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雪莲果叶总黄酮超声波辅助酶法提取工艺

优化及抗氧化活性研究
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摘要!以雪莲果叶为原料"设计单因素及响应面试验"优

化超声波辅助酶法提取雪莲果叶中总黄酮的最佳工艺$

以
O[[T

自由基的清除率及总还原力为指标"评估雪莲

果叶总黄酮提取物的抗氧化能力#结果表明%利用超声

波辅助酶法提取雪莲果叶总黄酮的最佳工艺为乙醇体积

分数
'"P

!料液比&

0

雪莲果叶
jS

乙醇'

%j2"

&

8

)

4-

'!超声

温度
*"g

!超声处理
%!46<

!酶解
J

T&?$

!纤维素酶质量

浓度
"?&"4

8

)

4-

!酶解时间
2246<

"此工艺下总黄酮提

取率为
2?'%#P

#所提取雪莲果叶总黄酮具有抗氧化能

力"与浓度呈正相关$在质量浓度为
"?2 4

8

)

4-

时"

O[[T

自由基清除率达到
#%?"1P

"具有接近维生素
S

的

总还原力#利用超声波辅助酶法提取的雪莲果叶中总黄

酮提取物具有较好的抗氧化能力#

关键词!雪莲果叶$总黄酮$纤维素酶$超声波$抗氧化
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雪莲果!

:/*GG*=+/&'F2D*A=/;/

#%菊薯的别称%为菊科

向日葵属双子叶草本植物)

%

*

%其叶为对生%宽心脏形%表

面粗皱%稍厚%一般在采摘雪莲果后废弃处理&研究发

现%雪莲果叶中含多糖+黄酮+酚酸等多种活性成分)

!

*

%其

提取物具有抑菌)

'

*

+抗氧化)

&

*及降血糖)

*

*等作用%其中黄

酮类物质与降血糖功能有明显关系&黄酮类物质的提取

和抗氧化能力是目前的研究热点)

2Y#

*

%常见的提取方法

有溶剂提取法+超临界流体萃取法+酶法+超声波辅助法

等)

2

%

$

*

%超声波辅助酶法集合了超声波提取法和酶法两种

提取方法的优点)

1Y%"

*

%超声波振动可以破坏细胞壁使得

细胞壁软化%引起细胞内物质的移动)

%%

*

%同时酶的加入使

得总黄酮的提取具有高效性%两者结合可以得到高效稳

定的产物)

%!Y%'

*

&陈红慧等)

%&Y%*

*利用溶剂提取法对雪莲

果叶中的总黄酮物质进行了提取和纯化研究%总黄酮提

取率为
*'?&%4

8

(

4-

&目前未见其他关于雪莲果叶总黄

酮物质提取方法的相关报道&
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卷第
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期 总第
!'!

期
"
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年
!

月
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黄酮类物质为天然抗氧化剂%其结构中的酚羟基可

与自由基结合%终止氧化反应%以此发挥抗氧化作用%其

抗氧化能力与自身结构有一定关系)

%2

*

&植物中的黄酮类

物质可从叶+茎及根中提取%不同来源+不同部位的黄酮

类物质的组成及所具有的抗氧化能力不同)

%#

*

&对于总黄

酮或者黄酮粗提取物的潜在的抗氧化能力的常见手段有

测定
!

%

!/

联苯基
/%/

苦基肼基自由基!

O[[T

.#清除率+

总还原力+羟基自由基清除率等)

%$Y!"

*

&对雪莲果叶总黄

酮提取物的抗氧化能力的研究目前未见报道&

试验拟以雪莲果叶为原料%利用超声波辅助纤维素

酶提取雪莲果叶中总黄酮%优化提取工艺条件%并探讨总

黄酮提取物对
O[[T

.清除能力和总还原力%以期为雪

莲果叶的开发利用提供参考&

%

!

材料与方法

%?%

!

材料与仪器

%?%?%

!

材料与试剂

雪莲果叶"采摘于成都市龙泉驿区$

芦丁标准品+维生素
S

标准品"成都金山化学试剂$

亚硝酸钠+硝酸铝+氢氧化钠+无水乙醇+盐酸+三氯

化铁+三氯乙酸+铁氰化钾+四硼酸钠+混合磷酸盐+邻苯

二甲酸氢钾+

!

%

!/

联苯基
/%/

苦基肼基"分析纯%成都市科

龙试剂有限公司$

纤维素酶+果胶酶"

!`%"

&

d

(

8

%河南庆飞食品配料

有限公司$

木瓜蛋白酶"

%̀ %"

*

d

(

8

%河南庆飞食品配料有限公司$

酸性蛋白酶"

$`%"

*

d

(

8

%河南庆飞食品配料有限

公司$

碱性蛋白酶"

!`%"

*

d

(

8

%河南庆飞食品配料有限

公司$

中性蛋白酶"

*`%"

&

d

(

8

%河南庆飞食品配料有限

公司&

%?%?!

!

主要仪器

电热鼓风干燥箱"

%"%/"

型%北京中兴伟业仪器有限

公司$

高速连续式超微粉碎机"

Xb!/!

型%济南亿健医疗设

备有限公司$

分析天平"

.)--"&&

型%常州市衡正电子仪器有限

公司$

超声波清洗器"

,c*!""3

型%昆山市超声仪器有限

公司$

电热恒温水浴锅"

MQBO/&"""

型%北京市永光明医

疗器械有限公司$

真空泵"

+T0/UUU

型%上海亚荣生化仪器厂$

紫外分光光度计"

d\(7>@ID5F)

型%北京莱伯泰科

仪器有限公司&

%?!

!

试验方法

%?!?%

!

雪莲果叶总黄酮的提取
!

选取新鲜的成熟期雪莲

果叶%清洗干净%用鼓风干燥箱在
&*g

干燥
%*;

%超微粉

碎后过
2"

目筛%干燥至恒重备用&称取
%?""

8

雪莲果叶

于
%*"4-

锥形瓶内%加入乙醇溶液%搅拌均匀%

!""^

超

声波辅助一定时间%调节
J

T

值%加入酶后放入恒温水浴

锅中反应一定时间后取出%进行真空抽滤&抽滤
!

"

'

次

将滤液合并倒入
%""4-

容量瓶%定容至刻度线%测定总

黄酮提取率&

%?!?!

!

总黄酮的测定
!

采用亚硝酸钠'硝酸铝显色

法)

!%

*

%得到标准曲线回归方程为
8

&!"<4

]%?'&'1IY

"?""*

!

8

&!"<4

为吸光度$

I

为芦丁标样浓度%

4

8

(

4-

#%相

关系数
Q

!

]"?111!

&按式!

%

#计算总黄酮提取率&

%

U

M

%

V

S

%

M

!

V

S

!

V

%"""

V

%""P

% !

%

#

式中"

%

'''总黄酮提取率%

P

$

M

%

'''测定时样液中黄酮的质量%

4

8

$

S

%

'''样液的体积%

4-

$

M

!

'''样品的质量%

8

$

S

!

'''测定时取样液的体积%

4-

&

%?!?'

!

试验设计
!

!

%

#不同方法的比较"分别称取
%?""

8

雪莲果叶粉于

'

个锥形瓶中%加入
*"4-

乙醇溶液%标号
%

+

!

+

'

+

&

&按

照
%?!?!

进行试验"

%

号瓶中未做超声波及酶处理%

!

号瓶

中加
%4

8

(

4-

纤维素酶不做超声波处理%

'

号瓶用超声

波在
*"g

下辅助
%"46<

且不进行酶处理%

&

号瓶用超声

波在
*"g

下辅助
%"46<

后加入
%?"4

8

(

4-

纤维素酶%

分别测定总黄酮提取率&

!

!

#酶种类的确定"探究
2

种酶!最适
J

T

值%最适温

度#)纤维素酶!

J

T&?$

%

*"g

#+果胶酶!

J

T'?*

%

*"g

#+

木瓜蛋白酶!

J

T 2?*

%

2" g

#+酸性蛋白酶!

J

T '?"

%

&"g

#+碱性蛋白 酶 !

J

T $?"

%

*" g

#和 中 性 蛋 白 酶

!

J

T2?1

%

&$g

#*对雪莲果叶中总黄酮提取率的影响%以

%?""

8

雪莲果叶粉为底料%加入
*"4-

乙醇溶剂%搅拌均

匀后超声波处理
%"46<

%加入酶且浓度为
"?&4

8

(

4-

%在

对应酶的最适
J

T

值及最适温度下进行
&"46<

%分别测

定总黄酮提取率&

!

'

#单因素试验设计"确定基础试验方法为超声波辅

助时间
!" 46<

+超声波辅助温度
*" g

+酶质量浓度

%4

8

(

4-

+酶解时间
&"46<

+乙醇体积分数
2"P

+料液比

!

0

雪莲果叶
jS

乙醇#
%j*"

!

8

(

4-

#的条件下%分别考察各因

素对雪莲果叶总黄酮提取率的影响&各因素水平设计见

表
%

&

!!

!

&

#响应面试验设计"在单因素试验的基础上%选取影

响较大的因素%以总黄酮提取率为响应值%设计响应面试验&

*(!

提取与活性
3MBW)SBUNV R )SBU\UBX

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



表
%

!

单因素试验因素水平表

B5C7@%

!

+6<

8

7@K5=DEF@L

J

@F64@<D57K5=DEF7@H@7D5C7@

水平
超声波辅助

时间(
46<

超声波辅助

温度(
g

料液比

!

8

(

4-

#

乙醇体积

分数(
P

酶质量浓度(

!

4

8

.

4-

Y%

#

酶解时间(

46<

% & !" %j'" %" "?%" !"

! $ '" %j&" !" "?!" &"

' %! &" %j*" '" "?&" 2"

& %2 *" %j2" &" "?2" $"

* !" 2" %j#" *" "?$" %!"

%?!?&

!

抗氧化能力测定

!

%

#

O[[T

.清除能力"参照文献)

!!

*%紫外分光光

度计检测波长为
*%#<4

&

!

!

#总还原力能力"参照文献)

!'

*%紫外分光光度计

检测波长为
#""<4

&

%?'

!

数据处理与分析

运用
Q6=FEIEKD3L=@7!"%"

+

+[++%#?"

进行数据处理&

!

!

结果与分析
!?%

!

不同提取方法的比较

由图
%

可知%与仅溶剂提取相比较%在酶和超声波的

辅助作用下雪莲果叶总黄酮提取率明显提高%两者同时

使用结果最优&选择超声波辅助纤维素酶进行进一步

试验&

!?!

!

酶种类的确定
!

由图
!

可知%酶的种类对雪莲果叶黄酮提取率的影

响较大%其中纤维素酶处理所得雪莲果叶黄酮提取率最

高为
*?!2P

%所以选取纤维素酶结合超声辅助进行进一

步试验&

!?'

!

单因素试验

如图
'

所示%最佳超声波辅助时间为
%!46<

$最佳超

声波辅助温度为
*"g

$最佳酶质量浓度为
"?&4

8

(

4-

$

最佳料液比!

0

雪莲果叶
jS

乙醇#为
%j*"

!

8

(

4-

#$最佳乙醇

体积分数为
!"P

$酶解时间为
2"46<

&

图
%

!

方法比较结果

.6

8

>F@%

!

SE4

J

5F6IE<F@I>7DIEK4@D;EAI

!?&

!

响应面优化试验

!?&?%

!

响应面试验设计及结果
!

基于单因素试验结果%

超声波辅助时间
%!46<

时提取率最高%随着提取过程的

进行%雪莲果叶粉和提取溶剂间的浓度差逐渐减小%超声

波时间继续增加可能会破坏黄酮类提取物)

!!

*

&超声波辅

助温度在
*"g

时结果最好%与纤维素酶的最适温度一致%

选取此温度进行下一步试验&在酶浓度为
"?&4

8

(

4-

时

总黄酮得率最高%说明在此酶浓度下纤维素酶可能已经

将雪莲果叶片细胞中的纤维素完全降解)

%'

*

&所以固定超

声波辅助时间
%!46<

+超声波辅助温度
*"g

+酶质量浓

度
"?&4

8

(

4-

条件下%选取料液比+酶解时间+乙醇体积

分数
'

个因素%设计三因素三水平的响应面试验%试验因

素及水平见表
!

%响应面试验试验结果见表
'

&

!!

运用
O@I6

8

</3L@FD%"?"?&

软件对试验数据进行分析

处理%得到回归方程为"

N]*?'&_"?'#8 _"?%#T _"?%&I _"?%&8T _

"?"#%8IY"?"#1TI_"?%*8

!

Y"?!%T

!

_"?!"I

!

& !

!

#

!!

对回归模型进行方差分析%结果见表
&

%该模型极显

著!

[]"?"""2

%

"?"*

#%失拟项不显著!

[]"?'11'

#

"?"*

#%说明该模型能较准确反映
'

个因素对雪莲果叶总

黄酮提取率的影响%从
?

值得出各因素对雪莲果叶总黄

酮提取率的影响从大到小依次为料液比
#

酶解时间
#

乙

醇体积分数&校正系数
Q

!

]"?1*2!

%说明
1*?2!P

以上

的数据能用此方程解释%拟合度较好%可用于超声波酶法

图
!

!

酶种类对比结果
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图
'

!

各因素对雪莲果叶总黄酮提取率的影响
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8

>F@'

!

3KK@=DIEKH5F6E>IK5=DEFIE<D;@

G

6@7AEKDED57K75HE<E6AI

表
!

!

响应面试验因素及水平

B5C7@!

!

B;@F@I

J

E<I@I>FK5=@D@IDK5=DEFI5<A7@H@7I

水平
)

料液比!

8

(

4-

#

(

酶解时间(
46<S

乙醇体积分数(
P

Y% %j&" *" %"

" %j*" 2" !"

% %j2" #" '"

提取雪莲果叶中总黄酮工艺的试验预测及分析&

!?&?!

!

各因素交互作用分析
!

由图
&

"

2

可知"料液比与

酶解时间的等高线较陡峭%说明二者的交互作用明显且料

液比对总黄酮提取率的影响更大$料液比与乙醇体积分数

交互作用的等高线的形状表现接近圆形%说明两个因素的

相互影响效果不明显$酶解时间和乙醇体积分数的等高线

形成的坡面的走势较为陡峭%说明酶解时间对雪莲果叶总

黄酮提取率的影响比料液比的强%交互作用明显&

!?&?'

!

验证实验
!

利用
O@I6

8

</3L@FD%"?"?&

软件优化试

验结果%得最佳工艺条件为料液比!

0

雪莲果叶
jS

乙醇#

%j

2"

!

8

(

4-

#%酶解时间
2*?**46<

%乙醇体积分数
!1?2#P

%

此条件下总黄酮提取率理论可达
2?''*P

&考虑到实际

的可操作性%将酶解时间调整为
22?""46<

&实际验证实

验的 条 件 为"乙 醇 体 积 分 数
'"P

+酶 质 量 浓 度

"?&4

8

(

4-

+料液比!

0

雪莲果叶
jS

乙醇#

%j2"

!

8

(

4-

#+酶

解
2246<

+在
*" g

下超声处理
%!46<

%实际提取率为

2?'%#P

%与理论值相对误差为
"?!$P

%模型预测性较好且

稳定%可用于雪莲果叶中总黄酮的提取&

!?*

!

雪莲果叶总黄酮抗氧化能力

由图
#

可知%在所选浓度范围内%雪莲果叶总黄酮粗

提取 物 对 于
O[[T

. 有 明 显 的 清 除 能 力 !

4I

*"

]

"?!*4

8

(

4-

#&其清除能力略低于维生素
S

%高于红景

天+何首乌及石榴皮)

!&

*等%表明雪莲果叶总黄酮提取液具

有较高的抗氧化活性&由图
$

可知%总还原力与浓度的

"(!

提取与活性
3MBW)SBUNV R )SBU\UBX

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"
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响应面试验结果
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试验号
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总黄酮提取率(
P
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%% " " " *?*"&

%! % Y% " *?!21

%' " % % *?*!"
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回归模型方差分析h
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G
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F@II6E<4EA@7

方差来源 平方和 自由度 均方
?

值
[

值 显著性

模型
!?"' 1 "?!' %#?"" "?"""2

''

) %?"1 % %?"1 $!?!$

%
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S
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残差
"?"1 # "?"%

((((((((((((((((((((((

失拟项
"?"* ' "?"! %?!2 "?'11'

纯误差
"?"* & "?"%

综合
!?%! %2

!

h

!''

差异极显著!

[

%

"?"%

#%

'

差异显著!

[

%

"?"*

#&

关系与
O[[T

.清除能力测定结果相似%抗氧化能力大

小与浓度线性正相关%呈剂量依赖关系&说明雪莲果叶

中总黄酮粗提取物具有明显的抗氧化效果&

图
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料液比和酶解时间对总黄酮提取率的影响
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图
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料液比和乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响
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图
2
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酶解时间和乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响
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图
#

!

雪莲果叶中总黄酮提取液和维生素
S

对

O[[T

*清除能力的比较
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!
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J
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*

I=5H@<
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图
$

!

雪莲果叶中总黄酮提取液和维生素
S

总还原能力的比较

.6

8

>F@$

!

B;@=E4
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'

!

结论
超声波辅助酶法提取雪莲果叶总黄酮的最佳工艺条

件为"乙醇体积分数
'"P

+酶质量浓度
"?&4

8

(

4-

+料液

比!

0

雪莲果叶
jS

乙醇#
%j*"

!

8

(

4-

#+酶解时间
2!46<

+超声

温度
*"g

+超声时间
%!46<

%该最佳工艺下雪莲果叶中

总黄酮提取率可达
2?'%#P

%高于陈红惠等)

!*

*报道的

*'?&%4

8

(

8

&体外抗氧化活性表明%在测试浓度范围内%雪

莲果叶提取液对
O[[T

自由基具有较好的清除能力及较好

的总还原力&试验仅对雪莲果叶总黄酮的抗氧化活性进行

了初步探究%尚未对抗氧化成分进行定量分离%后续可对雪

莲果叶黄酮类成分进行定量分析及化学成分分析&
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#发布了第
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号告示%修改0食品等的标示标准1的部分内容"
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#针对产品的分装或再包装的情形%可以变更的

原有的标示事项中增加容器+包装材质&
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#删除茶类的其他标示事项中水果茶产品的产

品名称限制规定$新设定茶类产品可以标示/脱咖啡因

产品-的规定$食品添加剂及器具等的杀菌消毒剂不再

标示生产年月日%但可标示保质期&
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