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摘要" 研究了牛蒡多酚的超声辅助酶法提取工艺及抗氧化活性! 在单因素试验基础上"通过响

应面分析法优化牛蒡多酚的提取工艺" 并检测提取物对
!
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二苯基
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0112

$自由基%超氧阴离子自由基%羟自由基的清除能力! 结果表明&

牛蒡多酚的最佳提取条件为乙醇体积分数
345

%液料体积质量比为
"6 789:

%超声时间
; 7%)

%

纤维素酶质量浓度
!<"4 7:978

% 酶解时间
=6 7%)

% 酶解温度
46 "

" 此条件下多酚的提取率为

3!<>> 7:9:

"比超声波辅助法和纤维素酶法分别提高了
>?<>65

%

"4<!>5

' 所提多酚具有较强的抗

氧化活性"且在一定质量浓度范围内"多酚的抗氧化能力与其质量浓度呈现一定的剂量效应关

系"

6<4 7:978

的多酚溶液对
0112

自由基的清除率达
44<;; 5

" 接近同质量浓度
@A

对
0112

自由基的清除率!
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马艳弘!等" 牛蒡多酚超声辅助酶法提取工艺及抗氧化活性

牛蒡!

!"#$%&' ()**) !"

"又名大力子#蒡翁菜#牛

菜等$是公认的食药同源性蔬菜% 年蒡含蛋白质#多种

氨基酸#微量元素#维生素等$还含有菊糖#绿原酸#

牛蒡苷#膳食纤维#多酚等生物活性成分#$%&'

$具有清

除氧自由基$提高人体免疫力等多种保健功效 #(%)'

$

其营养和经济价值高$开发应用前景广阔%

目前国内外对牛蒡的研究主要集中在牛蒡苷#

木脂素#菊糖等物质的检测#分析$分离和纯化及其

功能鉴定等方面#*%+'

% 多酚是牛蒡生物保健功能的主

要物质基础之一#,-%,.'

$其提取方法包括溶剂提取#酶

法辅助提取#微波辅助提取#超声提取等方法% 采用

超声辅助酶法提取活性物质的提取时间短#提取效

率高#而且产物易纯化$已广泛应用于花色苷#蛋白

质#多糖等物质的高效制备#,&%,/'

$但有关牛蒡多酚超

声辅助酶法提取的研究鲜见报道% 作者采用超声辅

助纤维素酶法提取牛蒡多酚$优化其提取工艺并探

讨提取物的抗氧化活性$ 为拓宽牛蒡加工途径#延

长产业链#实现牛蒡多酚的产业化提供参考%

!"!

材料与试剂

牛蒡&徐州世缘食品有限公司提供% 牛蒡清洗

干净后置于恒温干燥箱
)-!

干燥至恒重$ 粉碎过

筛$低温保藏备用%

,

$

,%

二苯基
%.%

三硝基苯肼!

0112

"&上海源叶

生物科技公司产品'羟自由基测定试剂盒#抗超氧

阴离子自由基测定试剂盒&南京建成生物工程研究

所产品'苯酚#无水乙醇#柠檬酸#盐酸#氯化钾等试

剂为分析纯试剂%

!"#

仪器与设备

34%./5-6

超声波机&昆山禾创仪器公司产品'

真空冷冻干燥机&美国
789:;<

公司产品'

=6/..5

型

旋转蒸发仪&上海亚荣生化仪器厂产品'

0>?

紫外分

光光度计&南京菲勒仪器有限公司产品'

@A>B!$/C$$

破壁搅拌机&广东美的电器制造有限公司产品%

!"$

方法

!"$"!

牛蒡多酚提取工艺 牛蒡粉称重$加入乙醇

溶液$置于
(/5 D

功率下进行超声处理$然后按比

例加入纤维素酶$ 恒温提取一段时间$

( /55 :E;FG

离心
$/H.5 ;FG

$分离上清$将沉淀再提取
$

次$

.

次

提取所得上清即为多酚提取液% 浓缩提取液$通过

大孔树脂
IB>?

进行纯化$经乙醇溶液洗脱#浓缩$

冷干$即得牛蒡多酚%

!"$"#

总酚的测定 福林酚比色法测定多酚质量

分数#$)'

$以没食子酸为标品制标曲$分别加入
/ ;!

蒸

馏水$

$ ;! JK

试剂和
& ;!

质量分数
*L/M NO

.

KP

&

溶液$

(/ !

水浴加热
+- ;FG

后$ 在波长
*)- G;

处

测吸光度$得到没食子酸质量浓度与吸光度的回归

方程&

+Q-R--/ &, % -"-,/ .

!

-

.

Q-"++? +

"$据此标曲

计算牛蒡多酚质量分数!按没食子酸计"$再按照公

式!

,

"计算其多酚得率
.

%

."

!

/!0S'

"

#,-- M

!

,

"

式中&

.

为多酚得率$!

;TST

"'

1

为多酚质量浓度$

!

;TS;!

"'

0

为提取液的总体积$!

;!

"'

'

为牛蒡粉

质量$!

T

"%

!"$"$

单因素试验设计 分别考察不同乙醇体积

分数!

&- M

#

(- M

#

/- M

#

)- M

#

*- M

"#不同液料体

积质量比!

/

#

,-

#

,/

#

.-

#

./ ;!ST

"#不同超声波时间

!

&

#

)

#

+

#

,.

#

,/ ;FG

"#不同纤维素酶质量浓度!

-"/

#

,

#

,"/

#

.

#

."/ ;TS;!

"#不同酶解温度!

(/

#

/-

#

//

#

)-

#

)/ !

"#不

同酶解时间!

&-

#

(/

#

)-

#

*/

#

+- ;FG

"等
)

个因素对多

酚提取率的影响$根据结果确定适宜的提取条件%

!"$"% B<U%B98GV9G

试验设计及响应面分析 采用

B<U>B98GV9G

设计方案$在单因素试验的基础上$以

乙醇质量分数 !

I

"# 纤维素酶质量浓度
S

!

;TS;!

"

!

B

"#酶解时间
S;FG

!

K

"#酶解温度
S!

!

0

"为考察因

素$以牛蒡多酚得率为响应值$利用
09WFTG>6UX9:Y

?R-/

软件优化工艺参数% 因素水平见表
,

%
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-%+,"12,(%")$*)+(%",.(3(.)"0,$4,3$50312%$5,1(!,(,+$!2,2442.",$%,)"!,6-!!'
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&'()*+,-

&

EF#+$.G

!

!"2$%&' ()**) =8

"$

3$50312%$5!

$

F5"#-!$%).

$

.255F5$!2

$

#2!3$%!2,!F#4-.2,

62"1$+$5$&0

$

-%")$*)+-%",-.")/)"0,
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牛蒡多酚抗氧化活性分析!"#$"%&

'

!牛蒡多酚对
())*

自由基清除能力测定 配置

+,-. /01/2

的
())*

自由基溶液"取不同体积的多

酚溶液"加去氧水补足
3 /2

"分别加入
. /2 ())*

溶液"混合均匀后避光反应
4- /56

"用分光光度计

分别测定
738 6/

处的吸光度值
!

3

"

7 /2 ())*

溶液

与
3 /2

无水乙醇混合后测得的吸光度值
!

-

"

7 /2

无水乙醇与
3 /2

多酚溶液混合后测得的吸光度值

!

9

# 按照公式$

9

!计算
())*

自由基清除率%

())*

自由基清除率
1:;

&

!

-

<

&

!

3

'

!

9

!!

1=

-

! 3--:

&

9

!

式中(

!

3

为样品管吸光度值)

!

9

为对照管吸光

度值)

!

-

为空白管吸光度值%

9

!牛蒡多酚抗超氧阴离子自由基能力测定 按

照试剂盒说明书" 分别取
->3

*

->9

*

->4

*

->?

*

->. /01/2

的多酚溶液及同质量浓度
@A

溶液"测定
..- 6/

处

的吸光度值% 对照组用无水乙醇代替样品"按照式

&

4

!计算抗超氧阴离子自由基活力单位%

抗超氧阴离子活力单位 &

BC2

!

;

&

!

9

<!

3

!

1

&

!

9

<

!

-

!

!

标准品质量浓度
!3---

&

4

!

式&

4

!中(

!

3

为样品管吸光度值)

!

9

为对照管吸

光度值)

!

-

为标准管吸光度值%

4

!牛蒡多酚清除羟自由基能力测定 按照试剂

盒说明书操作" 分别取
.-- !2

不同质量浓度&

->3

*

->9

*

->4

*

->?

*

->. /01/2

!的多酚溶液和
@A

溶液"测定

..- 6/

处的吸光值% 按照式&

?

!计算羟自由基清除率%

羟自由基清除率
1:;

&&

!

-

<!

3

!

1!

-

!

!3--:

&

?

!

式中(

!

3

为试验管吸光度值)

!

-

为对照管吸光

度值%

%"!

牛蒡多酚提取单因素试验结果

%"!"!

乙醇体积分数对牛蒡多酚提取量的影响 由

图
3

可知"乙醇体积分数在
4-:D7-:

之间"随着乙

醇体积分数的提高"多酚提取率逐渐提高"在乙醇

体积分数达到
7-:

时" 多酚的提取率达到最大值

94>8% /010

)乙醇体积分数在
7-:DE-:

之间"多酚得

率变化平缓)乙醇体积分数大于
F-:

"多酚得率随

着质量分数提高反而下降% 这是由于高体积分数提

取溶剂会引起细胞蛋白质变性" 间接影响多酚溶

出"最终导致了得率的降低!3G&

%因此选择乙醇的适宜

体积分数为
7-:

%

图
!

乙醇体积分数对多酚得率的影响

&'(" ! )**+,- .* +-/01.2 ,.1,+1-30-'.1 .1 +4-30,-'.1 30-+

.* 5.265/+1.27 *3.8 9:3;.,<

%"!"%

液料体积质量比对牛蒡多酚提取量的影响

由图
9

可知"多酚得率会随液料体积质量比的增加而

逐渐增大"在
9- /2C0

时"提取率达到峰值
97>79 /0C0

"

之后再增大液料体积质量比" 多酚得率变化平缓"

表明
9- /2C0

的液料体积质量比即可使多酚溶出达

到平衡" 由此将
9- /2C0

确定为牛蒡多酚的最佳液

料体积质量比%

图
%

液料体积质量比对多酚得率的影响

&'(" % )**+,- .* 7.2'; -. 2'=:'; 30;'. .1 +4-30,-'.1 30-+ .*

5.265/+1.27 *3.8 9:3;.,<

%"!"#

超声时间对牛蒡多酚提取量的影响

图
4

可见"

4DF /56

范围内多酚得率随着超声

?- ->7 F- ?7

7- 3>- 87 7-

F- 3>7 G- 77

3

9

4

因素
水平

乙醇体积分数
C:

酶质量浓度
C

&

/0C/2

! 酶解时间
C/56

酶解温度
C"

表
! >.4?>+/1<+1

试验设计因素和水平编码表

@092+ ! &0,-.37 01; 2+A+27 .* >.4?>+/1<+1 +45+3'8+1-02 ;+7'(1

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
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:
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时间延长而提高! 到
! "#$

时! 提取率达到最大

"

%&'!( ")*)

#!这是由于
+ ",$

内!超声的空化效应

随时间的延长而增强!细胞破坏程度增大!从而导

致多酚溶出$得率提高%超过
+ ",$

后多酚得率开始

下降!是由于长时间的超声波作用引起了多酚的共

价键断裂进而引发了多酚的降解!因此!确定适宜

的超声时间为
+ ",$

&

图
!

超声时间对多酚得率的影响

"#$% ! &''()* +' ,-*./0+1#) *#2( +1 (3*./)*#+1 ./*( +'

4+-546(1+-0 '.+2 7,.8+)9

:%;%<

纤维素酶量对牛蒡多酚提取量的影响 由

图
-

可见!在
.'/01'. "23"4

添加范围内!随着纤维

素酶用量的加大!多酚得率也明显提高!当酶用量

为
1'. "23"4

时!多酚得率达到最大值
567.5 ")3)

&

之后继续提高酶的用量!多酚得率反而降低& 表明

适量纤维素酶的添加有利于破坏牛蒡的细胞壁结

构!增强多酚的溶出效率!但是酶用量过多!会导致

溶剂粘度增高$阻塞细胞内含物的溶出通道!从而

导致其提取率的下降&

图
<

纤维素酶质量浓度对多酚得率的影响

"#$% < &''()* +' )(--,-/0( )+1)(1*./*#+1 +1 (3*./)*#+1 ./*(

+' 4+-546(1+-0 '.+2 7,.8+)9

:%;%=

酶解温度对牛蒡多酚得率的影响 由图
/

可知!酶解温度在
-/0/. !

之间!多酚得率随酶解

温度的升高而升高! 在酶解温度达到
/. !

时达到

峰值
58'./ ")3)

% 而多酚得率在
//0+. !

之间则基

本趋于稳定%超过
+.!

后!多酚得率反而下降& 表明

温度过高会使酶蛋白变性!酶活性降低!从而导致

多酚提取率降低& 由此确定牛蒡多酚的适宜酶解温

度为
/.!

&

图
=

酶解温度对多酚得率的影响

"#$% = &''()* +' )(--,-/0( .(/)*#+1 *(24(./*,.( +1

4+-546(1+-0 5#(-8 '.+2 7,.8+)9

:%;%>

酶解时间对牛蒡多酚提取量的影响 从图
+

可以看出!酶解时间在
5.09/ ",$

之间!酶解时间越

长!多酚得率越高!在
9/ ",$

时多酚得率达到最大

"

5&'91 ")3)

'!大于
9/ ",$

后多酚提取率反而下降&

这是由于适宜的反应时间能够促使底物和酶接触

充分!进而提高了牛酚得率& 由此可确定
9/ ",$

为

牛蒡多酚的最佳酶解时间&

图
>

酶解时间对多酚得率的影响

"#$% > &''()* +' )(--,-/0( .(/)*#+1 *#2( +1 4+-546(1+-0

5#(-8 '.+2 7,.8+)9

:%:

牛蒡多酚提取条件响应面优化结果

:%:%;

回归模型建立与显著性检验 根据
:;<=

>?@$AB$

的中心组合设计原则! 以多酚得率为响应

值! 优化牛蒡多酚的提取工艺& 结果见表
%

& 利用

CBD,2$ E<FBGH87./

软件对表中数据进行分析! 得到

响应值对几个自变量的回归方程为(

!I-17%1=.7%1"J1'9/#=.'-.$J.'%6%=.'/5&#=

1'15&$J1'15&%J.'66#$J.'/.#%J1'%8$%=.'//&

%

=

%'/91#

%

=1'-+$

%

=1'..%

%

&%
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来源

模型

!

"

#

总和

平方和

!!"#!$

%#&'

"(#()

!#)*

!!(#$& +)

自由度

!'

!

!

!

均方

)#%)

%#&'

"(#()

!#)*

显著性

,,

,,

,

$ ! ! !

!" !#!! ! !#!!

!# &#!' ! &#!' ,,

!$ &#%) ! &#%) ,,

"# "#*& ! "#*& ,,

"$ %#** ! %#**

#$ (#& ! (#& ,,

!

+

+ ! +

"

+

'+#)) ! '+#))

#

+

!"#)" ! !"#)"

$

+

(#'( ! (#'(

残差
"#&) !' %#+(

失拟项
"#+( !% %#""

误差
%#"+ ' %#%$*

%

值

"!#(!

+#!

!'"#'&

$#'

"#*!

'#"&

+%#!

!*#))

!&#'$

"#)*

+&#'"

$#)

!($#(*

&'#%$

+&#+)

'#!!

&

值

- %#%%% !

%#!(* "

- %#%%% !

%#%!( (

%#%() !

%#%&& )

%#%%% &

%#%%% &

%#%%! &

%#%() $

%#%%% +

%#%!' '

- %#%%% !

- %#%%% !

%#%%% +

%#%*+ )

序

号

!

+

"

'

+*

.

!乙醇

体积

分数
/0

'%

'%

&%

&%

&%

1

!纤维素酶

质量浓度
/

"

23/24

#

%#&

!

!

!#&

!

5

!酶解时

间
/267

$&

*%

$&

$&

$&

8

!酶解温

度
/!

&%

&%

&%

&&

&%

多酚得率
/

"

23/3

$

"&#()' *

'%#%'& "

'%#)$" (

"*#$&+ )

'!#+++ (

& &% ! (% && "$#)*+ &

( &% !#& (% &% ")#+'$ +

$ &% ! $& &% '!#!!) *

) (% !#& $& &% "*#!+% (

* &% %#& $& && "&#)!* )

!% (% ! *% &% "$#''$ +

!! &% ! (% '& "*#*!$ %

!+ (% ! $& && '!#%"& )

!" &% ! $& &% '!#!*(+

!' '% ! $& && "*#&!$ %

!& &% %#& $& '& "$#%!) *

!( &% %#& (% &% "(#"!) *

!$ &% !#& *% &% "*#)&) &

!) '% ! $& '& '%#"(' +

!* &% !#& $& '& ")#*&$ &

+% '% ! (% &% "*#!(* )

+! (% ! $& '& "$#"$" +

++ (% ! (% &% '!#!%& $

+" '% !#& $& &% '%#"$$ '

+' &% ! *% '& "(#$&+ )

+& (% %#& $& &% "(#&"$ $

+( &% ! $& &% '!#(&+ (

+$ &% %#& *% &% ""#*&+ )

+) &% ! *% && "*#)+) "

注!

'

+

9%#*(*"

%

'

+

.:;

9%#*")$

%

,

表示
%#%&

水平影响显著&

,,

表

示
%#%!

水平影响极显著'

表
! "#$%"&'()&(

实验设计及结果

*+,-& ! "#$%"&'()&( &$.&/01&(2+- 3&405( +(3 /&46-24

由方差分析结果表
"

可知%该回归模型高度显

著(

&"%#%%% !

$%失拟项)

&9%#%*+ )

$不显著%表明试

验值与预测值高度相关"

'

+

9%#*(* "

%

'

+

.:;

9%#*") $

$%

模型与实验拟合良好%该模型可以反应牛蒡多酚得

率的预测与分析<+%=

'表
"

还反应了
'

个自变量对响应

值多酚得率的影响程度%其影响大小排序依次为纤

维素酶质量浓度"

"

$

(

酶解时间"

#

$

(

酶解温度"

$

$

(

乙醇体积分数"

!

$%其中因素
#

对多酚得率影响显

著"

&"%#%&

$%因素
"

和
!#

*

!$

*

"#

*

#$

的交互作用

对多酚得率的影响极显著"

&"%#%!

$'

表
7

方差分析表

*+,-& 7 *'& 2+,-& #8 9+/0+(:& +(+-;404

!<!<!

牛蒡多酚提取量响应面分析与优化 图
$

反映了两两因素间的交互作用对牛蒡多酚提取量

的影响情况' 曲面越陡%表明变量对多酚得率影响

越大 <+!=

' 由图可见%除乙醇体积分数与酶质量浓度

"

!"

$*酶质量浓度与酶解温度"

"$

$的交互作用对

提取量的影响不显著"

&#%#%&

$外%乙醇体积分数与

酶解时间"

!#

$*乙醇体积分数与酶解温度"

!$

$*酶

质量浓度与酶解时间"

"#

$*酶解温度与时间"

#$

$的

互作效应对牛蒡多酚得率的影响极显著 "

&-%#%!

$'

经软件分析%得到的最佳提取参数为!乙醇体积分

数
'"#()0

*纤维素酶质量浓度
!#+' 23/24

*酶解时

间
$*#)! 267

*酶解温度
&%#&( !

%此条件下牛蒡多

酚得率为
'!#(& 23/3

'经综合考虑%修正为!乙醇体积

分数
'&0

*纤维素酶质量浓度
!#+& 23/24

*酶解时

间
)% 267

*酶解温度
&% !

' 经验证%此条件下多酚

T:
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图
!

各因素交互作用影响牛蒡多酚提取量的响应面图

"#$% ! &'()*+(' (,-./0' )1*2 (3*4#+$ 23' '..'02( *.

'23/+*1 0*+0'+2-/2#*+5 0'11,1/(' 0*+0'+2-/2#*+5

0'11,1/(' -'/02#*+ 2'6)'-/2,-'5 /+7 2#6' *+ 23'

8#'17 *. )*18)3'+*1( .-*6 9,-7*0:

提取率为
!"#$$ %&'&

! 实测值与预测值相对偏差在

(#)*+

左右! 证明该模型可用于预测牛蒡多酚提取

状况"

;%;%<

超声波辅助纤维素酶法与其他提取方法的

比较 比较超声辅助酶法提取方法# 超声提取#酶

法提取方法对牛蒡多酚提取量的影响!结果发现
$

种

方法的多酚得率分别为
!"#$$

#

,-#*)

#

$$#($ %&.&

!超

声辅助酶法提取的多酚得率比其他
,

种方法分别

提高了
$-/$( +

#

,0#"$ +

" 这是由于一方面纤维素

酶可破坏牛蒡细胞壁结构!促使多酚外溢$另一方

面!超声波的空化效应和振动作用!也能促使牛蒡

细胞破裂!导致多酚从细胞中溶出$同时!短时间的

超声处理还能够促进酶分子空间构象发生变化#加

速底物与酶的接触!从而增强纤维素酶活力#提高

酶解效率1,,2,!3

"

;%<

牛蒡多酚抗氧化活性分析

;%<%=

牛蒡多酚对
4556

自由基的清除作用 如

图
7

所示!牛蒡多酚的
4556

自由基清除率随其质

量浓度的提高而逐渐增强!当质量浓度为
(80 %&.%9

时!对
4556

自由基的清除率达最大%

00#**:

&!与

同质量浓度
;<

溶液对
4556

自由基的清除率

%

00#7"+

&相比并无差异!表明牛蒡多酚具有很强的

4556

自由基清除能力"

图
>

牛蒡多酚的
?@@A

自由基清除能力

"#$% > ?@@A -/7#0/1 (0/B'+$#+$ 0/)/0#28 *. )*18)3'+*1(

.-*6 9,-7*0:

;%<%;

牛蒡多酚的抗超氧阴离子活力 如图
-

所

示!牛蒡多酚的抗超氧阴离子自由基能力随着多酚

质量浓度增大而增强! 但是略低于同质量浓度
;<

的抗超氧阴离子活力"

;%<%<

牛蒡多酚对羟自由基的清除作用 由图
"(

&#
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图
F

牛蒡多酚的抗超氧阴离子自由基能力

)-2G H +#6.$"5-*. &%-"% $&*-,&' <,&E.%2-%2 ,&6&,-03

"( 6"'361.%"'< ($"7 :#$*",I

图
JK

牛蒡多酚的羟自由基清除能力

)-2G JK L3*$"53' $&*-,&' <,&E.%2-%2 ,&6&,-03 "(

6"'361.%"'< ($"7 :#$*",I

结结结结结 语语语语语
7777

7

可示! 牛蒡多酚对羟自由基的清除率随着多酚质量

浓度提高而增强!具有明显的量效关系' 但牛蒡多酚

对羟自由基的清除效果明显低于同质量浓度的
!"

'

以多酚提取率为指标!在单因素试验基础上通

过响应面分析法优化了牛蒡多酚超声辅助酶法提

取工艺! 建立的牛蒡多酚预测模型为
+# $%&'%(

)&'%!* %&+,,( )&$)-* )&'-.( )&,./,( %&%.!-*

%&%.!. * )&--,- * )&,),. * %&'/-. ( )&,,!

'

(

'&,+%,

'

( %&$0-

'

(%&)).

'

!最优提取条件为$乙醇体积

分数
$,1

(液料体积质量比
') 2345

(

$,) 6

超声功率

下超声处理
0 278

! 纤维素酶质量浓度
%&', 25423

(

酶解时间
/) 278

(酶解温度
,) !

' 此条件下牛蒡多

酚的提取量最大!达
$%&.. 2545

!比超声波辅助法和

纤维素酶法分别的多酚得率分别提高了
.-&.)1

(

',&%.1

'

通过检测牛蒡多酚的
9::;

自由基清除能力(

抗超氧阴离子自由基能力( 羟自由基清除能力发

现! 所提牛蒡多酚具有较强的抗氧化活性! 其对

9::;

自由基的清除作用最强! 对羟基自由基的清

除作用较弱'

TT
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