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菱角壳中总黄酮提取工艺的优化
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摘要：为优化超声波辅助提取菱角壳总黄酮工艺，在单因素

试验基础上，采用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合设计原理和响应

面分析法对提取温度、提取时间、乙醇浓度等主要参数进行

优化，并建立回归模型。结果表明，该模型较好地反映了总

黄酮提取得率各主要参数的关系；优化得到的最佳工艺条件

为提取温度７２℃，提取时间３８ｍｉｎ，乙醇浓度５２％。该条件

下，菱角壳总黄酮提取得率为５．６１％，与模型预测值相符，该

工艺可用于菱角壳总黄酮的提取。

关键词：菱角壳；总黄酮；超声波；辅助提取；工艺优化
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菱角（犜狉犪狆犪狊狆狆．）又称水栗、龙角，是中国传统的水生

经济作物。其脆嫩多汁，营养丰富，被历代医家视为“养生之

果”［１］。中国菱角资源丰富，种植面积达４万ｈｍ２，年产量约

２４万ｔ
［２］。菱角壳是菱角加工的主要副产物，约占菱角质量

的２５％。其富含多糖、多酚、黄酮等多种生理活性成分，日益

受到了食品、医药行业的亲睐［３－４］。然而，菱角加工中往往

将其废弃或作青储饲料、堆肥之用，不仅浪费了大量菱壳资

源，还造成了环境污染［５］。已有研究［６－９］报道菱角壳中的黄

酮类化合物具有良好的抗氧化、抑制癌细胞增殖、减缓细胞

氧化损伤等功效。前人［１０－１３］曾采用正交试验或响应面试验

研究菱角壳中黄酮的提取工艺，但均存在提取试剂有害或提

取得率低的问题，不能有效应用于工业生产。为了综合利用

菱角资源，提高产品附加值，本研究拟以乙醇作为提取溶剂，

采用超声波辅助提取方法从菱角壳中提取总黄酮，并运用响

应面法优化其提取工艺，旨在为黄酮物质的分离纯化及鉴

定，以及菱角壳的综合利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

菱角壳：采自湖南湘潭市；

芦丁标准品：９９％，美国Ｓｉｇｍａ公司；

氢氧化钠、乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝：分析纯，国药集团化

学试剂有限公司；

电子天平：ＢＳ１２４Ｓ型，德国赛多利斯集团；

紫外可见分光光度计：ＵＶ２８００ＳＰＣ型，上海舜宇恒平科

学仪器有限公司；

高速冷冻离心机：ＧＬ２０型，长沙英泰仪器有限公司；

旋转蒸发器：ＲＥ５２Ａ型，西安予辉仪器有限公司；

循环水真空泵：ＳＨＺＤＩＩＩ型，西安予辉仪器有限公司；

超声波提取机：ＢＩＬＯＮ１０００ＣＴ型，上海比朗仪器制造

有限公司；

粉碎机：ＬＫ２０００Ａ型，新昌县城关红利数控制造厂；
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电热炉：ＴＬＤ型，上海化科实验器材有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　原料预处理　取新鲜菱角壳于８０℃烘干至恒重，粉

碎过１００目筛，经石油醚脱脂后备用。

１．２．２　菱角壳总黄酮的测定　参考文献［１４］的方法绘制标

准曲线，并测定黄酮含量，所得标准曲线回归方程为：狔＝

１．０５２７狓－０．０１７２（犚２＝０．９９８０）。按式（１）计算黄酮提取率。

犈 ＝
犆×犞×犞１

犠 ×犞２×１０００
×１００％ ， （１）

式中：

犈———样品总黄酮提取得率，％；

犆———经吸光度值计算得出的总黄酮浓度，ｍｇ／ｍＬ；

犞１———测定吸光度时样液定容后的体积，ｍＬ；

犞———提取样品溶液总体积，ｍＬ；

犞２———检测时所取提取样液的体积，ｍＬ；

犠———试样质量，ｇ。

１．２．３　菱角壳总黄酮提取及响应面设计

（１）菱角壳总黄酮提取条件的初步确定：取１０．００ｇ菱

角壳原料于５００ｍＬ烧杯中，加入乙醇提取剂，置于超声提取

机中提取，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液并定容至

１００ｍＬ。按１．２．２中的方法测定菱角壳中总黄酮的提取得

率，通过单因素试验初步确定乙醇浓度、料液比、提取温度、

提取时间、超声波功率这５个因素的水平。

（２）全因子试验设计：依据单因素试验结果，利用

Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０６软件设计（ＰＢ）ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验，选

择单因素试验中提取率较高的条件为ＰＢ试验的０水平，筛

选出乙醇浓度、料液比、提取温度、超声功率、提取时间中对

总黄酮提取得率有显著影响的因素。然后通过最陡爬坡试

验确定中心点，进行ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设计。

１．３　数据处理

采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０６统计软件，按照ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍ

ｐｏｓｉｔｅ的原理进行回归试验设计并对数据进行分析，方差分

析的显著性水平设置为０．０５。

２　结果与分析
２．１　ＰＢ试验结果

经过单因素试验，初步确定乙醇浓度、料液比、提取温度、

提取时间、超声波功率这５个因素的水平依次为５０％、１２５

（ｇ／ｍＬ）、７０℃、４０ｍｉｎ、３６０Ｗ。在此基础上进行ＰＢ试验设

计，其水平编码及结果分别见表１、２，用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０６对

其进行回归模型方差分析，结果见表３，得到回归方程：

犢＝４．０７＋０．２５犃＋０．０６７犅＋０．４２犆－０．１１犇－０．２７犈。 （２）

其Ｐ＝０．０１８０＜０．０５，同时筛选出对总黄酮提取得率有

显著影响的因素有乙醇浓度、提取温度和提取时间。

２．２　最陡爬坡试验

根据ＰＢ试验中各主要因素的效应大小设计最陡爬坡试

验，结果见表４。由此得出的最优值即为二次旋转中心组合

设计的中心点，即Ａ（乙醇浓度）５２％、Ｃ（提取温度）７２℃、Ｅ

（提取时间）３８ｍｉｎ。

表１　ＰＢ设计因素及其编码水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｒｓｉｎＰＢｄｅｓｉｇｎ

水平
Ａ乙醇浓

度／％

Ｂ液料比

（ｍＬ·ｇ－１）

Ｃ温度／

℃

Ｄ超声波

功率／Ｗ

Ｅ时间／

ｍｉｎ

－１ ４０ ２０ ６０ ２４０ ３０

０ ５０ ２５ ７０ ３００ ４０

１ ６０ ３０ ８０ ３６０ ５０

表２　ＰＢ设计方案及响应值

Ｔａｂｌｅ２　ＰＢｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｉｔｓｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
总黄酮提取

得率／％

１ －１ －１ －１ －１ －１ ３．７３

２ １ －１ １ １ １ ３．８６

３ －１ １ １ －１ １ ４．０３

４ １ －１ １ １ －１ ５．００

５ １ １ －１ １ １ ３．９２

６ －１ －１ １ －１ １ ４．１９

７ １ １ １ －１ －１ ５．５０

８ －１ －１ －１ １ －１ ３．５３

９ １ －１ －１ －１ １ ３．７１

１０ １ １ －１ －１ －１ ３．９１

１１ －１ １ １ １ －１ ４．３６

１２ －１ １ －１ １ １ ３．０９

表３　ＰＢ试验方差分析


Ｔａｂｌｅ３　ＡＮＯＶＡｏｆＰＢｔｅｓｔ

方差来源 自由度 均方 犉 值 Ｐ值 显著性

模型 ５ ０．７８３２５３ ６．８７８４９４ ０．０１８０ 

Ａ １ ０．７３１３１３ ６．４２２３５６ ０．０４４４ 

Ｂ １ ０．０５３０９２ ０．４６６２５４ ０．５２０２

Ｃ １ ２．１２４９３１１８．６６１０４０ ０．００５０ 

Ｄ １ ０．１４１２１７ １．２４０１６２ ０．３０８１

Ｅ １ ０．８６５７１４ ７．６０２６５９ ０．０３３０ 

残差 ６ ０．１１３８７０


总和 １１

　　表示极显著（Ｐ＜０．０１）；表示显著（Ｐ＜０．０５）。

表４　最陡爬坡试验及结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｓｔｅｅｐｅｓｔ

ａｓｃｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号 Ａ Ｃ Ｅ 总黄酮提取得率／％

１ ５０ ７０ ４０ ４．７７

２ ５２ ７２ ３８ ５．５５

３ ５４ ７４ ３６ ４．１８

４ ５６ ７６ ３４ ４．５６

５ ５８ ７８ ３２ ３．９７

６ ６０ ８０ ３０ ３．７５
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２．３　ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ设计及结果

根据最陡爬坡试验确定的中心点进行ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ试

验，响应面设计的水平编码及结果分别见表５、６。

表５　ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ试验设计因素和水平

Ｔａｂｌｅ５　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎ

水平 Ｃ温度／℃ Ｅ时间／ｍｉｎ Ａ乙醇浓度／％

－１ ７０ ３６ ５０

０ ７２ ３８ ５２

１ ７４ ４０ ５４

表６　ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ设计方案及响应值

Ｔａｂｌｅ６　ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｉｔｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅ

试验号 Ｃ Ｅ Ａ 总黄酮提取得率／％

１ ０ １ －１ ４．３８

２ ０ ０ ０ ５．７３

３ １ ０ －１ ４．０１

４ １ －１ ０ ４．２７

５ ０ ０ ０ ５．４７

６ ０ ０ ０ ５．８１

７ １ ０ １ ４．２１

８ －１ １ ０ ４．９４

９ ０ －１ １ ３．９６

１０ －１ ０ １ ４．２７

１１ １ １ ０ ３．８６

１２ －１ ０ －１ ４．１９

１３ ０ ０ ０ ５．５３

１４ ０ －１ －１ ５．１３

１５ －１ －１ ０ ４．３７

１６ ０ ０ ０ ５．４９

１７ ０ １ １ ４．３９

使用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行二次响应面分析，得

到的预测模型为：

犢＝５．６０－０．１８犆－０．０１９犈－０．１１犃－０．２４犆犈＋０．０２９犆犃＋

０．２９犈犃－０．７７犆－０．４７犈２－０．６６犃２。 （３）

由表７可知，该模型回归显著（Ｐ＝０．００２４＜０．０１），失拟

项不显著（Ｐ＝０．０６６０＞０．０５），从决定系数犚２＝０．９３３０可看

出，该模型的拟合程度较好，具有一定的实践指导意义。

２．４　响应曲面的拟合及最佳操作点的确定

图１～３是根据回归方程做出的响应面图。由图１可

知，提取温度和提取时间对响应值的影响皆为明显的二次抛

物线。温度的升高有利于分子解附和扩散，较长时间提取有

利于黄酮溶出，提高提取得率。但温度过高或者提取时间太

长，乙醇挥发、黄酮物质降解或者杂质溶出增多都会影响总

黄酮提取得率［１５－１７］。由图２、３可知，总黄酮提取得率与乙

醇浓度、提取温度、提取时间均有明显的二次抛物线关系，且

表７　响应面方差分析


Ｔａｂｌｅ７　ＡＮＯＶＡｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

方差来源 自由度 均方 犉 值 Ｐ值 显著性

模型 ９ ０．７６１４１５ １０．８２５０４０ ０．００２４ 

Ｃ １ ０．２４９７３７ ３．５５０５１６ ０．１０１５

Ｅ １ ０．００２９５１ ０．０４１９５５ ０．８４３５

Ａ １ ０．０９７０８６ １．３８０２７６ ０．２７８５

ＣＥ １ ０．２３８６６２ ３．３９３０５４ ０．１０８０

ＣＡ １ ０．００３３３９ ０．０４７４７２ ０．８３３７

ＥＡ １ ０．３４６７２７ ４．９２９４１６ ０．０６１９ 

Ｃ２ １ ２．５２０８１９ ３５．８３８５１０ ０．０００５ 

Ｅ２ １ ０．９４４２６３ １３．４２４５９０ ０．００８０ 

Ａ２ １ １．８５５７３９ ２６．３８３０６０ ０．００１３ 

残差 ７ ０．０７０３３８


失拟 ３ ０．１３２２２９ ５．５２７８６８ ０．０６６０

净误差 ４ ０．０２３９２０

总和 １６

　　表示极显著（Ｐ＜０．０１）；表示显著（Ｐ＜０．０５）。

图１　提取时间和提取温度交互影响总黄酮

提取得率的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｆｏｒｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆｔｏｔａｌｆｌａ

ｖｏｎｏｉｄｓ

图２　乙醇浓度和提取温度交互影响总黄酮

提取得率的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｆｏｒｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆ

ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
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图３　乙醇浓度和提取时间交互影响总黄酮提取得率

的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｆｏｒｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

乙醇浓度和提取时间具有显著的相互作用。通过Ｄｅｓｉｇｎｅｘ

ｐｅｒｔ８．０６软件进行二次响应面回归分析，响应曲面在５２％

的乙醇浓度、７２℃、提取３８ｍｉｎ时出现峰值，说明在一定的

范围内，适当增大乙醇浓度至与黄酮类物质极性相近，适当

提高提取温度，适当缩短提取时间有利于提高总黄酮提取得

率。通过响应面优化，得出的最佳提取条件为：提取温度

７１．７７℃，提取时间３７．９６ｍｉｎ，乙醇浓度５１．８２％，此条件下

总黄酮提取得率预测值为５．６２％。

２．２．５　验证实验　为方便实际操作，验证实验中将响应面优

化所得的各工艺参数修正为提取温度７２ ℃，提取时间

３８ｍｉｎ，乙醇浓度５２％。在此条件下得到的总黄酮平均提取

得率为５．６１％，与预测值相符度为９９％。这说明响应面法优

化得到的提取条件可靠，具有一定的实践价值。

３　结论
以乙醇作为提取溶剂从菱角壳中提取总黄酮，在单因素

试验的基础上，运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行ＰＢ试验

设计、爬坡试验和ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合设计，得出菱角壳

中总黄酮提取的最佳工艺条件为：提取温度７２℃，提取时间

３８ｍｉｎ，乙醇浓度５２％。经验证，此条件下总黄酮提取得率

为５．６１％，符合模型预测值，适合于菱角壳总黄酮的提取。

与前人［１０－１３］研究结果相比，此工艺的提取得率更高，提取试

剂安全无毒，能为菱角壳的综合利用提供依据。但在实际生

产中，必须考虑乙醇试剂的回收及重复利用问题，以降低生

产成本。
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