
第 17卷 第 3期
2001年 5月

农 业 工 程 学 报
T ransact ions of the CSA E

V o l. 17　N o. 3
M ay　2001

文章编号: 100226819 (2001) 0320103204

银杏黄酮苷提纯工艺研究

谢慧明①, 骆祥峰, 张文成, 潘　见
(合肥工业大学农产品生物化工教育部重点实验室, 合肥　230069)

摘　要: 根据黄酮苷的物性选择丙酮,正丁醇,正丙醇,乙酸乙酯为萃取剂。单因素实验优选出正丙醇为萃取黄酮苷

的主萃取剂。对其进行改性,通过单因素实验和正交实验优化出:水∶正丙醇= 1∶25为萃取黄酮苷的较佳萃取剂。

T = 25℃, t = 10 m in,固液比= 15∶1 (gö 100 mL )为其最佳萃取工艺参数。最后得到纯度> 50% ,得率> 80%的总

黄酮苷产品。为后续提纯分离打下较好的基础。
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　　我国自古以来就有以银杏 (g inkgo b iloba L. )

为药的记载。自 60年代起,德、日、法等国家对银杏

叶的提取工艺、化学成分进行了大量的研究工作。从

近十几年的 CA 报道来看,欧、美、日等国的研究渐

趋单一总提取物的提纯,如总黄酮苷、总内酯的精制

纯化。以银杏叶提取物为原料的药物在欧、美、亚等

国年销售额已达数十亿美元。我国有银杏叶初提物

(GBE)加工厂近百家,年生产能力约 300 t,但品种

单一,档次较低。因此,急需对银杏叶进行深度开发

研究。

银杏叶中主要存在两类活性物质: 黄酮苷类化

合物 ( f lavono id g lyco sides) 和萜内酯类化合物

(g inkgo lides and b iloba lide) [ 1 ]。银杏黄酮苷已用于

治疗动脉硬化、高血压、脑卒中等心脑血管疾病,还

用于制作抗脂质过氧化、防止皮肤衰老及增进血液

循环的保健食品、天然化妆品等。GBE 中黄酮苷类

化 合 物 逾 35 种, 主 要 苷 元 是 山 柰 酚

( kaem perfero l) , 槲皮素 ( quercet in ) , 异鼠李素

( iso rham net in )。 此 外 还 存 在 Ginkgt in,

isog inkget in, sciadop itysin 等[ 2 ]。

银杏叶深度加工技术的关键是有效成分的高效

富集。银杏黄酮苷高效提纯是搞清单味药药效作用

的物质基础。精制纯化的银杏黄酮苷,或考察其药效

作用,或进行结构修饰,或与银杏内酯自由复配,有

助于银杏类中药的成分、含量或比例的准确调控,提

高药效, 明确适应症, 创制新药; 便于通过 FDA 新

药审评,提高我国银杏产品的附加值,促进银杏类中

药打入国际市场。

目前,银杏黄酮苷纯化到 50%以上的实用化工

艺国内外尚无报道。日本曾有 50%含量的银杏黄酮

苷的专利申请[ 3 ] ,但未闻工业化实施。本文研究从银

杏总内酯萃余物中提取纯化银杏黄酮苷。

1　实验材料与方法

1. 1　材料

供试原料:由本校超临界流体萃取研究室提供,

已提取过银杏萜内酯, 萃余物中总黄酮苷含量<

32%。

化学试剂:食用酒精;正丁醇,正丙醇,乙酸乙酯

等均为分析纯,上海试剂二厂生产。

分析仪器: 高效液相色谱仪 (H PL C, 美国

W aters公司产)。

1. 2　银杏总黄酮含量的测定

精密称取 2. 5 m g 标准品, 用甲醇定容至 50

mL , 得到 0. 05 m gömL 标准溶液, 进样 5, 10, 15

LL。按峰面积计算标准曲线。称取样品 50 m g,置于

50 mL 烧瓶中,加入 15 mL、70%乙醇,再加入 2 mL

25%HC l在 80℃水浴回流 2 h。70%乙醇定容至 50

mL ,取 1 mL 配成 5 mL 甲醇溶液。以甲醇- 0. 2%

磷酸水液为流动相。检测波长 360 nm。测得苷元含

量通过换算因子,换算成总黄酮含量。换算公式为:

总黄酮含量 (% ) = (苷元和) %×2. 51。
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2　实验设计

2. 1　工艺路线的设计

原料中除了黄酮苷类成分外,其它主要为果胶

类、花色素类、叶腊、银杏酚酸类等物质。果胶类物质

的存在对黄酮苷高效分离存在着较大影响,故提取

分离时应首先使黄酮苷与果胶类物质分离。拟定总

的工艺路线为:

原料→萃取黄酮苷→除脂溶性物质→树脂吸附→高纯

黄酮苷

本工艺要求在萃取黄酮苷时能分离亲水性杂

质,脱除大部分果胶类物质,使其残留量不至于影响

后续工序的进行,树脂吸附精制黄酮苷时要求能洗

脱下残留的亲水性物质,优化筛选出的萃取溶剂及

配比要方便产业化应用。

本工艺的创新点在于胶质类成分的精简分离,

黄酮苷得率的提高,同时采用了超临界流体萃取技

术对最终的高纯银杏黄酮苷产品进行脱溶处理,溶

剂残留量达到国家药典规定标准,确保产品在药品、

保健品领域应用的安全性。工艺关键为黄酮苷的溶

剂高效萃取和树脂吸附精制。本文主要探讨银杏黄

酮苷溶剂萃取工艺,合理选取对银杏黄酮苷具有高

选择性的萃取溶剂及操作工艺参数,使银杏黄酮苷

具有高的得率,最大限度降低后续树脂精制工序的

难度。

2. 2　萃取总黄酮苷溶剂的选择

根据“相似相溶”原则,尽量选取与黄酮苷极性

相近且能选择性萃取黄酮苷的溶剂; 不使用强酸碱

性溶剂,以避免生成新的化合物或衍生状态使有效

成分遭到破坏; 溶剂沸点要适中,易于蒸馏,使溶剂

残留量最少; 应优先选取在水中具有一定溶解度的

萃取溶剂,以便在最后的树脂吸附精制工序能使残

留溶剂进一步降低。

黄酮苷是由黄酮苷元与糖基构成,糖基主要为

单糖,二糖,三糖或与香豆酰基相连,大多为葡萄糖

和鼠李糖[ 4, 5 ]。黄酮苷元极性较小,但糖基极性较大。

黄酮苷是一个中等极性的物质。故应选取中等或中

等偏上极性溶剂或溶剂系统为萃取剂[ 6, 7 ]。故此,首

先考虑市场供求量比较大、毒性低的丙酮、正丙醇、

正丁醇、乙酸乙酯为萃取溶剂,优选出主萃取溶剂。

并对主萃取溶剂进行改性,以达到更佳的萃取效果。

2. 3　单因素试验

由理论分析可知,固液比、萃取温度、萃取时间

是对黄酮苷的纯度和得率有较大影响的因素; 而对

于改性后的主萃取剂还应考察溶液的不同配比对黄

酮苷纯度和得率的影响。在其它因素不变的条件下,

只改变某因素水平,进行实验,以考察各单因素对萃

取效果的影响趋势和适宜范围。

2. 4　正交试验

根据单因素试验结果,选出主萃取溶剂,将对总

黄酮提取效果有较大影响的因素进行深入分析研

究,并采用正交试验进一步优化。

3　实验结果及讨论

3. 1　单因素实验

3. 1. 1　固液比 (单位 gö 100 mL )对选取主萃取剂的

影响

固定 T = 25℃,萃取时间 t = 10 m in,从实验结

果可知:在选取的各个不同的固液比中,丙酮都能将

原料溶解,乙酸乙酯几乎不溶解。根据“相似相溶”原

则可知,原料中物质的极性介于丙酮 ( N= 21. 5) 和

乙酸乙酯 (N= 6. 1)之间。用正丙醇,正丁醇为萃取

溶剂实验结果如图 1a。从得率上看正丙醇得率在选

取的各个固液比中都较正丁醇为高。从黄酮苷纯度

上讲在固液比小于 15∶1时两者无显著差异。在固

液比从 15∶1到 20∶1时正丙醇萃取黄酮苷的纯度

较正丁醇萃取黄酮苷的纯度高。显然,从固液比来看

选取正丙醇为主萃取剂较佳。
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3. 1. 2　萃取时间对选取主萃取剂的影响

固定 T = 25℃,固液比= 10∶1。图 1b 是以正

丙醇、正丁醇为萃取剂时的实验结果,可以看出: 以

正丙醇萃取黄酮苷的得率和纯度比正丁醇为萃取剂

的得率和纯度高。故从萃取时间来考察选取正丙醇

为主萃取剂较好。

3. 1. 3　萃取温度对选取主萃取剂的影响

实验结果表明 (图 1c)当萃取温度小于 T =

45℃时正丙醇和正丁醇萃取黄酮苷的纯度相差不

大。当温度大于 45℃,以正丁醇为萃取剂时,所得黄

酮苷纯度大于正丙醇为萃取剂的结果。但正丙醇萃

取黄酮苷的得率始终明显高于正丁醇所获得的结

果。从生产效率来讲以正丙醇为主萃取剂较为适宜。

3. 1. 4　主萃取剂的选择

通过以上对影响萃取性能的因素逐一考察后,

可知选取正丙醇为萃取溶剂较佳。

3. 2　改性溶剂系统单因素实验结果

为使原料中的极性较大的黄酮苷更多地被溶剂

所萃取,对主萃取剂正丙醇加水以增大溶液的极性。

改性后的萃取剂能明显增加总黄酮苷的纯度和得

率。

3. 2. 1　固液比对萃取黄酮苷性能的影响

在 T = 25℃, t = 10 m in,水∶正丙醇= 1∶15

的条件下,从实验结果 (图 2)可以看出: 主萃取剂水

∶正丙醇在 1∶15时萃取黄酮苷的纯度由以正丙醇

为萃取剂时的 39. 67%提高到 46. 67% ,黄酮苷得率

由 63%提高到 80% (见图 2) ,这可能是改性后的萃

取剂极性增大,使极性较大的黄酮类化合物得到了

充分的提取。从图 2可以看出主萃取剂固液比 5∶

1, 10∶1, 15∶1时得率较高。

图 2　改性溶剂固液比对黄酮苷萃取性能的影响

F ig. 2　T he influence of the rat io of so lid to modified

liqu id on flavono id glyco sides ex tract ion

3. 2. 2　溶剂的配比对黄酮苷萃取性能的影响

在 T = 25℃, t = 10 m in,固液比= 10∶1的条

件下, 实验结果 (图 3)表明当水∶正丙醇配比为

1∶7时,黄酮苷全部溶解。当配比为 1∶25时,黄酮

苷纯度较高而得率也达到了较高值。这是由于溶剂

中水配比减少时溶液的极性降低,从而使果胶类物

质在萃取剂中的溶解度降低。故主萃取剂正交实验

溶液配比选取 1∶15, 1∶20, 1∶25为宜。

图 3　溶剂配比对萃取黄酮苷性能的影响

F ig. 3　T he influence of modified so lven t

on flavono id glyco sides ex tract ion

3. 2. 3　萃取时间对萃取性能的影响

在 T = 25℃,固液比 = 10∶1,从图 4可以看出

水 2正丙醇在 t = 5 m in 时黄酮苷纯度较高,但得率

很低。t = 10 m in 后黄酮苷得率和纯度无明显变化。

这可能是在 5 m in 时黄酮类化合物溶出速度较快,

随着时间的增加黄酮苷与杂质的溶出速度基本达到

平衡。从实用上考虑,萃取时间为 5, 10 m in 较为理

想。

图 4　萃取时间对萃取黄酮苷性能的影响

F ig. 4　T he influence of t im e on

flavono id glyco sides ex tract ion

图 5　温度对萃取性能的影响

F ig. 5　T he influence of temperatu re on

flavono id glyco sides ex tract ion

3. 2. 4　温度对萃取性能的影响

在 t = 10 m in, 固液比= 10∶1, 水∶正丙醇=

1∶15条件下,从图 5可以看出: 在 T = 25℃时黄酮

苷纯度最高。水2正丙醇在萃取温度 T 大于 35℃时

原料全部溶解于溶液中。这是由于温度的升高,杂质
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与黄酮苷的溶解度同时大大增加,使杂质与黄酮苷

共同溶解于溶液中,以至于达不到分离黄酮苷的目

的。萃取温度过低则需要增加萃取设备的投资,故选

取 T = 25℃为萃取温度较佳。

4　正交实验结果

通过选择对总黄酮苷提取效果有影响的各因

素: 萃取时间,固液比,溶剂配比中有意义的水平进

行正交实验,对实验结果进行方差分析可知各因子

影响萃取黄酮苷效果大小顺序为: 溶剂配比> 固液

比> 萃取时间。溶剂配比对黄酮苷纯度和得率影响

极为显著。

5　结　论

图 6　H PL C 图谱

F ig. 6　T he spectrogram of flavono id

glyco sides ex tract ion in H PL C

Peak Results

# N am e
Ret tim e

öm in

A rea
(LV 3 sec)

H righ t
ö LV

Amount
In t

type

1 Q uercetin 8. 070 1433760 57707 0. 076 BV

2 9. 287 71917 2494 VB

3 Kaemperfero l 15. 603 1008526 23779 0. 056 BB

4 Iso rham etin 17. 937 243887 5604 0. 014 BB

　　通过对选取的四种溶剂进行萃取黄酮苷实验,

优选出两种溶剂做单因素实验。并对优选出的主萃

取剂正丙醇加以改性,通过单因素与正交实验得出

萃取剂水2正丙醇最佳溶剂配比为 1∶25。最佳实验

条件为固液比为 15∶1, T = 25℃, t = 10 m in。最后

得到黄酮苷纯度> 50% (图 6) , 黄酮苷得率> 80%

的总黄酮苷产品。
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Optim um Extracting Technology of Flavono id Glycos ides in GBE
Xie Huim ing , Luo Xia ngfe ng , Zha ng W e nche ng , Pa n J ia n

(T he K ey L abora tory of B io2p rocess of M in istry of E d uca tion, H ef ei U n iversity of T echnology , H ef ei 230069)

Abstract: A cco rd ing to flavono ides’ m ateria l p roperity, no rm al bu tyl a lcoho l, np ropano l and ethyl aceta te

are cho sen so lven t. T he op t im um ex tract ing condit ion s of flavono ids from GBE, w h ich the g inkgo lide w as

ex tracted (g inkgo lide con ten ts< 0. 3% ). T he resu lts show ed tha t a t 25℃, the ra t io of so lven ts of w ater to

np ropano l is equal to 1∶25, the ra t io of so lid to m odified liqu id is equal to 15∶1, the ex tracted t im e is 10

m inu tes, the to ta l f lavono ides of ex tract ion w as m o re than 50% , the ob ta ined ra t io of the to ta l f lavono ides

in GBE is m o re than 80%.

Key words: g inkgo b iloba L ; flavono ide; pu rif ica t ion; ex tract ing techno logy
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