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从山茶花花卉中提取多酚的方法和工艺研究
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摘要:为了从山茶花卉中浸提并沉淀得多酚,采用单因素实验和正交实验(包括温度、时间、料液比、乙醇浓度等)得出最佳

的浸提条件;然后采用金属离子沉淀方法从该浸提液中沉淀得到多酚物质,考察了金属离子、pH值、不同类型和浓度碱性

溶液对沉淀率的影响。结果表明,1)浸提的最佳条件应为:浸提溶液为60%乙醇,浸提温度为80℃,浸提时间为20min,
浸提的料液比为1∶35;2)发现多种金属离子沉淀剂(Al3+、Fe3+、Zn2+、Mg2+、Ba2+ 和Ca2+)中Al3+ 的沉淀效果最好,且
沉淀的最佳pH值为5.5,所得多酚的最终收率为7.1%,纯度为72.47%。研究认为上述方法提取的多酚纯度较好,下一

步需扩展研究规模以指导生产应用。
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目前研究较多的天然多酚类物质是从食用茶叶中得到的属黄烷醇类的茶多酚,许多研究表明它是一种天然

抗氧化剂[1-2],具有清除自由基[3-6]、阻止脂质过氧化、提高机体免疫力和延缓衰老等生物作用[7];另有报道认为植

物中的多酚类物质是具多个酚基的化合物,常包括黄烷醇类、花色苷类、黄酮类、黄酮醇类和酚酸类等[8],还具有

抗辐射和抑制癌细胞增殖的作用[9-10]。为此,茶多酚被开发应用于食品保鲜防腐以延长食品保质期,保护食品中

营养成分;并且该物质无毒副作用,食用安全[11-12]。山茶花(Camelliajaponica)是富含多酚类的一种植物,在老

四川地区广泛种植,用于城市景观绿化供人们观赏,因而是获取多酚类物质的一种天然资源。尽管有研究表明

从山茶花的叶片中成功提取获得了多酚类物质[13-14],但是从该物种的花中进行多酚类物质提取的研究至今未见

有报道———每年山茶花花卉因此任由凋谢,造成了资源浪费。因此,为了充分利用山茶花的花卉资源,本研究拟

探求和考察从山茶花的花中提取分离多酚类物质的方法、工艺及相关参数,以便实现对山茶花花卉变废为宝的

研发目标。目前多酚类物质的提取方法主要包括水和有机溶剂提取法[15]、离子沉淀法[16]、树脂吸附分离法、低
温纯化酶法、超临界流体萃取法、超声波浸提法[15,17]和微波浸提法[18-19]等方法。本研究拟采用金属离子沉淀法

从山茶花花卉中提取的多酚类物质,并探索其中各种影响提取工艺的参数和因子,为实现从山茶花花卉中规模

化提取多酚类奠定理论基础。

1材料与方法

1.1材料与试剂

实验用山茶花花卉采自四川省宜宾市;氯化铝、碳酸氢钠、碳酸钠、乙酸乙酯、硫酸亚铁、没食子酸丙酯等主

要试剂均为分析纯。
1.2仪器与设备

实验用主要仪器设备有:4802SUV/VIS分光光度计(美国UNIC公司);SHZ-D(Ⅲ)循环水式真空泵(上海

亚荣生化仪器厂);BT25S分析天平(北京赛多利斯仪器系统有限公司);ModulyoD冷冻干燥机(美国thermo公司)。
1.3实验方法

1.3.1多酚的浸提 1)多酚纯度的测定采用福林酚检测法[20]。
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表1 考察因素与水平对比表

考虑因素 水平

提取剂浓度A/% A1=50 A2=60 A3=70

提取温度B/℃ B1=70 B2=80 B3=90

提取时间C/min C1=20 C2=25 C3=30

提取料率比D/(g·mL-1) D1=1∶25 D2=1∶30 D3=1∶35

  2)多酚浸提单因素实验[21-26]。山茶花花卉冷冻干燥后磨碎,过18目筛,各称取一定量分别置于100mL的

小烧杯中,按不同提取试剂、溶剂浓度、提取次数、料液比、提取温度、提取时间等因素(具体情况见下文)进行单

因素实验,每组做3个重复。浸提完毕后,趁热过滤,滤渣用同浓度的溶剂洗涤2次,将滤液移入容量瓶中,用蒸

馏水定容至刻度。
3)多酚浸提的最佳工艺条件实验。在单因素

实验的基础上,为了考虑多因素对多酚浸出率的影

响,采用四因素三水平正交表进行9次实验,以确

定多酚浸提的最佳工艺条件。考察因素及水平见

表1。
4)浸出率的测定。取待测滤液1mL,加入

4mL蒸馏水,5mL的酒石酸亚铁溶液,充分混匀。
10min后,用pH值为7.5的磷酸缓冲液定容至25mL,于波长540nm处,测定光吸收度,并计算浸出率(单
位:%)。浸出率计算公式为

浸出率=[A×1.957×2×V/(1000×M)]×100
式中,A 为试样的吸光度;1.957指用光径10mm的比色皿在A=0.50时,相当于待测试液中茶多酚的含量为

1.957mg·mL-1;V 为试液总体积(单位:mL);M 为茶叶质量(单位:g)。
1.3.2金属离子沉淀法纯化多酚实验[27-30] 1)沉淀率的计算。沉淀率是指在一定pH值下,与沉淀剂形成沉淀

的多酚类质量与沉淀前溶液中多酚类的质量的比值,通过公式“沉淀率=(沉淀前浸出率-沉淀后浸出率)/沉淀前

浸出率×100%”计算沉淀率(单位:%)。
2)沉淀过程中各因素的确定实验。采用正交实验得出的最佳条件进行浸提,浸提滤液分别测定不同的沉淀

剂、沉淀剂用量、碱性溶液和pH对沉淀率的影响。
3)转溶、萃取及蒸馏实验。在常温下,取浸提后的上清液加入沉淀剂,用碱性溶液调节pH值,沉淀完全后,

经离心分离得沉淀。本实验选用盐酸进行转溶,分别考察0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0mol·L-1盐酸对多酚类锌

盐和铝盐的溶解情况。乙酸乙酯与多酚酸溶液以1∶1的体积比进行萃取,实验在室温与pH=1.6的条件下完成。

2结果

2.1单因素实验结果

图1 不同溶剂对多酚浸提的影响

2.1.1不同溶剂对多酚浸出率的影响 称取1.0000g材料,分别加入

蒸馏水、50%甲醇、50%乙醇等3种提取剂各25mL,70℃下温浴20
min;过滤,滤液定容至50mL,取1mL测定多酚浸出率。结果显示不

同溶剂提取的多酚含量差别较大,其中效果如图1所示,所以下一步采

用乙醇作为浸提溶剂。
2.1.2乙醇浓度对多酚浸出率的影响 称取1.0000g材料,分别加入

40%、50%、60%、70%、80%、90%等6种体积百分比的乙醇各25mL,
70℃ 温浴20min,过滤;滤液定容至50mL,取1mL测定多酚浸出率,
结果如图2所示。乙醇体积百分比由40%增加到60%时,浸出率逐步

增大,60%时浸出率达到最大,再增加乙醇体积百分比,浸出率则逐渐下

图2 乙醇浓度对多酚浸提率的影响

降,所以选择60%的乙醇作为浸提溶液。
2.1.3浸提次数对茶多酚浸出率的影响 称取1.0000g材料,按25
mL60%乙醇、70℃温浴20min的条件分别浸提1次、2次、3次;过滤,
收集滤液定容至100mL,浸出率如图3所示。浸提1次后山茶花花卉

中的多酚已大部分被浸提出来,而多次浸提对多酚的浸出率贡献不大;
所以从资源利用率角度考虑,实验选择浸提1次。
2.1.4料液比对多酚浸提率的影响 分别称取1.0000g材料,加入不

同体积的60%乙醇,70℃下浸提20min后过滤;滤液定容至50mL,取
1mL测定多酚浸出率。图4显示,随着浸提溶剂用量的增加,多酚的浸

出率不断增大,当料液比为1∶30时浸出率达到最大,再增加浸提剂用
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量时,多酚的浸出率变化不大,所以选择1∶30为最佳的料液比。

图3 浸提次数对多酚浸提的影响

2.1.5温度对多酚浸提的影响 称取1.0000g材料,加入60%乙醇30
mL,分别置于50、60、70、80、90、100℃等温度下,浸提20min,过滤;滤液

定容至50mL,取1mL测定多酚的浸出率。结果显示,从50℃升高到80
℃时,浸出率逐渐增大,80℃达到最大,再升高温度浸出率反而降低,这应

与高温导致多酚氧化加快有关,所以选择80℃为浸提的最佳温度(图5)。
2.1.6时间对多酚浸提的影响 称取1.0000g材料,加入60%乙醇30
mL,置于80℃下保温不同时间,观察时间对多酚浸出率的影响,结果见

图6。随着时间的增加浸出率不断升高,保温30min时,多酚浸出率达

到最大,再延长提取时间浸出率反而降低,这可能是因为多酚在高温状

态下持续越久,氧化就越多,所以选择30min为最佳浸提时间。

图4 料液比对多酚浸提的影响

2.2正交试验结果

实验选取乙醇浓度、温度、时间、料液比作为考察因素,结果见表2。
乙醇浓度、温度、时间、料液比各因素对多酚浸出率贡献大小由高到低排

列依次为料液比、温度、乙醇浓度、时间,最佳组合为:A2B2C1D3,即以

60%乙醇、80℃、20min、1∶35料液比条件进行浸提较为合适(表2)。

表2 正交试验结果

因素 乙醇浓度A 温度B 时间C 料液比D 浸出率/%
1 1 1 1 1 5.60
2 1 2 2 2 6.73

图5 温度对多酚浸提的影响

3 1 3 3 3 7.05

4 2 1 3 2 6.54

5 2 2 1 3 7.24

6 2 3 2 1 6.42

7 3 1 2 3 6.61

8 3 2 3 1 6.18

9 3 3 1 2 6.42

K1/% 6.46 6.25 6.42 6.07

K2/% 6.73 6.72 6.52 6.44

图6 时间对多酚浸提的影响

K3/% 6.40 6.55 6.59 6.97

R 0.33 0.47 0.17 0.80

  注:Ki 表示任意列上水平号为i时所对应的试验结果之和;R 表示极差,用最大

的K 减去最小的K。

表3 不同类型的金属离子对沉淀率的影响

Al3+ Fe3+ Zn2+ Mg2+ Ba2+ Ca2+

沉淀率/% 93.17 92.68 81.46 30.24 31.46 30.73

2.3金属离子沉淀多酚的条件确定

2.3.1不同类型的金属离子对沉淀率的影响 称取0.5000g材料,按正

交试验得出的最佳浸提条件浸提,滤液分别用 AlCl3、ZnCl2、MgCl2、
BaCl2、FeCl3、CaCl2等固体粉末沉淀,用1mol·L-1的NaOH调节pH
值到6,多酚的沉淀率见表3。从表中可见,几种离子对多酚的沉淀率影

响大小由高到低排列依次为 Al3+、Fe3+、Zn2+、Ba2+、
Ca2+、Mg2+,用Fe3+沉淀时,颜色较深,不易观察,后续处

理较困难;Mg2+、Ba2+、Ca2+ 的沉淀率较低;Al3+ 的沉底

率最高,颜色浅易观察,所以本实验选择Al3+作为沉淀剂。
2.3.2沉淀剂用量与沉淀率的关系 称取0.5000g材

料,浸提,滤液加入不同质量的Al3+沉淀,1mol·L-1的 NaOH 调节pH 值到6,结果见图7。其中,沉淀剂为

0.1g时沉淀率基本已达到最大,再增加沉淀剂对多酚的沉淀率贡献不大,为了不浪费资源,固体沉淀剂的量与

材料固体质量之比为1∶5时合适。
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图7 沉淀剂用量对沉淀率的影响

2.3.3pH对沉淀率的影响 分别称取0.5000g材料,浸提后滤液用1
mol·L-1的NaOH调节到不同的pH值,结果见图8。pH在5.5时沉

淀率最高,pH再增加对沉淀率影响不大。多酚类在2~7的pH值范围

内较稳定,光照或pH值大于8的条件下不稳定,易氧化聚合,使最后收

率较低,所以本实验选择5.5作为多酚沉淀的最佳pH值。
2.3.4碱性溶液及其浓度对沉淀率的影响 称取0.5000g材料,浸提

后滤液分别加入不同种类和不同浓度的碱性溶液,调节pH值至5.5,测
定吸光度,计算沉淀率,结果见图9。NaHCO3、NaOH用作pH值的调

节剂沉淀率较高,效果较好;Na2CO3作为调节剂时,低浓度时效果较好,

图8 pH对沉淀率的影响

但调节到需要的pH值时用量较大。用NaHCO3和NaOH调节pH,在
0.1~1.5mol·L-1范围内效果较好,但浓度低时体积用量大,所以选

0.5~1.5mol·L-1的浓度均可;NaHCO3调节pH值时,效果比NaOH
稍好,所以本实验选择1mol·L-1的NaHCO3做为调节pH的碱性溶

液,如图9。
2.4转溶、萃取及蒸馏

酸转溶实验结果表明,当盐酸浓度大于1.5mol·L-1时,虽然酸用

量少,但与多酚共沉淀的杂质也溶解或变小而难以分离,转溶液混浊,进
行萃取操作时易形成乳化层,且冻干粉颜色较深,纯度较低。当盐酸浓

图9 碱性溶液类型及浓度对

多酚沉淀率的影响

度小于0.5mol·L-1时,转溶较为困难,且转溶后体积变大,使萃取溶

剂用量增大,成本增加,多酚收率较低。因此,选择0.5~1.5mol·L-1

盐酸转溶效果较好,收率和纯度都相对较高,本文选用1.0mol·L-1盐
酸溶解沉淀。再用与酸转溶液等体积的乙酸乙酯进行萃取2次,0.09
MPa的条件下减压蒸馏,回收乙酸乙酯,再冷冻干燥,得到多酚粉末。

3讨论

本实验选用山茶花花卉为原料,经单因素试验和正交试验确定多酚

的最佳浸提工艺条件。较优的提取工艺条件为:60%乙醇作为浸提剂,
80℃下浸提20min,料液比为1∶35。金属离子沉淀法以 Al3+ 沉淀,
1mol·L-1NaHCO3调节pH,1.0mol·L-1盐酸转溶,乙酸乙酯为萃

取剂,冷冻干燥后收率为7.1%,称取0.00320g多酚粉末测得纯度为

72.47%。正交实验中4个因素对多酚的浸提有不同影响,各因素的影响由大到小依次为:料液比、温度、乙醇浓

度、时间。采用Fe3+沉淀,所得到的产品为黑色颗粒,且收率较低,这与何健[31]所报道的相符。本实验中多酚的

收率为虽比王华燕[22],戴群晶[32]从绿茶中提取茶多酚的收率(分别为10.9%和13.65%)低,且与周丽明[33]从芒

果核中提取的多酚收率(7.16%)相差不大,但较王文渊等人[34]和韩立路等人[35]等从竹叶中提取多酚收率

(0.6243%)要高许多。此外,本方法提取的多酚纯度比乔小瑞[36]从荔枝壳中提取的多酚纯度(70.65%)高;比
刘焕云等人[37]从绿茶中提取茶多酚的纯度(85%)低。但应考虑到中国山茶花资源丰富,材料容易获取且价格低

廉,因而从中提取多酚更具有广阔的前景,本研究的开展为进一步开发利用山茶花提供了一定理论资料。
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MethodsandProcessesforExtractingPolyphnols
fromtheFlowersofCamelliajaponica

DENGWu-yuan1,ZOUJia-li2,HEQi-yi2,ZHAOYin2,DENGKe-xuan2,
ZHANGJin-chun2,YANGXian2,YUXiao-dong2,LUOTong1

(1.InstituteofBiology,YibinUniversity,YibinSichuan644000;

2.SchoolofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstance,Chongqing401331,China)

Abstract:ExtractingandprecipitatingpolyphenolfromtheCamelliajaponicaflowers.Usingsinglefactorexperimentsandorthog-
onalexperimentstostudytheoptimalconditions(includingtemperature,time,ratioofsolid-to-liquid,ethanolconcentrationetc);

andthenusingthemethodofmetalionprecipitationtoextractpolyphenolsfromtheextractliquid,andintheprocesswestudiedthe
influenceofmetalion,pH,severalalkalinesolutionsandtheirconcentrationonsedimentationrate(methods).Thebestconditions
areasfollows:60%ofethanolconcentration,80℃fortemperature,thetimefor20min,and1:35ofthesolid-liquidratio;a-
mongvariousprecipitatingagentsofmetalions(Al3+,Fe3+,Zn2+,Mg2+,Ba2+andCa2+).Al3+ presentsthebestprecipitation
effect,anditsoptimalpHforprecipitationis5.5.Finally,thefinalyieldofobtainingpolyphenolsis7.1% anditspurityis
72.47%.Purityofpolyphenolsiswellinthismethods,futherresearchisneededtohavelarge-scaleproduction.
Keywords:polyphenols;methodsofmetalionsprecipitation;extraction;Camelliajaponica
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