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山楂总黄酮乙醇热浸提工艺优化研究
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摘要：以山楂浸提液中黄酮提取量为指标，选取浸提时间、乙醇体积分数和料液

比（ｍ／Ｖ）为主要影响因素，进行山楂黄酮乙醇热浸提工艺的优化研究．在单因
素试验基础上，通过响应面优化得到山楂黄酮的最佳热浸提条件为：料液比１
６，乙醇体积分数６０％，浸提时间８０ｍｉｎ．该条件下的黄酮提取率达到９８．１２％．
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０　引言

山楂，又称山里红、红果果，属于蔷薇科苹

果亚科山楂属植物．我国山楂栽培历史悠久，距

今已有１７００多年，蕴藏量丰富．山楂树多生长

在贫瘠之地，对生长环境要求不高，我国北方广

泛种植，东北、京津、辽冀、山东和太行山区是我

国山楂的五大产区［１］．

山楂是一种药食同源的水果，民间常用于

消食化积、行气散瘀，近年来临床常以生山楂治

疗高血脂、高血压、冠心病等［２］．此外，山楂还能

够缓解人体疲劳、增强机体免疫力、清除自由

基、延缓衰老、抑制肿瘤等［３－４］．最新研究表

明［５］，山楂中含有的黄酮类化合物、三萜类化合

物、原花青素、有机酸、酚酸等植物化学物质是

其具有生物活性的重要物质基础．其中，黄酮是

山楂中的一类非常重要的生物活性物质．已有

研究证实［６－７］，黄酮具有治疗心血管疾病和抗

肿瘤作用．卢润双等［８］利用微波技术对山楂黄

酮进行提取工艺的优化研究，发现在微波功率

３００Ｗ，提取溶剂为体积分数５０％的乙醇，料液

比（ｍ／Ｖ）为１１５，时间３ｍｉｎ条件下，黄酮得

率为８．０２％．张小乔等［９］获得了乙醇热回流提

取山楂黄酮的最佳工艺条件：料液比（ｍ／Ｖ）为

１４０，体积分数 ７０％的乙醇，热浸提温度为

７０℃，时间为２ｈ；其黄酮得率为６０２μｇ／ｇ．孙

协军等［１０］确定了超声波提取山楂黄酮的最佳

工艺参数：体积分数９０％的乙醇，料液比（ｍ／

Ｖ）１２４．９，超声波功率 ６００Ｗ，提取时间

２４．９ｍｉｎ；其黄酮得率为 ０．０３６３％．王玉茹

等［１１］采用响应面分析方法，得出了超声波提取

山楂黄酮的最佳工艺条件：体积分数５２％的乙

醇，料液比（ｍ／Ｖ）１４２，超声时间２０ｍｉｎ；其黄

酮得率为４．４３ｍｇ／ｇ．张明［１２］对山楂黄酮提取

工艺进行研究，结果表明，山楂黄酮最适宜提取

方法为渗漉法体积分数５０％的乙醇，料液比

（ｍ／Ｖ）１８，浸泡时间７２ｈ；其黄酮质量浓度

达２．２３ｍｇ／ｍＬ．此方法适用于黄酮的大规模提

取生产．然而，利用微波和超声波强化提取山楂

黄酮时，对企业的设备投资要求较高．值得注意

的是，目前山楂黄酮的提取研究中，料液比普遍

较高，中小企业进行黄酮提纯生产时会出现耗

时、产能不高的问题．

热浸提法简便易行，设备投入少，在工业生

产中应用较广．乙醇溶液与其他有机溶剂相比，

成本低，对人体安全，回收再利用简便，且用于

山楂黄酮提取时其得率明显优于蒸馏水提取．

此外，用乙醇溶液提取山楂黄酮时，剩余物为

糖、果胶、蛋白质和纤维素等［１３］，均可作为食品

原料用于山楂黄酮类食品的生产．鉴于此，本研

究以水为热浸提参照，采用乙醇热浸提回流方

法对山楂黄酮的提取工艺进行优化研究，以期

确定山楂黄酮提取的最佳工艺参数，为中小企

业进行山楂黄酮类化合物提取和下游相关保健

食品的生产提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
山楂：选择成熟度良好且大小均匀的、采自

山西省运城地区的山楂鲜果．

试剂：无水乙醇，ＮａＯＨ，天津市永大化学试

剂有限公司产；ＮａＮＯ２，天津市福晨化学试剂厂

·１２·



　２０１８年３月 第３３卷 第２期

产；Ａｌ（ＮＯ３）３，北京化工厂产；芦丁标准品，贵

州迪大生物科技有限责任公司产．以上试剂均

为分析纯．

１．２　仪器与设备
Ｔ６紫外可见分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　标准曲线的绘制　分别取芦丁标准对

照品溶液０ｍＬ，１ｍＬ，２ｍＬ，３ｍＬ，４ｍＬ，５ｍＬ，

置于２５ｍＬ容量瓶中，加入０．３ｍＬ质量分数

５％的ＮａＮＯ２，６ｍｉｎ后再加入０．３ｍＬ质量分数

１０％的 Ａｌ（ＮＯ３）３，６ｍｉｎ后再加入 ４ｍＬ

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，用体积分数２０％的乙醇溶

液定容至刻度，１５ｍｉｎ后在５１０ｎｍ处测定吸光

度值．以吸光度值为横坐标，芦丁质量浓度为纵

坐标，绘制标准曲线．

１．３．２　山楂黄酮的提取　将山楂清洗后去梗、

籽和蒂，纵向切片，均分．称取一定量经过预处

理的山楂片放入５００ｍＬ的烧瓶中，加入一定量

的乙醇溶液，进行微沸浸提．浸提结束后自然冷

却，测定浸提液中的黄酮含量．

１．３．３　黄酮含量的测定［１４］　取１ｍＬ浸提液，

按照１．３．１中的方法将吸光度值代入标准曲

线，求得样品中的黄酮含量．在预实验基础上，

在料液比（ｍ／Ｖ）为１６，２０℃条件下，分别用

体积分数６０％的乙醇溶液（２０℃）与蒸馏水

对山楂黄酮进行提取，测定提取液中山楂黄酮

浓度．

１．３．４　乙醇热浸提山楂黄酮的单因素试验　

选择乙醇浓度、料液比和浸提时间作为影响山

楂黄酮提取的因素，进行单因素试验．分别采用

体积分数为 ４０％，５０％，６０％，７０％，８０％的乙

醇溶液（２０℃）对山楂进行黄酮热浸提实验，以

确定最佳乙醇浓度；用料液比（ｍ／Ｖ）分别为

１４，１５，１６，１７，１８的乙醇溶液对山

楂进行黄酮浸提实验，以确定最佳料液比；在

２０～１２０ｍｉｎ内对山楂进行热浸提，以２０ｍｉｎ

的时间间隔进行取样分析，以确定最佳浸提

时间．

１．３．５　响应面优化试验　以料液比（Ａ）、乙醇

体积分数（Ｂ）和浸提时间（Ｃ）３个单因素为响

应因子，总黄酮提取量为响应值，设计３因素３

水平试验，见表１．

表１　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 料液比Ａ 乙醇体积分数Ｂ／％ 浸提时间Ｃ／ｍｉｎ

－１ １５ ５０ ６０

０ １６ ６０ ８０

１ １７ ７０ １００

１．３．６　数据分析　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６

Ｔｒｉａｌ，ＳＰＳＳ和Ｏｒｉｇｉｎ软件对试验数据进行处理

与分析，结果采用（平均值 ±标准差）表示，差

异显著水平为ｐ＜０．０５．

２　结果与讨论

２．１　标准曲线分析
按照１．３．１方法绘制反映芦丁质量浓度与

吸光度值关系的标准曲线，如图１所示．由图１

可知，吸光度值与芦丁质量浓度的回归方程为

ｙ＝２４３０．９ｘ＋１１．２３２，相关系数Ｒ２＝０．９９９１．

图１　芦丁质量浓度与吸光度值的关系

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｒｕｔｉｎａｎｄｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅ
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这表明，在０～１０００ｍｇ／Ｌ浓度范围内，芦丁质

量浓度与吸光度值线性关系良好．

２．２　乙醇溶液和蒸馏水热浸提山楂黄酮效果

的比较分析

　　在料液比（ｍ／Ｖ）为１６条件下，分别用体

积分数６０％的乙醇溶液（２０℃）与蒸馏水对山

楂中的黄酮进行提取，研究浸提时间对黄酮提

取效果的影响，结果如图２所示．由图２可知，

随浸提时间的延长，黄酮含量均呈现逐步增加

的趋势．当浸提时间为１４０ｍｉｎ时，乙醇和蒸馏

水提取液中黄酮含量分别为 ２２７７ｍｇ／Ｌ和

１４９２ｍｇ／Ｌ．此外，在０～８０ｍｉｎ内，乙醇溶液浸

提山楂黄酮含量上升速度明显高于蒸馏水浸

提．在热浸提８０ｍｉｎ时，乙醇和蒸馏水提取液中

黄酮含量分别达到２２１２ｍｇ／Ｌ和１１５７ｍｇ／Ｌ．综

合以上分析可知，乙醇溶液提取山楂黄酮的效

果明显优于蒸馏水浸提．

图２　乙醇溶液与蒸馏水热浸提山楂黄酮的效果比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌａｎｄ

ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｈａｗｔｈｏｒｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．３　乙醇回流热浸提山楂黄酮的单因素试验

分析

２．３．１　乙醇体积分数对黄酮浸提效果的影响

　研究乙醇体积分数对山楂黄酮提取效果的影

响，结果如图 ３所示．由图 ３可知，在料液比

（ｍ／Ｖ）为１６，乙醇回流热浸提８０ｍｉｎ条件

下，黄酮含量随乙醇体积分数的增加呈先上升

后趋于稳定的趋势；继续加大乙醇体积分数，其

含量增加程度变小，可能是因为乙醇体积分数

不同，溶液极性不同，故黄酮提取效果不同．另

外，在乙醇体积分数为７０％时，山楂在热浸提

时出现轻微团块状，在乙醇体积分数为 ８０％

时，此现象较为明显．这可能是由于山楂中果胶

在高浓度乙醇环境下产生了凝胶反应．综合以

上分析可以得出，乙醇体积分数６０％为最佳山

楂黄酮提取条件．

图３　乙醇体积分数对山楂黄酮提取效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｈａｗｔｈｏｒｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２．３．２　料液比对黄酮提取效果的影响　研究

料液比对山楂黄酮提取效果的影响，结果如图

４所示．由图４可知，在乙醇体积分数为６０％，

热浸提８０ｍｉｎ条件下，黄酮提取程度随料液比

（ｍ／Ｖ）的增加而增加．在料液比（ｍ／Ｖ）为１４

时，黄酮总提取量为１１９５０ｍｇ；在料液比（ｍ／Ｖ）

为１６时，黄酮总提取量为１３０１８ｍｇ．进一步

加大料液比进行黄酮浸提，黄酮含量和黄酮提取

量略有增加，但增加趋势缓慢．当料液比（ｍ／Ｖ）

为１８时，黄酮总提取量为 １３１１４ｍｇ．综合以

上分析可以得出，料液比（ｍ／Ｖ）为１６时进行

山楂黄酮提取更为经济合理．

２．３．３　浸提时间对黄酮提取效果的影响　研

究浸提时间对山楂黄酮提取效果的影响，结果

如图５所示．由图５可知，在乙醇体积分数为

６０％，料液比（ｍ／Ｖ）为１６条件下，浸提时间

２０～８０ｍｉｎ时，黄酮含量呈逐渐上升趋势；在

８０～１２０ｍｉｎ之间时，黄酮含量虽有上升，但上

·３２·
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图４　料液比对山楂黄酮提取效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｈａｗｔｈｏｒｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

图５　浸提时间对山楂黄酮提取效果的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｈａｗｔｈｏｒｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

升幅度不明显；在浸提时间为１２０ｍｉｎ时，黄酮
含量为２３８２ｍｇ／Ｌ．综合以上分析可以得出，将
浸提时间设为８０ｍｉｎ较为适宜．
２．４　响应面优化试验结果
２．４．１　回归方程的建立与分析　采用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件对表２中响应面试验数据
进行回归拟合，得到黄酮含量与３个因素之间
的多项回归模型，并对该模型进行方差分析，结

果见表３．
由表 ３可知，该回归模型的 Ｆ值为

１１６．９２３，Ｐ＜０．０００１，回归模型极显著．一次项
Ａ，Ｂ和 Ｃ对山楂黄酮提取量有极显著影响，３
个因素对山楂黄酮提取量的影响次序为Ａ（料

表２　响应面试验设计方案和结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号
料液
比Ａ

乙醇体积
分数Ｂ／％

浸提时间
Ｃ／ｍｉｎ

黄酮含量

／（ｍｇ·Ｌ－１）

１ １６ ６０ ８０ ２４７５．１７
２ １５ ７０ ８０ ２７７３．２０
３ １５ ６０ ６０ ２３００．８４
４ １６ ５０ １００ ２２５２．６０
５ １６ ５０ ６０ ２０６３．８６
６ １６ ７０ １００ ２５００．５５
７ １５ ６０ １００ ２３６５．３６
８ １６ ６０ ８０ ２４５４．６４
９ １７ ７０ ８０ ２４５８．３８
１０ １６ ６０ ８０ ２４４１．２３
１１ １７ ６０ １００ ２０７７．６９
１２ １６ ７０ ６０ ２３３９．３９
１３ １７ ５０ ８０ ２１９４．８９
１４ １６ ６０ ８０ ２４５７．４５
１５ １５ ５０ ８０ ２６０２．５４
１６ １６ ６０ ８０ ２４２３．３９
１７ １７ ６０ ６０ １９１５．３０

液比）＞Ｂ（乙醇体积分数）＞Ｃ（浸提时间）．交

互项ＡＢ，ＡＣ，ＢＣ对山楂黄酮提取量均无显著影

响．二次项Ｂ２对山楂黄酮提取有极显著影响，

Ａ２对山楂黄酮提取量有显著影响．相关系数

Ｒ２＝０．９９３，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９８５．

根据回归模型的诊断分析结果可知，该模

型失拟项Ｐ值为０．１６９１，模型失拟项不显著，

说明模型的拟合度良好．变异系数可反映该回

归模型的可信度，数值越低则可信度越高，本试

验中变异系数为１．０９７％，说明模型能较好地

反映真实值．综合上述结果可知，该模型的拟合

度较好，可以利用该模型分析和预测山楂黄酮

的提取效果．

２．４．２　优化结果　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１

软件绘制响应面图，考察所拟合响应面形状，分

析料液比 Ａ，乙醇体积分数 Ｂ和浸提时间 Ｃ对

山楂黄酮提取效果的影响，结果如图６所示．通

过软件分析，得到３个单因素与黄酮含量Ｙ之

·４２·
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表３　回归方程模型方差分析及其系数的显著性检验

Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｍｏｄｅｌａｎｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｉｔｓｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

分析对象 平方和 自由度 均方和 Ｆ值 Ｐ值 系数的显著性

模型 ７０４５１３．１７３ ９ ７８２７９．２４１ １１６．９２３ ＜０．０００１ 
Ａ ２４３４９０．３３３ １ ２４３４９０．３３３ ３６３．６９１ ＜０．０００１ 
Ｂ １１４６３１．９０２ １ １１４６３１．９０２ １７１．２２１ ＜０．０００１ 
Ｃ ４１５８８．７２２ １ ４１５８８．７２２ ６２．１１９ ０．０００１ 
ＡＢ ２１５４．３５２ １ ２１５４．３５２ ３．２１８ ０．１１５９
ＡＣ ２３９４．６３４ １ ２３９４．６３４ ３．５７７ ０．１００５
ＢＣ １９０．１６４ １ １９０．１６４ ０．２８４ ０．６１０６
Ａ２ ４７８５．５４３ １ ４７８５．５４３ ７．１４８ ０．０３１８ 
Ｂ２ ３４５５３．５０５ １ ３４５５３．５０５ ５１．６１１ ０．０００２ 
Ｃ２ ２６７０９９．９１６ １ ２６７０９９．９１６ ３９８．９５６ ＜０．０００１
残差 ４６８６．４７６ ７ ６６９．４９７
失拟项 ３１９１．６１７ ３ １０６３．８７２ ２．８４７ ０．１６９１
纯误差 １４９４．８５９ ４ ３７３．７１５
总和 ７０９１９９．６４９ １６
标准差 ２５．８７５
平均值 ２３５８．６１６
变异系数 １．０９７

　注：复相关系数０．９９３，校正相关系数０．９８５，预测相关系数０．９２５，信噪比４４．５６８

图６　各因素交互作用对黄酮得率的响应面分析

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｙｉｅｌｄｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

间的方程为

Ｙ＝２４５０．３８＋１７４．４６×Ａ＋１１９．７０×Ｂ＋

７２．１０×Ｃ＋２３．２１×Ａ×Ｂ＋２４．４７×Ａ×Ｃ－

６．８９×Ｂ×Ｃ－３３．７１×Ａ２＋９０．５９×Ｂ２－

·５２·
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２５１．８７×Ｃ２

由图６可知，当料液比（ｍ／Ｖ）为１６，乙醇

（２０℃）体积分数为６０％，浸提时间为８０ｍｉｎ

时，山楂黄酮提取效果最优．在该工艺条件下，山

楂黄酮提取含量的预期值为２４５０．３８ｍｇ／Ｌ，黄

酮总提取量的预期值为１４７０２．２８ｍｇ，实际值分

别为２４８９．０４２ｍｇ／Ｌ和１３９３８．６４５ｍｇ．这表明

响应面优化的实验值与回归方程的预测值吻合

良好．在该条件下，山楂黄酮提取率为９８．１２％．

３　结论

本文通过单因素试验和响应面优化试验对

乙醇热浸提山楂黄酮的工艺参数进行了优化研

究，得出山楂黄酮的最佳提取条件为：料液比

（ｍ／Ｖ）为１６，乙醇体积分数６０％，浸提时间

８０ｍｉｎ．在该工艺条件下，山楂黄酮含量的预期

值为２４５０．３８ｍｇ／Ｌ，黄酮总提取量的预期值为

１４７０２．２８ｍｇ，实际值分别为２４８９．０４２ｍｇ／Ｌ和

１３９３８．６４５ｍｇ，山楂黄酮提取率为９８．１２％．

本研究的结论为进一步研究山楂黄酮类化

合物的提纯，山楂饮料、山楂酒、山楂黄酮类食

品的加工生产提供了理论参考．
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