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茶树花黄酮的提取及对羟自由基的清除效果

陈小萍 1 ,张卫明 1, 2 ,史劲松 2 ,顾龚平 2

(1.南京农业大学食品学院 ,江苏 南京 210095)
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[摘要 ]　通过对茶树花物料粒度、不同提取剂和提取方式的比较 ,研究茶树花黄酮的最佳提取工艺 ;并比较不

同提取方法获得的茶树花黄酮提取物对羟自由基 (·OH)的清除效果.结果表明 :乙醇热回流提取的最佳工艺条

件为 :体积分数 95%的乙醇 ,料液比 1∶15, 80℃下批次提取 90 m in;超声波振荡提取最佳工艺为 :体积分数 95%

的乙醇 ,料液比 1∶30,提取温度 45℃,批次提取 80 m in.超声波结合热提法获得的茶树花黄酮提取物对·OH的清

除效果最好.
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Abstract: The op timal extraction p rocess of Tea Flower flavonoids was studied by investigating different

particle sizes, extraction reagents and methods. Comparisons were also made among the effects of fla2

vonoids extracted by differentmethods on scavenging hydroxyl radicals. Results showed that: (1) the op ti2

mal conditions of heat extraction method were: solid2liquid ratio was 1∶15, extraction temperature was

80℃, and volume fractions of ethanol was 95% , with 90 m inutes each time; (2) op timal conditions of

ultrasonic extraction method were: solid2liquid ratio was 1∶30, 45℃, and volume fractions of ethanol was

95% , with 80 m inutes each time. Results also showed that Tea Flower flavonoids extracted by ultrasonic

combined with heat extraction had the highest scavenging activity on hydroxyl radicals.
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0　引言

茶树 (Cam ellia sinensis)系山茶科 ( Theaceae)多年生草本植物 ,我国对茶叶的利用已有近 2 000年历

史 ,但有关茶树花 ( Tea Flower)的研究少见报道.茶树花资源丰富 ,利用率低 ,茶树花中含有丰富的黄酮类

物质 [ 1 ]
,黄酮类物质具有抗炎、抗氧化、抗动脉硬化、降低胆固醇、解挛、抗辐射、抗肿瘤等生物活性 [ 2 - 4 ]

.笔

者以茶树花总黄酮提取率为指标 ,正交实验法对茶树花黄酮的提取工艺进行优化 ,并对不同方法获得的茶

树花黄酮清除羟自由基 (·OH)的效果进行比较 ,为合理利用茶树花资源提供理论依据.
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1　材料与方法

111　材料与仪器

　　材料 :茶树花 ,采自安徽宁国 ,黄花云尖种 ,由中林绿源 (北京 )茶树花研发中心提供.

主要仪器 : KQ - 250型超声波清洗器 ,巩义市英峪予华仪器厂 ; SP - 752型紫外可见分光光度计 ,上海

光谱仪器有限公司.

主要试剂 :芦丁 (Rutin) ,中国药品生物制品检定所提供 ,其他试剂均为分析纯.

112　茶树花黄酮含量的测定

以芦丁为对照品 ,按文献方法 [ 5 ]进行测定 ,得溶液浓度 Y (mg/mL)与吸光度 A的回归方程为 :

Y = 01030 6A - 01000 02, R
2

= 01999 4.

样品含量测定 :茶树花→粉碎→浸泡→提取→抽滤→溶液定容→测定→计算含量.

113　茶树花黄酮的提取 [ 6, 7 ]

11311　材料粒度对黄酮提取率影响

材料自然晾干含水率 8114% ,分别粉碎至 12、20、40、60、80、100、120目.取不同粒度的茶树花材料

510 g,以料液比 1∶15加入体积分数 80%的乙醇 , 80℃下热回流提取 2次 ,每次 2 h,抽滤并合并滤液 ,测定

茶树花黄酮含量并计算提取率.

11312　提取剂对黄酮提取率影响

称取 60目茶树花材料 510 g,以 1∶15料液比 ,分别加入蒸馏水、碱水 (pH = 1010)、甲醇、体积分数

80%的乙醇、乙醚等提取剂 , 80℃回流提取 2次 ,每次 2 h,测定茶树花黄酮含量并计算提取率.

11313　不同提取方法比较

称取 60目茶树花材料 510 g,分别采用连续热回流、超声波提取法的最佳工艺和超声波结合热提法提

取 ,测定黄酮含量并计算提取率 ,比较提取效果.

1131311　连续热回流法

在上述实验的基础上 ,以 A乙醇体积分数、B提取温度、C提取时间和 D料液比为考察因素 ,每因素选

取 3个水平 ,设计 L9 (3
4 )实验 ,考察指标为茶树花黄酮提取率.

1131312　超声波提取法

利用超声波提取设备 ,以 A提取时间、B乙醇体积分数、C料液比和 D提取温度为因素 ,进行 3水平实

验 ,按 L9 (3
4 )表作正交实验 ,以茶树花黄酮提取率为考察指标.

114　茶树花黄酮清除·OH的作用

·OH由 Fenton反应在弱碱性条件下产生.按照文献 [ 8 ]依次加入 pH 714磷酸盐缓冲溶液 , FeSO4 , ED2

TA - 2Na, H2 O2 ,水杨酸和一定体积的样品溶液 ,蒸馏水补充至 810 mL,摇匀. 37℃恒温水浴 1 h, 510 nm处

测定不加样管的吸光度 A1和加样管的吸光度 A2. A2用试样空白校正 ,试样空白吸光度为 A0 ,按下式计算

羟自由基清除率 :

·OH清除率 / % =
A1 - (A2 - A0 )

A1

×100.

115　茶树花黄酮的定性试验

紫外光谱扫描采用甲醇为溶剂 , 220～440 nm范围内扫描 ,绘制吸收曲线.其他定性实验按照文献进

行 [ 9 ]
.

2　结果与分析

211　物料粒度对黄酮提取效果的影响

　　在 12～60目范围内 ,随着物料粉碎粒度加大 ,提取率迅速上升 ,但高于 60目以后 ,物料细度对提取率

影响不大 (图 1) ,因此宜选择 60目粒度的物料进行黄酮提取.

212　提取剂对黄酮提取效果的影响

体积分数 80%的乙醇对茶树花黄酮的提取效果最佳 ,其次为甲醇、碱水和蒸馏水 ,乙醚效果最差 (图
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2) ,提取效果受提取剂极性的强弱影响.

213　连续热回流提取工艺的优化

采用正交法对连续热回流的工艺参数进行优化 ,以乙醇体积分数、提取温度、提取时间和料液比为考

察因素 ,实验结果如表 1.
表 1　回流提取法正交实验结果

Table 1　Results of orthogona l test of hea t extraction m ethod

序号
因素 Factor 提取率 / (mg/g)

A /% B /℃ C /m in D / ( g/mL) Ⅰ Ⅱ Ⅲ T

1 60 40 60 1∶10 5175 5168 5167 1711

2 60 60 90 1∶15 7161 7181 7143 22185

3 60 80 120 1∶20 7196 8101 7189 23186

4 80 40 120 1∶15 8103 8114 7196 24113

5 80 60 90 1∶20 7163 7188 7167 23118

6 80 80 60 1∶10 8134 8159 8134 25127

7 95 40 90 1∶20 9103 9112 9109 27124

8 95 60 60 1∶10 8178 8193 8164 26135

9 95 80 120 1∶15 9108 9115 9112 27135

K1 j 63181 68147 68172 67163

K2 j 72158 72138 74133 75136

K3 j 80194 76148 74128 74134

R 17113 8101 5161 7173

　　4种因素对黄酮提取率的影响程度为 :

A乙醇体积分数 >B提取温度 >D料液比 > C提取时间.

A因素中一水平到三水平呈上升趋势 ; B因素数据曲线缓慢上升 ,但三者相差不明显 ; C分析因素中 ,

二水平较好 ,三者相差不大 ; D因素数据曲线出现了拐点 ,二水平效果较好.综合表 1结果 ,可以得出连续

热回流提取的最佳提取方案为 A3 B3 C2 D2 ,即采用体积分数 95%的乙醇 ,按照 1∶15的料液比在 80℃下提

取 90 m in,可获得最佳提取率.

214　超声波提取工艺的优化

极差分析可看出超声波提取工艺中的因素影响由小到大为 : A提取时间 >B乙醇体积分数 >D提取

温度 > C料液比 ,超声波提取的最佳提取工艺为 A3 B3 C2 D2 ,即在 45℃下、1∶30的料液比、用 95%体积分数

的乙醇提取 80 m in,可获得高提取率.

此外 ,实验还对蒸馏水热回流提取、索氏提取等方式进行了研究和比较 ,几种提取方式对茶树花黄酮

的提取情况见表 3.索氏抽提完全 ,但耗时长 ,不适合工业化生产 ;蒸馏水热回流提取是最经济的提取方

法 ,但提取率显著较低 ;在超声波法基础上结合热提取法进行处理 ,可以大大提高茶树花黄酮的提取率 ,且

超声波装置简单 ,无污染 ,容易进行工业化生产 ,是比较理想的提取方法.
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表 2　超声波提取法正交实验结果

Table 2　Results of orthogona l test of ultra son ic extraction m ethod

序号
因素 Factor 提取率 / (mg/g)

A /m in B% C / ( g/mL) D /℃ Ⅰ Ⅱ Ⅲ T

1 20 60 1: 20 35 5196 6131 6154 18181

2 20 80 1: 30 45 7169 7166 7198 23133

3 20 95 1: 40 60 8120 8153 8137 25110

4 50 60 1: 40 45 8105 8107 8114 24126

5 50 80 1: 30 60 8150 8178 8161 25189

6 50 95 1: 20 35 9153 9149 9175 28177

7 80 60 1: 30 60 9109 9114 9126 27149

8 80 80 1: 20 35 9178 9183 9193 29154

9 80 95 1: 40 45 10192 10132 10149 31173

K1 j 67124 70156 77112 76143

K2 j 78192 78176 79132 79159

K3 j 88176 8516 78148 7819

R 21152 15104 2120 3116

表 3　不同方法提取效果比较

Table 3　Com par ison s of flavono ids y ields by d ifferen t extraction m ethods

方法
热回流提取 1 h
(蒸馏水 )

热回流提取 1 h
(体积分数 95%的
乙醇 )

超声波提取 1 h
(体积分数 95%的
乙醇 )

超声波结合热提 1 h
(体积分数 95%的
乙醇 )

索氏提取 48 h
(体积分数 95%的
乙醇 )

黄酮含量 / (mg/g) 7124 8149 9183 10152 10198

215　黄酮提取物清除·OH效果比较

黄酮是一类复杂的化合物 ,不同极性的提取剂、不同的提取方法对特定结构的组分溶出有一定选择

性 ,因而对羟基自由基清除能力也有差别.实验表明 ,超声波结合热提法获得的茶树花黄酮提取物对·OH

的清除效果最佳 (表 4) ,而水热回流提取物的清除作用最差.同时实验表明 , VC清除·OH 50时的浓度

( IC50 )为 187151μg/mL,茶树花黄酮提取物 IC50普遍低于 1161μg/mL,其清除·OH效果远高于 VC.
表 4　不同方法提取的茶树花黄酮对清除·O H效果比较

Table 4　Com par ison s of hydroxyl rad ica ls scaveng ing ab ilities of flavono ids extracted by d ifferen t m ethods

样品　　　　 体系中总黄酮含量μ / (μg/mL) 羟自由基清除率 /% IC50 / (μg/mL)

水热回流提取黄酮 0190 38172 1161

1181 53129

乙醇热回流提取黄酮 0174 22161 1122

1149 65134

超声波提黄酮 0192 48161 0189

1174 76159

超声波结合热提法提黄酮 0120 39106 0134

0179 67181

索氏抽提法提黄酮 0176 45134 0181

0199 67171

216　茶树花黄酮提取物的特性试验

21611　光谱扫描 [ 10 ]

黄酮、黄酮醇类物质结构中 , A环苯甲酰基系统的吸收谱带范围在

310～385 nm, B环桂皮酰基系统吸收的谱带范围在 250～280 nm,异黄

酮、二氢黄酮和二氢黄酮醇类只有苯甲酰系统 ,一般在该波长范围没有

强吸收.茶树花黄酮提取物在 264 nm、304 nm及 349 nm各有吸收峰 (图

3) ,因此该提取物中 ,可能含有黄酮、黄酮醇 ,也可能包括异黄酮、二氢黄

酮、二氢黄酮醇等物质.

21612　茶树花中黄酮类化合物定性分析

结合以上定性试验结果 ,推测茶树花中黄酮类化合物可能以黄酮醇

类为主 ,与茶籽黄酮提取物特性基本一致 [ 11 ]
.
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表 5　定性试验

Table 5　Qua lita tive test

方法、原理 还原试验 与金属离子的络合反应 显色试剂

试剂 钠汞齐 盐酸 -镁粉 铝盐 镁盐 镐盐 铁盐 硼酸 氢氧化钠

现象
溶液为红色

由黄色变成
橙红色

有黄绿色荧光
由黄色变
成亮黄色

有墨绿色
沉淀

亮黄色 ,有荧光 溶液呈棕黄色

结论
黄酮类化合
物的特征反
应

存在类黄酮 ,
被还原成花
色甙和双花
色甙.

提取物中化合物属黄酮、
黄酮醇或异黄酮类

含有 3 -
OH和 5 -
OH的黄酮
类化合物

提取物中
含有酚类
化合物

有 5 - OH黄
酮或 2 - OH
查耳酮

有黄酮醇类

3　讨论

大量的科学研究已经证实 ,黄酮类化合物作为植物的次生代谢产物具有显著的生物活性 ,对人体具有

较强的医疗保健作用 [ 12 - 14 ] .从本实验可以看出 ,茶树花黄酮提取过程中 ,选择恰当的材料粒度和提取剂对

提取效果有较大的影响 ,其适宜的粉碎粒度为 60目 ,适宜的提取剂是乙醇.连续热回流提取法是最常用的

传统提取方法 ,超声波辅助提取是发展较快的新兴提取方法 ,实验通过正交试验选出两种提取方法的最佳

工艺条件 ,在超声波基础上结合热提法处理 ,提取效果基本接近索氏提取效果.

黄酮是一类复杂的化合物 ,不同极性的提取剂、不同的提取方法对特定结构的组分溶出有一定选择

性 ,因此不同提取方法获得的茶树花黄酮提取物对·OH的清除效果存在差异 ,其中以超声波结合热提法制

备的提取物清除效果最佳 ,而蒸馏水热回流提取物的清除作用最差.同时实验表明 ,茶树花黄酮提取物对

·OH清除效果远高于 VC.

茶树花黄酮提取物所进行的黄酮特征颜色反应、UV光谱等定性反应均具有良好的一致性 ,说明样品

中含有黄酮醇类化合物、黄酮类化合物因其良好的医疗保健作用而在食品、医药和化妆品等行业广泛应

用.我国有近 20个省、市、自治区产茶 ,而全国茶树花实际年可采资源量在 180万 t以上.采用本文所述的

最佳提取法则可获得约 1189万 t的黄酮粗品.这不仅具有较大的经济意义 ,而且也为茶树花的综合利用

提供了一条很好的途径.
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