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摘要!以柚树叶为研究对象#通过超声波辅助提取柚树叶

总黄酮#并对其抗氧化及抑菌能力进行探究%结果表明#

柚树叶黄酮的最佳提取条件为乙醇体积分数
$"j

#超声

时间
C"137

#料液比!

I

柚树叶
nR

乙醇"

#n!C

!

;

-

1[

"#此条

件下黄酮提取量为
##9TB.1

;

-

;

%抗氧化试验表明#经初

步提取的柚树叶黄酮提取液总还原力约是同等质量浓度

抗坏血酸的
#9!C

倍%此外#柚树叶黄酮对大肠杆菌$鼠伤

寒沙门氏菌$金黄色葡萄球菌的抑制效果为金黄色葡萄

球菌
'

大肠杆菌
'

鼠伤寒沙门氏菌#最低抑菌质量浓度

!

WAO

"为
"9"TB1

;

-

1[

%综上#柚树叶黄酮类化合物具有

较好的抗氧化和抑菌能力%

关键词!柚树叶&总黄酮&超声波辅助提取&抗氧化&抑菌
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+属于芸香科柑

橘属%有着0天然水果罐头1之美誉*

#

+

%其气味芬芳%口感

酸甜%具有极高的营养及药用价值*

!

+

&柚树叶富含精油)

黄酮等物质%其中黄酮类化合物具有抑制多种细菌)真

菌)病原体等致病微生物的作用%还具有抗肿瘤的作用%

被广泛应用于临床上*

)SB

+

&此外%黄酮类化合物还能与

其他药物)维生素等复配发挥协同作用%显著提高其生物

活性*

C

+

&常见的黄酮提取方法有超声波辅助提取法*

.

+

)

超临界提取法*

T

+

)有机溶剂提取法*

$

+

)微波辅助提取法*

(

+

及碱提酸沉法*

#"

+

&超声辅助提取法是一种高效)环保的

提取技术%常用于提取热不稳定性的成分*

##

+

%周旋等*

#!

+

通过超声辅助法提取女贞子总黄酮并进行抗氧化活性研

究$

[@3D

等*

#)

+采用超声辅助提取藤黄总黄酮并将其提取

率提高了
)

倍以上&目前%有关柚树叶的研究主要集中

在精油的提取方面%如郭刚军等*

#B

+运用超临界萃取柚树

叶精油并进行
]O0WN

分析$黄桂平等*

#C

+采用微波辐射

法提取柚树叶香精油%其得率达
#9")j

$

M27

等*

#.

+通过微

波辅助水解法提取柚树叶精油%并采用响应面法进行工

艺优化&而关于柚树叶黄酮的报道较少%如周梦春等*

#T

+

仅对柚树叶黄酮含量进行了测定%但并未进行提取工艺

优化与抗氧化)抑菌性能研究&研究拟以柚树叶为原料%

通过超声辅助法提取总黄酮%优化其工艺条件%并对提取
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物的抗氧化和抑菌能力进行探索%以期为更全面地开发

利用柚树叶黄酮提供依据&

#

!

材料与方法

#9#

!

材料与仪器

新鲜柚树叶"采自广东梅州市$

芦丁标准品)铁氰化钾)磷酸盐缓冲液!

J

X.9$!

#"分

析纯%上海源叶生物技术有限公司$

无水乙醇)石油醚)氯化铝)氯化铁"分析纯%广州化

学试剂厂$

三氯乙酸"分析纯%天津市百世化工有限公司$

亚硝酸钠"分析纯%天津市永大化学试剂有限公司$

抗坏血酸"分析纯%广东光华科技股份有限公司$

金黄色葡萄球菌)大肠杆菌)鼠伤寒沙门氏菌"仲恺

农业工程学院微生物实验室$

超声波清洗机"

%[0"B"N

型%深圳市聚众发商贸有限

公司$

旋转蒸发仪""

,_#"

型%武汉集思仪器设备有限公司$

生化培养箱"

N\̂0#C"

型%上海悦丰仪器仪表有限公司$

低速离心机"

NO0).#"

型%安徽中科中佳科学仪器有限

公司$

分光光度计"

R_0#$""\O

型%太原衡天力科贸有限

公司$

高压灭菌锅"

%̂ *0[N0C"NAA

型%上海博讯实业有限

公司&

#9!

!

试验方法

#9!9#

!

柚树叶总黄酮提取工艺流程

柚树叶清洗
)

.Ci

烘干至恒重
)

粉碎
)

取
!9"

;

样

品用乙醇浸提总黄酮!

B"i

$功率
!B"`

"

)

减压抽滤
)

离心 !

C""":

-

137

$

#" 137

"

)

测 定 上 清 液 吸 光 度

!

C#"71

"

)

石油醚脱脂$脱色
)

旋转蒸发!

C"i

"

)

冷冻

干燥

#9!9!

!

芦丁标准曲线的绘制
!

根据文献*

#$

+并修改"精

确称取
!9C1

;

芦丁标准品溶于
!C1[

体积分数为
("j

乙醇溶液中%制得
"9#1

;

(

1[

的芦丁储备液&分别吸取

芦丁储备液
"9"

%

#9"

%

!9"

%

)9"

%

B9"

%

C9"1[

于
#"1[

容量

瓶中%加入
"9)1[

质量分数为
Cj

的
Y2YU

!

溶液摇匀并

静置
.137

$加入
"9)1[

质量分数为
Cj

的
P4

!

YU

)

#

)

溶

液摇匀并静置
.137

$加入
B9"1[

浓度为
#154

(

[

的

Y2UX

溶液并用体积分数为
)"j

乙醇溶液定容%摇匀%静

置
#C137

&以未加芦丁标准液的反应溶液作为参比溶

液%测定
C#"71

处吸光度$以芦丁质量浓度为横坐标%吸

光度为纵坐标%绘制标准曲线%得
E

o#C9#."Vc"9"".

%

L

!

o"9((($

&

#9!9)

!

柚树叶总黄酮提取量的测定
!

精确吸取
#1[

柚

树叶提取液%按式!

#

#计算总黄酮提取量&

/

o

0m&

I

% !

#

#

式中"

/

'''总黄酮提取量%

1

;

(

;

$

0

'''总黄酮质量浓度%

1

;

(

1[

$

&

'''稀释倍数$

I

'''柚树叶干粉质量%

;

&

#9!9B

!

单因素试验

!

#

#乙醇体积分数"固定提取时间
B"137

)料液比

!

I

柚树叶
nR

乙醇 #

#n!"

!

;

(

1[

#%探究乙醇体积分数

!

C"j

%

."j

%

T"j

%

$"j

%

("j

#对总黄酮提取量的影响&

!

!

#提取时间"固定乙醇体积分数
."j

)料液比

!

I

柚树叶
nR

乙醇#
#n!"

!

;

(

1[

#%探究提取时间!

!"

%

)"

%

B"

%

C"

%

."137

#对总黄酮提取量的影响&

!

)

#料液比"固定乙醇体积分数
."j

)提取时间

B"137

%探究料液比*

#n#"

%

#n#C

%

#n!"

%

#n!C

%

#n

)"

!

;

(

1[

#+对总黄酮提取量的影响&

#9!9C

!

正交试验
!

在单因素试验基础上%选取提取时间)

乙醇体积分数和料液比为因素进行正交试验设计%以确

定柚树叶黄酮的最佳提取工艺&

#9!9.

!

抗氧化能力

!

#

#样品制备"取最优提取工艺下的提取液%加入

!C1[

石油醚重复萃取
)

次%以除掉色素与脂溶性物质%

旋转蒸发以除掉乙醇和石油醚%冷冻干燥得黄酮类化合物

干粉&用体积分数为
)"j

乙醇溶解提纯后的黄酮类化合

物干粉%配制成黄酮类化合物质量浓度为
"9#BT1

;

(

1[

的

溶液%同时配制总黄酮质量浓度为
"9#BT1

;

(

1[

未除杂

的提取液与
"9#BT1

;

(

1[

的抗坏血酸溶液作为对照&

!

!

#总还原力测定"根据文献*

#(

+并修改&分别吸取

样品液
"9"

%

"9!

%

"9B

%

"9.

%

"9$

%

#9"1[

于
#C1[

离心管中%

用蒸馏水将各离心管液体补足至
#1[

%复配溶液中黄酮

质量浓度依 次 为
"9"""

%

"9"!(

%

"9"C(

%

"9"$$

%

"9##$

%

"9#BT1

;

(

1[

%依 次 加 入
"9! 154

(

[

磷 酸 盐 缓 冲 液

!

J

X.9$!

#

!9C 1[

%摇 匀%加 入 质 量 分 数 为
#j

的

a

)

*

&>

!

OY

#

.

+溶液
!9C1[

%摇匀%

C"i

水浴
!"137

%加入

体积分数为
#"j

的
OO4

)

OUUX

溶液
!9C1[

%

)""":

(

137

离心
#"137

&分别取离心后上清液
!9C1[

于
#"1[

试

管中%加入质量分数为
"9#j

的
&>O4

)

溶液
"9C1[

%定容至

#"1[

%摇匀%静置
#C137

&以未加样品液的反应溶液作

为参比溶液%测定
T""71

处吸光度&

#9!9T

!

抑菌能力

!

#

#柚树叶提取液的制备"取除色脱脂后的黄酮类化

合物干粉%用体积分数为
)"j

乙醇溶解%配成黄酮类化合

物质量浓度为
"9#BT1

;

(

1[

%同时配制总黄酮质量浓度

为
"9#BT1

;

(

1[

的未除杂提取液作为对照&

!

!

#菌悬液制备"金黄色葡萄球菌)大肠杆菌)鼠伤寒

%'!

"

_549)T

$

Y59.
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沙门氏菌经两次活化%菌液用生理盐水稀释%于血球计数

板计数%选取菌液浓度为!

#m#"

.

"

Bm#"

.

O&R

(

1[

%接

种时%将菌液浓度稀释至
#"

.

O&R

(

1[

&

!

)

#抑菌圈测定"采用牛津杯法*

!"

+

&以体积分数

)"j

乙醇为空白对照%青霉素为阳性对照&

!

B

#最低抑菌浓度"采用二倍稀释法*

!#

+

%将柚树叶黄

酮类化合物提取液用体积分数
)"j

乙醇稀释为原液的

#""9"j

%

C"9"j

%

!C9"j

%

#!9CjB

个浓度%观察各提取液

浓度下的培养皿是否出现抑菌圈&

#9)

!

数据处理

运用
N\NN!C9"

)

U:3

;

37(9C

软件进行数据处理及图

形绘制&

!

!

结果与分析
!9#

!

单因素试验

!9#9#

!

乙醇体积分数对柚树叶黄酮提取量的影响
!

由

图
#

可知%柚树叶总黄酮提取量随乙醇体积分数的增加

呈先升高后降低趋势%最高达到
#"9!B1

;

(

;

&当乙醇体

积分数为
C"j

"

$"j

时%柚树叶总黄酮提取量逐渐升高%

可能是随着乙醇体积分数的增加%醇溶性黄酮类化合物

加速溶解*

!!

+

&继续增大乙醇体积分数%总黄酮提取量减

小%说明乙醇体积分数较大时%溶剂的极性降低%大量的

脂溶性和醇溶性成分溶出%黄酮类化合物溶解度降低%从

而导致总黄酮提取量减小*

!)

+

&因此%提取柚树叶总黄酮

的乙醇体积分数以
$"j

为宜&

!9#9!

!

提取时间对柚树叶黄酮提取量的影响
!

由图
!

可

知%总黄酮提取量随提取时间的延长先增加后减少&当

提取时间为
!"

"

C"137

时%柚树叶细胞壁逐渐被破坏%黄

酮类物质在超声波作用下不断溶出并在
C"137

时全部溶

出%故总黄酮提取量逐渐增加*

!B

+

$若继续延长提取时间%

长时间的超声会使黄酮结构发生破坏或者发生降解使提

取率下降*

!C

+

&因此%提取柚树叶总黄酮的提取时间以

C"137

为宜&

图
#

!

乙醇体积分数对黄酮提取量的影响

&3

;

@:>#

!

/88><F58>FG2754<57<>7F:2F35757

842L5753ED>=F:2<F357

图
!

!

提取时间对黄酮提取量的影响

&3

;

@:>!

!

/88><F58>=F:2<F357F31>57842L5753ED

>=F:2<F357

!9#9)

!

料液比对柚树叶黄酮提取量的影响
!

由图
)

可

知%随着料液比的增加%总黄酮提取量不断升高&随着溶

剂的增加%柚树叶粉末与溶液更加充分接触%黄酮析出速

率加快%黄酮提取量逐渐升高$当料液比!

I

柚树叶
nR

乙醇#

$

#n!"

!

;

(

1[

#时%黄酮提取量显著提高$当料液比

!

I

柚树叶
nR

乙醇#
'

#n!"

!

;

(

1[

#时%黄酮提取量不仅增

加缓慢%而且会大大增加提取成本*

!.

+

&因此%最佳的料液

比!

I

柚树叶
nR

乙醇#为
#n!"

!

;

(

1[

#&

!9!

!

正交试验

根据单因素试验结果%选取乙醇体积分数)提取时间

和料液比为因素%总黄酮提取量为响应值进行三因素三

水平正交试验设计&因素水平表见表
#

%正交试验设计与

结果见表
!

&

图
)

!

料液比对黄酮提取量的影响

&3

;

@:>)

!

/88><F58D543E043

g

@3E:2F3557842L5753ED

>=F:2<F357

表
#

!

因素水平表

M2I4>#

!

&2<F5:D4>L>4DF2I4>

水平
P

乙醇体积分数(
j -

提取时间(
137 O

料液比!

;

(

1[

#

# T" B" #n!"

! TC C" #n!C

) $" ." #n)"

&'!
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期
"
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年
.

月
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!!

由表
!

可知%柚树叶总黄酮提取量的主次因素为乙

醇体积分数
'

提取时间
'

料液比%最佳提取条件为

P

)

-

)

O

!

%即乙醇体积分数
$"j

)提取时间
C"137

)料液比

!

I

柚树叶
nR

乙醇#

#n!C

!

;

(

1[

#&最佳提取条件下进行

)

次平行试验%测得总黄酮提取量平均值为
##9TB.1

;

(

;

%

高于正交试验中的任一结果%符合最优条件%表明正交试

验得出的最佳工艺结果具有可靠性&

!9)

!

抗氧化能力

由图
B

可知%随着样品液质量浓度的升高%其总还原

能力逐渐增强%证明该抗氧化活性的样品与其添加量有

良好的量效关系&未除杂的提取液总还原力约是初步除

杂样品液的
C"j

%当样品质量浓度
'

"9"$$1

;

(

1[

时%抗

表
!

!

柚树叶总黄酮提取正交试验设计与结果

M2I4>!

!

,>D@4FD585:FG5

;

5724>=

J

>:31>7F57>=F:2<F357

58F5F24842L5753ED8:51

J

51>454>2L>D

试验号
P - O

总黄酮提取量(

!

1

;

,

;

S#

#

# # # # $9B"!

! # ! ! (9)!"

) # ) ) (9BC"

B ! # ! #"9#T)

C ! ! ) #"9)T#

. ! ) # #"9""$

T ) # ) ##9!C$

$ ) ! # ##9.BT

( ) ) ! ##9T#B

N

#

(9"CT (9(BB #"9"#(

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

N

!

#"9#$B #"9BB. #"9B"!

N

)

##9CB" #"9)(# #"9)."

极差
L !9B$) "9C"! "9)$)

氧化活性随样品质量浓度的增加逐渐趋于平缓%可能是

未除杂的提取液中含有色素及脂类的干扰%降低了其抗

氧化活性&而除去色素与脂类的样品液%其总还原力略

高于抗坏血酸%约是同等质量浓度抗坏血酸的
#9!C

倍&

初步除杂后的提取液在高浓度时依然能保持较好的还原

能力%若进一步提纯柚树叶黄酮类化合物%其抗氧化能力

将会更强&

!9B

!

抑菌能力

由表
)

可知%柚树叶黄酮类化合物提取液在大肠杆

菌)金黄色葡萄球菌)鼠伤寒沙门氏菌的培养基中均出现

了抑菌圈%其对
)

种菌有一定的生长抑制作用&未经除

杂的提取液抑菌效果较差%金黄色葡萄球菌表现为中度

敏感)大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏菌表现为低度敏感%但有

抑菌圈出现%说明仍有一定抑菌效果&而除掉色素和脂

类物质的提取液抑菌效果较好%大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌表现出高度敏感%鼠伤寒沙门氏菌表现出中度敏感&

)

种细菌对于同等质量浓度的青霉素均表现出高度敏感%

图
B

!

总还原力测定结果

&3

;

@:>B

!

W>2D@:>1>7F:>D@4F58F5F24:>E@<37

;J

5?>:

表
)

!

柚树叶黄酮类化合物的抑菌效果

M2I4>)

!

P7F3I2<F>:324>88><F58842L5753ED8:51

J

51>454>2L>D

菌株
样品稀释

体积分数(
j

抑菌圈直径(
11

提取液!未经处理#提取液!除色素和脂类# 乙醇对照 青霉素

大肠杆菌

#""9" $ #.

'

!C

C"9" C ##

'

#(

!C9"

'

.

'

#!

#!9C

' ' '

(

金黄色葡

萄球菌
!

#""9" ## #(

'

!)

C"9" T #!

'

#T

!C9" C $

'

#!

#!9C

'

C

'

(

鼠伤寒沙

门氏菌
!

#""9" . #!

'

#$

C"9"

'
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'

#!

!C9"

' ' '

#"

#!9C
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.
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"
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丘苑新等!超声波辅助提取柚树叶黄酮及其抗氧化'抑菌能力研究



在总体抑菌活性上"青霉素
'

提取液!除色素和脂类#

'

提取液!未经处理#

'

体积分数
)"j

乙醇$柚树叶黄酮提

取液的最低抑菌质量浓度!

WAO

#为
"9"TB1

;

(

1[

&

)

!

结论
试验表明%通过正交试验优化的柚树叶总黄酮最佳

工艺条件为"乙醇体积分数
$"j

%超声时间
C"137

%料液

比!

I

柚树叶
nR

乙醇#为
#n!C

!

;

(

1[

#%此条件下总黄酮提

取量为
##9TB.1

;

(

;

&柚树叶总黄酮提取液的质量浓度

越大%其总还原力越强%经除去色素)脂类的柚树叶总黄

酮提取液的总还原力高于未经处理的提取液和抗坏血

酸%是抗坏血酸的
#9!C

倍&总黄酮提取液的抑菌效果与

其质量浓度呈正相关%其对金黄色葡萄球菌)鼠伤寒沙门

氏菌)大肠杆菌具有不同程度的抑制作用%其中对金黄色

葡萄球 菌 的 抑 制 作 用 最 强%最 低 抑 菌 质 量 浓 度 为

"9"TB1

;

(

1[

&综上%柚树叶总黄酮具有良好的抗氧化

和抑菌能力%后续将对其他方面的性质进行进一步研究&
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