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响应面优化华腺萼木总黄酮和总多糖的超声波辅助提取工艺*

秦惠珍1,曹其义2,宁莞权2,唐健民1,邹 蓉1,朱成豪1,韦 霄1,熊忠臣1**

(1.广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所,广西植物功能物质研究与利用重点实验室,广西桂林 541006
 

;2.百色学院农

业与食品工程学院,广西百色 533000)

摘要:为进一步开发天然甜茶资源,以华腺萼木 Mycetia
 

sinensis茎叶为原料,超声波辅助水提法提取其中的

总黄酮和总多糖,在单因素试验的基础上用响应面优化华腺萼木总黄酮和总多糖的提取工艺。结果发现,对华

腺萼木总黄酮提取影响最大的是乙醇浓度,影响最小的是提取时间;对总多糖提取影响最大的是提取时间,影
响最小的是提取温度。最终确定华腺萼木总黄酮提取的最佳工艺为超声波功率300

 

W,料液比1∶95,乙醇浓

度75%,提取时间50
 

min,此工艺条件下总黄酮得率为2.36%;总多糖的最佳提取工艺为提取时间180
 

min,
超声波功率250

 

W,提取温度80℃,此工艺条件下总多糖得率为82.77%。本研究采用响应面法对华腺萼木总

黄酮和总多糖提取条件进行了优化,可以为华腺萼木今后的资源开发提供依据。
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0 引言

  华腺萼木 Mycetia
 

sinensis 为茜草科多年生小

灌木,是中国特有物种,为广西9种野生甜茶植物之

一[1]。华腺萼木具有生津止渴、健身养颜的功效,可
以开发成低能量、无毒、高甜度的天然甜味剂。甜茶

类植物的化学成分研究表明,多糖和黄酮是甜茶类植

物的主要有效成分。目前已经从其他品种的甜茶植

物分离出多种糖类成分和黄酮类化合物,如从广西甜

茶中分离出含有葡萄糖苷的化合物和丰富的黄酮类

化合物[24],从多穗柯甜茶中分离鉴定出至少22种黄

酮类成分和3种甜味成分[58]。许多研究表明,从甜

茶类植物中分离出的黄酮类化合物具有抗衰老、抗氧

化、降血压等多种药理功效[9],而多糖类化合物具有

抗肿瘤、降血糖、降血脂等功效[1012]。华腺萼木作为

甜茶植物,在天然甜味剂开发和抗氧化药理功效等方

面具有巨大的发展潜力。目前,华腺萼木的相关研究

仅涉及形态学和植物组织培养方面[1314],其他方面研

究尚未展开。因此,本研究对华腺萼木总黄酮和总多

糖的提取工艺进行研究,为有效开发华腺萼木这一天

然甜茶资源提供理论指导。
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1 材料与方法

1.1 材料

  供试材料:华腺萼木,于2018年10月采自广西

植物研究所喀斯特药用植物园。取华腺萼木的茎和

完整叶片,经过烘干、粉碎后过60目筛备用。

  溶液:芦丁标准品、葡萄糖标准品、蒸馏水、苯酚、
浓 硫 酸、乙 醇、5% NaNO2、4% NaOH、10%
Al(NO3)3,均为分析纯。

1.2 仪器

  TU1901型 双 光 束 紫 外 可 见 分 光 光 度 计,

ESJ2004A和AE200型电子分析天平,DL720E智

能超声波清洗器,TGL10B型高速台式离心机,B
260型恒温水浴锅。

 

1.3 方法

1.3.1 华腺萼木总黄酮提取工艺优化

1.3.1.1 华腺萼木总黄酮的标准曲线

  加水将配制好的芦丁标准品分别稀释成浓度为

0.2,0.4,0.6,0.8,1.0,1.2
 

mg·mL-1 的芦丁溶液,
备用。吸取不同浓度的芦丁溶液,置于25

 

mL容量

瓶中,标记0-6号。加入1
 

mL的5%
 

NaNO2 溶

液,摇 匀,室 温 下 放 置 6
 

min,加 入 1
 

mL
 

5%
 

Al(NO3)3 溶液,摇匀。再放置6
 

min之后加入10
 

mL的4%
 

NaOH 溶液,用30%乙醇定容,摇匀,静
置15

 

min。在190-900
 

nm处进行光谱扫描后选用

510
 

nm 作 为 检 测 波 长[1516]。以 吸 光 值 为 纵 坐 标

(y),总黄酮浓度为横坐标(x),得标准曲线回归方程

y=13.438x+0.0008
 

(R2=0.990
 

8)。在510
 

nm
波长下测定芦丁标准品溶液的吸光值。

1.3.1.2 华腺萼木总黄酮的提取工艺

  称取华腺萼木粉末0.2
 

g,加入乙醇,水浴条件下

超声波萃取,萃取结束后静置10
 

min,用高速冷冻离

心机进行固液分离,取上清液定容至50
 

mL后取1
 

mL移至25
 

mL容量瓶中二次定容,按照1.3.1.1节

的方法测定吸光值。根据1.3.1.1节的标准曲线方

程求得样品的总黄酮含量,再根据下列方程计算总黄

酮得率。公式中C 为提取液中总黄酮的含量(mg/

mL),V 为 提 取 液 体 积(mL),M 为 样 品 粉 末 质

量(g)。

  总黄酮得率(%)=C×(V/M)×100%。

1.3.1.3 单因素试验设计

  在超声波频率为低频(53
 

kHz)状态下,分别研

究不同因素对华萼腺木总黄铜得率的影响。除提取

条件不同外,试验过程均与1.3.1.2节的提取工艺相

同。具体提取条件设置如下:

  (1)不同超声波功率:60,180,300,420,540
 

W;
提取时间30

 

min,水浴温度60℃,料液比1∶70,乙醇

浓度40%。(2)不同料液比:1∶60、1∶70、1∶80、

1∶90、1∶100
 

(g∶mL);提取时间30
 

min,水浴温度

60℃,乙醇浓度40%,超声波功率300
 

W。(3)不同

乙醇浓度:20%、40%、60%、80%、100%,提取时间

30
 

min,水浴温度60℃,料液比1∶70,超声波功率

300
 

W。(4)不同提取温度(水浴温度):40,50,60,

70,80℃,提取时间30
 

min,料液比1∶70,乙醇浓度

40%,超声波功率300
 

W。(5)不同提取时间:10,30,

50,70,90
 

min,水浴温度60℃,料液比1∶70,乙醇浓

度40%,超声波功率300
 

W。

1.3.1.4 响应面试验设计

  参考其他甜茶类植物总黄酮提取的响应面优化

试验设计[4,1112],结合华腺萼木总黄酮的单因素试验

结果,选取功率(A)、料液比(B)、乙醇浓度(C)及提

取时间(D)为因素,采用BoxBehnken试验设计,通
过DesignExpert

 

8.0.6软件分析试验结果,因素及

水平见表1。
表1 总黄酮提取因素水平表

Table
 

1 Table
 

of
 

total
 

flavonoids
 

extraction
 

factors
 

and
 

levels

水平
Levels

因素Fators

A:超声波功率
A:Ultrasonic

 

power
 

(W)

B:料液比
B:Ratio

 

of
 

material
 

and
 

liquid
 

(g∶mL)

C:乙醇浓度
C:Ethanol

 

concentration
 

(%)

D:提取时间
D:Extraction

 

time
 

(min)

-1 180 1∶80 60 30

0 300 1∶90 80 50

1 420 1∶100 100 70
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1.3.2 华腺萼木总多糖提取工艺优化

1.3.2.1 华腺萼木总多糖标准曲线的绘制

  精密称量无水葡萄糖标准品0.1
 

g,加蒸馏水定

容,配成1.0
 

mg/mL的标准品溶液,再分别取2.5,

5.0,10.0,15.0,20.0
 

mL,置于棕色瓶定容至100
 

mL,摇匀,即为葡萄糖标准品溶液。采用苯酚硫酸

法测定吸光值,以吸光值为纵坐标(y),总多糖浓度

为横坐标(x),得到标准曲线的线性回归方程y=
8.778x-0.0195,R2=0.999

 

1。

1.3.2.2 华腺萼木总多糖提取工艺及其含量测定

  总多糖提取工艺与总黄酮提取工艺相似,包括以

下步骤:称取烘干后的华腺萼木粉末0.2
 

g,进行单因

素试验,然后利用响应面试验优化提取工艺,得到多

糖粗提液,将其用乙醇进行沉淀,测定总多糖含量。
总多糖含量测定采用苯酚硫酸法,步骤如下:取总多

糖提取液1
 

mL于试管中,加入1
 

mL
 

5%苯酚溶液,
摇匀,快速加入5

 

mL浓硫酸,振荡4
 

min后室温下

放置30
 

min,然后于490
 

nm波长下测其吸光值。将

吸光值代入1.3.2.1节的总多糖浓度标准曲线方程,
计算得总多糖浓度[17]。再根据以下方程,计算总多

糖得率:

  总多糖得率(%)=C×V×(稀释倍数/M)×
100%,
其中,C 为测得的总多糖浓度(mg/mL),V 为提取液

体积(mL),M 是原料的干重(g)。

1.3.2.3 总多糖单因素试验设计

  在超声波频率为低频(53
 

kHz)状态下,分别研

究不同因素对华萼腺木总多糖得率的影响。(1)不同

超声功率:120,240,360,480,600
 

W,提取时间30
 

min,提取温度60℃;(2)不同提取温度:40,50,60,

70,80℃,超 声 波 功 率240
 

W,提 取 时 间30
 

min;
(3)不同提取时间:90,120,150,180,210

 

min,超声波

功率240
 

W,提取温度70℃。因为不同料液比进行

多次试验均呈显著性差异,所以本研究不对料液比进

行单因素试验。

1.3.2.4 华腺萼木多糖响应面试验设计

  参考两种茶总多糖的响应面设计试验[1819],结合

本研究的单因素试验结果,利用BoxBehnken设计,
选择超声波功率、提取温度、提取时间作为响应因子,
以华腺萼木总多糖提取量为响应值,设计3因素3水

平的响应面分析。试验因素水平设计见表2。

表2 总多糖提取因素水平表

Table
 

2 Table
 

of
 

total
 

polysaccharides
 

factors
 

and
 

levels

水平
Levels

因素Fators

A:提取时间
A:Extraction

 

time
 

(min)

B:超声波功率
B:Ultrasonic

 

power
 

(W)

C:提取温度
C:Extraction

 

temperature
 

(℃)

-1 150 120 60

0 180 240 70

1 210 360 80

2 结果与分析

2.1 华萼腺木总黄酮提取工艺优化

2.1.1 单因素试验结果

  超声波功率对华腺萼木总黄酮提取的影响(图

1a):当超声波功率小于300
 

W 时,总黄酮得率随着

超声波功率的增加而逐渐增大,超声波功率为300
 

W
时达到最大值2.24%,随后逐渐降低。原因可能是

超声波功率较小时体系中溶解的总黄酮量较小,加大

超声波功率能使更多的总黄酮溶出,但是当总黄酮溶

出达到体系饱和值时,加大超声波的功率则会使更多

杂质溶出,从而影响黄酮得率,所以选取超声波功率

为300
 

W。

  料液比对华腺萼木总黄酮提取的影响(图1b):
在料 液 比 为1∶90时,总 黄 酮 得 率 达 到 最 大 值

2.52%,但料液比继续增大后,总黄酮得率开始下降,
原因可能是料液比小于1∶90时,体系内少量溶剂无

法将华腺萼木粉末完全浸湿导致其中的总黄酮溶出

不完全,而当料液比达到1∶90后,体系中的总黄酮

溶出完全,之后总黄酮得率降低原因是体系中含有的

过量乙醇会导致总黄酮损失,导致总黄酮得率下降,
所以选取料液比为1∶90。

  提取时间对华腺萼木总黄酮提取的影响(图

1c):提取时间在10—50
 

min时,华腺萼木的总黄酮

得率随提取时间增加而增大,在50
 

min时达到最大

值2.24%,随后总黄酮得率逐渐降低。原因可能是

时间过长超声波的空化效应和热效应[20]破坏了华腺

萼木总黄酮结构的稳定性,导致总黄酮得率降低,所
以选取提取时间为50

 

min。

  乙醇浓度对华腺萼木总黄酮提取率的影响(图

1d):乙醇浓度为20%-80%时,总黄酮得率随着乙

醇浓度的增加而增大,在乙醇浓度达到80%时达到

最大值2.23%,随后总黄酮得率开始降低。原因可

能是在60%—80%乙醇浓度条件下,华腺萼木总黄
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酮已经大部分溶出,如果乙醇体积分数过高,过量乙

醇会将华腺萼木中的其他杂质成分溶出,导致总黄酮

得率下降[21],所以选取乙醇浓度为70%。

  提取温度对华腺萼木总黄酮提取的影响(图

1e):在40-60℃时,总黄酮得率随着提取温度增加

逐渐增大,在60℃时达到最大值1.97%,随后温度升

高,总黄酮得率逐渐下降。原因可能是前期随着温度

升高,分子运动加速,细胞破裂加快有利于总黄酮的

溶出,而60℃后继续升高温度,过高温度会破坏总黄

酮的结构[22],造成提取率下降,所以选取提取温度为

60℃。

图1 超声波功率(a)、料液比(b)、提取时间(c)、乙醇浓度(d)和提取温度(e)对总黄酮得率的影响

  Fig.1 Effects
 

of
 

ultrasonic
 

power
 

(a),ratio
 

of
 

material
 

and
 

liquid
 

(b),extraction
 

time
 

(c),ethanol
 

concentration
 

(d)
 

and
 

temperature
 

(e)
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield

2.1.2 响应面优化总黄酮提取工艺

2.1.2.1 响应面试验设计及响应值

  根据单因素试验结果,选取超声波功率、料液比、

乙醇浓度和提取时间作为响应面设计的因变量,设计

4因素3水平响应面试验,共计29个试验点(其中有

5个零点),计算29个试验点的总黄酮得率(表3)。
表3 总黄酮提取响应面设计及响应值

Table
 

3 Response
 

surface
 

design
 

and
 

response
 

value
 

of
 

total
 

flavonoids
 

extraction

试验号
 

Test
 

number

因素Factors

A:超声波功率
A:Ultrasonic

 

power

B:料液比
B:Ratio

 

of
 

material
 

and
 

liquid

C:乙醇浓度
C:Ethanol

 

concentration

D:提取时间
D:Extraction

 

time

总黄酮得率
Total

 

flavonoids
 

yield
 

(%)

1 0 0 0 0 2.09

2 -1 -1 0 0 1.67

3 0 1 -1 0 1.51

4 0 1 0 -1 1.75

5 0 -1 -1 0 1.37

6 0 0 1 -1 1.07

7 1 1 0 0 1.53

8 1 0 -1 0 1.45

9 -1 0 0 1 1.53
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续表3
Continued

 

table
 

3

试验号
 

Test
 

number

因素Factors

A:超声波功率
A:Ultrasonic

 

power

B:料液比
B:Ratio

 

of
 

material
 

and
 

liquid

C:乙醇浓度
C:Ethanol

 

concentration

D:提取时间
D:Extraction

 

time

总黄酮得率
Total

 

flavonoids
 

yield
 

(%)

10 0 -1 0 1 1.72

11 0 1 1 0 1.14

12 0 0 1 1 1.07

13 0 0 0 0 2.01

14 -1 0 0 -1 1.52

15 0 1 0 1 1.94

16 1 0 1 0 1.00

17 -1 0 1 0 1.09

18 1 0 0 1 1.80

19 -1 1 0 0 1.94

20 -1 0 -1 0 1.38

21 0 0 -1 1 1.39

22 0 -1 1 0 1.06

23 0 0 0 0 2.06

24 0 0 0 0 2.05

25 0 -1 0 -1 1.54

26 0 0 -1 -1 1.54

27 1 -1 0 0 1.67

28 0 0 0 0 1.97

29 1 0 0 -1 1.59

2.1.2.2 响应面模型的建立及分析

  用DesignExpert
 

8.0.6
 

软件拟响应面优化分析

试验数据,得到华萼腺木总黄酮提取物的回归方程为

Y=2.04-0.0075A+0.065B-0.18C+0.037D-
0.1AB - 0.04AC + 0.05AD - 0.015BC +
0.0025BD+0.038371CD -0.22A2 -0.13B2 -
0.61C2-0.18D2。

  响应面回归方程不同系数的绝对值代表不同响

应因子对响应值的影响程度[2324]。对响应模型进行

显著性分析可知(表4),回归模型极显著(P<0.01),
失拟 项 不 显 著 (P >0.05),矫 正 系 数 R2adj=
0.910

 

9,相关系数
 

R2=0.955
 

5,说明模型拟合效果

较好,试验值与拟合值具有高度相关性,可见该模型

可以用于对华腺萼木总黄酮得率的准确预测和分析。

一次项B、C和二次项A2、B2、C2 具有显著性,交互项

不具显著性。

2.1.2.3 响应面交互因素分析

  利用DesignExpert
 

8.0.6软件做出相应因素之

间的交互作用分析图(图2-6)。交互作用响应曲面

图的坡度反应各交互因素对总黄酮得率的影响程度,
坡度越大,说明交互作用的影响越大。AB、AC、BC、

BD和AD交互项间的等高线均为椭圆形,说明其交

互作用不具显著性,与表4相符。分析图2-6交互

项间的陡峭程度可知,各影响因素的影响程度大小分

别为B>A、C>A、C>B、A>D。因此这4个影响因

素对总黄酮得率的影响大小分别为C>B>A>D,即
乙醇浓度>料液比>超声波功率>提取时间。
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表4 总黄酮回归模型显著性分析

Table
 

4 Significance
 

analysis
 

of
 

total
 

flavonoids
 

regression
 

model

方差来源
Source

 

of
 

variance
平方和

Sum
 

of
 

squares
 

自由度
Degree

 

of
 

freedom
  

均方
Mean

 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性
Significant

模型
Model 2.99 14 0.21 21.56 <

 

0.000
 

1 **

A:超声波功率
A:Ultrasonic

 

power 0.000
 

675 1 0.000
 

675 0.068 0.742
 

1

B:料液比
B:Ratio

 

of
 

material
 

and
 

liquid 0.051 1 0.051 5.12 0.040
 

6 *

C:乙醇浓度
C:Ethanol

 

concentration 0.41 1 0.41 41.06 <
 

0.000
 

1 **

D:提取时间
D:Extraction

 

time 0.016 1 0.016 1.63 0.222
 

8

AB 0.042 1 0.042 4.24 0.058
 

6

AC 0.007 1 0.007 0.65 0.435
 

1

AD 0.009 1 0.009 1.01 0.332
 

2

BC 0.008 1 0.008 0.091 0.767
 

6

BD 0.009 1 0.009 0.002
 

52 0.960
 

7

CD 0.006 1 0.006 0.57 0.436
 

7

A2 0.30 1 0.31 30.63 <
 

0.000
 

1 **

B2 0.11 1 0.11 11.50 0.004
 

4 **

C2 2.38 1 2.38 238.62 <
 

0.000
 

1 **

D2 0.21 1 0.21 21.22 0.000
 

4

残项
Residual 0.14 14 0.01

失拟项
Lack

 

of
 

fit 0.13 10 0.013 5.97 0.054
 

9

纯误差
Pure

 

error 0.009 4 0.002

总差
Total

 

deviation 3.13 28

注:*表示具有显著性,P<0.05;**表示具有极显著性,P<0.01

Note:
 

*
 

means
 

significant,P<0.05;
 

**
 

means
 

very
 

significant,P<0.01

图2 交互作用AB对总黄酮得率的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

interactive
 

AB
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield
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图3 交互作用AC对总黄酮得率的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

interactive
 

AC
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield

图4 交互作用AD对总黄酮得率的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

interactive
 

AD
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield

图5 交互作用BC对总黄酮得率的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

interactive
 

BC
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield

图6 交互作用CD对总黄酮得率的影响

Fig.6 Effect
 

of
 

interactive
 

CD
 

on
 

total
 

flavonoids
 

yield
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2.1.2.4 优化工艺验证试验结果

  为获得最佳的提取工艺,继续采用DesignEx-
pert

 

8.0.6对上述模型进行进一步分析,得到华腺萼

木总黄酮提取工艺条件为超声功率291.6
 

W,料液比

1∶95.6,乙醇浓度77%,提取时间51.2
 

min,预测黄

酮提取率为2.48%。根据实际操作的可行性将工艺

条件调整为超声波功率为300
 

W,料液比1∶95,乙
醇浓度75%,提取时间50

 

min,在该工艺条件下进行

5次重复性验证试验,得到修改后工艺的总黄酮得率

为2.36%,可见,响应面拟合模型预测结果与试验结

果较为接近,说明华腺萼木总黄酮提取工艺可以通过

响应面法进行优化。

2.2 华腺萼木总多糖提取工艺优化

2.2.1 单因素试验结果

  超声波功率、提取温度和提取时间对华腺萼木总

多糖提取的影响如图7所示。在试验范围内,华腺萼

木总多糖得率随超声波功率增大呈现先升高-降低

-升高的趋势,在超声波功率为240
 

W 时,总多糖得

率达到最大值71.19%,随后降低(图7a)。先升后降

的原因可能是超声波功率增大有利于总多糖从溶液

中溶出,但超声波功率过大时会导致其他的物质溶

出,从而影响体系中的总多糖含量。

  华腺萼木总多糖得率在提取温度试验范围内呈

现降低-升高-降低的趋势(图7b),提取温度为

70℃时总多糖得率达到最大值56.77%。在温度为

40—50℃时,总多糖得率降低,原因可能是一开始体

系中能溶解出较多的总多糖类物质,其他物质溶解得

较少,当温度升高到50℃时其他物质溶解量增加,导
致总多糖含量减少。随后温度上升,总多糖溶解增

加,体系中总多糖含量增加。提取温度大于70℃后,
温度过高导致体系中的多糖分子结构受损,总多糖含

量降低。

  华腺萼木总多糖得率在提取时间试验范围内呈

现先增加后降低的趋势(图7c),在提取时间为180
 

min时达到最大值78.03%,随后降低。原因可能是

随着浸提时间增长,多糖分子被破坏和水解,同时也

使一些水溶性杂质溶出,致使总多糖含量降低。

  综上,选取超声功率240
 

W、提取温度70℃、提
取时间180

 

min进行响应面优化试验。

图7 超声波功率(a)、提取温度(b)和提取时间(c)对总多糖得率的影响

  Fig.7 Effect
 

of
 

ultrasonic
 

power
 

(a),extraction
 

temperature
 

(b)
 

and
 

extraction
 

time
 

(c)
 

on
 

total
 

polysaccharides
 

yield

2.2.2 响应面优化华腺萼木总多糖提取工艺

2.2.2.1 响应面设计及响应值

  根据单因素试验结果,选择提取时间、超声波功

率和提取温度为自变量、华萼腺木总多糖提取率为响

应值,通过BoxBenhnken进行试验设计优化华萼腺

木总多糖提取工艺。利用DesignExpert
 

8.0.6
 

软件

分析实验结果(表5)。
表5 总多糖响应面试验设计及响应值

Table
 

5 Response
 

surface
 

test
 

design
 

and
 

response
 

value
 

of
 

to-

tal
 

polysaccharides
 

yield

试验号
Test

 

number

因素Factors

A B C

总多糖得率
Total

 

polysaccharides
 

yield
 

(%)

1 0 -1 -1 73.75
2 1 -1 0 60.43
3 0 0 0 79.81

续表5

Continued
 

table
 

5

试验号
Test

 

number

因素Factors

A B C

总多糖得率
Total

 

polysaccharides
 

yield
 

(%)

4 -1 -1 0 60.19
5 1 0 -1 71.47
6 0 1 1 76.71
7 -1 0 1 72.17
8 0 0 0 80.70
9 -1 1 0 67.58
10 1 0 1 73.29
11 0 0 0 81.17
12 0 -1 1 75.02
13 0 1 -1 74.04
14 0 0 0 82.92
15 -1 0 -1 69.21
16 1 1 0 68.28
17 0 0 0 82.54
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2.2.2.2 响应面模型的建立及分析

  根据试验数据,利用
 

DesignExpert
 

8.0.6
 

软件

拟合得到华萼腺木总多糖提取物的回归方程为Y=
81.43+0.54A+2.15B+1.09C+0.11AB-
0.28AC+0.35BC-10.33A2-9.68B2+0.43C2。

  对响应模型进行显著性分析(表6),模型具极显

著性(P<0.01),说明模型具有意义,失拟项不显著

(P>0.05),说明模型理论值与试验值差异较小;

R2adj=0.912
 

3,说明模型能解释91.23%的响应值

的变化;相关系数R2=0.961
 

6,说明模型拟合效果

较好,可以用方程代替试验结果进行预测和分析。一

次项A达到显著水平,二次项A2 和B2 达到极显著

水平,交互项未达到显著水平。

2.2.2.3 响应面交互因素分析

  利用DesignExpert
 

8.0.6软件做出总多糖相应

因素之间的交互作用分析图(图8-10)。由图8可

知,当提取温度为70℃时,总多糖得率随提取时间和

超声波功率的增加呈现先增后减的趋势,从曲面的陡

峭度来看,提取时间对总多糖得率的影响大于超声波

功率。由图9可知,当超声波功率为240
 

W 时,总多

糖得率随提取时间和提取温度增加呈现先增后减的

趋势,但坡度较小,从曲面陡峭度来看,提取时间的曲

面稍微比提取温度陡峭一点,可见提取时间对总多糖

得率的影响稍大于提取温度。由图10可知,当提取

时间为180
 

min时,总多糖得率随超声波功率和提取

温度呈现先增后减的趋势,但坡度较小,从曲面陡峭

度来看,提取温度对总多糖得率的影响大于超声波功

率。因此,各因素对华腺萼木总多糖得率的影响强弱

顺序为提取时间>超声波功率>提取时间。

表6 总多糖回归模型显著性分析

Table
 

6 Significance
 

analysis
 

of
 

total
 

polysaccharides
 

regression
 

model

方差来源
Source

 

of
 

variance

平方和
Sum

 

of
 

square
自由度

Degree
 

of
 

freedom
均方

Mean
 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性
Significant

模型
Model 739.03 9 82.11 19.49 0.004 **

A 2.33 1 2.332
 

8 0.55 0.481
 

0

B 37.06 1 37.06 8.80 0.020
 

9 *

C 9.50 1 9.50 2.26 0.176
 

8

AB 0.05 1 0.05 0.016 0.913
 

9

AC 0.32 1 0.32 0.08 0.789
 

3

BC 0.49 1 0.49 0.12 0.743
 

1

A2 449.00 1 449.00 106.59 <
 

0.000
 

1 **

B2 205.23 1 205.23 48.72 0.000
 

2 **

C2 0.79 1 0.79 0.18 0.68

残项
Residual 29.49 1 4.21 0.55 0.48

失拟项
Lack

 

of
 

fit 22.81 3 7.60 4.56 0.088
 

7

纯误差
Pure

 

error 6.68 4 1.67

总差
Total

 

deviation 768.52 16

注:*表示具有显著性,P<0.05;**表示具有极显著性,P<0.01

Note:
 

*
 

means
 

significant,P<0.05;
 

**
 

means
 

very
 

significant,P<0.01
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图8 交互作用AB对总多糖得率的影响

Fig.8 Effect
 

of
 

interactive
 

AB
 

on
 

total
 

polysaccharides
 

yield

图9 交互作用AC对总多糖得率的影响

Fig.9 Effect
 

of
 

interactive
 

AC
 

on
 

total
 

polysaccharides
 

yield

图10 交互作用BC对总多糖得率的影响

Fig.10 Effect
 

of
 

interactive
 

BC
 

on
 

total
 

polysaccharides
 

yield

2.2.2.4 优化工艺验证试验结果

  为获得最佳的总多糖提取工艺,继续采用 De-
signExpert

 

8.0.6对上述模型进行进一步分析,得
到华腺萼木总多糖提取工艺条件为时间180.1

 

min,
功率261.1

 

W,温度80℃,此时华腺萼木总多糖提取

率的理论值为83.18%。根据实际操作的可行性将

工艺条件修改为提取时间180
 

min,功率250
 

W,温
度80℃,此工艺条件下重复试验5次,结果平均提取

率为82.77%。试验表明,通过响应面优化得到最佳

工艺的华腺萼木总多糖提取率,与最佳工艺条件下的

理论值相差较小,说明响应面法优化的提取工艺适用

于华腺萼木总多糖提取。

3 结论

  水提法、醇提法、酶解法和超声波法等提取方法

对不同植物的总黄酮和总多糖提取效果具有显著性

差异。不同种植物采用相同的提取工艺也会产生显

著性差异,同种植物的总黄酮和总多糖的提取采用相

同的方法进行提取,不同因素间的作用也不同。本研

究采用单因素试验分析不同因素对华腺萼木总黄酮
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和总多糖提取的影响,发现两种物质所需要的条件不

同,总黄酮提取的最佳单因素为超声波功率300
 

W,
料液比1∶90,乙醇浓度70%,提取时间50

 

min,提取

温度60℃;总多糖提取的最佳单因素为超声波功率

240
 

W,温度70℃,时间180
 

min。总多糖提取比黄

酮提取工艺需要花费更长的时间,总多糖溶解所需的

温度高于总黄酮,但超声波功率低于总黄酮。根据最

佳因素设计响应面优化总黄酮提取和总多糖提取工

艺,总黄酮提取工艺各因素间的影响力大小依次为乙

醇浓度>料液比>超声波功率>提取时间,总多糖提

取工艺各因素间的影响力大小依次为提取时间>超

声波功率>提取温度,同种因素如提取时间对总黄酮

提取的影响较小,而对总多糖提取的影响较大。通过

单因素和响应面分析及操作的可行性最终确定总黄

酮提取的最佳工艺为超声波功率300
 

W,料液比

1∶95,乙醇浓度75%,提取时间50
 

min,此时总黄酮

得率为2.36%(理论值为2.48%);总多糖提取的最

佳工艺为提取时间180
 

min,功率250
 

W,温度80℃,
此时总多糖得率为82.77%(理论值为83.18%)。由

此可见用响应面法优化华腺萼木总黄酮和总多糖的

提取工艺,结果与理论值相差较小,表明利用响应面

优化华腺萼木总黄酮和总多糖提取工艺的方法是可

行的,可以为华腺萼木总黄酮和总多糖的进一步研究

提供理论依据,为华腺萼木资源的开发提供技术

支撑。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

further
 

develop
 

the
 

natural
 

sweet
 

tea
 

resources,the
 

stems
 

and
 

leaves
 

of
 

Mycetia
 

sinensis
  

were
 

used
 

as
 

the
 

raw
 

material
 

to
 

optimize
 

the
 

extraction
 

technology
 

of
 

total
 

flavonoids
 

and
 

total
 

polysaccha-
rides

 

from
 

M.sinensis
  

by
 

ultrasonic
 

assisted
 

water
 

extraction.On
 

the
 

basis
 

of
 

single
 

factor
 

experiment,the
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

flavonoids
 

and
 

total
 

polysaccharides
 

was
 

optimized
 

by
 

response
 

surface
 

methodolo-
gy.The

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

ethanol
 

concentration
 

had
 

the
 

greatest
 

influence
 

on
 

the
 

extraction
 

of
 

total
 

fla-
vonoids

 

from
 

M.sinensis
 

and
 

the
 

extraction
 

time
 

had
 

the
 

least
 

influence
 

on
 

it.Extraction
 

time
 

had
 

the
 

grea-
test

 

effect
 

on
 

the
 

extraction
 

of
 

total
 

polysaccharides
 

and
 

the
 

extraction
 

temperature
 

had
 

the
 

least
 

effect.Final-
ly,the

 

optimum
 

extraction
 

technology
 

of
 

M.sinensis
  

total
 

flavonoids
 

was
 

determined
 

as
 

follows:Ultrasonic
 

power
 

300
 

W,ratio
 

of
 

material
 

and
 

liquid
 

1∶95,ethanol
 

concentration
 

75%,ultrasonic
 

time
 

50
 

min,and
 

the
 

yield
 

of
 

total
 

flavonoids
 

under
 

this
 

process
 

condition
 

was
 

2.36%.The
 

optimum
 

extraction
 

technology
 

of
 

M.
sinensis

  

total
 

polysaccharide
 

was
 

determined
 

as
 

follows:Ultrasonic
 

time
 

180
 

min,ultrasonic
 

power
 

250
 

W,

temperature
 

80℃,and
 

the
 

yield
 

of
 

total
 

flavonoids
 

under
 

this
 

process
 

condition
 

was
 

82.77%.In
 

this
 

study,re-
sponse

 

surface
 

methodology
 

was
 

used
 

to
 

rationally
 

optimize
 

the
 

extraction
 

conditions
 

of
 

the
 

total
 

flavonoids
 

and
 

total
 

polysaccharides
 

from
 

M.sinensis,which
 

can
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

future
 

resource
 

development
 

of
 

M.
sinensis.
Key

 

words:Mycetia
 

sinensis,total
 

flavonoids,total
 

polysaccharides,response
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optimization,ultrasonic
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