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摘　要: 研究了荷叶中主要生理活性物质黄酮的乙醇提取工艺。将传统的正交试验和人工神经网络方法相结合, 提出了一

种新的试验数据分析、处理和优化方法, 可以充分挖掘试验信息, 定量分析因素变化规律和寻找参数最优组合。该方法应用

于荷叶黄酮的提取工艺优化中, 获得了乙醇提取的优化工艺条件, 即固液比 1∶30、提取温度 75℃、提取时间 1 h 和乙醇浓

度 50%。该优化工艺条件, 在实际生产中应用, 不仅减少了生产成本, 降低了能耗, 而且提高了黄酮的浸提率, 取得了较好的

成效。
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0　引　言

荷叶 (N elum bo L o tu s) 是睡莲科植物莲的叶片和

叶柄, 我国有十分丰富的资源, 具有很好的药、食用价

值。《本草纲目》视荷叶为无毒良药, 其性味苦、涩、平, 因

含多种活性成分而具显著的药、食疗功效[ 1 ]。因此, 在

1991 年 11 月中华人民共和国卫生部的卫监发 (1991)

第 45 号文件中, 荷叶被列入第 2 批“既是食品又是药

品”的名单之中[ 2 ]。

据研究报道, 荷叶含有的丰富的黄酮类化合物, 是

荷叶具有生物抗氧化性、抗衰老、治疗心脑血管疾病、降

血脂等多种保健功能的主要生理活性物质[ 3- 5 ]。目前,

对于荷叶黄酮的提取工艺, 主要采用热水浸提[ 6 ] , 黄酮

类化合物中黄酮甙能溶于水、乙醇、甲醇等极性溶剂, 而

黄酮体的甙元不溶于水, 只溶于乙醇等有机溶剂, 因此,

采用水提法不能将荷叶中的黄酮类化合物全部提取出

来, 而用乙醇可以大大提高浸提得率[ 7 ]。

本文对荷叶黄酮的乙醇提取工艺进行研究, 荷叶黄

酮的乙醇提取工艺受到许多因素的影响, 各因素间还存

在着交互作用, 因此, 为了考虑各因素对荷叶黄酮提取

影响的变化规律及交互作用, 得出最大的黄酮浸提率,

我们采用 4 因素 3 水平正交试验设计, 得到了 9 组试验

提取液的不同黄酮含量, 并从中获取了较优的提取工艺

条件。然而传统的正交试验是多因素试验的部分实施,

对因素水平的要求和交互作用的考虑有一定的限制, 不

可避免地要混杂一些效应或者损失一些信息, 不能真正

获得多因素连续区域中的最优试验方案, 只能获得较优

的参数组合。因此, 本文在正交试验基础上, 提出了应用

人工神经网络技术, 充分挖掘试验信息, 并进行仿真优

化, 以期获得荷叶黄酮乙醇提取的优化工艺, 分析各因

素的变化规律。

1　材料与方法

1. 1　试验材料及设备

试验用材料取自 2003 年 7 月浙江省建德产新鲜荷

叶; 芦丁标准品购自中国药品生物制品检定所; 乙醇、磷

酸、N aOH、HC l、N aNO 2、A l(NO 3) 3、N aC l 均为分析纯。

试验仪器和设备有: 江苏省常熟市梅苑生化仪器厂

生产的DDH Z2300 型多用途台式恒温振荡器; 上海第

三分析仪器厂生产的 722 型分光光度计; 上海第三分析

仪器厂生产的精密电子天平; 国华电器有限公司生产的

HH 24 型数显恒温水浴锅; 上海雷磁仪器厂生产的

pH S225 型 pH 计; 上海海菱电器有限公司生产的 HL 2
18 型多功能食品粉碎机。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　原料预处理

新鲜荷叶 5 kg 用含 0. 1% N aC l 的磷酸水溶液 (pH

= 3. 0)常温浸没浸泡 3 m in, 淋洗沥干后 70℃鼓风烘干

至含水率 8% 以下, 粉碎过 18 目筛, 用聚氯乙烯和聚乙

烯的复合膜袋包装, 密封于干燥泡沫箱, 置于 4℃冷库

中贮藏备用。

1. 2. 2 荷叶中黄酮含量的测定

芦丁标准法。

1) 黄酮测定标准曲线的制备

取浓度为 1. 9 m gömL 的芦丁标准液 0、0. 5、1. 0、

1. 5、2. 0、2. 5、3. 0 mL 分装于 7 支具塞试管, 分别用

30% 的乙醇补至 5 mL 后混匀, 各加 0. 3 mL 5%

N aNO 2, 混 匀 静 置 5 m in, 各 加 入 0. 3 mL 10%

A l(NO 3) 3, 混匀后静置 6 m in, 各加 4 mL 1 m o löL 的

N aOH 和 0. 4 mL 30% 的乙醇, 混匀静置 10 m in。用 722

型分光光度计于波长 510 nm 处测定吸光度值, 绘制标

准曲线。所取标准液的浓度和吸光度值数据经回归处

理, 计算得回归方程为 x = (y + 0. 0003) ö1. 1056,

r = 0. 9992, 其中 x —— 芦丁含量,m göL ; y ——波长

510 nm 处测定吸光度值。结果表明芦丁含量在

0. 19～ 0. 60 m gömL 范围内与吸光度值线性关系良好。
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2) 荷叶中黄酮含量的测定[ 9 ]

称取 5 g 荷叶粉末, 放入圆底烧瓶中加入一定量一

定浓度的乙醇溶液 (乙醇数量和浓度由正交试验安排而

定) , 圆底烧瓶上接 40 cm 冷凝管, 在一定温度下, 冷凝

回流浸提后过滤, 用测定标准曲线的方法处理样品, 在

722 型分光光度计上于波长 510 nm 处测定吸光度值,

对照标准曲线或代入回归方程, 得到黄酮的含量。

1. 2. 3　提取工艺设计

采用L 9 (43)正交试验设计, 考察固液比、提取温度、

提取时间和乙醇浓度对提取液中黄酮含量的影响, 以确

定较优黄酮提取工艺。在参考相关文献和前期试验的基

础上确定了试验因素的水平, 考察因素和水平如表 1 所

示。在正交试验所得较优工艺的基础上, 应用神经网络

模型对试验数据进行模拟、仿真和优化, 得到优化的黄

酮提取工艺条件。
表 1　荷叶黄酮提取因素及水平

T ab le 1　Extract ion facto rs and levels of

flavono id in lo tu s leaves

水平 固液比 提取温度ö℃ 提取时间öh 乙醇浓度ö%

1 1∶20 70 1. 0 50

2 1∶30 80 1. 5 70

3 1∶40 90 2. 0 90

2　结果与分析

2. 1　正交试验结果与分析

以提取液中的黄酮含量为指标, 分析黄酮提取工艺

的正交试验结果 (见表 2)。
表 2 荷叶黄酮提取正交试验及仿真结果

T ab le 2　O rthogonal design and sim u lat ion resu lts

of flavono id ex tract ion in lo tu s leaves

序号
A

(固液比)

B
(提取温
度ö℃)

C
(提取时
间öh)

D
(乙醇浓
度ö% )

黄酮含
量实测
值ö%

黄酮含
量仿真
值ö%

1 1 (1∶20) 1 (70) 1 (1. 0) 1 (50) 1. 4033 1. 4031

2 1 (1∶20) 2 (80) 2 (1. 5) 2 (70) 1. 3988 1. 3979

3 1 (1∶20) 3 (90) 3 (2. 0) 3 (90) 1. 3762 1. 3765

4 2 (1∶30) 1 (70) 2 (1. 5) 3 (90) 1. 3038 1. 3092

5 2 (1∶30) 2 (80) 3 (2. 0) 1 (50) 1. 4169 1. 4170

6 2 (1∶30) 3 (90) 1 (1. 0) 2 (70) 1. 5073 1. 5081

7 3 (1∶40) 1 (70) 3 (2. 0) 2 (70) 1. 4078 1. 4078

8 3 (1∶40) 2 (80) 1 (1. 0) 3 (90) 1. 4124 1. 4123

9 3 (1∶40) 3 (90) 2 (1. 5) 1 (50) 1. 5526 1. 5466

K 1 1. 3928 1. 3716 1. 441 1. 4576

K 2 1. 4093 1. 4094 1. 4184 1. 438

K 3 1. 4576 1. 4787 1. 4003 1. 3641

R 0. 0648 0. 1071 0. 0407 0. 0935

因素主次 B D A C

　注: K 1、K 2和K 3分别指各因素在1、2和3水平的黄酮含量之和; R 指各

因素的极差。

从表 2 的极差分析结果可以得出: 影响荷叶黄酮提

取效果各因素的主次顺序为B (提取温度)、D (乙醇浓

度)、A (固液比)和C (提取时间)。本试验以提取液中黄

酮含量越高越好, 故同时可得出较优试验组合为

B 3D 1A 3C1, 即固液比为 1∶40, 提取温度为 90℃, 提取时

间为 1 h, 乙醇浓度为 50%。

2. 2　最优黄酮提取工艺的确定

2. 2. 1　人工神经网络模型的应用

人工神经网络与传统正交试验方法相结合, 通过对

正交试验结果进行建模和分析, 可以充分挖掘试验信

息, 变离散数据为连续数据, 方便地进行仿真、评估和优

化, 并能对各主要因素的变化进行敏感性仿真分析, 模

拟仿真各因素的变化规律和趋势, 获得多因素连续区域

中的最优组合, 同时也为分析各因素的变化规律和因素

间的交互作用提供定量化的分析方法。因而, 该方法的

特点是既不需要增加试验次数 (采用正交回归设计和正

交旋转设计需要做大量的试验) , 又能定量分析因素变

化规律和寻找参数最优组合。

取正交试验中固液比、提取温度、提取时间、乙醇浓

度数据作为样本, 数据见表 2。将提取工艺中 4 个因素

(即 x 1、x 2、x 3、x 4) 的9个试验值 (记为k ) 作为样本输入,

即 (x 1k , x 2k , x 3k , x 4k ) 为第 k 个输入样本。将第 k 次试验得

到的黄酮含量作为第 k 个输入样本对应的教师, 即 (x 11,

x 21, x 31, x 41) 为第 1 个样本; (x 12, x 22, x 32, x 42) 为第 2 个

样本, ⋯, (x 19, x 29, x 39, x 49) 为第 9 个样本, 对应的教师

为 t1, t2, ⋯, t9。

取精度 Ε= 0. 00001, 输入层节点数为 4, 隐含层取

4 个节点, 输出层一个节点, 建立BP 神经网络模型[ 10 ] ,

用V isua l Basic 编制程序在 586 微机上迭代 50643 次

后, 得到输出值。数据仿真计算值与实际值相比, 误差都

小于 1% (见表 2)。

2. 2 2　对主要因素进行仿真和优化分析

在正交试验所获得的较优工艺的基础上, 改变一种

影响因素值, 固定其他三种影响因素值, 应用所建立的

神经网络模型进行模拟[ 11 ] , 结果如图 1～ 4 所示。

图 1　固液比变化对黄酮含量的影响

T ab le 1　Effects of differen t so lid2liqu id

rat io s on flavono id con ten ts

从图 1 的曲线走势可以看出, 在一定范围内, 随着

固液比的提高, 荷叶黄酮的提取效果也逐步提高, 但当

固液比达到 1∶30 之后, 随着固液比的提高, 荷叶黄酮

提取效果的提高已不是很明显, 考虑到提取工艺成本,

取 1∶30 为荷叶黄酮提取的最佳固液比。从图 2 可以看

出, 在一定的范围内, 提取温度越高, 黄酮提取效果就越

好, 但是当温度达到75℃以上时, 提取效果的变化就不
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图 2　提取温度变化对黄酮含量的影响

T ab le 2　Effects of differen t ex tract ing

temperatu res on flavono id con ten ts

图 3　提取时间变化对黄酮含量的影响

T ab le 3　Effects of differen t ex tract ing tim e

on flavono id con ten ts

图 4　乙醇浓度变化对黄酮含量的影响

T ab le 4　Effects of differen t ethano l

concetrat ions on flavono id con ten ts

太明显, 考虑到提取工艺成本等原因, 因此最终确定提

取温度为 75℃。从图 3 可以看出, 在一定时间范围内,

提取时间对黄酮提取效果影响不大, 总体趋势是随着时

间的增加反而降低。致使这一现象的可能原因是随着时

间的推移有些在乙醇溶液中对热不稳定的黄酮类物质

分解或转化, 引起黄酮含量反而降低。因此, 最终确定提

取时间为 1 h。从图 4 可以看出, 乙醇浓度在 50% 时达

到最佳提取效果, 随着浓度的增加提取效果反而降低,

由于黄酮是一大类物质, 部分是水溶性的, 部分是醇溶

性的[ 7 ] , 由图可以看出在乙醇浓度达到 50% 的时候, 提

取出来的黄酮量最多, 因此, 最后确定最佳提取乙醇浓

度为 50%。从以上分析可知, 荷叶黄酮提取的优化工艺

条件是: 固液比 1∶30, 提取温度 75℃, 提取时间 1 h, 乙

醇浓度 50%。

2. 2. 3　优化结果的试验验证

经试验验证, 应用优化得到的最优工艺条件提取,

测得的黄酮含量为 1. 5537%。而按正交试验得出的较

优试验组合B 3D 1A 3C 1, 测得的黄酮含量为 1. 5526%。说

明采用优化工艺条件获得了黄酮含量高于正交试验各

组合, 且在实际生产中可以节省成本, 降低能耗, 取得了

较好的效果。

3　结　论

1) 研究了采用乙醇提取荷叶黄酮的方法和工艺。

正交试验结果得出, 影响荷叶黄酮提取效果各因素的主

次顺序为提取温度、乙醇浓度、固液比和提取时间。

2) 人工神经网络和传统的正交试验相结合, 充分

挖掘试验数据的信息, 建立神经网络模型, 通过仿真、评

估和优化, 结合生产实际, 获得了优化的提取工艺为: 固

液比 1∶30, 提取温度 75℃, 提取时间 1 h, 乙醇浓度

50%。

3) 从模型的仿真结果看, 预测精度高, 相对误差均

小于 1% , 并经试验验证, 应用优化工艺提取的黄酮含

量高于正交试验得出的较佳组合, 且节省了成本, 降低

了能耗。表明将人工神经网络与传统正交试验方法相结

合提出的新的试验设计和数据处理方法是可行的, 实现

了既不需要增加试验次数, 又能定量分析因素变化规律

和寻找参数最优组合, 为各影响因素的定量分析和植物

中有效成分的提取工艺试验分析提供了一种新的途径。
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Optim um extracting technology of f lavono ids in lotus leaves with ethanol
J ia ng Yihong

(Colleg e of B iosy stem s E ng ineering and F ood S cience, Z hej iang U niversity , H ang z hou 310029, Ch ina)

Abstract: T he ex tract ing techno logy of flavono ids in lo tu s leaves w ith ethano l w as stud ied. Com b ined art if icia l

neu ra l netw o rk (ANN ) w ith trad it iona l o rthogonal design, a new m ethod of test da ta ana lyzing, p rocessing and

op t im izing w as pu t fo rw ard. W ith th is m ethod the test info rm at ion can be fu lly u sed, the change regu larity of

each facto r can be analysed and the op t im um com b ina t ion can be found. By u sing th is new m ethod, the op t im um

ex tract ion condit ion w as ob ta ined as fo llow s: ex tract ing tem pera tu re 75℃, ethano l concen tra t ion 50% , ra t io of

so lid2liqu id 1∶30 and ex tract ing t im e 1 h. A pp lying th is ex tract ing techno logy, the co sts of p roduct ion w as

reduced, the energy con sum ing w as decreased, and the flavono id con ten t w as increased. T he resu lts show tha t

th is new m ethod is reasonab le and p ract icab le.

Key words: lo tu s leaf; f lavono ids; ex tract ing techno logy; art if icia l neu ra l netw o rk
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