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[摘要] 目的：优选超声波辅助提取连翘中总黄酮的最佳提取工艺。方法：采用单因素和正交试验进行超声波辅助提取连翘总黄酮，以紫外分光光度法测定连翘总黄酮的吸光度，标准曲线法计算含量。结果：确定了最佳工艺条件为乙醇体积分数65%，60℃超声提取10 min，连翘总黄酮的平均质量分数为2.58。结论：优化工艺简单，稳定，高效，可行。
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Study on Ultrasonic Wave Extraction Process of Total Flavones from Fructus Forsythia
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[Abstract]  Objective: To establish optimal process of extracting total flavonoids from Fructus Forsythia by single factor test and orthogonal test. Method: The absorption of total flavonoids was determined by uv-spectrophotometry and the standard curve was used to calculate the content. Result: The results showed that the optimum conditions for extracting the total flavonoids assisted by ultrasonic wave were as follow: 65 %ethanol, ultrasonic time 15 min and extraction temperature 60 ℃. The mass fraction of total flavonoids extracted was up to 2.58. Conclusion：The optimum extraction process was simple, stable, efficient and feasible.
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连翘Fructus Forsythia为木犀科连翘属植物连翘Forsythia suspense (Thunb. )Vahl .的干燥果实，味苦，性微寒。具有清热解毒，疏散风热，消痈散结、强心利尿和降血压之功效，是我国常用的大宗药材之一。近几年来，连翘提取物广泛用于保健品、食品防腐等领域，在日本已将连翘果实应用于食品保鲜工业。黄酮类化合物是许多中草药的有效成分，具有抗肿瘤、延缓衰老、增强免疫力、调节内分泌系统、抑菌等生物活性[1]，杨建雄[2]等通过体外实验表明，连翘黄酮具有明显的体外抗氧化作用。超声波具有“空化现象”、“机械振动”以及“热效应”等特性，可以使植物物质膨胀和水化，并使可溶性成分通过扩散和传递向溶剂中传递，从而极大地提高提取效率，节约提取成本，提高产品质量，是当前浸出提取中最具前途的技术之一[3-4]，已被广泛应用到各种天然活性成分的提取中。本实验通过超声波辅助提取连翘总黄酮，以正交试验设计对其提取工艺进行优化，为工业化生产提供依据。
1  仪器与材料
Tu -1810紫外-可见分光光度计（北京普析通用）；SK 3310 HP型超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；FA 2104型电子分析天平（上海浦春计量仪器有限公司）；JDF -300（B）多功能粉碎机（鹤壁市天田山苑电器有限公司）。

连翘，采自河南省辉县万仙山，由新乡医学院中药学教研室吴艳芳讲师鉴定为连翘Forsythia suspense (Thunb. )Vahl. 的干燥果实；芦丁对照品（中国药品生物制品检定所，批号：100080-200707）；其他试剂均为国产分析纯。
2 试验方法

2.1 标准曲线的绘制：

精密称取芦丁对照品0.0050 g于50 mL容量瓶中，用体积分数为80%乙醇溶液定容。配制成0.1 g·L-1的标准溶液。分别精密量取0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL标准溶液于10 mL的容量瓶中，加入质量分数为1的A1C13溶液1 mL作为显色剂，定容，摇匀显色后以蒸馏水为空白在275 nm处测定吸光度。以吸光度为纵坐标，浓度为横坐标进行回归，得回归方程：A = 0.0263c - 0.0004，r=0.9999。
2.2 样品溶液的制备 

连翘粉碎，过60目筛。精确称量约0.5000 g的连翘粉末，加入一定体积分数的乙醇溶液，称重，分别在超声波频率40 KHz，不同温度下，提取不同时间，冷却补重，过滤，得滤液，备用。

2.3 连翘总黄酮的质量分数测定

按照2.1项下方法测定样品溶液的吸光度，以标准曲线法计算连翘总黄酮的质量分数。
3 结果与分析

3.1单因素实验

3.1.1 不同体积分数的乙醇对连翘总黄酮质量分数的影响

分别用体积分数为40%、50%、60%、70%、80%的乙醇溶液，1:10的料液比，频率40 KHz，20 ℃超声20 min，按照2.3项下方法计算总黄酮的质量分数，结果见图1。
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图1 不同乙醇体积分数对连翘总黄酮质量分数的影响

由图1可以看出，随着乙醇体积分数的增加，连翘总黄酮的质量分数在70%达到最大，之后下降，同时试验中发现，在乙醇体积分数为40%时，提取液比较浑浊，可能是因为连翘里面的糖类和蛋白质等大分子物质也被少量提取出来的缘故。
3.1.2 提取时间对连翘总黄酮质量分数的影响

设定用体积分数为60%的乙醇溶液，1:10的料液比，频率40 KHz，30 ℃超声10、20、30、40、50、60 min，按照2.3项下方法计算总黄酮的质量分数，结果见图2。
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图2 提取时间对连翘总黄酮质量分数的影响

由图2可以看出，在30 min以前，连翘总黄酮的质量分数随着时间的增加而增加，50 min后增加缓慢，可能因为刚开始细胞内外连翘总黄酮浓度差最大，提取时间过短，黄酮溶解不充分，质量分数较低，随着提取过程的进行连翘总黄酮逐渐溶入提取液。在30 min后总黄酮质量分数增加不明显，说明在30 min提取基本达到平衡。
3.1.3提取温度比对连翘总黄酮质量分数的影响

设定用体积分数为60%的乙醇溶液，1:10的料液比，频率40 KHz，分别于20、30、40、50、60、70℃下超声20 min，按照2.3项下方法计算总黄酮的质量分数，结果见图3。
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图3 提取温度对连翘总黄酮质量分数的影响

由图3可以看出，随着温度的升高，连翘总黄酮的质量分数增加，但是50 ℃以后增加不大，但是如果温度过高，一些热敏性组分被破坏或溶剂挥发导致乙醇浓度降低而使总黄酮的质量分数下降[5]。
3.1.4 料液比对连翘总黄酮质量分数的影响

用体积分数为60%的乙醇溶液，分别设定1:10、1:15、1:20、1:25、1:30的料液比，频率40 KHz，分别于30 ℃超声20 min，按照2.3项下方法计算总黄酮的质量分数，结果见图4。
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图4 料液比对连翘总黄酮质量分数的影响

由图4可知，不同的料液比对连翘总黄酮的质量分数有明显影响，当料液比小于1:20 (g·mL-1)时，随着料液比的增大，连翘总黄酮质量分数不断增大。料液比越大，连翘总黄酮质量分数越高。其原因可能是提取溶剂体积越大，溶剂与浸提物的接触越充分，能在相同时间内溶解出更多的黄酮从而使质量分数增大。当料液比大于1:20 (g·mL-1)时，基本饱和。如果料液比过小，没有足够的溶剂带出药材粉末表面的黄酮，从而使质量分数降低；如果料液比过大，会消耗更多的能量和时间，同时也会增加超声波破碎细胞的阻力，使细胞破碎程度下降，从而降低总黄酮的质量分数，因此料液比为1:20 (g·mL-1)为宜。
3.2正交设计

3.2.1　正交设计：根据单因素实验结果，选择不同乙醇体积分数、提取时间、提取温度3个因素的较优水平，按L9(34)设计进行正交试验，因素与水平见表1。正交实验和方差分析及显著性检验结果见表2和表3。
表1 因素水平表
	水平
	A
	B
	C

	
	乙醇体积分数/%
	提取时间/min
	提取温度/℃

	1
	45
	10
	40

	2
	55
	20
	50

	3
	65
	30
	60


表2 超声波提取工艺正交试验结果
	实验号
	因素
	总黄酮质量分数

	
	A
	B
	C
	D
	

	1
	1
	1
	1
	1
	1.64 

	2
	1
	2
	2
	2
	2.07 

	3
	1
	3
	3
	3
	2.46 

	4
	2
	1
	2
	3
	2.16 

	5
	2
	2
	3
	1
	2.58 

	6
	2
	3
	1
	2
	1.86 

	7
	3
	1
	3
	2
	2.58 

	8
	3
	2
	1
	3
	1.98 

	9
	3
	3
	2
	1
	2.50 

	K1
	6.17
	6.38
	5.47
	6.71
	G=19.81

	K2
	6.59
	6.62
	6.72
	6.51
	

	K3
	7.05
	6.82
	7.62
	6.60
	

	R
	0.30
	0.15
	0.72
	0.30
	


表3 方差分析
	方差来源
	偏差平方和
	自由度
	平均偏差平方和
	F
	P

	A
	0.13
	2
	0.07
	19.14
	*

	B
	0.03
	2
	0.02
	4.67
	

	C
	0.78
	2
	0.39
	110.69
	**

	D(误差)
	0.01
	2
	0.00
	1.00
	

	总变差
	0.95
	7
	0.14
	
	


表2中极值R表明温度是超声波提取连翘总黄酮的主要因素，其次是乙醇体积分数，提取时间对总黄酮的质量分数影响最小。直观分析最佳提取工艺为A3B3C3，即乙醇体积分数为65%，60 ℃超声提取30 min，由表3方差分析结果可以看出温度对连翘总黄酮质量分数有极显著影响，乙醇体积分数对连翘总黄酮质量分数有显著影响，提取时间和误差项对总黄酮质量分数没有显著影响，因此从节约成本角度考虑，确定最佳提取工艺为：A3B1C3，即乙醇体积分数为65%，60 ℃超声提取10 min，按此工艺进行了3次验证试验，结果连翘总黄酮的平均质量分数达到2.58，和上述正交试验表中的结果相当，提取比较完全，表明最佳提取工艺条件可行。
4 小结

本研究采用超声波辅助提取法，以连翘总黄酮质量分数为考察指标，在单因素实验的基础上，采用正交试验确定了超声波法提取连翘总黄酮的最佳工艺条件为：乙醇体积分数65%，60 ℃超声提取10 min，连翘的平均质量分数为2.58。正交实验法用于提取工艺优化，减少了实验次数，节约了实验成本，是天然产物有效成分提取工艺优化实验很好的工具。超声波辅助提取连翘总黄酮需设备简单、操作方便、提取时间短、提取率高、节能、节约药材、无需加热等优点，其在提取中草药成分方面的应用受到越来越多的重视，本实验方法简单，易行，可为连翘总黄酮的工业化生产提供参考。近年来，针对超声提取过程中存在的工艺放大的难题，我国科研人员研发了循环超声提取技术，该技术大幅度提高超声场的利用率，解决局部过度超声处理和超声波在介质中的快速衰减问题，使提取时间短、提取率更高。在保证物料循环流动的前提下，可使超声场处理的物料量不受限制，解决了超声提取的工艺放大难题，从而大大拓宽了超声提取的应用范围。
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