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摘要:为确定野桂花蜜中多酚化合物提取的最佳工艺参数,
以野桂花蜜为主要原料,采用响应面优化野桂花蜜中多酚化

合物的超声波辅助提取工艺。在单因素试验的基础上,以超

声波时间、超声波温度、料液比、溶剂浓度为自变量,以多酚

化合物得率为响应值,进行试验设计,研究自变量与响应值

之间的关系。结果表明:优化得出的最佳工艺条件为溶剂浓

度62%,料液比1︰10(m ︰V),超声波时间21min,超声

波温度54℃。该工艺条件下多酚得率为68.27mg/10g。
关键词:超声波辅助;野桂花蜜;多酚

Abstract:Theexperimentisdesignedtogettheoptimumtechnologi-
calextractionconditionsofphenoliccompoundsfrom wildosman-
thus-scentedhoney.Responsesurfacemethodologywasemployedto
optimizeconditionsfortheultrasonic-assistedextractionofphenolic
compoundsfromwildosmanthus-scentedhoney,asmainsubstrates.
Basedonthesinglefactorexperiments,theeffectofsolventconcen-
tration,solid-liquidratio,ultrasonictimeandultrasonictemperrature
onphenolicratewereconductedaswellastheirrelationshipbyex-
perimentaldesign.Theoptimalconditionsforextractingphenolic
from wildosmanthus-scentedhoneyweredeterminedasethylacetate
volumefraction62%,liquidtosolidratio10mL/g,ultrasonictime
of20minandulrasonictemperatureof54 ℃.Underthesecondi-
tions,theextractionefficiencyofphenolicwas68.27mg/10g.
Keywords:ultrasonic-assisted;wildosmanthushoney;phenoliccom-
pounds

野桂花蜜中的酚类化合物是一种天然的抗氧化剂[1]。

天然抗氧化剂具有无毒害的特点,可以有效地抑制人体内的

自由基[2-5]。目前对蜂蜜多酚的提取多采用传统的浸提法

或是直接粗略萃取后进行纯化,存在提取时间长、提取率低

的问题。

超声波辅助提取法由于操作简便,提取效率高等优点,

已广泛应用于天然产物中有效成分的提取[6-8]。超声波能

产生高速、强烈的空化效应和搅拌作用,可以高效地提取天

然活性成分[9]。本研究拟以野桂花蜜为原料,采用超声波辅

助提取野桂花蜜中的多酚化合物,再用响应面优化提取工艺

参数,从而为获得更高得率的多酚化合物提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

野桂花蜜:产自洞庭湖畔,低温保存,湖南省明园蜂业有

限公司;

Folin-酚试剂:上海安谱科学仪器有限公司;

原儿茶酸标准品:美国Sigma公司;

乙酸乙酯、盐酸、碳酸钠:分析纯,上海试剂公司。

1.2　仪器与设备

电子天平:AUW220D型,日本岛津有限公司;

超声波清洗器:KQ-500DTV型,宁波新芝生物科技股份

有限公司;

紫外-可见分光光度计:UV-1700 型,日本岛津有限

公司;

旋转蒸发仪:EV311型,上海垣钦自动化科技有限公司;

循环水真空泵:SHZ-III型,上海亚荣生化仪器厂。

1.3　方法

1.3.1　原儿茶酸标准曲线的制作　配制浓度为0.1mg/mL
的原儿 茶 酸 标 准 溶 液,分 别 吸 取 0,0.2,0.4,0.6,0.8,
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1.0mL于10mL的容量瓶中,加入福林—酚试剂1mL,用

玻璃棒搅匀,然后加入1mol/L的碳酸钠溶液5mL,定容摇

匀,常温下避光静置1h,于765nm 处测吸光度。以原儿茶

酸浓度为横坐标,吸光度为纵坐标,进行线性回归分析,得到

的回归方程为y=150.71x+0.0043(R2=0.9998)。

1.3.2　野桂花蜜多酚化合物的超声波辅助提取　准确称量

10.0g野桂花蜜于50mL的锥形瓶中,将一定溶剂浓度的乙

酸乙酯溶液,按照不同料液比加入锥形瓶中,磁力搅拌1min
后,将锥形瓶置于超声波发生器中一定温度下提取一段时间

后,趁热分离合并上清液。然后真空浓缩至膏状物,用4mL
乙醇溶解,在765nm 下测定吸光度。

1.3.3　多酚化合物得率的测定　多酚化合物得率按式(1)

计算:

Y =
10×C×V

M0
(1)

式中:

Y———多酚得率,mg/10g;

C———测得的多酚浓度,mg/mL;

V———乙醇溶液体积,mL;

M0———原料的质量,g。

1.3.4　单因素试验设计

(1)溶剂浓度对多酚得率的影响:固定料液比为1︰10
(m ︰V),超声波时间为20min,超声波温度为50℃,考察

不同溶剂浓度(30%,40%,50%,60%,70%,80%,90%)对

野桂花蜜多酚得率的影响。

(2)料液比对多酚得率的影响:固定溶剂浓度为60%,

超声波时间为20min,超声波温度为50℃,考察不同料液比

(1︰4,1︰6,1︰8,1︰10,1︰12,1︰14,m ︰V)对野

桂花蜜多酚得率的影响。

(3)超声波时间对多酚得率的影响:固定溶剂浓度为

60%,料液比为1︰10(m ︰V),超声波温度为50 ℃,考察

不同超声波时间(10,15,20,25,30min)内野桂花蜜多酚得

率的变化规律。

(4)超声波温度对多酚得率的影响:固定溶剂浓度为

60%,料液比为1︰10(m ︰V),超声波时间为20min,考察

不同超声波温度(30,40,50,60,70 ℃)对野桂花蜜多酚得率

的影响。

1.3.5　响应面优化试验　在单因素试验结果的基础上,根

据Box-Behnken试验设计原理,以野桂花蜜多酚提取得率为

响应值,选取溶剂浓度、料液比、超声波时间、超声波温度4
个影响因素,设计四因素三水平的响应面优化试验。

2　结果与分析

2.1　单因素试验结果

2.1.1　溶剂浓度对野桂花蜜多酚得率的影响　由图1可

知,溶剂浓度在60%以前,野桂花蜜多酚的得率随着溶剂浓

度的增高而增多。当溶剂浓度到达60%之后,野桂花蜜多酚

的 得率呈现缓慢的下降趋势。溶剂浓度到达90%时,野桂花
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图1　溶剂浓度对多酚得率的影响

Figure1　Effectofconcentrationofsolventon

yieldofphenolic

蜜多酚的得率降低至56.80mg/10g。这是因为开始时随着

溶剂浓度的增高,野桂花蜜中多酚化合物与提取溶液的接触

机会越来越多。当浓度到达60%之后,水分占比减少,野桂

花蜜中的大分子糖类由于极性差异不能溶出,使得提取时有

结晶未溶的现象。这使得其中的多酚没能充分溶解出来,提

取量反而减少。所以,选择最佳的溶剂浓度为60%。

2.1.2　料液比对野桂花蜜多酚得率的影响　由图2可知,

随着料液比的减少,野桂花蜜多酚的得率逐渐升高,当料液

比达到1︰10(m ︰V)时,野桂花蜜多酚的得率不再上升。

其原因是随着溶剂的增加,多酚化合物更易接触到提取溶

剂,多酚得率也就越大。当料液比达到1︰10(m ︰V)时,

多酚化合物已基本被提取出来,继续加入溶剂,起不到提高提

取率的作用,高用量的溶剂反而不适于提取,同时,出于节约

成本考虑,料液比选择1︰10(m ︰V)为宜。

2.1.3　超声波时间对野桂花蜜多酚的影响　由图3可知,

在20min内,野桂花蜜多酚得率随超声波时间的增加而增

加,20min后,野桂花蜜多酚得率随超声波时间的增加反而

出现下降。0~20min的过程中,由于超声波的空化作用,其

提取速度得到提升,野桂花蜜多酚得率提升显著[10]。在

20min后,多酚化合物基本被提取出来,同时,由于过长的超

声波作用,使得多酚化合物中一些不稳定的成分被破环[11],
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图2　料液比对多酚得率的影响

Figure2　Effectofrateofsolidtosolutionon

yieldofphenolic

091

提取与活性 　 2015年第3期



 70

65

60

55

50

45
40
10 15 20 25

多
酚
得
率

Yi
el
d
of

ph
en
ol
ic
/(1

0-
1
m
g·
g-

1 )

超声波时间

Ultrasonic time/min

30

图3　超声波时间对多酚得率的影响

Figure3　Effectofultrasonictimeonyieldofphenolic

所以出现了下降。故确定提取过程的最佳超声波时间为

20min。

2.1.4　超声波温度对野桂花蜜多酚的影响　由图4可知,

在温度低于50℃时,随着温度的升高,分子热运动加剧,使

得多酚化合物的得率迅速提升,在50℃继续往上升温时,发

现野桂花蜜多酚的得率随温度的上升有明显的下降。原因

可能是多酚化合物中的热不稳定结构在高温作用下被破

坏[12]。而且过高的温度会促进水分和乙酸乙酯的挥发,从

而影响多酚得率。故选择最佳提取温度为50℃。
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图4　超声波温度对多酚得率的影响

Figure4　Effectofultrasonictemperatureon

yieldofphenolic

2.2　响应面法优化提取条件

2.2.1　响应面试验设计及结果　根据Box-Behnken中心组

合试验设计原理[13],结合单因素试验结果,设计四因素三水

平的响应面分析试验,设计方案见表1,响应面优化试验结果

见表2。

表1　响应面试验因素与水平

Table1　Factorsandlevelsofrespnsesuirfaceanalysis

编码
X1溶剂

浓度/%

X2料液比

(m ︰V)

X3超声波

时间/min

X4 超声波

温度/℃

-1 50 1∶8 15 40

0 60 1∶10 20 50

1 70 1∶12 25 60

表2　Box-Behnken设计方案及野桂花蜜

多酚得率的测定结果

Table2　Box-Behnkenmatrixandrespensesvalues

ofphenoliccompoundsyield

序号 X1 X2 X3 X4

得率Y/

(10-1mg·g-1)

1 -1 -1 0 0 40.04

2 1 -1 0 0 56.82

3 -1 1 0 0 44.72

4 1 1 0 0 49.69

5 0 0 -1 -1 41.92

6 0 0 1 -1 47.94

7 0 0 -1 1 51.13

8 0 0 1 1 63.06

9 -1 0 0 -1 39.13

10 1 0 0 -1 43.59

11 -1 0 0 1 48.12

12 1 0 0 1 55.63

13 0 -1 -1 0 57.07

14 0 1 -1 0 48.70

15 0 -1 1 0 51.07

16 0 1 1 0 56.44

17 -1 0 -1 0 42.76

18 1 0 -1 0 47.04

19 -1 0 1 0 38.84

20 1 0 1 0 58.64

21 0 -1 0 -1 51.56

22 0 1 0 -1 41.77

23 0 -1 0 1 58.43

24 0 1 0 1 57.47

25 0 0 0 0 66.73

26 0 0 0 0 65.99

27 0 0 0 0 68.79

28 0 0 0 0 65.96

29 0 0 0 0 67.54

　　通过 DesignExpertV8.0.6软件对表2中的野桂花蜜

多酚得率进行响应面回归分析,得到回归方程:

Y=67.00+4.82X1 -1.35X2 +2.28X3 +5.66X4 -

2.95X1X2 + 3.88X1X3 + 0.76X1X4 + 3.43X2X3 +

2.21X2X4+1.48X3X4-12.52X1
2-6.43X2

2-7.57X3
2-

8.18X4
2 (2)

对回归方程进行方差分析(见表3),此回归模型显著

(P<0.0001),而且上述回归方程的决定系数R2=0.9695,

R2
adj=0.9391,说明96.95%的数据可以用此方程模型解释,
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表3　试验结果的方差分析†

Table3　Varianceanalysisfortheexperimentresult

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P值 显著性

X1 278.40 1 278.40 53.10 <0.0001 ∗∗

X2 21.87 1 21.87 4.17 0.0604

X3 62.42 1 62.42 11.90 0.0039 ∗∗

X4 384.54 1 384.54 73.35 <0.0001 ∗∗

X1X2 34.86 1 34.86 6.65 0.0218 ∗

X1X3 60.21 1 60.21 11.48 0.0044 ∗∗

X1X4 2.32 1 2.32 0.44 0.5162

X2X3 47.19 1 47.19 9.01 0.0095 ∗∗

X2X4 19.49 1 19.49 3.71 0.0743

X3X4 8.73 1 8.73 1.66 0.2177

X1
2 1017.19 1 1017.19 194.04 <0.0001 ∗∗

X2
2 267.98 1 267.98 51.12 <0.0001 ∗∗

X3
2 372.09 1 372.09 70.98 <0.0001 ∗∗

X4
2 434.17 1 434.17 82.82 <0.0001 ∗∗

模型 2336.58 14 166.90 31.84 <0.0001 ∗∗

失拟值 67.72 10 6.77 4.78 0.0726
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

纯误差 5.67 4 1.42

总和 2409.97 28

†　 ∗ ∗.P<0.01,差异极显著;∗.P<0.05,差异显著;R2=

0.9695;R2
adj=0.9391。

模型可以真实地反应各个因子与响应值之间的关系。与此

同时,失拟项P值为0.0726>0.05,失拟项不显著说明此回

归方程拟合度很好,试验误差小。因此可以用该回归方程分

析和预测试验结果。由表3可知,一次项 X1、X3 和 X4 均达

到极显著水平,X2 不显著,而二次项的影响均为显著,说明

各因素对野桂花蜜多酚的影响并非简单的线性关系。

2.2.2　响应面分析　通过回归方程,固定其中一个因素在0
水平,可以得到另两个因素之间的交互作用的响应面图(见

图5)。从图5中可直观地看出响应面的优化区域和各个因

素对野桂花蜜多酚得率的影响程度。结合回归方程以及表3
的数据可知:超声波温度对多酚得率的影响最为显著,响应

值变化最大,同时曲线较陡。而料液比对多酚得率的影响最

小,响应值变化较小,同时曲面比较平滑。综合后可以得出

对野桂花蜜多酚得率的影响程度从大到小的顺序依次为超

声波温度>溶剂浓度>超声波时间>料液比。

2.2.3　最佳工艺条件的验证　通过 DesignExpertV8.0.6
软件对响应值(多酚的得率)进行优化分析,得到最佳提取条

件为 X1(62.45)、X2(1∶9.94)、X3(21.22)、X4(53.75),即溶

剂浓度62.45%,料液比1︰ 9.94(m ︰V),超声波时间

21.22min,超声波温度53.75℃,野桂花蜜多酚得率的理论

值为68.952mg/10g。为方便实际操作,取溶剂浓度62%,

料液比1︰10(m ︰V),超声波时间21min,超声波温度

54℃,对提取野桂花蜜多酚工艺进行验证实验(n=3),得到
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野桂花蜜多酚的平均得率为68.27mg/10g,达到了理论值的

99%,说明采用响应面法优化提取工艺得到的条件参数可靠。

2.2.4　超声波辅助提取法与传统浸提法的比较　由表4可

知,传统 浸 提 法 得 到 的 野 桂 花 蜜 多 酚 的 平 均 得 率 仅 为

52.48mg/10g。而超声波辅助提取法提取野桂花蜜多酚的

得率比传统浸提法得率高出 23%,而且大大节省了提取

时间。

表4　提取方法对野桂花蜜得率的影响

Table4　Theeffectsdifferentextractionmethodsonthe

yieldofwildosmanthus-scentedhoney(n=3)

方法
溶剂浓

度/%

料液比

(m ︰V)

提取时

间/min

提取温

度/℃

得率/

(10-1mg·g-1)

超声波提取 62 1︰10 21 54 68.27

传统浸提法 62 1︰10 120 54 52.48

3　结论

通过 DesignExpertV8.0.6软件,以溶剂浓度、料液比、

超声波时间、超声波温度为自变量,野桂花蜜多酚的得率为

响应值,运用响应面分析法对试验结果进行分析,得到的回

归模型拟合度好,误差小,能够用回归模型对试验结果进行

分析,有一定的应用价值。优化验证后得到的野桂花蜜多酚

提取工艺条件为:溶剂浓度62%,料液比1︰10(m ︰V),

超声波时间21min,超声波温度54℃。野桂花蜜多酚的得

率为68.27mg/10g。超声波辅助提取法比传统浸提法的多

酚得率高出23%。野桂花蜜中的多酚化合物的得率,可能会

受蜜源地环境影响,如气候和蜜源植物本身状况等,因此有

待进行深入研究。
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脂平均空隙率和平均粒径与压降呈非线性反比关系。根据

流体分布与流阻的模拟分析与计算,提出了改进离子交换柱

内上封头分布器结构及增设一挡板结构的进料系统流体均

配优化方案,使系统内流体分布趋于均匀。结构改进后,系

统实现出口整体流量标准偏差STD由原来的108.3321降

至14.3269,能够较好地满足生产需求。
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