
1 引 言

绿原酸( chlorogenic acid, CGA) 是植物在有氧

呼吸过程中经磷酸戊糖途径中间产物合成的一种苯

丙素类物质。绿原酸具有广泛的生物活性。传统的研

究表明, 绿原酸对急性咽喉炎症和化脓性皮肤疾病疗

效显著, 具有抗菌、抗病毒、止血、增高白血球, 缩短血

凝和出血时间等 [1]。近来又有报道绿原酸是强的

MMP-9 抑制剂, 对抗肿瘤侵袭和转移效果显著 [2]。传

统的绿原酸提取方法有加热、煮沸和回流法等。传统

方法提取的缺点有二, 其一是由于萃取过程中绿原

酸的离子化、水解和氧化而损失较大 [3] ; 另外 , 有机

溶剂的消耗大, 萃取时间长 [4, 5]。而作为现代提取技

术的超声强化萃取已经应用到植物生物活性成分的

提取 [6-8] , 并表现出良好的效果。近年来, 双频超声提

取的研究也取得了一定的成效 [9, 10]。从葵粕中提取绿

原酸的研究也有相关报道 [11] , 而本文是以葵粕为原

料研究了超声场对有机溶剂提取绿原酸的影响 , 并

在此基础上进行了工艺优化。

2 实 验

2.1 实验原料与仪器设备

原料 : 葵粕 , 采用超临界 CO2 萃取方法除去葵
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花籽油 , 含油量<1%, 过 40 目 筛 备 用 ; 绿 原 酸 标 准

品; 其余试剂均为分析纯。

仪 器 设 备 : 752 紫 外 分 光 光 度 计 ; 精 密 天 平

FA2004; 探 头 式 超 声 波 , 功 率 200W, 频 率 25kHz;

RE-52A 旋转蒸发器。

2.2 实验方法

准确称取过 40 目筛的葵粕 0.5g 样品 , 加入一

定量的萃取溶剂 , 放置到水浴恒温槽中。超声作用

30min, 采用 0.45μm 的微孔膜过滤后, 收集滤液。滤

渣又加入相同量的有机溶剂继续萃取。在固定其他

参数的情况下 , 分别考察了乙醇浓度、液料比、超声

功率、超声辐照方式、超声提取时间以及超声提取次

数对绿原酸萃取率的影响。

2.3 分析方法

2.3.1 绿原酸标准曲线 [12]

称取对照品绿原酸 4.5mg, 放入到 50ml 容量瓶

中, 用 95%乙醇定容至刻度, 摇匀。取 0.5ml、0.75ml、

1.00ml、1.25ml、2.00ml、2.50ml 分别置于 10ml 比色

管中 , 稀释至刻度。以 95%乙醇作为参比溶液 , 用

1cm 比色管在 328nm 处测定各浓度的吸光值 A。以

质量浓度对吸光值作图, 得到标准曲线( 见图 1) 。以

浓 度 与 吸 光 值 进 行 线 性 回 归 , 得 到 回 归 方 程 A=

0.0544C- 0.0076, 相关系数为 r 2=0.9995。根据标准

曲线则可计算出提取液中绿原酸的含量。

2.3.2 葵粕中绿原酸含量的测定

称取 1.0g 样品 , 参照回流方法 [13] , 加入新鲜配

制的 70%甲醇 , 在 60℃下提取 5×60min, 过 滤 后 用

旋转蒸发器浓缩, 定容分析。

2.3.3 绿原酸的萃取率计算方法

萃取率公式:

EY( %) =Mt/( M0X0) ×100% ( 1)

式中 EY 为绿原酸的萃取率 ; Mt 为超声强化萃取得

到的绿原酸的质量, 单位: g; M0 为葵粕样品质量, 单

位: g; X0 为葵粕样品中绿原酸含量。经测定, 葵粕中

的绿原酸含量 X0 为 4.87%。

3 结果与讨论

3.1 乙醇浓度的影响

在超声功率为 100W, 超声辐照方式占空比为

6s:6s ( 即超声连续作用 6s 后停止 6s, 再作用 6s, 如

此循环) , 料液比为 20:1ml/g, 超声作用 30min 的条

件下, 考察了浓度为 50%、60%、65%、70%、75%、80%、

90%乙醇对葵粕绿原酸提取的影响, 结果见图 2。

从图 2 可以看到, 随着乙醇浓度的增加, 乙醇溶

解绿原酸的能力也增强 , 因此绿原酸萃取率先是呈

上升趋势, 乙醇浓度达到 70%时萃取率最高, 而后萃

取率又呈下降趋势。究其下降的原因 , 可能是由于

长时间的超声波热效应使乙醇的温度上升导致萃取

溶剂快速挥发的缘故, 乙醇浓度越高越容易挥发, 使

得高浓度的乙醇挥发较快而萃取率下降。也可能是

由于葵粕中蛋白质含量较高 , 而蛋白质在高浓度的

乙醇中更易于变性 , 变性后的蛋白质包裹住绿原酸

使得提取率下降。

3.2 液料比的影响

根据 3.1 的结果 , 选择 70%的乙醇 , 考察了乙醇

体积与样品重量比( 单位: ml/g) 分别为 10:1、15:1、20:

1、25:1、30:1 时对葵粕绿原酸提取的影响, 其他条件

同 3.1。

一般情况下, 在样品量一定时, 萃取溶剂的体积

越大 , 则萃取率就会越高。但是溶剂体积的增大又

会带来提取成本的增加。因此有必要找到一个比较

合适的溶剂提取体积。图 3 即为液料比对绿原酸萃

图 1 绿原酸紫外吸收标准曲线

Fig.1 Standard curve of ultraviolet absorption for CGA
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图 3 液料比对绿原酸萃取率的影响

Fig.3 Effect of ratio of solvent to sample on EY of CGA

取率的影响结果 , 从图可知 , 随着液料比的增大 , 绿

原 酸 的 萃 取 率 也 逐 渐 升 高 , 25:1 时 萃 取 率 达 到

45.83%, 30:1 与 25:1 相比萃取率非常接近。溶剂萃

取的主要推动力是物料及溶剂边界层的有效成分浓

度差 , 当萃取溶剂体积增大 , 这种浓度梯度就会增

大, 扩散就更快, 提取效率也就相应要高。当萃取溶

剂达到一定的剂量时, 有效成分浓度差就不明显, 于

是萃取率也就变化不大了。

3.3 超声功率的影响

根据 3.2 实验结果 , 选择 70%乙醇 , 液料比为

25ml/g, 考察功率为 0W、50W、100W、150W 和 200W

超声对葵粕绿原酸提取的影响, 其他条件同 3.1。

由图 4 可见, 在没有超声作用时, 绿原酸的萃取

率只有 19.65%, 而超声作用后绿原酸的萃取率明显

提高, 且随着超声功率的增大, 绿原酸的萃取率也随

着增大, 最大萃取率达到了 51.67%。超声能够产生

空化作用 , 这种空化效应对物料的细胞结构产生破

坏 , 使得有效成分很容易渗出 , 从而萃取率明显提

高; 同时 , 超声对萃取溶剂起到搅拌作用 , 减小界面

阻力从而促进物料与溶剂边界层的物质交换。另一

方面, 对于某一固定的超声设备, 其超声发射面积也

是一定的 , 超声功率越大 , 声强也越大 , 而 声 强 I=

( 1/2) ρcV2, 式中 ρ-流体密度 ; c-声速 ; V-质点振动速

度。对于特定的媒质 , ρ和 c 都是常数 , 超声功率越

大 , 质点的振动速度越大 , 物料内部的传质更为剧

烈, 待萃取物就更容易被萃取。

3.4 超声辐照方式的影响

根据 3.3 实验结果 , 选择 70%乙醇 , 液料比为

25:1ml/g, 功率 200W, 考察超声辐照方式占空比分

别 为 3s:6s、6s:6s、9s:6s、12s:6s 对 葵 粕 绿 原 酸 提 取

的影响, 其他条件同 3.1。

如图 5 所示 , 没有超声作用时 , 萃取率只有

19.65%, 附加超声场后的萃取率比不加超声场的萃

取率明显要高, 当采用超声辐照方式占空比为 3s:6s

时 , 绿原酸萃取率提高到 35.86%, 与未加超声萃取

相比 , 萃取率提高了 16.21%, 随着超声辐照占空比

增大 , 萃取率上升 , 6s:6s、9s:6s 和 12s:6s 时萃取率

分别达到了 51.67%、56.83%和 57.05%, 12s:6s 与 9s:

6s 相比萃取率增加不明显, 因此从节省能量的角度

考虑, 最佳的超声辐照方式占/空比为 9s:6s。

3.5 超声提取时间的影响

选择 70%乙醇, 液料比为 25:1ml/g, 超声功率

200W, 超声辐照方式占空比 9s:6s, 考察超声提取时

间 对 绿 原 酸 萃 取 率 的 影 响 。 由 图 6 可 知 , 在 0~

30min 内, 随着时间的延长, 绿原酸萃取率显著提

高, 而在 30min 后 , 萃取率增加不明显 , 故提取时间

选择 30min 为佳。

3.6 超声提取次数的影响

根据 3.4 实验结果 , 选择 50%、60%和 70%乙醇 ,

液料比为 25/1, 超声功率 200W, 超声辐照方式占空

比 9s:6s, 考察超声提取次数对葵粕绿原酸提取的影

响。结果见图 7。
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图 4 超声功率对绿原酸萃取率的影响

Fig.4 Effect of ultrasound power on EY of CGA
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Fig.5 Effect of mode of ultrasound wave irradiation on EY
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结果表明 , 50%、60%和 70%三种不同浓度的乙

醇萃取绿原酸时 , 提取次数增加 , 萃取率显著提高。

50%、60%和 70%乙醇超声萃取 30min 得到萃取率分

别为 36.95%、48.69%和 56.83%, 而采用 3×30min 超

声 萃 取 时 , 萃 取 率 分 别 达 到 了 71.84%、82.92%和

98.61%。由此可见, 超声提取次数对绿原酸的萃取率

的影响是比较大的。

3.7 超声提取绿原酸的工艺优化

在单因素实验的基础上, 本实验选择了料液比、

超声功率和提取次数三个主要参数对超声提取绿原

酸的工艺进行优化 , 采用了 Design-expert ( V7.0) 实

验设计软件 , 根据 Box-Behnken 中心组合设计原

理 , 进行三因素三水平响应曲面法( Response surf-

ace methodology, RSM) 实验设计。RSM 是结合了

特 定 数 学 与 统 计 方 法 之 集 合 所 衍 生 出 的 方 法 论 ,

RSM 试验设计是一种优化实验过程的综合技术, 采

用该法不仅可以建立连续变量曲面模型, 对影响实

验过程的因子及其交互作用进行评价, 确定最佳水

平范围, 而且所需的试验组数相对较少, 可节省人力

物力。RSM 可以避免传统的单变量优化试验不考虑

各因子之间交互作用的不足。Box-Behnken 是适合

于三水平三到十个因素以上的实验设计。其他参数

乙醇浓度、超声辐照方式和超声提取时间分别固定

为 70%、9s/6s 和 30min。实验设计及结果见表 1。

由实验结果可得到二次回归方程:

Y=- 67.93775+6.01125R- 5.92000E- 003P+

34.57225T+1.80000E- 004RP- 0.089500RT-

6.10000E- 003PT- 0.10701R2+3.24900E-

004P2- 2.54525T2 ( 2)

其中 R 为液料比( ml/g) , P 为超声功率( W) , T 为

超声提取次数( 次) , 相关系数 r 2=0.9997。对表 1 实

验数据进行参数优化, 得到优化后的条件为液料比

为 27.3ml/g, 超声功率为 200W, 提取次数为 3 次, 预

测最高萃取率为 99.03%。通过验证实验得到萃取率

为 98.87%, 实验值与预测值非常接近, 无显著差异。

4 结 论

( 1) 超声强化提取葵粕绿原酸中主要参数包括

乙醇浓度、液料比、超声功率、超声辐照方式、超声提

取时间以及超声提取次数对绿原酸萃取率都具有一
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图 6 超声提取时间对绿原酸萃取率的影响

Fig.6 Effect of ultrasound assisted extraction time on EY of CGA

图 7 50%、60%和 70%乙醇在不同提取次数时的绿原酸萃取率

Fig.7 Extraction yield of CGA with 50%, 60% and 70%
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fferent extraction times
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定的影响。单因素实验结果表明, 乙醇浓度在 70%时

有最大萃取率 ; 合适的液料比为 25:1; 超声功率越

大, 强化作用越显著, 本实验超声功率 200W 时萃取

率最高; 超声辐照方式以占/空比 9s:6s 为宜; 超声提

取时间 30min; 超声提取次数为 3 次。

( 2) 通过 Box-Behnken 实验得到优化后的工艺

条件为: 在乙醇浓度为 70%、辐照方式占/空比 9s:6s、

超声提取 30min 的条件下 , 液料比为 27.3ml/g, 超

声功率为 200W, 提取次数为 3 次 , 并在优化工艺条

件下绿原酸的萃取率达到了 98.87%。
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