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摘要$采用有机溶剂法提取小扁豆中多酚类物质&利用响应

面试验!

TYJ

"对提取工艺条件进行优化&并采用高效液相色

谱!

V<83

"对提取物进行分析和鉴定$结果表明&当料液比

$

!

$/#

!

N

!

T

"&提取温度
1")%#\

&丙酮浓度
$")/%5

时

小扁豆多酚平均产率可达到
"%)/25

!

N

'

N

"$分析结果显

示%采用该方法提取的小扁豆多酚主要由没食子酸#香草醛#

香豆酸#芦丁#槲皮素等物质组成$

关键词$小扁豆)多酚)浸提)高效液相色谱)成分分析

23-45674

%

D̀>H

7

'-

7

,H>?D'(SFH=6F=L'G='FM=-,?=

Q

'(

NQ

LFH'(D>H(FHC

=>(D

&

=LFFM=-,?=>'H

Q

-'?FDDR,D'

Q

=>6>bFGO

N

6,@>H

7

-FD

Q

'HDFDE-P,?F

FM

Q

F->6FH=)TFDE(=D'P=LFD=EG

N

>HG>?,=FG=L,=

&

RLFH=LF6,DD-,=>'

'PD'(>G,HGD'(SFH=R,D$/#

!

$

!

T

!

N

")

=LF=F6

Q

F-,=E-FR,D

1")%#\

)

=LF?'H?FH=-,=>'H'P,?F='HFR,D$")/%5

&

,OF==F-FM=-,?C

=>'HFPPF?=?'E(GOF'O=,>HFG

&

,HG=LF,SF-,

7

FFM=-,?=>'H-,=F?'E(G

-F,?L"%)/25

!

N

'

N

"

)V>

7

L

Q

F-P'-6,H?F(>

j

E>G?L-'6,='

7

-,

Q

L

N

!

V<83

"

,H,(

N

D>DL,DDL'RFG=L,==LF

Q

'(

NQ

LFH'(D'P(FH=>(DRL>?L

FM=-,?=FGO

N

=L>D6F=L'GRF-F6,>H(

N

?'6

Q

'DFG'PS,H>((>H

&

Q

C?'EC

6,->?,?>G

&

-E=>H,HG

j

EF-?F=>H)

89

:

;<5=-

%

(FHD

)

Q

'(

NQ

LFH'(D

)

>D'(,=>'HO

N

'-

7

,H>?D'(SFH=

)

L>

7

L

Q

F-C

P'-6,H?F(>

j

E>G?L-'6,='

7

-,

Q

L

N

!

V<83

")

?'6

Q

'HFH=>,(,H,(

N

D>D

植物多酚-

Q

(,H=

Q

'(

NQ

LFH'(D

.包括单宁以及与单宁有生

源关系的所有化合物!是分子结构中含有多个羟基的酚类化

合物0

$

1

!为植物的次级代谢产物!其含量仅低于木质素#半纤

维素和纤维素0

"

1

"目前已经发现植物多酚具有多种生物活

性功能!如清除体内自由基#抗氧化0

!I2

1

#抗肿瘤0

.

1

#抗骨质

疏松0

%

1

#调节肠道菌群0

0

1等"

关于有机溶剂提取多酚!已经有研究发现用乙醇+水

-

2

$

$

.#甲醇+水-

2

$

$

.#丙酮+水-

2

$

$

.和乙醇+丙酮+水

-

0

$

0

$

%

.

2

种溶剂体系提取大麦中的多酚类物质!发现丙

酮溶剂体系的提取效果最好!并且产率超出其他溶剂体系

$

倍左右0

1

1

"另有研究0

/

1发现!

1#5

的丙酮溶液对儿茶素#

咖啡酸#阿魏酸#香草醛和
M

C

香豆酸提取能力最佳!而原儿茶

素和没食子酸则用纯水提取效果最好"

WL,DF6b,GFL

等0

$#

1

对甲醇#丙酮和氯仿提取生姜叶#莲和根中酚类物质的效果

进行了比较!发现甲醇提取物中总酚#总黄酮#槲皮素#芦丁

和儿茶素含量较其它溶剂高"贾冬英等0

$$

1在研究香蕉皮中

多酚物质的提取工艺时发现!在不同的有机溶剂体系中!

2#5

丙酮溶液提取效果最好"

+>=>?

k等0

$"

1用不同溶剂体系提

取干红莓中酚类物质!发现不同溶剂对单体酚的提取效果差

异较大!甲醇水有利于花青素类和酚酸类的提取!而丙酮水

溶剂对黄烷醇以及黄酮醇物质的提取效果较好"上述研究

成果报道了各种植物组织中多酚类物质提取的具体方法和

思路!特别是对不同的提取溶剂系统对制备组织中多酚类物

质的能力等方面的结论!为本研究提供了很好的启发和借

鉴!也对本研究开展小扁豆多酚类物质的提取#分析鉴定以

及深度开发具有较好的指导价值"

小扁豆学名兵豆-

+&*59%/,*)6,5W&4,U

.!为豆科兵豆属

一年生或越年生草本植物0

$!

1

!主要分布于中国北方干旱与

半干旱地区!属小杂粮作物0

$2

1

"目前对小扁豆的研究!多集

中于其所含有的小扁豆凝集素0

$.I$%

1和植物学研究0

$0I$1

1上!

而对于其中含量约为
"#5

!

!#5

的多酚类物质!仅有使用未

优化的提取工艺对其粗略提取估计含量的报道0

$/

1

"基于前

人对多酚与小扁豆的相关研究0

"#

1

!本研究拟采用单因素与

响应面分析法确定有机溶剂浸提法提取小扁豆中的多酚物

质的最佳条件!并采用高效液相色谱-

V<83

.对提取物进行

定性分析!为特定多酚成分的提取和中国传统药食两用作物

小扁豆的加工利用提供基础资料"

2.$



$

!

材料与方法

$)$

!

材料与设备

小扁豆*天津市售(

乙醇#丙酮#乙酸乙酯#福林)酚试剂*分析纯(

甲醇#乙酸#没食子酸*色谱纯(

高效液相色谱用标准品-没食子酸#绿原酸#咖啡酸#大

豆苷#香草醛#香豆酸#阿魏酸#芦丁#槲皮素.*纯度
//)//5

!

上海融禾医药科技有限公司(

试验用水为去离子水(

紫外)可见分光光度计*

:%

新世纪型!北京普析通用仪

器有限责任公司(

高速中药粉碎机*

A*JC$##

型!浙江省兰溪市伟能达电

器有限公司(

真空旋转蒸发仪*

TBC."KK

型!上海亚荣生化仪器厂(

高效液相色谱仪系统*

YYUC$.##

型!美国
BS,HDY?>FH?F

,HG:F?LH'('

7N

公司(

色谱柱*

3

$1

!

2

%

6_".?6

!日本
3'D6'D>(

公司"

$)"

!

试验方法

$)")$

!

样品前处理
!

小扁豆粉碎!过
1#

目筛"取小扁豆粉

用索氏提取器脱脂处理
$"L

后!于抽气瓶中将乙醚彻底挥

发!脱脂样品置于
I"#\

密封冻藏待用"

$)")"

!

多酚提取工艺
!

称取一定量的脱脂小扁豆粉!分别

加入不同抽提溶剂!搅拌均匀后置于一定温度的电热恒温水

浴锅中提取(将提取的混合物进行真空抽滤!滤液于
..\

下

真空旋转蒸发至完全干燥!并回收溶剂"残留物用去离子水

溶解#定容至溶剂体积的
$

+

$#

!用于总多酚含量测定"试验

重复
!

次!结果取平均值"

$)")!

!

单因素试验设计
!

从提取溶剂-丙酮*

.5

!

$#5

!

$.5

!

"#5

!

".5

!

!#5

!

.#5

!

0#5

!

/#5

(乙醇*

$#5

!

"#5

!

!#5

!

2#5

!

.#5

!

%#5

!

0#5

!

1#5

!

/#5

.!料液比-

$

$

$##

!

$

$

$"#

!

$

$

$2#

!

$

$

$%#

!

$

$

$1#

!

$

$

"##

!

N

$

T

.!提取

时间-

#)".

!

#).

!

$

!

$).

!

"

!

!

!

2

!

.

!

%L

.和提取温度-

!#

!

2#

!

.#

!

%#

!

0#

!

1#

!

/#\

.

2

个因素中分别选取
$

个作为变量同时其

余
!

个作为固定参数!室温#光照作为控制参数!以小扁豆多

酚提取产率-多酚质量+原料质量.为测定指标!研究确定最

适提取条件"

$)")2

!

响应面优化-

TYJ

.分析
!

根据单因素试验结果及中

心组合设计原理0

"$

1

!以小扁豆总多酚产率为响应值进行响

应面分析"

$)!

!

分析检测方法

$)!)$

!

总多酚含量测定
!

采用
4'(>HC3>'?,(=FH

法0

""

1

!以没

食子酸质量浓度-

7

+

68

.为横坐标
A

!吸光度
F

0%.H6

为纵坐标

(

!绘制没食子酸标准曲线!所得标准曲线方程为*

(

^

$)#%.2AI#)#!22

!

R

"

#̂)//$.

"

$)!)"

!

高效液相色谱-

V<83

.分析条件
!

使用
3

$1

色谱柱!

紫外检测器!柱温
!#\

(流动相
K

为
$5

冰乙酸水溶液!

X

为甲醇(检测波长
"1#H6

!线性梯度洗脱-梯度洗脱程序见

表
$

.!流速为
$)#68

+

6>H

!进样量
"#

%

8

"

标准品配置为
$6

7

+

68

的甲醇溶液-精密称取.!进样

前
#)2.

%

6

滤膜过滤"标样包含有*没食子酸#绿原酸#咖啡

酸#大豆苷#香草醛#香豆酸#阿魏酸#芦丁#槲皮素"

表
$

!

梯度洗脱程序

:,O(F$

!

<-'

7

-,6'P

7

-,G>FH=F(E=>'H

时间+
6>H K

液流量+
5 X

液流量+
5

#

!

0 %. !.

0

!

/ %.

!

.# !.

!

.#

/

!

$" .# .#

$"

!

$2 .#

!

./ .#

!

2$

$2

!

$/ ./ 2$

$/

!

"" ./

!

"# 2$

!

1#

""

!

"1 "# 1#

"1

!

2# "#

!

%. 1#

!

!.

$)2

!

统计学分析

试验数据的分析处理使用
Y<YY$0)#

统计软件"进行单

因素方差分析时!处理结果以均数
[

标准差-

[8

.表示!定义

<

$

#)#.

为差异有统计学意义"

"

!

结果与分析
")$

!

单因素试验结果与分析

")$)$

!

溶剂系统对多酚产率的影响
!

多酚的分子结构中含

有多个羟基!使其易溶或可溶于水或醇#醚#酮#酯等有机溶

剂0

"!

1

"采用不同溶剂体系时多酚物质的浸出率与组成成分

不同"本试验先使用纯水作为溶剂进行提取!最终得率平均

在
.5

左右!后选取乙醇与丙酮溶液作为溶剂!结果见图
$

"

由图
$

可知!乙醇+水作为溶剂体系!当乙醇浓度达
"#5

时

小扁豆多酚提取得到最佳得率-

$2)05

.(而丙酮+水作为溶

剂时!丙酮浓度为
.5

!

$#5

!

$.5

时获得最佳得率-

$0)"5

!

$0)%5

."由于这
!

个试验点的最佳得率结果差异不显著!

但仍显著高于右侧试验点及左侧
#5

-即纯水作为溶剂时.的

提取率-

.5

.!因此!考虑到系统误差与随机误差!以该丙酮

浓度
$#5

作为后续正交试验的中心试验点"另外!该结果与

前期报道0

1I$"

1的有关丙酮+水提取体系的研究结果相同"

图
$

!

乙醇#丙酮浓度对多酚产率的影响

4>

7

E-F$

!

BPPF?='PF=L,H'(?'H?FH=-,=>'H,HG,?F='HF?'HC

?FH=-,=>'H'H=LF

Q

-'GE?=>'H'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

..$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



")$)"

!

料液比对多酚产率的影响
!

由图
"

可知!随着料液

比的增大!多酚产率逐渐上升!在
$

$

$1#

-

N

$

T

.之后开

始下降"该变化趋势可能与小扁豆中多酚类物质的溶解度

与含量有关(也可能是溶剂体积的增加使得体系中溶氧的水

平也随之增加!小扁豆粉与提取体系中氧的接触!以及体系

中褐变的作用!导致多酚物质氧化!造成结果下降"试验还

发现当溶剂用量低于
$

$

.#

-

N

$

T

.时!小扁豆粉与溶剂混

合后会形成糊状甚至结团现象"因此选择
$

$

$1#

-

N

$

T

.

的料液比作为后续试验的中心试验点"

图
"

!

料液比对多酚产率的影响

4>

7

E-F"

!

BPPF?='P-,=>''PD,6

Q

(F='D'(E=>'H'H=LF

Q

-'GE?=>'H'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

")$)!

!

提取温度对多酚产率的影响
!

由图
!

可知*随着温

度的上升!该体系对小扁豆多酚物质提取的产率缓慢上升!

%#\

后产率上升速度加快(当温度达到
1#\

以后!提取产

率显著下降!其原因可能是温度升高时!小扁豆中多酚物质

溶解度增加!但过高的温度会导致多酚物质结构不稳定!发

生异构化和氧化等反应而遭到破坏"因此!后续试验选取

1#\

作为中心试验点"

")$)2

!

提取时间对多酚产率的影响
!

由图
2

可知!提取产

率在
$L

左右出现最高峰!之后随着时间的延长!产率下降

且基本维持在
$/5

的水平"该研究结果提示!在用较高的温

度-

1#\

.进行提取时!提取时间过短会导致多酚物质不能

完全溶出!而时间过长则会使多酚物质在高温环境下发生氧

化反应!造成小扁豆粉中多酚物质的活性逐步降低!从而也

导致检测结果下降"因此以
$L

作为最佳的提取时间"

")"

!

响应面试验结果与分析

根据单因素试验结果!固定丙酮为提取溶剂!反应时间
$L

!

图
!

!

提取温度对多酚产率的影响

4>

7

E-F!

!

BPPF?='P=F6

Q

F-,=E-F'H=LF

Q

-'GE?=>'H

'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

图
2

!

提取时间对多酚产率的影响

4>

7

E-F2

!

BPPF?='P=>6F'H=LF

Q

-'GE?=>'H'P

(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

选择料液比#提取温度#溶剂浓度!进行响应面分析!试验因

素水平表见表
"

"使用
JFD>

7

HCBM

Q

F-=)&)1)#).O

进行试验

设计与结果数理统计!结果见表
!

#

2

"得到的回归方程模

型为*

表
"

!

响应面试验因素水平表

:,O(F"

!

8FSF(D,HG?'GFD'PS,->,O(FDEDFG>H

=LFFM

Q

F->6FH=,(GFD>

7

H

水平
K

料液比-

N

$

T

.

X

温度+
\ 3

溶剂浓度+
5

I$ $0# 0. .

# $1# 1# $#

$ $/# 1. $.

表
!

!

响应面试验结果与分析

:,O(F!

!

TYJGFD>

7

H6,=->M,HG?'--FD

Q

'HG>H

7

FM

Q

F->6FH=,(-FDE(=D

试验号
K X 3

多酚得率+
5

$ # # # "%)#

" $ I$ $ $/)2

! I$ $ $ $0)2

2 # I$)%1" # "$)1

. $ $ $ ".)#

% I$)%1" # # "!)#

0 # $)%1" # $1)%

1 # # # "2)1

/ $ $ I$ "")1

$# # # # "%)2

$$ # # # ".)%

$" $)%1" # # "2)%

$! # # # "%)#

$2 # # # "%)%

$. $ I$ I$ $/)#

$% I$ I$ $ "")#

$0 # # $)%1" "2)2

$1 I$ I$ I$ ".)1

$/ I$ $ I$ $/)1

"# # # I$)%1" "$)%

%.$
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表
2

!

回归模型的方差分析表

:,O(F2

!

KH,(

N

D>D'PS,->,H?FP'-=LFP>==FG

j

E,G-,=>?

-F

7

-FDD>'HF

j

E,=>'H

变异来源 平方和 自由度 均方
7

值
<

值

模型
$.$).0 / $%)12 $2)2. #)###$

K $)$$ $ $)$$ #)/. #)!."2

X !)$0 $ !)$0 ")0" #)$!##

3 #)#/ $ #)#/ #)#00 #)01%0

KX .#)## $ .#)## 2")/$

$

#)###$

K3 /)%1 $ /)%1 1)!$ #)#$%!

X3 $)"1 $ $)"1 $)$# #)!$/"

K

"

$$).$ $ $$).$ /)11 #)#$#.

X

"

%0)%. $ %0)%. .1)#%

$

#)###$

3

"

$/)/. $ $/)/. $0)$" #)##"#

残差
'''''''''''''''''''''''

$$)%. $# $)$0

失拟项
/)./ . $)/" 2)%% #)#.12

纯误差
")#% . #)2$

总和
$%!)"" $/

!!

(

"̂.)/"9#)"1FI#)21O9#)#1$-9").#FO9$)$#F-9

#)2#O-I#)1/F

"

I")$0O

"

I$)$1-

"

" -

$

.

由表
2

可知!模型的
<^#)###$

$

#)#.

!表明回归模型

高度显著!建立的模型有意义"失拟项
<^#)#.12

#

#)#.

!

无显著性差异!说明模型拟合程度良好"模型的残差可能由

随机误差产生"对回归方程进行检验!其决定系数
6

"

^

#)/"1%

!即此模型能够解释
/")1%5

的响应值变化!说明该

模型能充分反映出各因素与响应值的关系!其影响不是简单

的线性关系"通过该方程发现!各种因素之间存在着一定的

交互作用!其中
KX

#

X

"

#

3

" 呈极显著影响-

<

$

#)#$

.!

K3

#

K

"

呈显著影响-

<

$

#)#.

."在所选取的各因素水平范围内!按

照对结果的影响排序为温度
#

料液比
#

浓度"

各因素交互作用对小扁豆多酚物质提取产率的影响直

观地体现于图
.

!

0

"

由图
.

可知!响应值对料液比与温度的交互作用不敏

感!温度的变化对响应值影响较大"图
%

显示响应值对料液

比与溶剂浓度的作用敏感"等高线图反映了料液比对产率

图
.

!

料液比与温度对多酚产率的影响

4>

7

E-F.

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F,HG?'H='E-

Q

('=DP'-=LF>H=F-,?=>SFFPPF?=D'P-,=>''PD,6

Q

(F='D'(E=>'H,HG=F6

Q

F-,=E-F'H=LF

Q

-'GE?=>'H'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

图
%

!

料液比与丙酮浓度对多酚产率的影响

4>

7

E-F%

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F,HG?'H='E-

Q

('=DP'-=LF>H=F-,?=>SFFPPF?=D'P-,=>''PD,6

Q

(F='D'(E=>'H,HG,?F='HF?'H?FH=-,=>'H

'H=LF

Q

-'GE?=>'H'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

图
0

!

丙酮浓度与温度对多酚产率的影响

4>

7

E-F0

!

TFD

Q

'HDFDE-P,?F,HG?'H='E-

Q

('=DP'-=LF>H=F-,?=>SFFPPF?=D'P,?F='HF?'H?FH=-,=>'H,HG=F6

Q

F-,=E-F'H=LF

Q

-'C

GE?=>'H'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D
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的影响较小!尤其是料液比较大时几乎不产生影响!可能是

小扁豆中多酚物质全部溶出或已达到饱和的缘故"图
0

显

示响应值对丙酮浓度与反应温度的变化敏感"从等高线可

以看出温度对响应值的影响较大"

")!

!

最优反应条件的确定及模型验证

根据回归模型分析得出提取小扁豆多酚的最佳反应条

件为*料液比
$

$

$/#

-

N

$

T

.!提取温度
1")%#\

!丙酮浓度

$")/%5

"该条件下预测的小扁豆多酚产率可达到
"%)$/5

"

采用确定的最佳反应条件进行
!

次提取验证实验!得到的实

际平均产率为
"%)/25

!与模型预测值基本一致!说明预测值

与实际值之间有较好的拟合性!模型可信度高"

验证结果显示!本试验建立的丙酮+水溶剂系统!对提取

小扁豆中多酚类物质具有很好的效果!也说明了该提取系统

优于甲醇+水系统!与
gE

等0

"2

1的研究结果一致!即提取豆类

中酚类物质时!丙酮提取剂优于乙醇提取剂"

")2

!

小扁豆多酚物质提取产物的
V<83

分析

对最佳条件提取的产物进行分析!结果见图
1

#

/

"

!!

为了获得最佳的分析鉴定水平!本研究在流动相中添加

适量-

$5

.的冰乙酸!可有效地改善色谱的分离效果!获得良

好的峰型"研究还显示!进样量为
.#

%

8

时产生了较大的溶

剂峰!又出现峰的宽度变大(而进样量小于
"#

%

8

时峰形不

显著!因此综合考虑确定了进样量为
"#

%

8

"从
$%

个标准样

品中!通过比对保留时间!提取产物中
V<83

分析的结果可

知!该溶剂系统提取的产物主要含有多酚类物质的组分为*

没食子酸-

!)1.0

.#香草醛-

$#)."#

.#香豆酸-

$2)$/%

.#芦丁

-

$%)./!

.和槲皮素-

!").2"

."

$)

没食子酸
!

")

绿原酸
!

!)

咖啡酸
!

2)

大豆苷
!

.)

香草醛

%)

香豆酸
!

0)

阿魏酸
!

1)

芦丁
!

/)

槲皮素

图
1

!

标准样品色谱图

4>

7

E-F1

!

3L-'6,='

7

-,6'P

Q

'(

NQ

LFH'(DD=,HG,-GD,6

Q

(F

K)

没食子酸
!

X)

香草醛
!

3)

香豆酸
!

J)

芦丁
!

B)

槲皮素

图
/

!

样品的色谱图

4>

7

E-F/

!

3L-'6,='

7

-,6'P(FHD

Q

'(

NQ

LFH'(D

2

!

结论
本研究建立的丙酮+水溶剂系统!通过对料液比#温度#

溶剂浓度以及提取时间做单因素试验!进而利用响应面分析

确定出小扁豆多酚物质最佳的提取条件!较系统地探讨了小

扁豆多酚物质的提取工艺条件"最佳的提取条件为料液比

$

$

$/#

-

N

$

T

.!提取温度
1")%#\

!丙酮浓度
$")/%5

!得

到的实际平均产率为
"%)/25

"研究采用高效液相色谱

-

V<83

.将该系统提取的小扁豆多酚产物进行分析和鉴定!

确定提取的产物中分别含有没食子酸#香草醛#香豆酸#芦

丁#槲皮素!这些组分均为豆类作物中常见多酚物质"

本试验以最佳提取得率为考量采用丙酮作为溶剂!但根

据提取用途的不同!需要考虑丙酮溶剂含有毒性!而乙醇作

为溶剂虽然得率略低于丙酮但更为安全!或者在后续试验#

加工过程中通过物理化学方法将丙酮去除干净"同时研究

为了尽可能检测出小扁豆多酚物质的种类!采用粗提取产物

作为检测样本(若进行后续研究时!还需要考虑增加纯化工

序的操作!如利用乙酸乙酯等有机溶剂!或使用大孔树脂吸

附工艺等对提取产物进行纯化处理0

".

1

"

对于小扁豆而言!丙酮系统提取效果好的原因可能是小

扁豆中香草醛与香豆酸的含量较高!而水分较多的溶剂提取

效果优于水分较少溶剂则是由于没食子酸的存在引起

的0

"%

1

"而液相色谱图显示槲皮素与芦丁等含量高于前二

者!原因可能为流动相采用了甲醇作为载体!其在甲醇中的

溶解度高于其他多酚组分所致"总之!本研究初步探讨了小

扁豆多酚物质提取的体系和条件!并利用
V<83

定性地鉴定

了小扁豆主要的多酚类物质的组分!但没有进行以某单一组

分的最佳得率为目标的探讨!尚需进一步完善"
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