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响应面优化牡丹籽壳总黄酮超声波提取工艺
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摘要：采用超声波法提取牡丹籽壳中总黄酮。通过单因素试验分别考察乙醇体积分数、料液比、超

声功率、超声时间、提取温度对总黄酮得率的影响，在此基础上采用响应面法优化超声波提取工艺

条件。以抗氧化剂ＶＣ为对照，采用 ＤＰＰＨ法测定牡丹籽壳总黄酮的体外抗氧化活性。结果表明：
超声波提取牡丹籽壳总黄酮最佳工艺条件为乙醇体积分数６０％、料液比１∶５０、超声功率２５０Ｗ、超
声时间５０ｍｉｎ、提取温度４０℃，在此条件下牡丹籽壳总黄酮得率为１３．６６％；牡丹籽壳总黄酮对
ＤＰＰＨ自由基的清除能力优于ＶＣ，且其抗氧化活性与质量浓度呈一定的量效关系。
关键词：牡丹籽壳；总黄酮；超声波提取；响应面；抗氧化活性
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　　牡丹（ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒ．）为毛茛科芍药
属落叶灌木，是原产中国的名贵木本花卉［１］。油用

牡丹是牡丹组中结籽量大、出油率高、适应性强而且

产量稳定的品种的统称，是我国特有的木本油料植

物，分布范围广、出油率高、油质优、综合利用产业链

长、附加值高，具有重要的经济效益、生态效益及社

会效益［２］。“凤丹”牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｏｓｔｉａ，Ｆｅｎｇｄａｎ）是
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牡丹野生种杨山牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｏｓｔｉａ）的栽培种，主要
用于丹皮和牡丹籽油的生产，是一种药食兼备的观

赏性植物，广泛种植于山东、河南、陕西、安徽、重庆

等地［３］。２０１１年国家卫生部批准牡丹籽油为新资
源食品。牡丹籽壳作为牡丹籽油生产中的副产物，

约占牡丹籽质量的１／３［４］，尽管其总量丰富，由于加
工利用技术和相关研究的缺乏，大量牡丹籽壳被作

为废弃物丢弃，造成了资源浪费和环境污染。因此，

研究牡丹籽壳中的功能性成分对提高牡丹籽油副产

物的综合利用率及其经济效益有重要意义。

目前，国内外对牡丹籽的研究主要集中于油脂

成分提取和活性成分分析，但基于响应面法的优化

方法，研究牡丹籽壳总黄酮的提取工艺及其抗氧化

活性报道较少。研究表明，牡丹籽壳中含有脂肪酸、

多糖、多酚、黄酮类化合物等多种生物活性成

分［５－８］。黄酮类化合物具有较好的抗氧化、抗炎、抗

菌、抗病毒、降血脂等作用，其保健和药用价值成为

研究热点［９－１１］。为充分开发和利用牡丹籽中的生

物活性成分，本研究以“凤丹”牡丹籽壳为原料，采

用响应面法优化牡丹籽壳中黄酮类化合物的超声波

提取工艺，并对其抗氧化活性进行了初步研究，为更

好地开发利用牡丹资源提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

牡丹籽壳，采收自西北农林科技大学校园的四

年生实生苗的“凤丹”牡丹种子。

芦丁标准品，北京化学试剂有限公司；ＤＰＰＨ
（１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼），Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；乙
醇、硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠、石油醚等均为分

析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＦＷ－４００Ａ型倾斜式高速万能粉碎机：北京中

兴伟业仪器有限公司；ＡＵＹ２２０型电子分析天平：日
本岛津；ＤＨＧ－９１４０Ａ型电热恒温鼓风干燥箱：上海
精宏实验设备有限公司；ＵＶ１９００型双光束紫外可
见分光光度计：上海佑科仪器仪表有限公司；ＫＱ－
５００ＤＥ型数控超声波清洗器：昆山市超声仪器有限
公司；ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式真空泵：郑州长城科工贸
有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　牡丹籽壳总黄酮的提取

牡丹籽壳预处理：将牡丹籽壳晒干后，于６０℃
下烘干５ｈ，粉碎过６０目筛，经石油醚脱脂后备用。

总黄酮的提取：准确称取０．５ｇ经预处理的牡

丹籽壳粉末，按照设计的试验条件，将提取溶剂与牡

丹籽壳粉末混匀，在超声波清洗器中进行提取，然后

在３９００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃渣，上清液定容到一
定体积，测定总黄酮含量。

１．２．２　牡丹籽壳总黄酮含量的测定
以芦丁为标样，采用亚硝酸钠 －硝酸铝显色

法［１２］测定牡丹籽壳中的总黄酮含量，得到标准曲线

回归方程为：Ａ＝５．８２２Ｃ＋０．０４８４（Ｃ为芦丁质量浓
度，ｍｇ／ｍＬ；Ａ为吸光度），相关系数 Ｒ２＝０．９９９８。
准确吸取牡丹籽壳总黄酮提取液１．０ｍＬ，用７０％乙
醇稀释至 ５．００ｍＬ，分别加入 ５％亚硝酸钠溶液
０．３ｍＬ，摇匀，静置 ６ｍｉｎ。再加 ５％硝酸铝溶液
０．３ｍＬ，摇匀，静置 ６ｍｉｎ，再加 ４％氢氧化钠溶液
４ｍＬ，并用７０％乙醇水溶液定容至１００ｍＬ，摇匀，静
置１２ｍｉｎ。在５１０ｎｍ波长处测定吸光度，按回归方
程计算提取液中总黄酮质量浓度。总黄酮得率计算

公式为：

总黄酮得率＝
ｃ×ｖ２×ｖ１
ｖ３×ｍ

×１００％

式中：ｃ为提取液总黄酮质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；ｖ２为
测定时反应体系的体积，ｍＬ；ｖ１为提取液的体积，
ｍＬ；ｖ３为测定时吸取的体积，ｍＬ；ｍ为称取的样品的
质量，ｍｇ。
１．２．３　ＤＰＰＨ法测定牡丹籽壳总黄酮抗氧化活性

参照文献［１３－１４］方法稍作修改 ＤＰＰＨ法测
定牡丹籽壳总黄酮的抗氧化活性。取３．０ｍＬ不同
质量浓度梯度的牡丹籽壳总黄酮样品溶液或 ３．０
ｍＬＶＣ阳性对照溶液，加入１ｍＬ的０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＤＰＰＨ乙醇溶液混匀，室温下避光放置３０ｍｉｎ，用无
水乙醇调零，于５１７ｎｍ测定吸光度 Ａｉ。以３．０ｍＬ
无水乙醇代替样品为空白组，其余处理同上，于５１７
ｎｍ测定吸光度为Ａ０，对照组为３．０ｍＬ不同质量浓
度梯度的样品溶液与１ｍＬ的无水乙醇混匀后测定
吸光度Ａｃ，按下式计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

ＤＰＰＨ自由基清除率＝ １－
Ａｉ－Ａｃ
Ａ( )
０

×１００％

２　结果与分析
２．１　单因素试验
２．１．１　乙醇体积分数对牡丹籽壳总黄酮得率的
影响

在料液比 １∶３０、超声功率 ２００Ｗ、超声时间
３０ｍｉｎ、提取温度４０℃的条件下，考察乙醇体积分
数对牡丹籽壳总黄酮得率的影响，结果见图１。

从图１可以看出，随着乙醇体积分数的增大，总
黄酮得率先呈上升趋势，当乙醇体积分数达到６０％
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时达到最高值，但随后呈逐渐下降趋势，在一定乙醇

体积分数范围内，牡丹籽壳总黄酮得率变化不显著。

当乙醇体积分数较高时，牡丹籽壳中的醇溶性和脂

溶性物质的溶出量增大，影响牡丹籽壳中黄酮类物

质的溶出，从而导致总黄酮得率的降低［１５］。故选择

乙醇体积分数为６０％。

图１　乙醇体积分数对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

２．１．２　料液比对牡丹籽壳总黄酮得率的影响
在乙醇体积分数 ６０％、超声功率 ２００Ｗ、超声

时间３０ｍｉｎ、提取温度４０℃的条件下，考察料液比
对牡丹籽壳总黄酮得率的影响，结果见图２。

图２　料液比对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

　　从图２可以看出，随着料液比的增大，总黄酮得
率不断增加，当料液比为１∶５０时总黄酮得率达到最
大值，这可能由于提取剂用量的加大，使黄酮更容易

从原料中向溶剂中扩散，从而增大总黄酮得率［１６］。

当料液比超过１∶５０时，总黄酮得率降低。综合得率
和能耗等因素，选取料液比为１∶５０。
２．１．３　超声功率对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

在乙醇体积分数６０％、料液比１∶５０、超声时间
３０ｍｉｎ、提取温度４０℃的条件下，考察超声功率对
牡丹籽壳总黄酮得率的影响，结果见图３。

图３　超声功率对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

　　从图３可以看出，总黄酮得率随着超声功率的
增大而提高，当超声功率达到２５０Ｗ时，总黄酮得
率达到最大值，当超声功率继续增大时，总黄酮得率

逐渐下降。原因可能是由于超声波功率越大，其产

生的空化效应和机械作用越强烈，使得分子间运动

的速率更快，加速粒子间的碰撞及扩散程度，使细胞

壁破碎，导致黄酮渗透速率加快，但超声功率达到一

定值时，分子运动过于强烈，加强了黄酮分子与其他

成分之间的反应而使黄酮遭到破坏［１７］，导致总黄酮

得率下降。故选择超声功率为２５０Ｗ。
２．１．４　超声时间对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

在乙醇体积分数６０％、料液比１∶５０、超声功率
２５０Ｗ、提取温度４０℃的条件下，考察超声时间对牡
丹籽壳总黄酮得率的影响，结果见图４。

图４　超声时间对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

　　从图４可以看出，在提取过程中，随着超声时间
延长，总黄酮得率增大，在超声时间为５０ｍｉｎ时达
到最大值；超过５０ｍｉｎ后总黄酮得率开始降低。这
可能是由于在一定范围内，延长超声时间可以增加

黄酮类化合物的溶出量，但继续延长超声时间，黄酮

类物质已基本溶出，且过长时间的加热提取会造成

黄酮类化合物的破坏，最终使得总黄酮得率降

低［１８］。综合得率和能耗等因素，选择超声时间为

５０ｍｉｎ。
２．１．５　提取温度对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

在乙醇体积分数６０％、料液比１∶５０、超声功率
２５０Ｗ、超声时间５０ｍｉｎ的条件下，考察提取温度对
牡丹籽壳总黄酮得率的影响，结果见图５。

图５　提取温度对牡丹籽壳总黄酮得率的影响

　　从图５可以看出，在提取温度达到４０℃之前，
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随着提取温度的升高总黄酮得率逐渐升高；当提取

温度超过４０℃以后，总黄酮得率随提取温度的升高
略有下降，但变化不大。综合得率和能耗等因素，选

择提取温度为４０℃。
２．２　响应面优化试验
２．２．１　响应面设计及结果

在单因素试验的基础上，固定乙醇体积分数

６０％、提取温度 ４０℃，选取料液比（Ａ）、超声功率
（Ｂ）、超声时间（Ｃ）３个因素，以总黄酮得率为响应
值，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６设计三因素三水平的
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ模型，通过试验确定最优提取工艺。
响应面试验因素及水平见表１，响应面试验设计及
结果见表２。

表１　响应面试验因素及水平

水平 Ａ料液比 Ｂ超声功率／Ｗ Ｃ超声时间／ｍｉｎ
－１ ４０∶１ ２００ ４０
－０ ５０∶１ ２５０ ５０
－１ ６０∶１ ３００ ６０

表２　响应面试验设计及结果

试验号 　Ａ 　Ｂ 　Ｃ 总黄酮得率／％
０１ ０ ０ ０ １３．４１
０２ ０ －１ １ １１．１２
０３ １ １ ０ １０．８３
０４ －１ ０ １ １１．４１
０５ １ ０ １ １０．６９
０６ １ ０ －１ １２．２５
０７ －１ －１ ０ １１．３８
０８ ０ １ １ １０．５７
０９ ０ ０ ０ １３．５６
１０ １ －１ ０ １１．５９
１１ ０ －１ －１ １１．７２
１２ ０ ０ ０ １３．６３
１３ ０ １ －１ １０．０５
１４ ０ ０ ０ １３．６６
１５ ０ ０ ０ １３．５４
１６ －１ ０ －１ １０．２１
１７ －１ １ ０ ０９．９２

　　根据表 ２响应面试验设计及结果，采用软件
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６对所得数据进行回归分析。得
到牡丹籽壳总黄酮得率（Ｙ）对料液比（Ａ）、超声功率
（Ｂ）和超声时间（Ｃ）的二次多项回归方程：Ｙ＝
１３．５６＋０．３１Ａ－０．５５Ｂ－０．０５５Ｃ＋０．１７ＡＢ－０．６９ＡＣ＋
０．２８ＢＣ－１．１８Ａ２－１．４５Ｂ２－１．２４Ｃ２。对上述回归
模型进行方差分析，结果见表３。

从表３可以看出，此模型的Ｐ＜０．０１，响应面回
归模型达到极显著水平。同时方程失拟项不显著

（Ｐ＝０．６８９９＞０．０５），Ｒ２＝０．９９８２，说明响应面试
验结果和数学模型拟合度较好。变异系数（ＣＶ）为
０．７４％，说明试验有良好的稳定性，此回归模型能够
对牡丹籽壳总黄酮提取效果进行较好地分析及预

测。由３个影响因素的 Ｆ值大小可以得出，各因素
对牡丹籽壳总黄酮得率的影响顺序为超声功率＞料
液比＞超声时间，超声功率对牡丹籽壳总黄酮得率
有较大影响。模型一次项 Ｃ差异不显著（Ｐ＞
００５），一次项Ａ和Ｂ，交互项 ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ以及二次
项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对牡丹籽壳总黄酮得率均有极显著的
影响（Ｐ＜０．０１）。

表３　回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ２９．２６０ ９ ３．２５ ４３２．６９ ＜０．０００１
Ａ ０．７４０ １ ０．７４ ９９．０４ ０．０００１
Ｂ ２．４６０ １ ２．４６ ３２７．９４ ０．０００１
Ｃ ０．０２４ １ ０．０２４ ３．２２ ０．１１５８
ＡＢ ０．１２０ １ ０．１２ １６．３０ ０．００４９
ＡＣ １．９００ １ １．９０ ２５３．４４ ０．０００１
ＢＣ ０．３１０ １ ０．３１ ４１．７３ ０．０００３
Ａ２ ５．８４０ １ ５．８４ ７７６．９１ ０．００５３
Ｂ２ ８．５８０ １ ８．５８ １１８２．１７ ０．０００１
Ｃ２ ６．５００ １ ６．５０ ８６５．０５ ０．００１５
残差 ０．０５３ ７ ７．５７×１０－３

失拟项 ０．０１５ ３ ５．００×１０－３ ０．５２ ０．６８９９
纯误差 ０．０３８ ４ ９．５０×１０－３

总变异 ２９．３１０ １６

　注：Ｐ＜０．０１，差异极显著；Ｐ＜０．０５，差异显著。

２．２．２　最佳工艺条件的确定及验证试验
通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件分析得到牡丹籽

壳总黄酮的最佳提取条件为乙醇体积分数６０％、提
取温度４０℃、料液比１∶５１．４０、超声功率２４０．４７Ｗ、
超声时间４９．１７ｍｉｎ，在此条件下总黄酮得率最大理
论预测值为１３．６４％。考虑到试验的可操作性，将
工艺条件优化为乙醇体积分数 ６０％、提取温度
４０℃、料液比１∶５０、超声功率 ２５０Ｗ、超声时间 ５０
ｍｉｎ，在此条件下进行３次平行试验，牡丹籽壳总黄
酮平均得率为１３．６６％。该结果与预测值１３．６４％
的相对误差为０．１５％，说明采用响应面优化的提取
工艺条件准确可靠，对实际操作有一定的参考价值。

２．３　ＤＰＰＨ自由基清除能力（见图６）
从图６可以看出，当牡丹籽壳总黄酮质量浓度

小于０．８ｍｇ／ｍＬ时，随着总黄酮质量浓度的增加
ＤＰＰＨ自由基清除率逐步升高，当牡丹籽壳总黄酮
质量浓度为０．８ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基清除率达
到７５．８８％，当牡丹籽壳总黄酮质量浓度大于
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０．８ｍｇ／ｍＬ时，随总黄酮质量浓度的增加，ＤＰＰＨ自
由基清除率趋于平缓。与相同质量浓度下的 ＶＣ对
照品相比，牡丹籽壳总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基的清除
效果更好。

图６　牡丹籽壳总黄酮对ＤＰＰＨ自由基的清除作用

３　结　论
在单因素试验的基础上，采用响应面法优化牡

丹籽壳总黄酮的超声波提取工艺，得出最佳工艺条

件为：乙醇体积分数６０％，料液比 １∶５０，超声功率
２５０Ｗ，超声时间５０ｍｉｎ，提取温度４０℃。在最佳工
艺条件下，牡丹籽壳总黄酮得率为１３．６６％，与理论
值（１３．６４％）的相对误差为０．１５％。

体外抗氧化活性表明，在一定质量浓度范围内，

牡丹籽壳总黄酮对ＤＰＰＨ自由基具有较强的清除能
力，在相同质量浓度下，牡丹籽壳总黄酮对ＤＰＰＨ自
由基的清除率高于ＶＣ，说明牡丹籽壳总黄酮具有较
好的抗氧化能力。研究结果为牡丹籽壳的综合开发

利用提供了理论依据，也为探索牡丹籽壳中的天然

抗氧化剂奠定一定的基础。
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