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超声波辅助纤维素酶提取牡丹籽饼中多糖

及其清除自由基活性研究
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摘要：采用超声波辅助纤维素酶提取牡丹籽饼中多糖。在单因素试验的基础上，采用 ＰＢ设计对影
响多糖提取量的９个因素（ｐＨ、加酶量、酶解时间、酶解温度、超声时间、超声功率、超声温度、液料
比、粒度）进行显著性分析。通过ＢＢＤ响应面法优化最佳提取工艺条件。采用清除 ＤＰＰＨ自由基
活性评价牡丹籽饼中多糖的抗氧化能力。结果表明，牡丹籽饼中多糖的最佳提取工艺条件为：加酶

量０．４５％，酶解时间６０ｍｉｎ，酶解温度４５℃，ｐＨ４．５，超声时间１９ｍｉｎ，超声功率３００Ｗ，超声温度
４０℃，液料比１９∶１，粒度６０目。在最佳工艺条件下，牡丹籽饼中多糖提取量为１９６．８７ｍｇ／ｇ。牡丹
籽多糖具有一定ＤＰＰＨ自由基清除能力，但弱于ＶＣ，其ＩＣ５０值为３１．１９μｇ／ｍＬ。
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　　牡丹籽油已被国家批准为新资源食品，其不饱
和脂肪酸含量为８２．８１％ ～９３．２３％，且 α－亚麻酸
含量（３２％ ～６７％）明显高于其他普通食用植物
油［１－４］。牡丹籽饼为牡丹籽油经压榨后的副产品，

富含蛋白质、糖类化合物、多酚类等多种活性成

分［５］。多糖广泛存在于植物体内，具有抑制肿瘤、
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增强机体免疫、抗氧化、调节血糖血脂、抗病毒等生

理活性［６－８］。常用的多糖提取方法有回流法［９］、超

临界ＣＯ２萃取法
［８］、超声波提取法［１０］等，其中超声

波提取法具有效率高、温度低等特点［１１］。在多糖提

取过程中加入纤维素酶可以提高细胞膜和细胞壁的

通透性，进而加速细胞内溶物的溶出，并且安全易

控［１２］。因此，本研究采用超声波辅助纤维素酶提取

牡丹籽饼中多糖，在此基础上进行 ＤＰＰＨ自由基清
除活性试验，研究结果为牡丹籽饼中多糖的利用开

发提供试验依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

牡丹籽饼：牡丹种子不脱壳经压榨法提油后的

剩余部分；纤维素酶：国药集团化学试剂有限公司；

ＤＰＰＨ：梯希爱化成工业发展有限公司；ＶＣ：北京索
莱宝科技有限公司；Ｄ－葡萄糖对照品：上海源叶生
物科技有限公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
Ｃａｒｙ６０型紫外分光光度仪：ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

ＵＶ－Ｖｉｓ；ＢＴ１２５型电子分析天平；ＫＨ７２００ＤＢ型数
控超声波清洗器。

１．２　试验方法
１．２．１　牡丹籽饼中多糖的提取

将牡丹籽饼置于５０℃真空干燥箱内６ｈ，将其
粉碎按照试验安排进行酶解，酶解后８８℃下灭酶１０
ｍｉｎ，再按照超声工艺条件进行提取，提取液 ３０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清液即为多糖提取液。
１．２．２　多糖含量的测定

精密称定Ｄ－葡萄糖对照品适量，分别用蒸馏
水配制成０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６ｍｇ／ｍＬ的对
照品溶液，采用苯酚 －硫酸法［１３］显色，并测得吸光

度，以Ｄ－葡萄糖质量浓度（Ｃ）为横坐标，吸光度
（Ａ）为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程：Ａ＝
２００９Ｃ＋０．００６９，ｒ＝０．９９９３。样品采用上述显色
方法并测定多糖含量，多糖提取量按下式计算：

Ｙ＝ｍＭ
式中：Ｙ为牡丹籽饼中多糖提取量，ｍｇ／ｇ；ｍ为

多糖含量，ｍｇ；Ｍ为牡丹籽饼的质量，ｇ。
１．２．３　对ＤＰＰＨ自由基的清除活性试验

按照优化工艺条件得多糖提取液，低温减压浓

缩至０．５ｇ／ｍＬ，加入等量无水乙醇，边加边搅拌，
４℃条件下静置２４ｈ，收集沉淀，６０℃减压干燥得粗
多糖，备用。参照文献［１４］测定方法，以 ＶＣ为对

照，测定粗多糖对 ＤＰＰＨ自由基清除活性，并计算
ＩＣ５０（半数抑制浓度）。
２　结果与分析
２．１　单因素试验
２．１．１　加酶量对多糖提取量的影响

固定其他条件为：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、液料比
２０∶１、酶解温度 ５０℃、酶解时间 ６０ｍｉｎ、超声功率
２００Ｗ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察加酶
量对多糖提取量的影响。结果见图１。

图１　加酶量对多糖提取量的影响

　　由图１可知，随着加酶量增加，多糖提取量呈先
增大后平缓的趋势，当加酶量为０．４％时多糖提取
量最大。可能是纤维素酶破坏细胞壁，加速多糖的

溶出。当加酶量大于０．４％时，多糖提取量趋于平
缓，可能是底物已经处于酶饱和状态。因此，确定加

酶量为０．４％。
２．１．２　酶解时间对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量
０４％、液料比２０∶１、酶解温度５０℃、超声功率２００
Ｗ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察酶解时间
对多糖提取量的影响。结果见图２。

图２　酶解时间对多糖提取量的影响

　　由图２可知，随着酶解时间延长，多糖提取量呈
先增大后减小的趋势，当酶解时间达６０ｍｉｎ时多糖
提取量达最大，可能是纤维素酶逐渐水解牡丹籽饼，

多糖持续溶出。当酶解时间超过６０ｍｉｎ时多糖提
取量下降，可能为已溶出的多糖结构发生破坏。因

此，确定酶解时间为６０ｍｉｎ。
２．１．３　酶解温度对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量
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０４％、液料比２０∶１、酶解时间６０ｍｉｎ、超声功率２００
Ｗ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察酶解温度
对多糖提取量的影响。结果见图３。

图３　酶解温度对多糖提取量的影响

　　由图３可知，随着酶解温度的升高，多糖提取
量呈先增大后减小的趋势，当酶解温度达４５℃时
多糖提取量达最大值。纤维素酶在不同的温度下

活性不同，当酶解温度达到４５℃时，纤维素酶的活
性最大；当酶解温度超过４５℃时，纤维素酶的活性
减小，进而影响多糖的溶出。因此，确定酶解温度

为４５℃。
２．１．４　ｐＨ对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度２０目、加酶量０．４％、液料
比２０∶１、酶解温度５０℃、酶解时间６０ｍｉｎ、超声功率
２００Ｗ、超声温度６０℃、超声时间 ３０ｍｉｎ，考察 ｐＨ
对多糖提取量的影响。结果见图４。

图４　ｐＨ对多糖提取量的影响

　　由图４可知，多糖提取量随 ｐＨ增大整体呈先
增大后减小趋势，当ｐＨ为４．５时，纤维素酶活性最
大，多糖提取量最大。因此，确定ｐＨ为４．５。
２．１．５　超声时间对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量
０４％、液料比 ２０∶１、酶解温度 ５０℃、酶解时间 ６０
ｍｉｎ、超声功率２００Ｗ、超声温度６０℃，考察超声时
间对多糖提取量的影响。结果见图５。

由图５可知，随着超声时间的延长，多糖提取量
呈先增大后减小的趋势，当超声时间达２０ｍｉｎ时，
多糖提取量达最大值。继续延长超声时间，多糖提

取量减小，可能是多糖在长时间超声作用下结构发

生变化。因此，确定超声时间为２０ｍｉｎ。

图５　超声时间对多糖提取量的影响

２．１．６　超声温度对多糖提取量的影响
固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量

０４％、液料比 ２０∶１、酶解温度 ５０℃、酶解时间 ６０
ｍｉｎ、超声功率２００Ｗ、超声时间３０ｍｉｎ，考察超声温
度对多糖提取量的影响。结果见图６。

图６　超声温度对多糖提取量的影响

　　由图６可知，超声温度对多糖提取量影响较大，
整体呈先增大后减小趋势，当超声温度达４０℃时，
多糖提取量达最大值。可能是超声温度升高，细胞

内多糖成分运动加速，进而增加多糖提取量，当超声

温度超过４０℃时多糖提取量降低，可能是溶出的多
糖在较高超声温度条件下结构受到破坏。因此，确

定超声温度为４０℃。
２．１．７　超声功率对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量
０４％、液料比 ２０∶１、酶解温度 ５０℃、酶解时间 ６０
ｍｉｎ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察超声功
率对多糖提取量的影响。结果见图７。

图７　超声功率对多糖提取量的影响

　　由图７可知，超声功率为２８０Ｗ时，多糖提取
量达最大值，可能是超声功率大，所具有的能量较

大，从而加速多糖溶出；当超声功率过大时，多糖结
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构易受到破坏。因此，确定超声功率为２８０Ｗ。
２．１．８　液料比对多糖提取量的影响

固定其他条件：粒度 ２０目、ｐＨ５．０、加酶量
０４％、酶解温度５０℃、酶解时间６０ｍｉｎ、超声功率
２００Ｗ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察液料
比对多糖提取量的影响。结果见图８。

图８　液料比对多糖提取量的影响

　　由图８可知，随着液料比的增加，多糖提取量呈
先增大后减小的趋势，当液料比达２０∶１时，多糖提
取量达最大值，可能是溶剂的增加使细胞内外浓度

差增加，进而提高多糖提取量；当液料比继续增加

时，多糖提取量减小，原因为溶剂的增加，消耗更多

的能量。因此，确定液料比为２０∶１。
２．１．９　粒度对多糖提取量的影响

固定其他条件：ｐＨ５．０、加酶量０．４％、液料比
２０∶１、酶解温度 ５０℃、酶解时间 ６０ｍｉｎ、超声功率
２００Ｗ、超声温度６０℃、超声时间３０ｍｉｎ，考察粒度
对多糖提取量的影响。结果见图９。

由图９可知，随着目数的增大，多糖提取量呈先
增大后减小的趋势，当粒度达６０目时多糖提取量达

最大值。可能是适宜粒度加大溶剂和牡丹籽饼、纤

维素酶和细胞壁接触面，进而加速多糖溶出。当粒

度超过６０目时，过细的牡丹籽饼黏附并沉淀在瓶
底，导致溶剂和牡丹籽饼接触不充分、纤维素酶和细

胞壁接触不充分、胞内外浓度差小，进而导致多糖提

取量小。因此，确定粒度为６０目。

图９　粒度对多糖提取量的影响

２．２　ＰＢ试验
结合单因素试验结果，运用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘ

ｐｅｒｔ８０６软件设计 １２次的 ＰＢ试验，对加酶量
（Ａ）、酶解时间（Ｂ）、酶解温度（Ｃ）、ｐＨ（Ｄ）、超声时
间（Ｅ）、超声功率（Ｆ）、超声温度（Ｇ）、液料比（Ｈ）、
粒度（Ｉ）９个因素进行多糖提取量（Ｙ）的显著性考
察，每个因素设高低两个水平。ＰＢ试验因素水平见
表１，ＰＢ试验设计及结果见表２，ＰＢ试验模型方差
分析见表３。由表３可知，加酶量、超声时间、超声
功率、液料比对多糖提取量影响显著，因此选择加酶

量（Ａ）、超声时间（Ｅ）、超声功率（Ｆ）、液料比（Ｈ）作
为响应面模型的考察因素。

表１　ＰＢ试验因素水平

水平 Ａ／％ Ｂ／ｍｉｎ Ｃ／℃ Ｄ Ｅ／ｍｉｎ Ｆ／Ｗ Ｇ／℃ Ｈ Ｉ（目）
－１ ０．２ ４０ ４０ ４．０ １５ ２４０ ３０ １５∶１ ４０
１ ０．６ ８０ ５０ ５．０ ２５ ３２０ ５０ ２５∶１ ８０

表２　ＰＢ试验设计及结果

试验号　Ａ　Ｂ　Ｃ　Ｄ　Ｅ　Ｆ　Ｇ　Ｈ　Ｉ Ｙ／（ｍｇ／ｇ）
１ １ １－１ １ １ １－１－１－１ １６１．７
２ －１ １ １－１ １ １ １－１－１ １６０．３
３ １－１ １ １－１ １ １ １－１ １７０．８
４ －１ １－１ １ １－１ １ １ １ １６６．６
５ －１－１ １－１ １ １－１ １ １ １９０．９
６ －１－１－１ １－１ １ １－１ １ １０７．０
７ １－１－１－１ １－１ １ １－１ １７０．０
８ １ １－１－１－１ １－１ １ １ １８０．６
９ １ １ １－１－１－１ １－１ １ １４０．２
１０ －１ １ １ １－１－１－１ １－１ １２７．９
１１ １－１ １ １ １－１－１－１ １ １４７．９
１２ －１－１－１－１－１－１－１－１－１ ９０．９

　　 表３　ＰＢ试验模型方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ９７７８．８４ ９ １０８６．５４ ２３．１４ ０．０４２１

Ａ １３５６．８１ １ １３５６．８１ ２８．８９ ０．０３２９

Ｂ ２９８．００ １ ２９８．００ ６．３５ ０．１２８０
Ｃ ３１２．１２ １ ３１２．１２ ６．６５ ０．１２３３
Ｄ ２１６．７５ １ ２１６．７５ ４．６２ ０．１６４７
Ｅ ２７００．００ １ ２７００．００ ５７．４９ ０．０１７０

Ｆ １３６１．０７ １ １３６１．０７ ２８．９８ ０．０３２８

Ｇ １８．７５ １ １８．７５ ０．４０ ０．５９２１
Ｈ ３２９３．４５ １ ３２９３．４５ ７０．１３ ０．０１４０

Ｉ ２２１．８８ １ ２２１．８８ ４．７２ ０．１６１８
残差 ９３．９３ ２ ４６．９７
总离差 ９８７２．７７ １１

　注：Ｐ＜０．０５。下同。
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２．３　ＢＢＤ响应面试验
２．３．１　ＢＢＤ响应面试验设计

根据单因素试验和 ＰＢ试验结果，固定其他因
素的条件：粒度６０目、ｐＨ４．５、酶解时间６０ｍｉｎ、酶
解温度４５℃、超声温度４０℃。选取加酶量（Ａ）、超
声时间（Ｅ）、超声功率（Ｆ）、液料比（Ｈ）为自变量，多
糖提取量（Ｙ）为因变量。运用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６
软件设计响应面试验，每个因素设高、中、低３水平，
响应面试验因素水平见表４，共设计２９组试验，其
中重复性试验 ５组。响应面试验设计及结果见
表５。

表４　响应面试验因素水平

水平 Ａ／％ Ｅ／ｍｉｎ Ｆ／Ｗ Ｈ
－１ ０．２ １５ ２４０ １５∶１
０ ０．４ ２０ ２８０ ２０∶１
１ ０．６ ２５ ３２０ ２５∶１

表５　响应面试验设计及结果

试验号 Ａ Ｅ Ｆ Ｈ Ｙ／（ｍｇ／ｇ）
１ －１ －１ ０ ０ １４２．１
２ １ －１ ０ ０ １７５．１
３ －１ １ ０ ０ １４６．６
４ １ １ ０ ０ １４９．７
５ ０ ０ －１ －１ １７１．４
６ ０ ０ １ －１ １８１．６
７ ０ ０ －１ １ １４３．２
８ ０ ０ １ １ １６４．２
９ －１ ０ ０ －１ １６２．８
１０ １ ０ ０ －１ １６５．０
１１ －１ ０ ０ １ １３６．１
１２ １ ０ ０ １ １６１．１
１３ ０ －１ －１ ０ １６９．３
１４ ０ １ －１ ０ １４１．５
１５ ０ －１ １ ０ １７６．７
１６ ０ １ １ ０ １６４．７
１７ －１ ０ －１ ０ １４８．５
１８ １ ０ －１ ０ １５８．１
１９ －１ ０ １ ０ １５２．６
２０ １ ０ １ ０ １７６．０
２１ ０ －１ ０ －１ １６１．１
２２ ０ １ ０ －１ １３４．７
２３ ０ －１ ０ １ １２９．５
２４ ０ １ ０ １ １２７．７
２５ ０ ０ ０ ０ １９４．８
２６ ０ ０ ０ ０ １８７．３
２７ ０ ０ ０ ０ １８６．２
２８ ０ ０ ０ ０ １９１．５
２９ ０ ０ ０ ０ １９３．２

２．３．２　响应面模型建立和分析
运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对试验结果进

行分析，得因变量与自变量的回归方程为：Ｙ＝
１９０６＋０．８０Ａ－０．７４Ｅ＋０．７０Ｆ－０．９６Ｈ－０．７５ＡＥ＋
０．３５ＡＦ＋０．５７ＡＨ＋０．３９ＥＦ＋０．６１ＥＨ＋０２７ＦＨ－
１．６９Ａ２－２．３８Ｅ２－０．７６Ｆ２－２．１３Ｈ２。

响应面试验模型方差分析见表 ６。由表 ６可
知，模型Ｐ＜０．０００１，说明模型具有显著性，能较好
反应考察因素与响应值之间的关系，拟合度好。失

拟项不显著（Ｐ＝００６１３），表明模型误差较小。采
用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对各因素水平进行优
化预测，得到的工艺条件为加酶量０．４５％、超声时
间１８．９４ｍｉｎ、超声功率２９５．９５Ｗ、液料比１９．０７∶１，
在此条件下多糖提取量预测值为１９４．８ｍｇ／ｇ。考
虑到实际操作的问题将工艺条件调整为：加酶量

０４５％，超声时间１９ｍｉｎ，超声功率３００Ｗ，液料比
１９∶１。在最佳工艺条件下进行３组平行试验，经测
定多糖提取量平均值为１９６．８７ｍｇ／ｇ，与预测值相
近，相对误差为１．０６％。

表６　响应面试验模型方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ９９．８１ １４ ７．１３ １２．６５ ＜０．０００１

Ａ ７．７３ １ ７．７３ １３．７１ ＜０．００２４

Ｅ ６．５９ １ ６．５９ １１．６９ ＜０．００４２

Ｆ ５．８５ １ ５．８５ １０．３８ ＜０．００６１

Ｈ １０．９８ １ １０．９８ １９．４９ ＜０．０００６

ＡＥ ２．２４ １ ２．２４ ３．９７ ＜０．０６６３
ＡＦ ０．４８ １ ０．４８ ０．８４ ＜０．３７３６
ＡＨ １．３０ １ １．３０ ２．３１ ＜０．１５１１
ＥＦ ０．６２ １ ０．６２ １．１１ ＜０．３１０５
ＥＨ １．５１ １ １．５１ ２．６８ ＜０．１２３６
ＦＨ ０．２９ １ ０．２９ ０．５２ ＜０．４８３８
Ａ２ １８．５１ １ １８．５１ ３２．８４ ＜０．０００１

Ｅ２ ３６．６４ １ ３６．６４ ６５．０１ ＜０．０００１

Ｆ２ ３．７８ １ ３．７８ ６．７０ ＜０．０２１５

Ｈ２ ２９．４４ １ ２９．４４ ５２．２４ ＜０．０００１

残差 ７．８９ １４ ０．５６
失拟项 ７．３４ １０ ０．７３ ５．２９ ＜０．０６１３
误差 ０．５５ ４ ０．１４
总离差 １０７．７０ ２８

２．４　对ＤＰＰＨ自由基的清除活性（见图１０）
由图１０可知，ＶＣ、粗多糖对 ＤＰＰＨ自由基具有

一定的清除作用，随着样品质量浓度的增加清除率

呈先增加后平缓的趋势。牡丹籽粗多糖对ＤＰＰＨ自
由基的清除能力弱于 ＶＣ，ＶＣ 的 ＩＣ５０值为 ８．１３
μｇ／ｍＬ，牡丹籽粗多糖的ＩＣ５０值为３１．１９μｇ／ｍＬ。
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图１０　对ＤＰＰＨ自由基清除能力

３　结　论
在单因素试验基础上，采用 ＰＢ设计结合响应

面法优化牡丹籽饼中多糖的提取工艺。最终确定提

取工艺条件为：加酶量０．４５％，酶解时间６０ｍｉｎ，酶
解温度４５℃，ｐＨ４．５，液料比１９∶１，超声温度４０℃，
超声时间１９ｍｉｎ，超声功率３００Ｗ，粒度６０目。在
该条件下，牡丹籽饼中多糖提取量为１９６．８７ｍｇ／ｇ。
牡丹籽饼中粗多糖具有一定 ＤＰＰＨ自由基清除能
力，其 ＩＣ５０值为３１．１９μｇ／ｍＬ。研究结果为牡丹籽
饼中多糖的开发利用和工业化生产提供试验依据。
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