析，

采用 IBM SPSS Statistics 23 软件对数据进行显著性

差异分析，通过 Matlab Math Works R2021a 软件预

测和优化提取条件。

 2　结果与分析

 2.1　NADES 的理化性质

NADES 的结构决定了其理化性质，在萃取过程

中对生物活性物质的提取效率和稳定性有重要影

响。从表 1 可以看出，NADES 的密度均大于水，且

不同类型 NADES 的密度有所差异，这归因于形成不

同的 NADES 的原料有不同的分子组织和堆积方
 

表 1    NADES 的理化性质

Table 1    Physicochemical properties of NADES

样品 组成 摩尔比 密度 pH
（30%含水量）

粘度（30%
含水量）
（mPa·s）

NADES-1 甜菜碱:乳酸 1:3 1.19 2.89 24.75

NADES-2 甜菜碱:柠檬酸:水 1:1:2 1.47 2.57 46.00

NADES-3 甜菜碱:苹果酸:水 1:1:1 1.38 2.88 47.25

NADES-4 乳酸:甘油 1:2 1.33 1.67 27.00

NADES-5 甜菜碱:甘油 1:2 1.27 6.86 36.25

NADES-6 甜菜碱:葡萄糖:水 1:1:1 1.27 6.23 65.25
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式[23]。理论上，NADES 粘度越小，密度越低，越有利

于固液分离。此外，从表 1 中可发现采用有机酸制备

的 NADES 比甘油和糖制备的 NADES 具有更低的

pH，其 pH 小于 3。而且，以葡萄糖制备的 NADES 粘

度最大，采用乳酸和甘油制备的 NADES 粘度较小，

分别为 24.75 和 27.00 mPa·s。这可能与制备 NADES
所用的 HAB 和 HBD 的理化性质、分子量、浓度和

碳链长度有关[24]，HAB 和 HBD 结构越简单，碳链越

短，NADES 粘度越小。然而，NADES-3 粘度却略高

于 NADES-2，这可能与溶剂制备过程中向 NADES-
2 中添加了更高比例的水有关，从而降低了物质的浓

度以及 NADES 的粘度。

 2.2　NADES 的选择

本研究考察了不同种类 NADES 对花青素提取

率的影响。由图 1 可知，采用有机酸制备的 NADES
对花青素的提取率高于糖和醇制备的 NADES。一

方面，因为基于有机酸的 NADES 酸性强（pH<3），能
提供给花青素更稳定的环境，另一方面，由于多羧

酸可以增强 NADES 组分之间的氢键相互作用，从

而提高提取率[13]。然而，NADES-2 和 NADES-3 的

粘度分别为 46.00 和 47.25  mPa·s，高于其它有机

酸基 NADES，这不利于目标分析物的传质和转移。

NADES-1 和 NADES-4 的 pH 分别为 2.89 和 1.67，
当溶液 pH 小于 3 时，有利于花青素的稳定和提取，

且两者粘度接近，但 NADES-4 的提取率略低于

NADES-1，主要是因为在提取过程中，花青素被视为

HBD，NADES-1 中的甜菜碱和乳酸都含有羧基可作

为 HBA 与花青素相互作用。而 NADES-4 中的甘

油会和花青素竞争性地与乳酸的阴离子 O−相互作

用，且甘油的羟基分支可能会导致相当大的空间位

阻，阻止花青素与乳酸之间的相互作用 [25−26]。当

NADES-1 被用作提取溶剂时，可有效避免添加额外

酸来调节体系 pH，简化了实验操作，而且有利于花青

素的提取和稳定，其花青素提取率高达 20.56 mg/g，

显著高于其他 NADES。因此，本研究选择甜菜碱和

乳酸制备的 NADES 作为提取溶剂进行后续实验。

 2.3　NADES 的傅里叶红外变换光谱分析

为了探讨 NADES 的结构和形成机理，研究分

析了不同摩尔比合成的 NADES 的红外光谱图。从

图 2A 中可以看出，3500~3300 cm−1 区域的红外谱带

与 OH 基团的拉伸振动有关[27]。乳酸和 NADES-1

在 2990 和 2940 cm−1 处都有一个典型的双峰，代表

C-H 拉伸振动，且 1300~1000 cm−1 区域与 C-O-C 拉

伸有关，特别是 1210 和 1120 cm−1 处的两个峰是由

与不对称-CH3 摇摆振动有关的 C-O-C 不对称振动

引起的[28]。同时，乳酸和 NADES-1 在 2530（O-H）、

1730（C=O）、1210（C-O）cm−1 处有相同的特征吸收

峰，且在甜菜碱与乳酸相互作用合成 NADES-1 的过

程中，由于氢键相互作用，甜菜碱中-COO 的拉伸振

动从 1630 cm−1 移动到 1620 cm−1。此外，从图 2B

中可以看出，甜菜碱和乳酸以不同摩尔比合成的

NADES-1 的红外光谱均具有以上特征。因此，这证明

甜菜碱和乳酸通过氢键相互作用制备了 NADES-1。
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图 2    NADES-1（A）和不同摩尔比（甜菜碱:乳酸）
NADES 体系的红外光谱图（B）

Fig.2    Infrared spectra of NADES-1 (A) and NADES system
with different molar ratios (betaine: lactic acid) (B)

 

 2.4　单因素实验

 2.4.1   NADES 的摩尔比　本研究考察了摩尔比为

1:1、1:2、1:3、1:4 和 1:5 时对花青素提取率的影响。

如图 3 所示，当甜菜碱和乳酸的摩尔比从 1:1 增加

到 1:3 时，花青素的提取率逐渐增高。这是因为随

着乳酸含量的增加，NADES-1 的粘度以及酸度降

低，增强了花青素的传质效率及稳定性[29]。当摩尔比
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图 1    不同 NADES 对花青素提取率的影响

Fig.1    Effects of different NADES on anthocyanins
extraction yield

注：不同字母表示花青素提取率具有显著性差异（P<0.05）；
图 3~图 4、图 6 同。
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达到 1:4 时，花青素提取率开始下降。这可能是因

为随着甜菜碱的浓度不断降低，使甜菜碱与花青素之

间的氢键数量不断减少，从而导致提取率降低[29]。因

此，甜菜碱和乳酸的最佳摩尔比为 1:3。
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图 3    不同摩尔比 NADES 的花青素提取率图（A）和不同摩
尔比 NADES 溶液的理化性质图（B）

Fig.3    Anthocyanins extraction yield with different molar ratios
of NADES (A) and the physicochemical properties of NADES

solutions with different molar ratios (B)
 

 2.4.2   NADES 的含水量　由于 NADES 粘度普遍

较大，在实验过程中，需添加适量的水来降低粘度，以

提高传质速率。本研究考察了不同含水量（20%、

25%、30%、35% 和 40%）的 NADES-1 对花青素提

取率的影响。如图 4A 所示，当含水量为 30% 时，花

青素提取率最高。这是由于加入一定比例水的

NADES 其结构变化较小，同时其粘度降低、极性增

强[30]。而当含水量过高时，水会削弱 HBA 和 HBD

之间的氢键相互作用，进而破坏 NADES 的超分子结

构，使 NADES 与花青素之间的氢键相互作用减弱，

导致提取率下降[31]。因此，NADES-1 的最佳含水量

为 30%。

 2.4.3   超声功率　本研究考察了超声功率为 100、

120、140、160 及 180 W 时对花青素提取率的影响。

由图 4B 可知，超声功率从 100 W 增加到 120 W 时，

花青素提取率不断提高，而当超声功率继续增加后，

提取率反而不断下降。这是由于高功率的超声会产

生过多的热量，导致花青素发生热降解[32]。因此，选

择 120 W 超声功率进行后续试验。

 2.4.4   超声时间　本研究考察了不同超声时间（10、

20、30、40 和 50 min）对提取率的影响。由图 4C 可

知，超声时间为 20 min 时，花青素提取率最高，但随

着超声时间的不断延长，提取率下降。这可能是由于

短时间的超声即可实现细胞壁的完全破坏，使花青

素溶出，提取率升高[33]。然而，随着超声时间的不断

增加，由于超声空穴效应和机械效应，会使超声水池

温度略有升高，在长时间光照、氧气和温度的综合作

用下，花青素会发生氧化降解[34]。因此，选择超声时

间为 20 min 进行后续试验。
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图 4    黑果腺肋花楸花青素提取工艺的单因素实验结果

Fig.4    Single factor experimental results of extraction process
of anthocyanins from Aronia melanocarpa
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 2.4.5   初始超声温度　温度对花青素的提取具有重

要影响，本研究考察了不同初始超声温度（25、30、
40、50、60 ℃）下花青素提取率的变化。如图 4D 所

示，当温度升高至 30 ℃ 时，花青素提取率达到最

高。这是因为高温可以减弱酚类化合物与样品基质

之间的物理吸附和化学相互作用强度，使得酚类化合

物易于从样品基质中解吸下来，从而提高酚类化合物

在提取溶剂中的溶解能力[29]。同时，升高温度可以降

低 NADES 的粘度，增加花青素传质效率。然而，随

着温度进一步升高，花青素提取率逐渐降低，这是因

为花青素在高温下发生了热降解反应[10]。因此，选择

初始超声温度为 30 ℃ 进行后续试验。

 2.5　ANN-GA 优化提取条件

 2.5.1   人工神经网络的构建　20 组单因素实验数据

按 70%（14）、15%（3）和 15%（3）的比例分别对 ANN
进行训练、验证和测试。经过训练发现，当隐藏层神

经元个数为 14 时，ANN 获得最小的 MSE 和最大

的 R 值，因此，最终 ANN 的拓扑结构为 4-14-1。训

练后 ANN 的权重和偏置矩阵公式（8）~（11）如下所

示，w1 代表输入层与隐藏层之间的连接权重，b1 代

表隐落层神经元的偏置值，w2 代表隐藏层与输出层

之间的连接权重，b2 代表输出层神经元的偏置值，权

重和偏置矩阵作为模型参数用于对输入数据预测其

输出。

ANN 在训练集、验证集和测试集的相关系数

r 分别为 0.99999、0.99855 和 0.99378，在总数据集

的相关系数 r 为 0.99201，如图 5A 所示，所有 r 值均

趋近于 1，表明本研究开发的 ANN 模型在预测不同

输入的响应值方面具有良好的可靠性。由图 5B 可

知，ANN 在 epoch 为 4 时获得最小的 MSE，其在验

证集和总数据集的均方差 MSE 分别为 0.0013532
和 0.0060738，表明 ANN 模型达到了最佳的预测性

能。图 5C 是 ANN 在 20 个数据上的预测值与实际

值之间的误差百分比图，可以直观反应 ANN 的预测

误差，由图可知本研究构建的 ANN 模型误差小，准

确度高，可以如实反应不同因素间相互作用对结果的

影响。

w1 =



0.5806 −0.2984 1.5898 −1.0323
−2.0993 −2.7093 −2.5147 −1.7181
−0.1743 0.1944 2.2241 2.3564
−2.4829 −1.3690 0.8864 −1.3304
−2.1669 −0.8505 2.2246 −2.2074
1.4534 0.4690 1.2899 2.0781
−1.7525 2.9558 −2.9435 −2.6495
0.8868 −1.2537 1.1511 −0.7920
−1.5650 2.2058 −2.4273 2.3426
0.4182 −1.4967 2.8641 −2.6453
−0.8442 0.4070 −1.2156 0.1891
2.5120 1.5919 2.7965 −2.7192
1.0852 2.0985 −1.3772 −0.6057
2.4633 0.5211 1.7280 −2.0516


式（8）

b1 =



2.3490
−0.2852
−2.7654
−0.0746
0.0158
2.3001
−1.5544
1.6191
1.7028
−1.6504
2.9887
2.1508
−2.4229
−1.4906



式（9）
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w2 =



0.4571
1.2907
−1.0343
1.5142
−2.1635
2.8276
1.0566
−0.4108
0.8849
−1.5782
2.1085
1.0469
−1.7158
0.4861



式（10）

b2 = [1.0019] 式（11）

 2.5.2   遗传算法优化提取条件　GA 算法是一种遗

传进化算法，其初始种群数量代表解决方案的数量，

每个解决方案都是独立的，被表示为一条染色体，每

个染色体上包含一组定义个体特征的基因。在本研

究中，4 个参数条件就是一条染色体上的 4 个基因，

它们通过选择、交叉和变异产生新的染色体，直到找

到最好的解决方案。ANN-GA 运行结果显示，花青

素最大提取率为 23.75 mg/g，对应的最佳提取条件

是 NADES 的含水量为 32%，超声功率为 124 W，超

声时间为 24 min，初始超声温度为 32 ℃。以该实

验条件进行验证实验，得到花青素实际提取率为

23.62 mg/g，相对误差为 0.55%。由此证明了 ANN-
GA 在拟合实验参数和优化实验条件方面具有可靠

性。

 2.6　提取方法比较

为了评价 NADES-1 的提取性能，在相同提取条

件下，研究了 70% 甲醇、70% 乙醇、水、离子液体作

为提取溶剂时的花青素提取率。结果如图 6A 所示，

NADES-1 作为提取溶剂所获得的花青素提取率最

高。且 NADES-1 安全性高、挥发性低，不会危害环

境和人体健康。同时，为了更好的评价本研究所建立

的超声波辅助天然低共熔溶剂提取法，将本方法与文

献报道的其他常用黑果腺肋花楸花青素提取法，如超

声波辅助乙醇提取法和酸性乙醇浸提法进行比较。

结果由图 6B 可知，本方法提取率高，提取时间短，

仅为 24 min，而其他两种方法提取时间分别长达 30
和 112 min。其中超声波辅助乙醇提取法的提取率

低于本方法，一方面与提取溶剂的性质有关，NADES
中的 HBA 和 HBD 可以在 NADES 分子和花青素之

间形成氢键，从而增强花青素的溶解能力。另一方面

是超声波辅助 NADES 提取法的超声功率更高，因为

从理论上讲，更高的超声功率会导致更剧烈的空化气

泡破裂，产生更大的气泡，从而引发更高的剪切力，进

而促进花青素提取[35]。此外，当以酸性 NADES-1 作

为提取溶剂，使得后续实验无需调节溶液的 pH，可避

免盐酸、乙酸的加入，简化了实验操作。

 2.7　花青素提取物的光稳定性和热稳定性

从图 7A 可以看出，在不同光照条件下，花青素

的含量随着光照时间的增加逐渐减少，但总体而言，

避光条件下花青素的降解速度比光照下花青素的降

解速度慢。在避光和光照处理 60 h 后，花青素的保

留率分别为 95.90% 和 84.89%。这是由于光照会引

发单重态或三重态花青素发生一系列自由基反应，导

致花青素降解[36]。因此花青素在保存过程中需要避

免光照。

黑果腺肋花楸花青素的温度降解过程符合一级

反应。由图 7B 和表 2 可知，随着温度的升高，花青

素的降解速率常数 k 增大，半衰期减小，说明花青素

的降解是吸热反应，高温则加速降解，特别是当温度

超过 50 ℃ 时，降解速率开始加快。这是由于花青素

的母体结构受热生成无色查尔酮式，造成花青素降

解[37]。Condurache 等[38] 做了相关研究，发现茄子皮

花青素在 80 和 90 ℃ 热处理后的 t1/2 分别为 1.56

和 1.46 h，低于黑果腺肋花楸花青素，且 BI 等[39] 发

现在 70 ℃ 下桑葚花青素在酸性乙醇和 NADES 中

的 t1/2 分别为 1.96 和 3.12 h，也低于本研究报道的数

值。但栾琳琳[40] 考察了桑葚花青素的储存稳定性，

发现其在 4 ℃ 下的 t1/2 约为 60 d，而黑果腺肋花楸

花青素在此条件下的 t1/2 仅为 130.78 h。由此说明

花青素对高温敏感，在保存过程中温度应低于 50 ℃，

且在后续花青素的应用研究中，如何提高花青素的稳

定性是也研究的一部分内容。
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 2.8　花青素提取物的抗氧化活性

以 VC 为阳性对照，评估了花青素提取物 DPPH
自由基清除能力、ABTS+自由基清除能力和总抗氧

化能力。从图 8 中看出，花青素和 VC 的抗氧化能力

与浓度呈正比关系，且花青素的抗氧化能力比 VC

强。当质量浓度为 200 μg/mL 时，花青素和 VC 的

DPPH 自由基清除能力分别为 62.30% 和 54.00%。

在 30 μg/mL 时，花青素的 ABTS+自由基清除能力

为 85.14%，是 VC 的 3.3 倍。同时，在质量浓度为

200 μg/mL 时，花青素和 VC 的总抗氧化能力分别为

6.39 和 2.86 mmol/L FeSO4·7H2O 当量，即花青素的

总氧化能力是 VC 的 2.23 倍，而位璐璐等[41] 研究发

现以乙醇作为萃取剂提取的黑果腺肋花楸花青素提

取物的 ABTS+自由基清除率和总抗氧化能力分别

是 VC 的 2 倍和 4 倍，这与前人的研究结果一致。导

致花青素提取物抗氧化能力不同原因，一方面可能是

由于不同溶剂提取的花青素组分不同，而且各个花青

素单体的抗氧化能力不同，另一方面可能是因为有机

溶剂同时提取黑果腺肋花楸中的多酚类等其他抗氧

化成分[9,42]。总而言之，NADES-1 作为提取溶剂提

取的花青素具有强抗氧化活性。
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图 8    黑果腺肋花楸花青素提取物的 DPPH 自由基清除能力
（A），ABTS+自由基清除能力（B）和总抗氧化能力（C）

Fig.8    DPPH free radical scavenging capacity (A), ABTS+ free
radical scavenging capacity (B) and total antioxidant

capacity (C) of anthocyanins extracts of Aronia melanocarpa
 

 3　结论
本研究建立了一种绿色、简便、高效的超声波辅

助酸性 NADES 提取法用于提取黑果腺肋花楸中的

花青素。该方法以甜菜碱和乳酸为原料，根据氢键相

互作用合成的酸性 NADES 作为提取溶剂，这不仅绿

色安全，还避免了盐酸、乙酸的加入，简化了实验操

作。此外，利用单因素实验和 ANN-GA 优化提取条

件，在最优条件下，该方法的花青素提取率达到

23.62 mg/g。与传统提取方法相比，本方法的提取时

间短，提取率高，这极大的扩展了黑果腺肋花楸资源

的开发利用。同时，研究发现花青素在温度超过
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Fig.7    Light stability of anthocyanins extracts of Aronia
melanocarpa (A) and degradation kinetics curves of

anthocyanins at different temperatures (B)
 

 

表 2    不同温度条件下黑果腺肋花楸花青素降解的
一级动力学参数

Table 2    First order kinetic parameters of anthocyanins
degradation of Aronia melanocarpa under different temperatures

温度（℃） 回归方程 速率常数k R2 t1/2（h）

4 ln（Ct/C0）=−0.0053t−0.0024 0.0053 0.9083 130.78

30 ln（Ct/C0）=−0.0089t−0.0066 0.0089 0.9322 77.88

50 ln（Ct/C0）=−0.0234t−0.0156 0.0234 0.9369 29.62

70 ln（Ct/C0）=−0.1881t−0.0529 0.1881 0.9895 3.68

90 ln（Ct/C0）=−0.3412t−0.1431 0.3412 0.9734 2.03
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50 ℃ 环境下，降解速率加快，且具有比 VC 更强抗氧

化能力，这为后续黑果腺肋花楸花青素提取物的应用

提供了数据支撑和理论基础，但在未来花青素应用中

如何提高花青素的稳定性也是我们需要解决的问

题。
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