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响应面优化超声辅助
提取油菜花粉多糖

姚秋萍，姬青松

（贵州民族大学 化学与环境科学学院，贵州 贵阳　５５００２５）

摘　要：采用Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合实验和响应面分析法，在单因素实验基础上，以超声功率、提
取时间和液料比为影响因素，多糖提取率为响应值，对超声波提取油菜花粉多糖的工艺进行优化。

结果表明：优化后确定的最佳工艺条件为：超声功率为４６３Ｗ、超声时间为２０．５ｍｉｎ、液料比２２．７∶
１（ｍＬ／ｇ），优化条件下多糖提取率验证值为５．２８％，与响应面分析优化多糖提取率预测值５．３０％
接近。超声波技术可大大提高油菜花粉多糖的提取率。
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　　花粉是植物有性繁殖的雄性配子体，是植物繁
衍后代的“精子”，含有多种维生素、酶、微量元素、

生物活性物质等人体所必需的营养成分［１］。我国

是世界养蜂大国，产量居世界首位，但由于花粉壁结

构复杂，组织致密，阻碍了花粉营养物质的溶出，导

致花粉资源利用率低。油菜花粉多糖是花粉中一种

重要的生物活性物质，具有抗肿瘤［２］、抗氧化［３］、增

强机体免疫［４］等功能。提取油菜花粉多糖的方法

常用的有热水提取法［５－６］、反复冻融法［７］、微波

法［８］。这些方法可明显提高多糖的得率，但研究方

法局限于单因素和正交实验。为最大限度地提高油

菜花粉多糖的溶出率，本研究将超声波技术应用到

油菜花粉多糖提取中，采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组
合实验设计及响应面分析法对油菜花粉多糖的提取

工艺进行优化，为油菜花粉资源的综合开发利用提

供技术依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

油菜花粉：在４０℃条件下对油菜花粉进行热风
干燥，粉碎，过６０目筛，密封好后置于４℃冰箱中保
存。９５％乙醇、无水乙醇、浓硫酸、丙酮、乙醚、苯酚、
葡萄糖、３，５－二硝基水杨酸、氢氧化钠、丙三醇等均
为分析纯。

１．２　主要仪器
１０１－１型电热鼓风干燥箱：北京科伟永兴仪器

有限公司；ＤＴＹ－ＺＢＪ－１５Ａ型台式全自动制冰机：
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北京天佑科技发展有限公司；ＳＨＺ－Ⅲ型循环水式
真空泵：上海亚荣生化仪器厂；ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸
发仪：上海亚荣生化仪器厂；７５６ＰＣ型紫外分光光度
计：上海舜宇恒平科学仪器有限公司。

１．３　方法
１．３．１　总糖和还原糖的测定

总糖测定采用苯酚—硫酸法［９］；还原糖测定采

用ＤＮＳ法［１０］。油菜花粉多糖含量及多糖提取率计

算公式如下：

油菜花粉多糖含量＝总糖含量－还原糖含量
油菜花粉多糖提取率／％＝油菜花粉多糖含量／

油菜花粉干粉质量×１００
１．３．２　单因素实验

称取２ｇ油菜花粉粉末，按一定液料比加入一
定量的去离子水，在冰水浴中超声提取一定时间，离

心，取上清液待测。采用单因素实验方法考察超声

波功率、提取时间、液料比３个因素对油菜花粉多糖
得率的影响。

１．３．３　中心组合实验设计
在单因素实验基础上，进行三因素三水平 Ｂｏｘ

－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合实验设计，采用响应面法对
实验结果进行分析，优化油菜花粉多糖超声波法的

提取条件。

１．３．４　验证实验
按１．３．２节中的方法，将离心后的沉淀物加蒸

馏水再超声波提取１次，离心，合并两次上清液，在
旋转蒸发仪上浓缩至一定体积，加入 ３倍体积的
９５％乙醇，放入４℃冰箱中静置１２ｈ。离心，沉淀加
入适量的蒸馏水溶解，滤除不溶物，上清液加入３倍
体积的９５％乙醇，置４℃冰箱中静置过夜，离心，沉
淀用无水乙醇、丙酮和乙醚依次洗涤，干燥，得油菜

花粉多糖粗提物。

２　结果与分析
２．１　油菜花粉总糖和还原糖测定

采用苯酚—硫酸法以葡萄糖（毫克数）为横坐

标，吸光度值（Ｙ）为纵坐标制作标准曲线，得回归方
程：Ｙ＝０．０２８６Ｘ＋０．０６８７，Ｒ２＝０．９９５３。

采用 ＤＮＳ法以葡萄糖（Ｘ，毫克数）为横坐标，
吸光度值（Ｙ）为纵坐标制作标准曲线，得回归方程：
Ｙ＝０．０１６１Ｘ＋０．０１５９，Ｒ２＝０．９９０３。

将所测得的样品吸光度值分别代入对应回归方

程，计算油菜花粉总糖和还原糖的含量。

２．２　单因素实验优化油菜花粉多糖超声波提取条件
２．２．１　超声功率对油菜花粉多糖提取率的影响

油菜花粉粉末按液料比为１６∶１（ｍＬ／ｇ），功率
分别为１８０、２７０、３６０、４５０、５４０、６３０Ｗ的条件下，冰

水浴中提取２０ｍｉｎ，离心，取上清测定总糖和还原糖
的含量。由图１可知，超声功率为４５０Ｗ 时，油菜
花粉多糖的提取率最大。功率在４５０～６３０Ｗ之间
时多糖的提取率有所下降，这可能是由于超声功率

过高使多糖结构破坏，从而导致多糖得率降低，因此

选择超声波功率为４５０Ｗ。

图１　超声功率对油菜花粉多糖提取率的影响

２．２．２　提取时间对油菜花粉多糖提取率的影响
油菜花粉粉末按液料比为１６∶１（ｍＬ／ｇ）、功率

为４５０Ｗ的条件，在冰水浴中分别超声提取５、１０、
１５、２０、２５、３０ｍｉｎ，离心，取上清测定总糖和还原糖
的含量。由图２可知，油菜花粉多糖提取率随着提
取时间的延长，在２０ｍｉｎ之前增加比较明显，２０ｍｉｎ
之后趋于平缓，为了节约能耗，选择２０ｍｉｎ为提取
时间。

图２　提取时间对油菜花粉多糖提取率的影响

２．２．３　液料比对油菜花粉多糖提取率的影响
油菜花粉粉末按功率为４５０Ｗ，液料比分别为

１０∶１、１３∶１、１６∶１、１９∶１、２２∶１、２５∶１（ｍＬ／ｇ）的条件，
冰水浴中提取２０ｍｉｎ，离心，取上清测定总糖和还原
糖的含量。由图 ３可知，液料比从 １０∶１到 ２２∶１
（ｍＬ／ｇ）递变时，油菜花粉多糖的提取率显著增加
（Ｐ＜０．０５），液料比从２２∶１到２５∶１（ｍＬ／ｇ）递变时
变化不大，因此选择液料比为２２∶１（ｍＬ／ｇ）。

图３　液料比对油菜花粉多糖提取率的影响
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２．３　中心复合实验及结果
在单因素实验基础上，以超声功率、提取时间、

液料比为自变量，进行三因素三水平 Ｂｏｘ－
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合实验设计，因素水平表如表１
所示。以油菜花粉多糖的提取率为响应值（Ｙ），采
用多元二次回归方法对实验结果进行响应面分析，

并采用偏导方法求解多元二次回归方程的极值，得

到超声波法提取油菜花粉多糖的最佳条件。

表１　 响应面实验因素水平

水平

因素

Ｘ１
超声功率／Ｗ

Ｘ２
时间／ｍｉｎ

Ｘ３
液料比／（ｍＬ／ｇ）

－１ ３６０ １５ １９∶１
０ ４５０ ２０ ２２∶１
１ ５４０ ２５ ２５∶１

在单因素实验的基础上，以 Ｚ１＝（Ｘ１－４５０）／
９０、Ｚ２＝（Ｘ２－２０）／５、Ｚ３＝（Ｘ３－２２）／３为自变量，
以三次实验所得多糖提取率的平均值为响应值（Ｙ）
进行响应面分析。结果见表２，１７个实验中，１～１３
是析因实验，１４～１７是中心实验，用来估计实验
误差。

表２　响应面分析实验结果

实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 多糖提取率／％
１ １ ０ １ ５．０５
２ ０ １ １ ４．９６
３ １ －１ ０ ４．８１
４ ０ －１ －１ ４．６６
５ ０ １ －１ ４．６６
６ －１ －１ ０ ４．５５
７ １ ０ －１ ４．８８
８ －１ ０ １ ４．８６
９ －１ ０ －１ ４．７２
１０ －１ １ ０ ４．８３
１１ １ １ ０ ４．７５
１２ ０ －１ １ ４．７０
１３ ０ ０ ０ ５．１６
１４ ０ ０ ０ ５．３４
１５ ０ ０ ０ ５．３８
１６ ０ ０ ０ ５．２９
１７ ０ ０ ０ ５．２４

对所得数据进行回归分析，从表３的分析结果
来看，整体模型的 Ｐ＝０．０００２，表明回归模型极显
著。失拟项用来表示所用模型与实验拟合的程度，

即二者差异的程度。失拟项Ｐ值为０．９０７２＞０．０５，
无失拟因素存在，因此可用回归方程代替实验真实

点对实验结果进行分析。由 Ｐ值可知，在各因素水
平范围内，对多糖提取率的影响顺序为：液料比＞超
声功率＞超声时间。回归模型中一次项 Ｘ３，二次项
Ｘ１
２、Ｘ２

２、Ｘ３
２对Ｙ的影响极显著。一次项Ｘ１、Ｘ２，二

表３　回归分析结果

方差来源 平方和ＳＳ 自由度ＤＦ 均方ＭＳ Ｆ值 Ｐｒｏｂ＞Ｆ
模型 １．０８ ９ ０．１２　 ２５．０５　 ０．０００２
Ｘ１ ０．０３５ １ ０．０３５ ７．３１ ０．０３０４
Ｘ２ ０．０２９ １ ０．０２９ ６．０２ ０．０４２７
Ｘ３ ０．０５３ １ ０．０５３ １１．００ ０．００９８
Ｘ１Ｘ２ ０．０２９ １ ０．１３ ７．８９ ０．０２６２
Ｘ１Ｘ３ ０．０００２２５ １ ０．０００２２５０．０４７ ０．８３４８
Ｘ２Ｘ３ ０．０１７ １ ０．０１７ ３．５２ ０．１０２７
Ｘ１２ ０．１８ １ ０．１８ ３７．６７ ０．０００５
Ｘ２２ ０．４９ １ ０．４９ １０１．２４ ＜０．０００１
Ｘ３２ ０．１６ １ ０．１６ ３４．１２ ０．０００６
残差 ０．０３４ ７ ０．００４８０１
失拟项 ０．００３９２５ ３ ０．００１３０８０．１８ ０．９０７２
纯误差 ０．０３０ ４ ０．００７４２
总离差 １．１２ １６

次项Ｘ１Ｘ２对Ｙ的影响显著，由此可见，各具体实验
因素对响应值的影响不是简单的线性关系，交互项

作用和二次项对响应值都有很大的影响。通过 Ｄｅ
ｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件进行二次响应面回归分析，得到多
元二次响应面回归模型：

Ｙ＝－１６．６２８３３＋０．０２６９３１Ｘ１＋０．５４５２７Ｘ２＋
０．８９２２５Ｘ３－０．０００１８８９Ｘ１Ｘ２＋０．００００２７８Ｘ１Ｘ３＋
０．００４３３３Ｘ２Ｘ３－０．００００２５６Ｘ１

２－０．０１３５９０Ｘ２
２－

０．０２１９１７Ｘ３
２

对该模型进行方差分析，校正决定系数 Ｒ２

（ａｄｊ）为０．９３１２＞０．８，变异系数（ＣＶ）为１．４０％，说
明响应值的变化有９３．１２％来自于所选变量，进一
步说明模型拟合度较好，可以用来对超声提取油菜

花粉多糖工艺进行初步分析和预测。

根据回归方程做出响应面分析图和等高线图，

见图４～图６。从响应面和方差分析结果得到，Ｘ１、
Ｘ２之间的交互作用强于 Ｘ２、Ｘ３之间的交互作用，Ｘ２、
Ｘ３之间的交互作用强于 Ｘ１、Ｘ３之间的交互作用。由
ＳＡＳ分析得到响应值最大时Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３对应的编码值
分别为Ｚ１＝０．１４５０、Ｚ２＝０．０９２０、Ｚ３＝０．２２３３，对应
的油菜花粉多糖最佳提取条件为：超声功率４６３Ｗ、
时间为２０．５ｍｉｎ、液料比２２．７∶１（ｍＬ／ｇ），预测的理
论提取率为５．３０％。　　
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６５　　　

图４　Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ２）的等高线（ａ）与响应面（ｂ）图

图５　Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ３）的等高线（ａ）与响应面（ｂ）图

图６　Ｙ＝ｆ（Ｘ２，Ｘ３）的等高线（ａ）与响应面（ｂ）图

２．４　验证实验及多糖提取率测定

为了验证模型预测的可行性，在最佳提取条件

下提取油菜花粉多糖，进行３次平行验证实验，３次

平行实验得到油菜花粉多糖提取率为５．２８％，与理

论预测值（５．３０％）相比相对误差为０．３８％，预测值

与实验值吻合较好。因此，响应面法对油菜花粉多

糖超声提取条件进行优化是可行的。

３　结论
超声提取是近年来兴起的一种新型提取技术，

超声波作用于提取介质时产生的“空化现象”可产

生瞬间几千个压力，使提取介质中的微小气泡压缩、

爆裂，破碎被提取的原料及其细胞壁，加速天然活性

成分的溶出，且具有操作方便、作用时间短等特点。

本研究采用响应面分析法优化了超声提取油菜花粉

多糖的提取工艺，得到的最佳提取工艺参数为：超声

功率为 ４６３Ｗ、超声时间为 ２０．５ｍｉｎ、液料比

２２．７∶１（ｍＬ／ｇ），多糖提取率验证值为 ５．２８％。吴

晖等［５］根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合实验设计原

理，确定了热水提取油菜花粉水溶性多糖的验证值

为１．４８％。由此可见，超声波技术运用在油菜花粉

上，可大大提高油菜花粉多糖的提取率。
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