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超声波辅助法提取三叶青原花青素工艺的研究
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要!以三叶青块根为原料提取原花青素!通过使用超声波辅助法提取原花青素"以葡萄籽原花

青素作为分析标品"利用香草醛
(

盐酸法绘制原花青素含量标准曲线"并对三叶青原花青素含量进

行初步定量分析!单因素提取试验分析结果表明"乙醇体积分数#料液比#浸提时间和浸提温度
&

因素对三叶青原花青素的提取率影响较大"可作为后续工艺优化的主要控制因素!正交试验分析

结果显示了最优提取工艺条件为乙醇体积分数为
A"K

"料液比为
#L!"

"浸提温度为
&"M

"浸提时

间为
!"H:-

"此条件下的原花青素提取率可达最高!
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三叶青"
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#为葡萄科

崖爬藤属植物!是我国特有的珍贵药材!又名蛇附

子*石抱子*土经丸*金线吊葫芦*拦山虎等+

#

,

!广泛

分布于我国长江以南!主要有浙江*江西*江苏*广

东*广西*湖南*湖北*福建等地!常生长于山坡灌木

丛中或山谷的岩石缝中)三叶青全草皆有药用价

值!采收期长!味微苦而性平!可针对淋巴结结核*跌

打损伤*毒蛇咬伤*扁桃体炎等疾病症状进行适量用

药)同时!三叶青又是一种富含原花青素的药用珍

贵植物!黄酮类化合物是其主要的活性成分+

!

,

)

原花青素"

P,*.-23*J
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.-:<:-6

!

PD

#!又称缩合

单宁!在植物组织中大量存在!是一类具有特殊分子

结构的多酚类化合物总称)可通过多谱学分析技术

对三叶青原花青素的结构进行分析)已有研究表

明!三叶青原花青素的主要结构由原花青定"

PD

#和

原翠雀定"

PZ

#所构成!儿茶素是其主要的末端单



元!表儿茶素和表没食子儿茶素是其主要的延伸单

元+

%

,

)目前国 内 外 研 究 揭 示 了 原 花 青 素 在 抗 氧

化+

&(A

,

*防治心血管疾病+

>('

,

*抗动脉粥样硬化+

@(#"

,

*

抗心肌缺血再灌注损伤+

##(#!

,

*降血压+

#%

,

*抗炎+

#&(#A

,

*

降血脂+

#>

,

*降血糖+

#'(#$

,

*抗肿瘤+

!"(!!

,等方面具有显

著的生物活性!在大健康领域具有非常广泛的应用

前景+

!%(!A

,

)本试验在超声波辅助法提取三叶青原花

青素的基础上!采用单因素试验与正交试验相结合

的方法进行试验设计!对三叶青原花青素提取工艺

进行优化!进而分析乙醇体积分数*液料比*提取温

度和提取时间
&

个因素对原花青素提取率的影响!

为今后拓宽和改良三叶青原花青素的生物活性在功

能性食品*药妆品以及保健品开发利用上提供必要

的研究基础)

#

!

材料与方法

!"!

!

材料与试剂

三叶青采自广西壮族自治区河池市天峨县菠结

乡常里村!经中药指纹图谱与天然产物国家地方联

合工程研究中心董娟娥教授鉴定为葡萄科崖爬藤属

植物三叶青"

!/*")&+"

,

%-.)

#)本试验的原材料为

三叶青的块根!用去离子水洗净!

&AM

烘干!粉碎!过

&"

目筛!

[!"M

冰箱保存备用)

无水乙醇$天津市天力化学试剂有限公司(浓盐

酸$西陇化工股份有限公司(香草醛$上海源叶生物

科技有限公司(其余试剂也均为分析纯)

!"#

!

仪器与设备

7\(#""Z

高速万能粉碎机"天津鑫博得仪器有

限公司#(

XZY(A(C

台式离心机"上海安亭仪器有限

公司#(

WW&

恒温水浴锅"江苏杰瑞尔电器有限公

司#(

9]'A$

紫外
(

可见分光光度计"上海精密仪器

公司#(

BNC!!&N

电子天平"赛多利斯科学仪器有限

公司#)

!"$
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试验方法

#=%=#

!

原花青素标准曲线的绘制
!

用改良的香草

醛
(

盐酸比色法+

!>(!'

,对原花青素进行标准曲线的绘

制)配制
#

R

-

#""HY

[#的香草醛
(

甲醛溶液和
#

H*/

-

Y

[#的盐酸
(

甲醇溶液)把以上
!

种溶液按照

体积比
#L#

充分混匀!制得工作液)称取原花青素

分析标准品!以甲醇为溶剂!在容量瓶中定容至质量

浓度为
"="

*

%="

*

>="

*

$="

*

#!="

*

#A="

"

R

-

HY

[#的

标准溶液)在不同浓度的标准液中分别加入
#"HY

工作液!充分摇匀!置于室温下反应
%"H:-

显色!用

甲醇作空白对照!在
A""-H

波长处测定溶液吸光

值)绘制吸光值"

B

#与原花青素标准品质量浓度

"

C

#的标准曲线!得标准曲线方程为$

B^#/>''#C

["/"""!

"

D

!

"̂=$$!A

#)

#=%=!

!

超声波辅助法提取三叶青原花青素的单因

素分析
!

#=%=!=#

!

不同乙醇体积分数对三叶青原花青素提

取的影响
!

精密称取三叶青样品粉末
#

R

!置于锥形

瓶中!按料液比为
#L!"

"

R

LHY

#分别加入
!"HY

体积分数为
%"K

*

&"K

*

A"K

*

>"K

和
'"K

的乙醇溶

液!封闭好锥形瓶)样品充分摇匀后于
A"M

水浴浸

提
%"H:-

)设置功率
%"\

!

&"VWS

的条件下继续

超声
#"H:-

+

!@(!$

,

)

A""",

-

H:-

[#离心
AH:-

以去

除固体颗粒!取上清
#"HY

!工作液
%HY

!同
#=%=#

节显色!采用紫外分光光度计在
C

A""-H

测定样品吸

光值!并通过标准曲线法+

%"(%!

,计算原花青素含量)

#=%=!=!

!

提取时间对三叶青原花青素提取的影响

!

精密称取
#

R

三叶青粉末置于锥形瓶中!加入

A"K

的乙醇溶液
!"HY

!料液比为
#L!"

"

R

LHY

#!

使用封口膜封闭锥形瓶)样品摇匀后
A"M

分别水

浴浸提
#"

*

!"

*

%"

*

&"

*

A"H:-

)设置功率
%" \

!

&"

VWS

的条件下继续超声
#"H:-

)

A""",

-

H:-

[#离

心
AH:-

以去除固体颗粒!取上清
#"HY

!工作液
%

HY

!同
#=%=#

节 显 色!采 用 紫 外 分 光 光 度 计 在

C

A""-H

测定样品吸光值!并通过标准曲线法计算原

花青素含量)

#=%=!=%

!

料液比对三叶青原花青素提取的影响
!

准确称取
!

*

#=%%

*

#

*

"=@

*

"=>'

*

"=A'

R

三叶青粉末

置于锥形瓶中!加入
!"HY

*

A"K

的乙醇溶液!配制

料液比为
#L#"

*

#L#A

*

#L!"

*

#L!A

*

#L%"

*

#L

%A

!使用封口膜封闭锥形瓶)样品摇匀后
A"M

水浴

浸提
%"H:-

)设置功率
%"\

!

&"VWS

的条件下继

续超声
#"H:-

)

A""",

-

H:-

[#离心
AH:-

以去除

固体颗粒!取上清液加入
%HY

工作液!同
#=%=#

节

显色!根据上述方法计算原花青素含量和原花青素

提取率)

#=%=!=&

!

提取温度对三叶青原花青素提取的影响

!

精密称取
#

R

三叶青粉末置于锥形瓶中!加入

A"K

的乙醇溶液
!"HY

!料液比同
#=%=!=#

!使用封

口膜封闭锥形瓶)充分摇匀后!分别置于
!"

*

%"

*

&"

*

A"

*

>"

*

'"M

的水浴锅中!水浴浸提
%"H:-

)设

置功率
%"\

!

&"VWS

的条件下继续超声
#"H:-

)

A""",

-

H:-

[#离心
AH:-

以去除固体颗粒!取上清

液
#"HY

!工作液
%HY

!根据上述方法计算出三叶

青原花青素含量和提取率)

#=%=%

!

三叶青原花青素提取的正交试验分析
!

为

准确得到超声波辅助法提取三叶青原花青素的最佳

工艺条件!分析原花青素提取的单因素试验结果!以

三叶青原花青素的提取率为响应值选取乙醇体积分

@"!
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数*提取时间*料液比*温度进行
E

$

"

%

&

#正交优化试

验+

%%(%&

,

!对三叶青原花青素提取工艺进行优化!正交

试验设计见表
#

)

表
?

!

正交试验设计的影响因素与水平

X.T/5#

!

7.J2*,6.-</5;5/6*0*,23*

R

*-./5O

Q

5,:H5-2<56:

R

-

因素
水平

# ! %

乙醇体积分数
&" A" >"

提取时间%

H:- !" %" &"

提取温度%

M &" A" >"

料液比%"

R

LHY

#

!" !A %"

!

!

结果与分析

#"!

!

三叶青原花青素提取效果单因素试验分析

乙醇体积分数对三叶青原花青素提取率的影响

见图
#

"

C

#结果!乙醇体积分数
"

A"K

时!三叶青原

花青素提取率随着体积分数的逐渐增大而呈上升趋

势!但当乙醇体积分数
#

A"K

时!提取效果呈下降趋

势)因此!采用
&"K

*

A"K

和
>"K

的乙醇体积分数

作为正交试验设计的
%

个水平)

由图
#

"

B

#可见!提取时间
"

&"H:-

时!其提取

效果随时间的延长而呈上升趋势!当提取时间继续

延长!提取效果反而呈下降趋势)提取时间延长有

可能影响了三叶青原花青素结构的稳定性!导致提

取率降低)因此!正交试验设计中提取时间
%

个水

平为
!"

*

%"H:-

和
&"H:-

)

根据图
#

"

D

#结果所示!提取温度
"

A"M

时!三

叶青中原花青素的提取效果随着温度的升高而呈上

升趋势(但提取温度
#

A"M

时!提取效果随着温度的

升高反而呈下降趋势)因提取温度越低!三叶青中

的原花青素与纤维素*蛋白质等结合物分离速度就

越慢!原花青素的溶出量也就越少!提取率相对较

低)相反!随着温度升高!分子间的运动速率*渗透

率及溶解度也就越快!原花青素的溶出量也就越多!

提取率也就越高)但温度过高!三叶青块根中的原

花青素易氧化*结构容易破坏!导致提取效率降

低+

%%

,

)因此!正交试验中提取温度
%

个水平为
&"

*

A"M

和
>"M

)

料液比对原花青素提取效果影响的结果见图
#

"

Z

#!料液比在小于
#L!A

时!三叶青中原花青素的

提取浓度随着料液比的增大而增加!当料液比进一

步增加!提取效果呈下降趋势)这有可能溶剂量过

大!较多杂质被溶出!造成了原花青素的提取率降

低)因此结合原花青素浓度!采用
#L!"

*

#L!A

*

#L%"

"

R

LHY

#作为正交试验设计的中料液比的
%

个水平)

图
?

!

乙醇体积分数"

C

#$提取时间"

B

#$提取温度"

D

#$料液比"

Z

#对三叶青原花青素提取效果的影响

7:

R

=#

!

G005J2*0523.-*/J*-J5-2,.2:*-

"

C

#!

5O2,.J2:*-2:H5

!

5O2,.J2:*-25H

Q

5,.2+,5.-<6*/:<(/:

I

+:<,.2:**-2355O2,.J2:*-*0

P,*.-23*J

8

.-:<:-60,*H!"#$%&#'

(

)%*")&+"

,

%-.)

#"#

!

三叶青原花青素正交试验优化结果

以乙醇体积分数*提取时间*提取温度*料液比

进行的提取参数正交优化结果见表
!

)三叶青块根
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料液比
#

提取时间
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提取温度!优化参数组合为

C
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!即三叶青块根原花青素提取的最适合参

数为
A"K

乙醇溶液为提取液*提取时间
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*温

度
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及料液比
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)在此优化参数条件下!进

行了验证!浓度
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[#提取率最高)

表
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三叶青原花青素提取工艺正交试验优化

设计方案及结果
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结论

通过单因素试验可知!乙醇体积分数*提取时

间*提取温度和料液比
&

个因素对三叶青原花青素

的提取率影响较大!可作为后续工艺优化试验的主

控因素)三叶青原花青素正交试验结果表明$乙醇

体积分数与提取时间*乙醇体积分数与提取温度*提

取时间与提取温度之间的交互影响作用很显著!乙

醇体积分数与料液比之间的交互影响作用较显著)

当乙醇体积分数为
A"K

*提取时间
!"H:-

*提取温

度
&"M

*料液比
#L!"
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#!此条件下三叶青原

花青素的提取率最高!本研究结果可为三叶青原花

青素的有效利用提供必要的前期基础)
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