
基金项目!

45!!

年度/广西高校优秀人才资助计划.项目#编号&

桂教人4

45!!

5

85

号%(广西民族师范学院学科专业带
头人科研启动项目#编号&

45!8XW?P55!

%

作者简介!杜丽娟!女!广西民族师范学院教师!硕士"

通信作者!苏秀芳#

!"$!

$%!女!广西民族师范学院教授!硕士"

%&'()*

&

.0O)0J(,

-

&DD

!

.),(1/K'

收稿日期!

45!"&!4&!#

!"#

&

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%*%&%'&%')

余甘子叶总黄酮的超声波法提取工艺优化及其
抗氧化能力研究
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摘要!以余甘子叶为原料!采用超声法提取总黄酮物质!

并进行抗氧化能力测定%结果表明!余甘子叶总黄酮的
最佳提取工艺为料液比
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$"乙醇浓度
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"

超声功率
$5b

"提取时间
45'),

"提取温度
75C

!此条
件下的余甘子叶总黄酮提取率高达

!81#$9

%余甘子叶
总黄酮具有较强的自由基清除能力!当浓度为
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时!,
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清除率为
D41$49
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'当
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关键词!余甘子叶'总黄酮'超声提取'抗氧化能力
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%为大戟科叶下珠属
植物!广泛分布于广东+广西+云南等)

!

*

"余甘子营养丰
富!是一种难得的食药两用物质!被联合国卫生组织指定
为在世界范围内推广种植的

6

种保健植物之一)

4

*

"目
前!余甘子果实的研究主要集中于黄酮+单宁等物质的提
取)

6

*

(抗氧化+护肝)

8

*

+防癌)

#

*等功能性的评价(果酒)

7

*

+

果醋)

$

*

+含片等功能性食品或药品的研究开发"张伦
等)

D

*对比了余甘子树枝+树皮+树叶等组织原花色素的质
量浓度及抗氧化能力!李舒等)

"T!5

*测定了余甘子叶总黄
酮含量!并分析了其药理作用机理!有关余甘子叶总黄酮
提取工艺及抗氧化能力的研究尚未见报道"

黄酮是一大类化合物的总称!其在植物中的含量因
植物品种差异较大)

!!

*

"黄酮具有多种功效!如抗氧化+抗
炎+降血糖等作用)

!4

*

"

P0,

-

等)

!6

*发现余甘子对非酒精
性脂肪肝炎具有一定的保护作用!可能与其活性物质黄
酮成分密切相关"常用的黄酮提取技术有微波辅助法+

乙醇回流法和超声提取法等)

!8

*

"微波辅助法快速高效!

但产热不均匀!易出现局部位置温度高!破坏有效成
分)

!#

*

(乙醇回流法是传统提取方法!简单易操作!但提取
时间长!产率低)

!7

*

(超声提取法有助于细胞内物质更好地
溶出!具有提取率高+时间短的特点)
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"试验拟以余
甘子叶为原料!采用超声法提取总黄酮并分析其抗氧化
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期总第
44!

期
#
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年
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能力!以期为余甘子叶的开发利用提供依据"

!

!

材料与方法

!1!

!

材料与仪器
!1!1!

!

材料与试剂
余甘子叶&广西民族师范学院(

芦丁&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

?@@<

&纯度
'

"$9

!上海蓝季科技发展有限公司(

亚硝酸钠+硝酸铝+氢氧化钠+

"#9

乙醇+

659

过氧化
氢+水杨酸+抗坏血酸+石油醚+柠檬酸+对氨基苯磺酸+盐
酸萘乙二胺+磷酸氢二钠+七水合硫酸亚铁等&分析纯"

!1!14

!

仪器与设备
可见分光光度计&

_F>&$44:

型!北京瑞利分析仪器
公司(

数控超声波清洗仪&

>B!455<%

型!上海冠特超声仪
器有限公司(

电热鼓风干燥箱&

>B!455<%

型!北京市永光明医疗
仪器有限公司(

分析天平&

AX!48W:

型!奥豪斯仪器#上海%有限
公司(

高速万能粉碎机&

Ub!55

型!天津市泰斯特仪器有限
公司(

循环水式多用真空泵&

><i&?

#

9

%型!河南省予华仪
器有限公司"

!14

!

试验方法
!141!

!

余甘子叶预处理
!

根据文献)

!"

*修改如下&取完
好无损的余甘子叶片!用自来水清洗

6

次!再用蒸馏水洗
净!阴凉处自然沥干!

75C

恒温烘箱中烘至恒重!粉碎!粉
末置于

!555'\

锥形瓶中!按料液比
!

(

65

#

-

'

'\

%加入
沸程为

75

"

"5C

的石油醚!搅拌混合!除色除脂#

6

次%!

过滤"将脱色脱脂的余甘子叶粉末烘干备用"

!1414

!

余甘子叶总黄酮得率的测定
#

!

%标准曲线的绘制&准确称取
515455

-

芦丁标准
品!用

#59

乙醇溶解转移至
#5'\

容量瓶并定容"用移液
管分别吸取

5155

!

!155

!

4155

!

6155

!

8155

!

#155'\

于
4#'\

的
比色管中!然后依次加入

#9 :(:;

4

溶液
5185'\

+

!59

A*

#

:;

6

%

6

溶液
5185'\

+

89 :(;<

溶液
#'\

!每次加入试
剂后摇匀静置

7'),

!并定容至
4#'\

!于
#!5,'

处测定吸
光值"得曲线方程

9

h!51"D7WT51554$

!

H

4

h51"""D

"

#

4

%余甘子叶总黄酮含量的计算&称取
51#555

-

余
甘子叶粉末!置于锥形瓶中并加入适量的

#59

乙醇!摇匀
后密封!特定条件下进行提取!抽滤!将滤液定容于
!55'\

容量瓶"取
!155'\

提取液于
4#'\

容量瓶中!

按
!1414

#

!

%添加试剂!于
#!5,'

处测定吸光值"采用
#59

乙醇溶液为空白对照!并按式#

!

%计算总黄酮得率"

4

L

7

M

Z

M

V

6

M

!559

! #

!

%

式中&

4

$$$总黄酮得率!

9

(

7

$$$总黄酮浓度!

'

-

'

'\

(

Z

$$$样品溶液体积!

'\

(

V

$$$稀释倍数(

6

$$$余甘子叶粉末质量!

'

-

"

!1416

!

单因素试验
#

!

%料液比&在乙醇浓度
#59

+超声功率
#5b

+提取
时间

45 '),

!提取温度
#5 C

下!考察料液比)

!`!#

!

!̀ 45

!

!`4#

!

!`65

!

!`6#

#

-

'

'\

%*对总黄酮得率的
影响"

#

4

%乙醇浓度&在料液比
!`4#

#

-

'

'\

%+超声功率
#5b

+提取温度
#5C

!提取时间
45'),

下!考察乙醇浓
度#

659

!

859

!

#59

!

759

!

$59

%对总黄酮得率的影响"

#

6

%超声功率&在料液比
!`4#

#

-

'

'\

%+乙醇浓度
#59

+提取温度
#5C

!提取时间
45'),

下!考察超声功率
#

65

!

85

!

#5

!

75

!

$5b

%对总黄酮得率的影响"

#

8

%提取温度&在料液比
!`4#

#

-

'

'\

%+乙醇浓度
#59

+超声功率
75b

!提取时间
45'),

下!考察提取温度
#

65

!

85

!

#5

!

75

!

$5C

%对总黄酮得率的影响"

#

#

%提取时间&在料液比
!`4#

#

-

'

'\

%+乙醇浓度
#59

+超声功率
75b

!提取温度
75C

下!考察提取时间
#

!5

!

45

!

65

!

85

!

#5'),

%对总黄酮得率的影响"

!1418

!

抗氧化能力
#

!

%对2

;<

清除能力的测定&根据文献)

45

*修改如
下&依次移取不同浓度的余甘子叶总黄酮提取液#
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!

514

!

516
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!
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溶液
!15 '\

放入比色管中!摇匀!

6$C

水浴
65'),

!于
#!5,'

处测定吸光值"以蒸馏水代
替

<

4

;

4

为对照组!以蒸馏水代替余甘子叶总黄酮提取液
为空白组测定吸光值!以抗坏血酸#

_

W

%为阳性对照!按
式#

4

%计算2

;<

清除率"
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%

,

5

M

!559
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%

式中&

7

$$$2

;<

清除率!

9

(

,

!

$$$样液组吸光值(

,

4

$$$对照组吸光值(

,

5

$$$空白组吸光值"

#

4

%对
?@@<

2清除能力的测定&根据文献)

4!

*!修改
如下&依次移取不同浓度的余甘子叶总黄酮提取液#
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!

5154
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5158

!
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!

515D '

-
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'\
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+

514#''K*

'
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$乙醇溶液
415'\

放入比色管中!暗处反应
65'),

!

于
#!$,'

处测吸光值(以无水乙醇为对照!抗坏血酸#

_

W

%

为阳性对照!并按式#
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%计算
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2清除率"
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M

!559
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6

%

式中&

7

$$$

?@@<

2清除率!

9

(

,

!

$$$样液与
?@@<

混合后的吸光值(

,

4

$$$样液与乙醇混合后的吸光值(

,

5

$$$

?@@<

与乙醇混合后的吸光值"

#

6

%对
:(:;

4

清除能力的测定&根据文献)
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*修改如
下&依次移取不同浓度的余甘子叶总黄酮提取液#
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!

516

!
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!
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#

-

'

'\

%

415'\

!

#

#

-

'

'\:(:;

4

溶液
415'\

及
=

<h6

的柠檬酸$盐酸缓冲液
615'\

放入比色管中!

6$C

水浴
!H

!冷却!加入
5189

对氨基苯磺酸
415'\

!

#'),

后再加入
5149

盐酸萘乙二胺
!15'\

!静置
!#'),

!

于
#85,'

处测定吸光值"以
759

乙醇为空白对照!抗坏
血酸#

_

W

%为阳性对照!按式#

8

%计算
:(:;

4

清除率"

7

L

,

5

[
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M

!559

! #
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%

式中&

7

$$$
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4

清除率!

9

(

,

5

$$$样液组吸光值(

,

$$$对照组吸光值"

!16

!

数据处理
所有数据测定

6

次!取均值!采用
;L)

-

),D1#

+

>@>>

!"15

软件进行绘制和数据处理"

4

!

结果与分析

41!

!

单因素试验
41!1!

!

料液比对余甘子叶总黄酮得率的影响
!

由图
!

可
知!余甘子叶总黄酮物质得率随料液比的增加先增加后
减小!当料液比为

!

(
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-
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%时达最大值#

!61"!9
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因此!最适料液比为
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41!14

!

乙醇浓度对余甘子叶总黄酮得率的影响
!

由图
4

可知!余甘子叶总黄酮物质得率随乙醇浓度的增大先上

图
!

!

料液比对余甘子叶总黄酮得率的影响
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乙醇浓度对余甘子叶总黄酮得率的影响
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升后下降!当乙醇浓度为
#59

时达最大值#

!61"!9

%"因
此!最适乙醇浓度为

#59

"

41!16

!

超声功率对余甘子叶总黄酮得率的影响
!

由图
6

可知!余甘子叶总黄酮物质得率随超声功率的增大先上
升后下降"当超声功率为

75 b

时!得率高达
!61"$9

"

超声功率越大!破坏细胞壁的能力就越强!因此余甘子叶
总黄酮物质的浸出就越多(但超声功率过大!/空化作用.

过强!在一定程度会破坏一些黄酮物质的结构!影响总黄
酮得率"与苏适等)

46

*的研究结果类似"因此!超声功率
75b

最为合适"

41!18

!

提取温度对余甘子叶总黄酮得率的影响
!

由图
8

可知!余甘子叶总黄酮得率随提取温度的升高先增加后
减小!当提取温度为

75C

时得率最大!为
!81!!9

"适宜
的温度能促使溶剂分子加快运动!有利于总黄酮物质的
溶解(温度过高!乙醇挥发加剧!同时高温导致部分不稳
定的黄酮类成分发生分解反应!使得余甘子叶总黄酮得
率下降!与杨丽维等)

48T4#

*的研究结果一致"因此!提取
温度选择

75C

最为合适"

41!1#

!

提取时间对余甘子叶总黄酮得率的影响
!

由图
#

图
6

!

超声功率对余甘子叶总黄酮得率的影响
U)

-

0L26

!

%JJ2/GKJ0*GL(.K,)/

=

KN2LK,GH2

I

)2*3KJGKG(*

J*(RK,K)3.JLK'

S

A

9

;;3)(A2D<-J;&@3aD*2(R2.
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图
8

!

提取温度对余甘子叶总黄酮得率的影响
U)

-

0L28

!

%JJ2/GKJ2OGL(/GG2'

=

2L(G0L2K,GH2

I

)2*3KJ

GKG(* J*(RK,K)3. JLK'

S

A

9

;;3)(A2D

<-J;&@3aD*2(R2.

图
#

!

提取时间对余甘子叶总黄酮得率的影响
U)

-

0L2#

!

%JJ2/GKJ2OGL(/GG)'2K,GH2

I

)2*3KJGKG(*J*(&

RK,K)3.JLK'

S

A

9

;;3)(A2D<-J;&@3aD*2(R2.

可知!余甘子叶总黄酮物质得率随提取时间的延长先上
升后下降"当提取时间为

45 '),

时得率最大!为
!61D#9

"说明超声提取能在较短的时间里将余甘子叶总
黄酮提取较为完全!提取时间越长!余甘子叶的其他活性
成分也开始溶出!在一定程度上抑制了黄酮物质的溶出!

同时!长时间的加热和超声使已溶出的黄酮物质水解或
氧化!从而降低余甘子叶总黄酮得率"因此!提取时间选
择

45'),

最为合适"

414

!

正交试验
根据单因素试验结果!在最佳提取温度

75C

下!选
取料液比+乙醇浓度+超声功率+提取时间进行四因素三
水平正交试验设计!因素水平表见表

!

!试验结果见表
4

"

表
!

!

正交试验因素水平表
P(M*2!

!

;LGHK

-

K,(*2O

=

2L)'2,G(*J(/GKL.*2R2*G(M*2

水平 A

料液比
#

-

'

'\

%

S

乙醇
浓度'

9

W

超声功
率'

b

?

提取时
间'

'),

! !

(

45 85 #5 !5

4 !

(

4# #5 75 45

6 !

(

65 75 $5 65

表
4

!

余甘子叶总黄酮提取正交试验结果
P(M*24

!

X2.0*G.KJKLGHK

-

K,(*2O

=

2L)'2,GK,2OGL(/G)K,KJ

GKG(*J*(RK,K)3.JLK'

S

A

9

;;3)(A2D<-J;&@3

+

D*2(R&

2.

试验号
A S W ?

总黄酮得率'
9

! ! ! ! ! !41D4!

4 ! 4 4 4 !61"!6

6 ! 6 6 6 !815"#

8 4 ! 4 6 !61#"#

# 4 4 6 ! !61$6!

7 4 6 ! 4 !8167D

$ 6 ! 6 4 !61!D#

D 6 4 ! 6 !618#D

" 6 6 4 ! !6158D

F

!

!617!5 !61455 !61#8" !61455

**********************

F

4

!61D"D !61$5! !61#!" !61D44

F

6

!61465 !61D6$ !617$5 !61$!7

H 5177D 5176$ 51!#! 51744

由表
4

可知!各因素对余甘子叶总黄酮得率的影响
大小依次为乙醇浓度

"

料液比
"

提取时间
"

超声功率"

由表
6

可知!料液比+乙醇浓度+提取时间对余甘子叶总
黄酮的得率有显著影响!而超声功率无显著影响"根据
正交试验结果!余甘子叶总黄酮的最佳提取工艺为
A

4

S

6

W

6

?

4

!即料液比
!

(

4#

#

-

'

'\

%+乙醇浓度
759

+超
声功率

$5b

+提取时间
45'),

+提取温度
75C

"对最佳
提取工艺进行验证#

)h6

%!余甘子叶总黄酮得率为
!81#7#9

!

H?I

值为
518$79

!说明通过正交试验得到的
最佳工艺条件稳定可靠"

表
6

!

正交试验结果方差分析d

P(M*26

!

_(L)(,/2(,(*

I

.).KJKLGHK

-

K,(*G2.G

来源 平方和自由度 均方
4

值 显著水平
A 517#7 4 5164$ 651$58

$$

S 517#$ 4 5164D 651$$4

$$

W 5154! 4 515!! !1555

? 5178$ 4 51646 65165"

$$

总和
!1"D! D

**********************

!

d

!

4

5:5#

#

4

!

D

%

h8:87

!

4

515!

#

4

!

D

%

hD174

(

$

表示影响显著#

@

%

515#

%!

$$

表示影响极显著#

@

%

515!

%"

416

!

余甘子叶总黄酮的抗氧化能力
4161!

!

对2

;<

的清除能力
!

由图
7

可知!当余甘子叶
总黄酮浓度为

51#'

-

'

'\

时!清除率可达
D41$49

!此时
的

_

W

清除率为
""1!89

!说明余甘子叶总黄酮在较大浓
度时具有很强的清除2

;<

的能力"

41614

!

对
?@@<

2的清除能力
!

由图
$

可知!当样品浓

((!

提取与活性
%]PXAWPF;: V AWPF_FPY

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



图
7

!

余甘子叶总黄酮对,

;<

的清除能力
U)
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0L27
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图
$

!

余甘子叶总黄酮对
?@@<

,的清除能力
U)

-

0L2$

!

PH2?@@<
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./(R2,
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),

-

(M)*)G

I

KJKJGKG(*J*(&

RK,K)3.),GH2*2(R2.KJ

S

A

9

;;3)(A2D<-J;&@3

度为
515D'

-

'

'\

时!余甘子叶总黄酮和
_

W

对
?@@<

2

清除率分别为
"$1859

!

"$1#D9

!说明余甘子叶总黄酮具
有很强的清除

?@@<

2的能力"

41616

!

对
:(:;

4

的清除能力
!

由图
D

可知!当样品浓度
为

51#'

-

'

'\

时!余甘子叶黄酮提取液和
_

W

对亚硝酸钠
的清除率分别为

771!89

!

"817#9

!说明余甘子叶黄酮具

图
D

!

余甘子叶总黄酮对亚硝酸盐的清除能力
U)

-

0L2D

!

PH2:(:;

4

./(R2,

-

),

-

(M)*)G

I

KJKJGKG(*J*(&

RK,K)3.),GH2*2(R2.KJ

S

A

9

;;3)(A2D<-J;&@3

有一定的清除亚硝酸钠的能力!但清除能力低于
_

W

"

6

!

结论
余甘子叶总黄酮的最佳提取工艺为料液比

!

(

4#

#

-

'

'\

%+乙醇浓度
759

+超声功率
$5b

+提取时间
45'),

+提取温度
75C

!此时提取率最大为
!81#$9

"余
甘子叶总黄酮对2

;<

+

?@@<

2以及
:(:;

4

均具有一定
的清除能力!当余甘子总黄酮提取液的质量浓度为
51#'

-

'

'\

时!对2

;<

和
:(:;

4

的清除率分别为
D41$49

!

771!89

!当余甘子总黄酮提取液的质量浓度为
51D'

-

'

'\

时!对
?@@<

2的清除率为
"$1859

!表明余
甘子叶总黄酮具有较强的抗氧化能力"后续可对余甘子
叶总黄酮进行进一步分离纯化鉴定!确定单体并分析其
功效作用!建立余甘子叶保健产品与黄酮活性成分的量
效关系"
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