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摘要：五倍子单宁具有抗氧化、抗突变、抗肿瘤等多种生物活

性功能。为了研究五倍子中单宁的超声波辅助提取工艺，以

盐酸体积分数、乙醇体积分数、超声温度、料液比作为考察因

素，在单因素试验基础上采 用Ｌ９（３４）正 交 试 验 设 计，对 单 宁

的提取工艺进行优化。结果表明，在盐酸体积分数为１．０％、
乙醇体积分数为５０％、超声温度为４０℃、料液比为１∶３０（ｍ
∶Ｖ）的条件下，提取 效 果 最 佳。该 工 艺 条 件 下，单 宁 的 提 取

率为１０．９７％。
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五倍子主要分布于中国的四川、湖南、湖北等地，是一种

重要的经济中药材，可缓解肺热引发的咳嗽、常泄不止、痢疾

不愈等［１］。单宁具有纯天然、效率高、安全无毒性、保护健康

等优点，其利用价值很高，发展前景极其广阔。目前，测定五

倍子中单 宁 的 方 法 主 要 有 紫 外 分 光 光 度 法、药 典 法（皮 粉

法）、ＨＰＬＣ法（高 效 液 相 色 谱 法）等［２］。药 典 法 是 各 国 同 行

认可的单宁酸测定 方 法，虽 然 其 提 取 的 试 验 结 果 较 为 稳 定，

但是所用 的 时 间 很 长，过 程 复 杂，不 适 合 微 量 和 低 含 量 测

定［３］。高效液相 色 谱 法 法 操 作 简 单 迅 速，具 有 较 高 的 灵 敏

度，但需要 较 高 的 分 析 技 能 和 高 纯 度 的 标 准 品，检 测 成 本

高［４］。在众多单宁含量的测定方法中，紫外分光光度法的应

用最为广泛，具有简单、迅速等优点［５］，因此本试验采用此法

进行测定。

超声波辅助提 取 方 法 具 有 操 作 简 单 快 速、提 取 率 高、花

费少、安 全 等 优 势［６］，已 广 泛 用 在 提 取 多 种 自 然 物 质 的 研 究

中，如：超声波辅助提取锁阳多糖的工艺研究［７］，超声辅助法

提取桑葚叶中的多糖［８］，超声波辅助提取酵母源类金属硫蛋

白工艺的优化［９］，超声波辅助提取山豆根中的黄酮和多糖工

艺优化［１０］，超声复 合 酶 法 提 取 大 蒜 多 糖 的 工 艺 优 化［１１］。从

五倍子中提取单宁的工艺研究［１２，１３］较多，但报道的结果不尽

相同。目前没有对 盐 酸 体 积 分 数、乙 醇 体 积 分 数、超 声 温 度

及料液比４种因素同时进行研究的报道，本试验拟采用超声

波辅助提取技术从 五 倍 子 中 提 取 单 宁，探 究 盐 酸 体 积 分 数、

乙醇体积分数、超声 温 度、料 液 比４个 因 素 对 超 声 辅 助 法 提

取五倍子单宁提取效率的影响，并利用正交试验优化工艺条

件，从而为五倍子开 发 的 工 业 化 提 供 理 论 依 据，为 进 一 步 研

究单宁的生物活性提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂

五倍子：肚倍，产于四川省德阳市，市售；

无水乙醇、单宁标准品、香草醛固体、甲醇、浓盐酸：均为

市售分析纯。

１．２　主要仪器与设备

紫外分光光度计：７５４型，上海光谱仪器有限公司；

电子天平：ＡＲ２２４ＣＮ型，上海奥豪斯仪器有限公司；

超声波清洗器：ＫＱ－５００Ｅ型，昆山市超声仪器有限公司；

九阳粉碎机：ＪＹＬ－００１２型，上海高桥粉碎机厂。
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１．３　试验方法

１．３．１　样品预处理　首 先 挑 选 出 饱 满 干 净 的 五 倍 子，将 五

倍子破壳，去虫尸，取一定量的五倍子碎片粉碎，得五倍子粉

末，将其放于棕色瓶中，干燥、避光保存，备用。

１．３．２　单宁的提取　分别称取多份１．０ｇ的五倍子粉末，根

据不同的料液比，用乙醇溶液溶解，辅助加入盐酸溶液，将其

放在超 声 波 清 洗 机 内 浸 提，持 续１２０ｓ，完 成 后 进 行 过 滤，滤

液转移到２５ｍＬ的容量瓶中，加乙醇溶液到刻度线，摇晃 均

匀。准确移取２．５０ｍＬ于具塞试管中，加入４％的香 草 醛 溶

液３．００ｍＬ，慢慢滴加１．５０ｍＬ的 浓 盐 酸，在 无 光 常 温 条 件

下静放２５ｍｉｎ，于５０５ｎｍ处测量不同溶液的吸光度值，同时

以空白试剂作参比。

１．３．３　单宁标准曲线的绘制　根据文献［１４］，精密称量０．５

ｇ单宁，用甲醇溶解并定容到５０ｍＬ的容量瓶中，得到浓度为

０．０１ｇ／ｍＬ的 单 宁 标 准 溶 液。依 次 量 取０．５０，１．００，１．５０，

２．００，２．５０，３．００ｍＬ的单宁 标 准 溶 液 放 在６个２５ｍＬ的 容

量瓶内，加甲醇 溶 液 到 刻 度 线，摇 晃 均 匀。依 次 精 密 吸 取 以

上各单宁溶液２．５０ｍＬ放在６只具塞试管中，各加３．００ｍＬ

的４％的香草醛溶液，慢慢滴入浓盐酸１．５０ｍＬ，在无光常温

下静放２５ｍｉｎ，于５０５ｎｍ处 测 吸 光 值，以 空 白 试 剂 作 为 参

比。纵轴是测得的各溶液的吸光度值，横轴是不同的单宁浓

度，制作单宁的标准曲线。

１．３．４　单因素试验设计

（１）盐酸 体 积 分 数 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响：称 取

１．０ｇ五倍子粉末，加入７０％的乙醇溶液，超声温度为５０℃，

料液 比 为１∶３０（ｍ∶Ｖ），盐 酸 体 积 分 数 分 别 为０．５％，

１．０％，１．５％，２．０％，２．５％，研 究 盐 酸 体 积 分 数 对 五 倍 子 单

宁提取率的影响。

（２）乙醇 体 积 分 数 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响：称 量

１．０ｇ五倍子粉末，超声 温 度 为５０℃，料 液 比 为１∶３０（ｍ∶

Ｖ），盐 酸 体 积 分 数 为１．０％，乙 醇 体 积 分 数 分 别 为３０％，

４０％，５０％，６０％，７０％，研 究 乙 醇 体 积 分 数 对 五 倍 子 单 宁 提

取率的影响。

（３）超声温度 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响：称 取１．０ｇ
五倍子粉末，盐酸体 积 分 数 为１．０％，７０％的 乙 醇 溶 液，料 液

比为１∶３０（ｍ∶Ｖ），超声温度分别为４０，５０，６０，７０，８０℃，研

究超声温度对五倍子单宁提取率的影响。

（４）料液比对五倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响：称 取１．０ｇ五

倍子粉末，以７０％的乙醇溶液为提取溶剂，盐酸体积分数为

１．０％，提取温 度 为５０℃，料 液 比 分 别 为１∶２０，１∶２５，１∶

３０，１∶３５，１∶４０（ｍ∶Ｖ），考 察 料 液 比 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率

的影响。

１．３．５　正 交 试 验 设 计　在 单 因 素 试 验 的 基 础 上，选 用Ｌ９
（３４）进行正交试验设计，每个试验重复３次。

１．４　五倍子单宁提取率测定

以五倍 子 为 样 品，用 乙 醇 溶 解，按 照１．３．２方 法 在５０５

ｎｍ波长下测吸 光 度。对 照 标 准 曲 线，由 回 归 方 程 可 得 单 宁

浓度。按式（１）求出五倍子单宁的提取率。

Ｒ＝Ｃ×Ｖ１×Ｖ２Ｍ×Ｖ３ ×１００％ （１）

式中：

Ｒ———单宁提取率，％；

Ｃ———由标准曲线求得的单宁浓度，ｍｇ／ｍＬ；

Ｖ１———稀释体积，ｍＬ；

Ｖ２———样品溶液的体积，ｍＬ；

Ｍ———样品质量，ｇ；

Ｖ３———吸取样品溶液的体积，ｍＬ。

１．５　数据统计方法

利用Ｓｐｓｓ１７．０版软件进行数据处理。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析

２．１．１　单宁的标准曲线　由单宁浓度（Ｃｍｇ／ｍＬ）和吸光度

值（Ａ），得到单宁的 标 准 曲 线（见 图１），拟 合 得 到：Ａ＝０．１４５

８Ｃ＋０．０８４　５，Ｒ２＝０．９９９　０，表明单宁质量浓度在１．０～４．０

ｍｇ／ｍＬ时具有良好的线性关系。

２．１．２　盐酸 体 积 分 数 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响　由 图２ 
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图１　不同浓度单宁吸光度值的标准曲线
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图２　盐酸体积分数对五倍子单宁提取率的影响
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可知，盐 酸 体 积 分 数 对 单 宁 的 提 取 率 有 极 显 著 影 响（Ｐ＜

０．０１）。当体积分数为０．５％～１．０％时，单 宁 的 提 取 率 随 着

盐酸体积分数的增大而升高；但高于１．０％时，提取率不再呈

上升趋势。说明盐酸的体积分数影响单宁的提取率，下降是

由于乙醇—水体系不但能断裂单宁与金属离子的络合键，而

且还能帮助断裂单宁和蛋白质、多糖以及其自身之间的疏水

键和氢键。因此较优的盐酸体积分数为０．５％～１．５％。

２．１．３　乙醇体积分数对五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响　由 图３

可知，乙醇体积分数对单宁的提取率有显著影响（Ｐ＜０．０５）。

在乙醇体积分数为４０％～５０％时，单宁的提取率因乙醇的浓

度变大而提高；高于５０％时，提 取 率 降 低。原 因 是 当 乙 醇 体

积分数增大时，乙醇 溶 液 能 够 溶 解 的 单 宁 的 量 也 随 之 增 大；

下降可能是由于五倍 子 中 某 些 物 质 释 放 出 来 抑 制 了 单 宁 的

溶解，所以较优的乙醇体积分数为４０％～６０％。

２．１．４　超声 温 度 对 五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响　由 图４可

知，超声温度对单宁的提 取 率 有 极 显 著 影 响（Ｐ＜０．０１）。当

超声波温度在４０～５０℃时，单 宁 的 提 取 率 会 因 温 度 的 提 高

而 增 大；高 于５０℃时 提 取 率 不 断 降 低。原 因 是 当 温 度 上 升
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图３　乙醇体积分数对五倍子单宁提取率的影响
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图４　超声温度对五倍子单宁提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｇａｌｌｉｃ　ｔａｎｎｉｎｓ

时，单宁等酚类物质 活 性 提 高，于 溶 剂 里 面 的 溶 解 度 也 会 升

高；下降是因为单宁 的 结 构 不 够 牢 固，当 处 于 较 高 的 温 度 时

会分解，或者容易被氧化；也可能是因为温度太高，导致细胞

内的胶体等析出物 数 量 上 升，使 溶 液 的 粘 稠 度 提 高，阻 碍 了

单宁的溶出。因此较优的超声温度为４０～６０℃。

２．１．５　料液比对五 倍 子 单 宁 提 取 率 的 影 响　由 图５可 知，

料液比对单宁的提取率有显著影响（Ｐ＜０．０５）。当料液比在

１∶２０～１∶３０（ｍ∶Ｖ）时，料 液 比 渐 渐 升 高，提 取 率 亦 会 升

高；大于１∶３０（ｍ∶Ｖ）时，提 取 率 下 降。原 因 可 能 是 溶 剂 体

积增多，与五倍子接 触 面 积 增 大，使 其 中 的 单 宁 能 与 溶 剂 充

分接触，从而提取率增大；下降是因为当料液比升高时，溶剂

增多，单位体积 内 的 单 宁 浓 度 会 下 降，易 引 发 氧 化 作 用。因

此当不断提升料液比时，单宁的提取率会降低。因此较优的

料液比为１∶２５～１∶３５（ｍ∶Ｖ）。
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图５　料液比对五倍子单宁提取率的影响
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２．２　正交试验结果

２．２．１　正交试验及结果分析　在单因素试验的基础上，选取

盐酸浓度、乙醇浓度、超声温度、液料比４个因 素 设 计 正 交 试

验。正交试验因素水平设计见表１，试验组合及结果见表２。

由表２中的极差分析能够得出，对五倍子单宁提取率影

响由大到小的因素是：料液比＞超声温度＞乙醇体积分数＞

盐酸体积分数，由Ｋ值大 小 可 以 选 出 最 优 水 平 组 合 为 Ａ２Ｂ２

Ｃ１Ｄ２，即１．０％的盐酸溶液、５０％的 乙 醇 溶 液、超 声 波 温 度 为

４０℃、料液比１∶３０（ｍ∶Ｖ）。

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｉｎｇｌｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｔａｂｌｅ

水平
Ａ盐酸体

积分数／％

Ｂ乙醇体

积分数／％

Ｃ超声波

温度／℃

Ｄ料液比

（ｍ∶Ｖ）

１　 ０．５　 ４０　 ４０　 １∶２５

２　 １．０　 ５０　 ５０　 １∶３０

３　 １．５　 ６０　 ６０　 １∶３５
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表２　正交试验结果及极差分析

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ａｎｄ　ｒａｎｇｅ

序号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
提取率／％

１　 ２　 ３

１　 １　 １　 １　 １　 ５．２６　 ６．３３　 ５．６４

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ８．６４　 ８．１０　 ８．０７

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ７．２９　 ６．５６　 ７．６０

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ７．８４　 ７．１８　 ８．５２

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ５．７８　 ６．５０　 ５．２８

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ８．４１　 ７．５１　 ８．８０

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ６．６１　 ５．７０　 ６．９４

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ８．３１　 ９．１４　 ７．７７

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５．０９　 ５．４７　 ４．８４

Ｋ１


７．０５３　 ６．９２３　 ７．３３３　 ５．７５７

Ｋ２ ７．３０７　 ７．３８０　 ７．２６０　 ７．９０３

Ｋ３ ６．９６７　 ７．０２３　 ６．７３３　 ７．６６７

Ｒ　 ０．３４０　 ０．４５７　 ０．６００　 ２．１４６

２．２．２　方 差 分 析　由 表３可 知，当 显 著 水 平 在０．０５时，乙

醇体积分数、超声温 度、料 液 比 对 单 宁 提 取 率 影 响 结 果 具 有

显著性 （Ｐ＜０．０５）。

表３　方差分析表

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 显著性

盐酸体积分数 １．９９７　６　 ２　 ３．０６　 ０．０７２

乙醇体积分数 ３．５５３　６　 ２　 ５．４５　 ０．０１４

超声温度　　 ４．４８９　８　 ２　 ６．８９　 ０．００６

料液比　　　 ２７．９１９　８　 ２　 ４２．５１　 ０．０００

误差　　　　


５．８６８　６　 １８

２．２．３　验证实验　按照最佳方案Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ２进行验证实验，

平行做３次，取平均 值，测 得 五 倍 子 中 单 宁 的 平 均 提 取 率 为

１０．９７％。该结果大于正交试验表中的最大值，因此Ａ２Ｂ２Ｃ１

Ｄ２为本试验的最优组合。

３　结论

本试验以单因素试验为基础，采用正交试验优化超声辅

助提取五倍子单宁的工艺条件。研究表明盐酸体积分数、乙

醇体积分数、超 声 温 度 可 以 显 著 影 响 五 倍 子 单 宁 的 提 取 效

率，得到超声波辅助 法 提 取 五 倍 子 中 单 宁 最 优 工 艺 条 件 是：

盐酸体积分数 为１．０％、乙 醇 体 积 分 数 为５０％、超 声 温 度 为

４０℃、料液比为１∶３０（ｍ∶Ｖ）。在此条件下，单宁的最大提

取率为１０．９７％，提 取 率 比 文 献［１５］报 道 的７．３２％明 显 提

高。本研究得到的工艺条件可为工业提取单宁提供参考，为

五倍子中单宁的进一步开发利用提供帮助。
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