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摘要：为了优化果胶酶作用下水提取山楂类黄酮的超声提取

工艺，通过单因素试验和正交试验得到超声辅助果胶酶提取

山楂类黄酮的最佳工艺为：预煮时间３０ｍｉｎ，超声时间

５０ｍｉｎ，超声温度５０℃，超声功率１５０Ｗ。该条件下，提取的

山楂汁中类黄酮含量为３３５．３２ｍｇ／１００ｍＬ。与传统水浴振

荡提取比较，超声波辅助显著缩短了类黄酮的提取时间。
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　　山楂（犆狉犪狋犪犲犵狌狊狆犻狀狀犪狋犻犳犻犱犪Ｂｇｅ．）又名山里红、红果，

属蔷薇科山楂属落叶乔木，是中国传统的药食两用中药材之

一。它含有丰富的生物活性物质，如有机酸、多酚、类黄酮、

三萜酸、原花青素等，具有较强的抗氧化活性，有扩展血管、

调节血脂、改善微循环、抗动脉粥样硬化、降低胆固醇等作

用，其中黄酮类物质是主要的功效成分之一［１－４］。

　　山楂黄酮的传统提取方法主要有索氏抽提、回流提取和

溶剂浸提等，提取消耗溶剂多，时间长。新的提取技术包括

超临界萃取、微波辅助提取、超高压提取和超声波辅助提取

等［５］。与其他方法相比，超声提取具有时间短、能耗低、效率

高、能显著提高有效成分浸出等优点［６］。因其产生的热作

用、机械作用和空穴作用，在加工果汁的过程中有利于果浆

的细化，使果汁黏性降低，提高出汁率和汁液质量［７］，已成功

应用于多种果汁的制备提取［８－１０］。果胶酶已被证实在果汁

提取过程中起到重要作用，可以破坏细胞壁，提高黄酮类物

质的溶出。超声波辅助酶法在山楂类黄酮提取方面有所涉

及［１１］，但选用的提取溶剂为乙醇溶液，对山楂汁等以水制备

的产品实际指导意义有限。本研究在课题前期试验（确定果

胶酶添加量０．５‰、料水比１５（犿犞））的基础上，以山楂

干为原料，拟利用超声波辅助果胶酶提取山楂类黄酮物质，

通过单因素及正交试验确定最佳超声提取工艺，旨为后续山

楂类黄酮的提取及应用提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

　　山楂干：鲜山楂采自河南登封，无霉烂变质，无病虫害。

运回实验室后，切成５～７ｍｍ厚度山楂片，去核，５０℃恒温

鼓风干燥箱中烘干至水分含量低于１８％；

　　ＰＰ１果胶酶：１万Ｕ／ｇ，天津利华酶制剂有限公司；

　　芦丁：纯度≥９８％，中国食品药品检定研究所；

　　亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠：分析纯，天津市瑞金特化

学品有限公司；

　　乙醇：分析纯，天津市富宇精细化工有限公司。

１．２　仪器与设备

　　电热鼓风干燥箱：ＧＳ１０１２ＥＢ型，重庆四达试验设备有

限公司；
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　　数控超声波清洗器：ＫＱ３２００ＤＥ（４０ＫＨｚ）型，昆山市超

声仪器有限公司；

　　紫外分光光度计：Ｓｐｅｃｏｒｄ５０型，德国 ＡｎａｌｙｔｉｃＪｅｎａ

公司；

　　电子分析天平：ＢＳ２１４Ｄ型，德国赛多利斯公司；

　　台式离心机：Ｌ５５０型，湖南湘仪离心机仪器有限公司；

　　水浴恒温振荡器：ＳＨＡＣ型，金坛市荣华仪器制造有限

公司。

１．３　方法

１．３．１　超声辅助酶法提取山楂黄酮的工艺流程及参数　取

２０ｇ山楂干加１００ｍＬ水，于３５℃恒温浸泡８ｈ，使山楂干充

分吸水，之后１００℃预煮一定时间（在预煮前称重），预煮结

束之后称重补齐蒸发的水分。冷却至室温后匀浆，加入质量

比０．５‰果胶酶，超声提取山楂汁。超声结束后９０℃水浴保

温３０ｓ灭酶，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液。残渣加入

１００ｍＬ蒸馏水重复超声提取１次，合并２次上清液得类黄

酮提取液。

１．３．２　振荡提取山楂汁类黄酮的工艺参数　取２０ｇ山楂干

加１００ｍＬ水，于３５℃恒温浸泡８ｈ，１００℃预煮３０ｍｉｎ，补

齐蒸发的水分。冷却至室温后匀浆，加入０．５‰果胶酶，之后

在２００ｒ／ｍｉｎ，５０℃水浴振荡提取类黄酮。提取结束后９０℃

水浴保温３０ｓ灭酶，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液。残

渣重复提取１次，合并２次上清液得类黄酮提取液。

１．３．３　单因素试验设计

　　（１）预煮时间对山楂汁中类黄酮含量的影响：固定超声

时间４０ｍｉｎ，超声温度５０℃，超声功率１５０Ｗ，分别将山楂

干在１００℃煮沸１０，２０，３０，４０ｍｉｎ，考察预煮时间对山楂汁

中类黄酮含量的影响。

　　（２）超声温度对山楂汁中类黄酮含量的影响：固定预煮

时间３０ｍｉｎ，超声时间４０ｍｉｎ，超声功率１５０Ｗ，分别设置提

取温度为４０，５０，６０，７０，８０℃，考察超声温度对山楂汁中类

黄酮含量的影响。

　　（３）超声时间对山楂汁中类黄酮含量的影响：固定预煮

时间３０ｍｉｎ，超声温度５０℃，超声功率１５０Ｗ，分别超声提

取１０，２０，３０，４０，５０ｍｉｎ，探讨超声时间对山楂汁中类黄酮含

量的影响。

　　（４）超声功率对山楂汁中类黄酮含量的影响：固定预煮

时间３０ｍｉｎ，超声时间４０ｍｉｎ，超声温度５０℃，考察超声功

率为６０，９０，１２０，１５０Ｗ时提取的山楂汁中类黄酮的含量。

１．３．４　正交试验优化设计　根据单因素试验的结果，选取

预煮时间、超声温度、超声时间和超声功率为影响因素，以提

取的山楂汁中类黄酮含量为响应值，通过Ｌ９（３
４）正交试验优

化超声提取类黄酮的工艺条件。

１．３．５　山楂汁中类黄酮物质含量测定

　　（１）标准曲线的绘制：准确称取干燥至恒重的芦丁标准

品５ｍｇ置于２５ｍＬ容量瓶中，加无水乙醇充分溶解，定容，

得到２００μｇ／ｍＬ的母液。分别取标准品母液０．０，０．１，０．２，

０．４，０．５，０．８，１．０ｍＬ至具塞试管中，加无水乙醇定容至

１ｍＬ。在试管中分别加入５％ ＮａＮＯ２０．３ｍＬ，摇匀放置

６ｍｉｎ，再加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３０．３ｍＬ，摇匀放置６ｍｉｎ，最后

加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液３．４ｍＬ，摇匀放置１５ｍｉｎ，在

５１０ｎｍ处测量吸光值（犃５１０）。得到芦丁吸光度与浓度

（μｇ／ｍＬ）之 间 的 标 准 曲 线 方 程 为：犆＝ ３３４．３８犃５１０ －

０．７３２１，相关系数犚２＝０．９９９４。

　　 （２）山 楂 汁 中 类 黄 酮 含 量 测 定：采 用 ＮａＮＯ２—

Ａｌ（ＮＯ３）３比色法
［１１］。按照上述标准曲线试验步骤，以样品

提取液替代标准液测定犃５１０值，代入曲线方程计算山楂汁中

类黄酮的含量，结果表示为每１００ｍＬ山楂汁中含有的芦丁

当量（ｍｇ／１００ｍＬ）。

１．３．６　统计方法　单因素及正交试验提取及测定均进行

３次平行试验，试验数据以平均值±标准差（犡±犛犇）表示。

由ＤＰＳ软件中Ｄｕｎｃａｎ’ｓ新复极差法进行方差分析。

２　结果与分析
２．１　单因素试验结果

２．１．１　预煮时间对山楂汁中类黄酮含量的影响　由图１可

知，随着超声前样品预煮时间的延长，制备的山楂汁中类黄

酮含量先增加后减少，预煮３０ｍｉｎ时制备得到的山楂汁类

黄酮含量最高。超声之前预煮可以使山楂干充分软化，水解

部分果胶物质，提高出汁率。但长时间的高温熬煮可能会破

坏部分溶出的类黄酮物质的结构，反而使得山楂汁中类黄酮

含量降低。因此，选择预煮时间３０ｍｉｎ较为适宜。

２．１．２　超声温度对山楂汁中类黄酮含量的影响　由图２可

知，随着超声温度的增加，山楂汁中类黄酮含量先显著增加。

温度增高有利于果胶酶的反应，使得山楂中的果胶物质水解，

破坏细胞壁，增加活性物质的溶出。而当温度超过５０℃后，

图１　预煮时间对山楂汁中类黄酮含量的影响
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图２　超声温度对山楂汁中类黄酮含量的影响
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山楂汁中类黄酮含量有所下降，一方面高温对酶产生了钝化

作用，影响了类黄酮物质的继续溶出，另一方面温度升高可

能破坏了活性物质的结构。因此选择５０℃为优化工艺中超

声温度的最佳水平。

２．１．３　超声时间对山楂汁中类黄酮含量的影响　超声波处

理可破坏植物组织细胞结构，使提取物易于从植物材料中快

速溶到提取溶剂中［１２－１３］。此外超声产生的空化作用能使溶

剂充分、迅速渗透入提取物内部［１４］。由图３可知，在１０～

４０ｍｉｎ内，山楂汁中类黄酮含量随着超声时间的延长而呈现

线性增加趋势，但超声时间超过４０ｍｉｎ后，类黄酮含量有所

下降。在一定时间内，超声波有利于山楂干中水分的渗入和

山楂细胞壁的破碎，增加了山楂汁中类黄酮物质的溶出。但

随着时间的延长，由于超声波具有较强的机械剪切作用，长

时间作用会使类黄酮物质分子结构被破坏［６］。因此选择

４０ｍｉｎ为超声时间的最佳水平。

图３　超声时间对山楂汁中类黄酮含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｔｉｍｅｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｊｕｉｃｅ

２．１．４　超声功率对山楂汁中类黄酮含量的影响　由图４可

知，在６０～１２０Ｗ 时，超声提取的山楂汁中类黄酮含量随着

超声功率的增大而明显增加，之后变化趋势变缓，类黄酮含

量在１５０Ｗ（仪器最大功率）时与１２０Ｗ 相比较不具有显著

性差异。在一定的超声波条件下不会造成类黄酮分子结构

的破坏和分子特性的改变，提高超声功率会增加山楂细胞的

破碎程度，使山楂汁中类黄酮的溶出率升高。但是极端的增

加超声波能量会增加能耗，同时由于超声波的强化和机械作

用，可能会破坏生物活性物质的分子链，造成已经溶出的活

性物质分子的不正常降解，降低生物活性［１５－１６］。因此将最

佳超声功率确定为１２０Ｗ。

图４　超声功率对山楂汁中类黄酮含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｊｕｉｃｅ

２．２　正交优化试验结果

　　综合以上单因素试验结果，考察预煮时间、超声温度、超

声时间、超声功率对山楂汁中类黄酮含量的影响，正交试验

因素水平表见表１，试验结果与分析见表２、３。

表１　超声提取山楂汁类黄酮正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌａｒｒａｙｄｅｓｉｇｎｆｏｒｕｌｔｒａ

ｓｏｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｊｕｉｃｅ

水平
Ａ预煮时

间／ｍｉｎ

Ｂ提取温

度／℃

Ｃ提取时

间／ｍｉｎ

Ｄ超声功

率／Ｗ

１

２

３

２０

３０

４０

４０

５０

６０

３０

４０

５０

９０

１２０

１５０

　　由表２可知，提取工艺参数对山楂汁中类黄酮含量的影

响程度大小依次为：超声提取温度（Ｂ）＞ 超声提取时

间（Ｃ）＞超声功率（Ｄ）＞预煮时间（Ａ）。由表３可知，超声提

取温度对山楂汁中类黄酮含量有显著影响（Ｐ＜０．０５），对山

楂汁类黄酮的含量起主要作用；其它３个因素中，超声提取

时间和超声功率的影响次之，但二者对结果的影响不存在显

著性差异；预煮时间对类黄酮含量的影响最小，在方差分析

中作为误差列。在试验设计范围内，综合极差分析和方差分

析结果，最终优化得到超声提取山楂汁类黄酮的最佳工艺条

件为Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即预煮时间３０ｍｉｎ，超声温度５０℃，超声时

间５０ｍｉｎ，超声功率１５０Ｗ。在最佳条件下经过３次验证实

验提取山楂汁，测得山楂汁中类黄酮含量为（３３５．３２±

９．０４）ｍｇ／１００ｍＬ。在最优试验方案所制备的山楂汁中类

黄酮含量均优于其它工艺条件，且数据稳定。

２．３　超声提取与振荡提取的比较

　　为了比较超声提取与传统水浴振荡提取的差别，设定在

表２　超声提取山楂汁类黄酮正交试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌａｒｒａｙｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｊｕｉｃｅ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
类黄酮含量／

（１０－２ｍｇ·ｍＬ－１）

１ １ １ １ １ ２６４．８３±６．２９

２ １ ２ ２ ２ ３０４．０３±４．４８

３ １ ３ ３ ３ ３２８．９８±７．４０

４ ２ １ ２ ３ ２９３．６４±３．７８

５ ２ ２ ３ １ ３２０．３７±２．９４

６ ２ ３ １ ２ ２９９．７２±４．６７

７ ３ １ ３ ２ ２９８．４１±８．９６

８ ３ ２ １ ３ ３１４．８０±５．５４

９ ３ ３ ２ １ ２８５．４５±６．８２

犽１


２９９．２８ ２８５．６３ ２９３．１２ ２９０．２２

犽２ ３０４．５８ ３１３．０７ ２９４．３７ ３００．７２

犽３ ２９９．５５ ３０４．７２ ３１５．９２ ３１２．４７

犚 ５．３０ ２７．４４ ２２．８０ ２２．２５

６５１
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表３　正交试验结果方差分析表


Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

因素 平方和 自由度 均方 犉值 显著性

Ａ（误差犲） ５３．３６ ２ ２６．６８ １．００ －

Ｂ １１８７．１０ ２ ５９３．５５ ２２．２５ 

Ｃ ９８５．８３ ２ ４９２．９１ １８．４７ －

Ｄ ７４３．８２ ２ ３７１．９１ １３．９４ －

　　犉０．０５（２，２）＝１９．００，犉０．０１（２，２）＝９９．００；表示在０．０５水平上

存在显著差异；－表示不存在显著差异。

与最优超声参数相同的条件下，采用２００ｒ／ｍｉｎ水浴振荡提

取（见１．３．２），离心收集山楂汁类黄酮提取液。试验证实采

用振荡提取山楂汁类黄酮，每次需２．５ｈ才能达到与超声波

（５０ｍｉｎ）提取大致相同的类黄酮含量。超声波能显著缩短

提取时间，提高类黄酮的提取效率。

３　结论
　　（１）相比传统浸提方法，超声波技术可以高效、快速地

将山楂汁中类黄酮物质溶出。通过单因素和正交试验设计，

优选得到山楂汁类黄酮的最佳超声提取工艺为：预煮时间

３０ｍｉｎ，超声温度５０℃，超声时间５０ｍｉｎ，超声功率１５０Ｗ。

在此 最 优 条 件 下，制 备 的 山 楂 汁 中 类 黄 酮 含 量 为

３３５．３２ｍｇ／１００ｍＬ。超声温度对山楂汁中类黄酮的含量具

有显著性影响，需要严格控制。

　　（２）目前国内外学者
［１１，１７－１８］对山楂黄酮的提取研究多

以乙醇作为提取溶剂，未将提高黄酮提取率和山楂实际加工

生产相结合。山楂汁制备工艺对类黄酮物质影响的研究尚

为空白。将超声波与果胶酶共同作用应用于提取山楂汁类

黄酮，为山楂的深度开发和利用提供了工艺参数和理论依

据。超声波作为一种新型的制汁工艺，在辅助果胶酶协同制

备山楂汁的同时，可以更加有效地增加山楂汁中类黄酮物质

的含量，提高山楂汁品质。

　　（３）超声波辅助酶法提取类黄酮可以明显缩短提取时

间，但超声作用与酶作用的交互作用机理尚不明确，需要进

一步的试验研究和论证。
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［１０］杜若源，谢晶，王婷，等．超声波辅助提取银杏叶中总黄酮的

工艺优化［Ｊ］．食品与机械，２０１５，３１（１）：１６７１７０．

［１１］ＺｈａｏＢｉｎｇ，ＹｉｎＨｕｉ．Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｃｉｒｃｕｌａｔｅｄ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｍａｎｕｆａｃｔｏｒｙｏｆ

ｈｅｒｂａｌｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌａｎｄＨｅｒｂａｌＤｒｕｇｓ，２００６，

３７（１）：１５４１５６．

［１２］ＰａｎＹｉｎｇｍｉｎｇ，ＷａｎｇＫａｉ，ＨｕａｎｇＳｉｑｉｎ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅａｓｓｉｓｔｅｄｅｘｔｒａｃｔｏｆＬｏｎｇａｎ（Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ

ＬｏｎｇａｎＬｏｕｒ．）ｐｅｅｌ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００８，１０６（３）：

１２６４１２７０．

［１３］王正宽，周茆，刘圆，等．微波技术在桂枝茯苓胶囊提取过程

中的应用［Ｊ］．中国中药杂志，２０１５，４０（１１）：２１２３２１２７．

［１４］姜欢笑，蒲彪，周婷，等．超声波辅助提取花椒冷榨油饼粕中

油脂的工艺优化［Ｊ］．食品工业科技，２０１４，３５（２１）：２２０２２３．

［１５］李东，左勇，邹杰，等．藤椒油微波提取工艺研究［Ｊ］．中国调

味品，２０１３，３８（９）：８５８８．
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