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　　摘要：为探讨黑青稞色素资源的开发与利用，以完整黑青稞种子为材料，在单因素试验基础上结合响应面分析法，
以提取温度、液料比、乙醇浓度、ｐＨ值为因素，花色苷提取量为响应值优化黑青稞花色苷提取工艺，进而测定其还原能
力，以及清除１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基、羟自由基、超氧阴离子自由基的能力。结果表明，黑青稞
花色苷最佳提取工艺参数为提取温度６０℃，液料比１０．０４ｍＬ∶ｇ，乙醇浓度５５．７６％，ｐＨ值１，在该条件下提取１ｈ花
色苷的实际提取量为 ９．６８ｍｇ／１００ｇ，而在此基础上使用超声波提取４０ｍｉｎ，提取量达到１４．０４ｍｇ／１００ｇ，提高了提取
效率。同时所提黑青稞花色苷的抗氧化活性较强，且抗氧化能力与花色苷浓度间存在剂量效应关系；与维生素 Ｃ
（ｖｉｔａｍｉｎＣ，简称ＶＣ）相比，黑青稞花色苷清除ＤＰＰＨ自由基和羟自由基能力较强，但还原能力和清除超氧阴离子能力
没有ＶＣ强。黑青稞花色苷对自由基的清除能力大小依次为 ＤＰＰＨ自由基 ＞羟自由基 ＞超氧阴离子自由基，半抑制
浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称ＩＣ５０）依次为０．１８６、０．２６８、０．２９３ｍｇ／ｍＬ，说明黑青稞花色苷是一种较好的天

然抗氧化剂。
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　　青稞（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬｉｎｎ．ｖａｒ．ｎｕｄｕｍＨｏｏｋ．ｆ．）在植物
分类学上为禾本科大麦属普通大麦种多棱裸粒大麦变种［１］。

我国拥有丰富的青稞资源，品种繁多、种类各异，其中黑青稞

是一种独特的种质资源，具有很大的开发价值。黑青稞种皮

中含有丰富的花色苷而区别于普通白青稞，单月琴就从囊谦

黑青稞的酸性乙醇提取液中鉴定出可能的７种花色苷［２］。花

色苷是一种的水溶性的天然色素，它主要存在于植物的花、果

实、种子中，从而使它们呈现出黑、紫、蓝等多种颜色。现代研

究证明，人工合成的色素对人类的健康存在潜在的致畸性、致

癌性［３］，而天然色素花色苷不仅无毒无害，还具有清除自由

基、防癌抗肿瘤、清脂减肥等与人类健康息息相关的功

能［４－６］，所以黑青稞具有生产天然色素的开发和利用前景，而

提取其中的花色苷是利用黑青稞的第１步，研究其提取工艺
具有重要意义。

不同的提取条件对黑青稞花色苷的提取效果存在不同的

影响。响应面分析法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，简称
ＲＳＭ）就是使用多元二次回归方程来拟合多个提取条件（因
素）与试验指标（响应值）之间的函数关系，并通过分析回归

方程来优化工艺参数，它保留了正交试验工作量少的优点，还

克服了不能在整个区域上得出最佳因素组合和最优值的缺

点［７－８］。陈建国等使用这种方法以黑青稞种子粉为材料优化

了其花色苷的提取工艺［９］。但是青稞种子中淀粉成分独特，

普遍含有７４％～７８％的支链淀粉，有的甚至更高［１０］，使用种

子粉提取在加热的过程中使提取液变得黏稠、糊化而影响测

定结果，且黑青稞花色苷多数集中在种皮，所以本研究以去杂

的、完整的黑青稞种子为材料，使用响应面法优化其提取工

艺，并初步探索超声波辅助提取黑青稞花色苷，同时测定所得

花色苷提取液的抗氧化活性，旨为黑青稞天然色素的进一步

研究和开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
以云南省当地种皮颜色为黑色的青稞为材料。

主要试剂有甲醇、乙醇、盐酸、三氯乙酸、柠檬酸、冰乙酸、

甲酸、乙酸乙酯、３０％双氧水、硫酸亚铁、水杨酸、１，１－二苯
基－２－三硝基苯肼（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，简称
ＤＰＰＨ）、铁氰化钾、氯化铁、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、Ｔｒｉｓ－
ｂａｓｅ、邻苯三酚，均为分析纯。
１．２　仪器设备
　　主要仪器有ＡｇｉｌｅｎｔＣａｒｙ６０紫外－可见光分光光度计（美
国安捷伦公司）、Ａｌｐｈａ１－２型冷冻干燥机（德国ＭａｒｔｉｎＣｈｒｉｓｔ
公司）、ＲＥ－５２Ｂ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）、予华
ＳＨＺ－Ｄ型循环水式真空泵（巩义市予华仪器有限责任公
司）、ＫＱ３２００１超声波震荡器（东莞市柯桥超声波设备有限公
司）、ＹＸＴ－２型高速电动离心机、恒温水浴锅、电子天平等。
１．３　试验方法
１．３．１　黑青稞花色苷吸收波长的选择　参照孙荣琴等的方
法［１１］，使用１％盐酸甲醇进行提取，将提取液离心定容后再用
紫外－可见光分光光度计（ＡｇｉｌｅｎｔＣａｒｙ６０）进行２５０～７００ｎｍ
的扫描，确定可见光区内最大吸收波长（λｍａｘ）。
１．３．２　单因素试验设计　以黑色种皮的青稞种子为材料，分
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别考察种子粉碎与未粉碎、提取剂、乙醇浓度、提取剂 ｐＨ值、
酸化剂、提取温度、提取时间、液料比８个单因素对黑青稞籽
粒花色苷提取量的影响。

１．３．２．１　种子粉碎与未粉碎的选择　分别称取１ｇ去杂的
完整黑青稞种子和过 ６０目筛网的黑青稞种子粉，按照
１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，配制 ｐＨ值 ＝３的
６０％乙醇，在温度为５０℃的水浴条件下提取１ｈ。
１．３．２．２　提取剂的确定　分别称取１ｇ去杂的完整黑青稞
种子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，分别配制
ｐＨ值＝３的蒸馏水、６０％甲醇、纯甲醇、６０％乙醇、纯乙醇，在
温度为５０℃的水浴条件下提取１ｈ。
１．３．２．３　乙醇浓度的选择　分别称取１ｇ去杂的完整黑青
稞种子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，分别配
制ｐＨ值＝３的３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％乙醇，
在温度为５０℃的水浴条件下提取１ｈ。
１．３．２．４　ｐＨ值的确定　分别称取１ｇ去杂的完整黑青稞种
子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，分别配制
ｐＨ值为１、２、３、４、５的６０％乙醇，在温度为５０℃的水浴条件
下提取１ｈ。
１．３．２．５　酸化剂的选择　分别称取１ｇ去杂的完整黑青稞
种子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，分别以盐酸、三氯乙酸、冰
乙酸、甲酸、柠檬酸为ｐＨ值调节剂，配制ｐＨ值＝３的６０％乙
醇在温度为５０℃的水浴条件下提取１ｈ。
１．３．２．６　提取温度的确定　分别称取１ｇ去杂的完整黑青
稞种子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，配制
ｐＨ值＝３的６０％乙醇，分别在温度为３０、４０、５０、６０、７０、８０℃
的水浴条件下提取１ｈ。
１．３．２．７　提取时间的确定　分别称取１ｇ去杂的完整黑青
稞种子，按照１０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，配制
ｐＨ值＝３的６０％乙醇，在温度为５０℃的水浴条件下分别提
取０．５、１、２、３、４、５ｈ。
１．３．２．８　液料比的确定　分别称取１ｇ去杂的完整黑青稞
种子，分别按照５ｍＬ∶１ｇ、１０ｍＬ∶１ｇ、２０ｍＬ∶１ｇ、３０ｍＬ∶
１ｇ、４０ｍＬ∶１ｇ、５０ｍＬ∶１ｇ的液料比，以盐酸为酸化剂，配制
ｐＨ值＝３的６０％乙醇，在温度为５０℃的水浴条件下分别提
取１ｈ。
１．３．３　花色苷提取量的测定　将按照以上单因素试验所确
定的提取条件得到的提取液离心后，以提取剂为空白对照，在

λｍａｘ处测定吸光度，参考赵桃等的方法
［１２］计算得出提取量，均

平行测定３次，相关公式：

提取量（ｍｇ／１００ｇ）＝Ｄ×Ｖ×Ｎ×１００９８．２×ｍ 。

式中：Ｄ为在λｍａｘ处的吸光度；Ｖ为稀释体积，ｍＬ；Ｎ为稀释倍
数；９８．２为花色素的平均消光系数；ｍ为样品干质量，ｇ。
１．３．４　黑青稞花色苷的响应面试验及模型验证　根据单因
素试验结果，选取对黑青稞花色苷提取量影响较大的４个因
素提取温度（Ａ）、液料比（Ｂ）、乙醇浓度（Ｃ）、ｐＨ值（Ｄ）作为
影响因子，以提取量作为响应值，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组
合设计原理使用 ４因素 ３水平试验设计（表 １）。利用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０６软件对数据进行分析。用响应面法分析
得出的黑青稞花色苷最佳提取条件进行验证，算出实际提取

表１　响应面设计的因素与水平

水平

因素

Ａ：提取温度
（℃）

Ｂ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：乙醇浓度
（％） Ｄ：ｐＨ值

－１　 ４０ ５∶１ ５０ １
０ ５０ １０∶１ ６０ ２
１ ６０ １５∶１ ７０ ３

量与模型的预测值进行比较。

１．３．５　超声波辅助提取试验　根据所得最佳提取条件，为进
一步缩短提取时间，进行超声波辅助提取试验，超声波分别提

取２０、４０、６０、８０ｍｉｎ后测定提取量，平行测定３次。
１．３．６　抗氧化性的测定　根据“１．３．４”节优化的提取条件
提取黑青稞中的花色苷，滤液经乙酸乙酯萃取３次进行纯化，
４０℃下旋转蒸发至溶液黏稠，最后置于冷冻干燥机中获得紫
色冻干粉，然后用 ６０％乙醇溶液配制 ０．１、０．２、０．３、０．４、
０．５ｍｇ／ｍＬ的黑青稞花色苷溶液进行抗氧化性的研究，使用
相同浓度的维生素 Ｃ（ｖｉｔａｍｉｎＣ，简称 ＶＣ）溶液作为阳性
对照。

１．３．６．１　还原能力的测定参考莫开菊等的方法［１３］。采用普

鲁士法，分别准确移取１．０ｍＬ不同浓度样品于干燥试管中，
再依次加入３．０ｍＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ＝６．６）、
２．５ｍＬ１％六氰合铁酸钾溶液，于５０℃水浴保温 ２０ｍｉｎ后，
迅速冷却，再加入２．５ｍＬ１０％三氯乙酸，离心，取３．０ｍＬ上
清液，再依次加入３．０ｍＬ蒸馏水，０．５ｍＬ０．１％三氯化铁溶
液，混匀后，室温静置１０ｍｉｎ，再在波长７００ｎｍ处测定其吸
光度。

１．３．６．２　ＤＰＰＨ清除能力参考朱璐等的方法［１４］。精确称取

２．５ｍｇＤＰＰＨ粉末，用无水乙醇定容至１００ｍＬ，避光保存备
用。分别取１．０ｍＬ不同浓度的样品溶液于试管中，再加入
２．０ｍＬＤＰＰＨ溶液，摇匀后室温避光保存３０ｍｉｎ，以无水乙醇
作为空白对照，在５１７ｎｍ处测吸光度。计算清除率，并计算
当清除率达到５０％时所需的浓度，即ＩＣ５０值，清除率计算公式
如下：

清除率＝（１－
Ｄ１（５１７ｎｍ）－Ｄ２（５１７ｎｍ）

Ｄ０（５１７ｎｍ）
）×１００％。

式中：Ｄ０（５１７ｎｍ）为不加样品溶液的空白管溶液的吸光度；
Ｄ１（５１７ｎｍ）为反应溶液的吸光度；Ｄ２（５１７ｎｍ）为不加 ＤＰＰＨ溶液的
对照管吸光度。

１．３．６．３　羟自由基清除能力参考赵桃等的方法［１２］　取干燥
试管，依次加入１．０ｍＬ８．８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２、１．０ｍＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＦｅＳＯ４、１．０ｍＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸乙醇溶液，再加入１．０ｍＬ样
品溶液，最后加入１．０ｍＬＨ２Ｏ２于３７℃水浴中反应０．５ｈ，以
蒸馏水作为对照，在５１０ｎｍ处测吸光度，计算清除率：

清除率＝（１－
Ｄ１（５１０ｎｍ）－Ｄ２（５１０ｎｍ）

Ｄ０（５１０ｎｍ）
）×１００％。

式中：Ｄ０（５１０ｎｍ）为不加样品溶液空白管溶液的吸光度；Ｄ１（５１０ｎｍ）
为反应溶液的吸光度；Ｄ２（５１０ｎｍ）为含１．０ｍＬＨ２Ｏ２和１．０ｍＬ
样品溶液对照管的吸光度。

１．３．６．４　超氧阴离子自由基清除能力参考资名扬等的方
法［１５］　采用邻苯三酚自氧化速率法，取干燥试管加入
４．５ｍＬｐＨ值＝８．２的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液和４．５ｍＬ
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蒸馏水，混合后在２５℃恒温水浴中保温２０ｍｉｎ，然后加入于
２５℃预热过的３ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液０．３ｍＬ，迅速摇匀后
倒入比色皿，每隔０．５ｍｉｎ在波长３２０ｎｍ处测定溶液的吸光
度，至５ｍｉｎ后停止。计算线性范围内１ｍｉｎ吸光度的增加值
（ΔＤ０（３２０ｎｍ））。在加入邻苯三酚前，先加入１．０ｍＬ样品溶液，
蒸馏水３．５ｍＬ，从而得到ΔＤ３２０ｎｍ，按下式计算清除率：

清除率＝Δ
Ｄ０（３２０ｎｍ）－ΔＤ３２０ｎｍ
ΔＤ０（３２０ｎｍ）

×１００％。

式中：ΔＤ０（３２０ｎｍ）表示邻苯三酚自氧化速率；ΔＤ３２０ｎｍ表示加入
样品溶液后邻苯三酚的自氧化速率。

２　结果与分析

２．１　黑青稞花色苷吸收波长的确定
由图 １可知，黑青稞花色苷提液叶在紫外区 ２７０～

２８０ｎｍ和可见光区５００～５５０ｎｍ之间均有吸收峰出现，分别
为２７５、５２８ｎｍ，符合花色苷特征吸收峰的范围，在３２４ｎｍ处
有吸收峰，则表示该色素分子结构具有酰化基团［１６］。因此确

定黑青稞花色苷测定波长为５２８ｎｍ。

２．２　花色苷提取的单因素试验结果
２．２．１　籽粒粉碎与未粉碎的影响　由图２－Ａ可看出，完整
种子的花色苷提取量高于过６０目筛的黑青稞种子粉，这是由
于黑青稞种子中含有大量的支链淀粉［１０］，在加热过程中造成

溶液黏稠不利于色素的溶解。因此，以后试验均采用完整的

种子浸提。

２．２．２　提取剂的影响　由图２－Ｂ可看出，以６０％甲醇为提
取剂时花色苷提取量最高，其次为６０％乙醇，１００％乙醇的花
色苷提取量最低，说明水能促进色素的溶解。由于甲醇对人

体毒性较强，而乙醇无毒且易回收，因此一般选用一定浓度的

乙醇溶液作为提取剂。

２．２．３　乙醇浓度的影响　由图２－Ｃ可知，随着乙醇浓度的
增大，花色苷提取量先升高后下降，当乙醇浓度达到６０％时，
花色苷提取量最高，当超过６０％后，花色苷提取量便开始下
降。由于水能渗透进植物细胞，因此适量的水有利于花色苷

从细胞中渗出。由此可知，６０％乙醇溶液提取效果最好。
２．２．４　提取液ｐＨ值的影响　由图２－Ｄ可知，当提取液ｐＨ
值为２时花色苷提取量最高，之后随着ｐＨ值的升高，花色苷
提取量开始下降。酸性溶剂能破坏细胞膜从而有利于水溶性

色素的溶解，但过高的 ｐＨ值会使溶液中花色苷的结构向无
色的查耳酮转变，稳定性变差［１７］。本试验结果表明，黑青稞

花色苷溶液在ｐＨ值为２时比较稳定。

２．２．５　溶液酸化剂的影响　由图２－Ｅ可知，经盐酸酸化的
提取剂提取花色苷的提取量最高，其次为甲酸，柠檬酸的提取

量最低，所以以盐酸作为下步试验的酸化剂。该结果与赵桃

等的研究结果［１２］不一致，可能是其他提取条件不一样或不同

黑青稞材料的花色苷对各酸化剂的适应性不同所致。

２．２．６　提取温度的影响　由图２－Ｆ可知，随着提取温度的
升高，黑青稞花色苷提取量先升高后降低，在５０℃时提取量
达到最大值，此时再提高温度，就会对花色苷的结构造成破

坏，促进其降解，从而使提取量降低。

２．２．７　提取时间的影响　由图２－Ｇ可知，随着提取时间的
延长，花色苷提取量也在逐渐提高。提取时间从０．５ｈ升到
１ｈ时，黑青稞花色苷提取量提高明显，而后再增加提取时
间，提取量虽有提高但它们之间变化并不明显。过长的提取

时间可能会促进杂质的渗出和花色苷受热降解，所以选择提

取时间为１ｈ。
２．２．８　液料比的影响　由图２－Ｈ可知，随着液料比的增
大，花色苷提取量先提高后变化平缓，１０ｍＬ∶１ｇ液料比的提
取量最高。当液料比超过１０ｍＬ∶１ｇ时，增加液料比对提取
效果影响并不明显，并且过量的提取剂会增加浓缩的时间与

成本。

２．３　数学模型与方差分析结果
根据单因素试验结果，选取提取温度（Ａ）、液料比（Ｂ）、

乙醇浓度（Ｃ）、ｐＨ值（Ｄ）等４个对黑青稞花色苷提取量影响
较大的因素为自变量，以提取量为响应值的响应面分析结果

如表２所示。
　　使用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒ８．０６软件对试验结果进行多元回归
拟合，得到以提取量（Ｙ）为目标函数，提取温度（Ａ）、液料比
（Ｂ）、乙醇浓度（Ｃ）、ｐＨ值（Ｄ）为自变量的二次多元回归
方程：

Ｙ＝－３８．９７６４３＋０．８６９２８Ａ－０．２３０１９Ｂ＋０．７６７７５Ｃ＋
２．０７２５１Ｄ－４．５８２０５×１０－３ＡＢ－６．５８７２５×１０－４ＡＣ－
０．０６７７３９ＡＤ＋０．０２４４２７ＢＣ－０．０７８４９４ＢＤ＋０．０４０４６２ＣＤ－
５．４４５７８×１０－３Ａ２ －０．０３８７４７Ｂ２ －９．０９１４１×１０－３Ｃ２ －
０．７９５１３Ｄ２。

由表３可知，该模型 Ｐ＜０．０００１，极显著。模型 Ｒ２为
０９６３２＞０．９００，说明相关性良好，即该模型可以解释
９６．３２％的数据。失拟项不显著，表明回归方程对试验数据拟
合度高，可以使用该模型进行分析和预测。对模型中各回归

系数进行显著性检验发现，Ａ、Ｄ因素对提取量的影响极显著，
各因素对提取量的影响从大到小排序为ｐＨ值＞提取温度 ＞
液料比＞乙醇浓度，并且温度和ｐＨ值交互影响显著，液料比
和乙醇浓度交互影响极显著。

２．４　响应面结果分析
响应曲面能直观反映各因素间的相互作用，由上述研究

结果可知 ＡＤ、ＢＣ交互作用分别为显著、极显著，使用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒ８０６软件得到相应的响应曲面和等高线，如图
３、图４所示。随着ｐＨ值、液料比、乙醇浓度这３个因素的增
大或减小，对提取量的影响较大，并且ｐＨ值对提取量变化的
影响极显著。

通过软件对方程进一步分析得出，黑青稞花色苷提取的

最佳条件为提取温度６０℃，液料比１０．０４ｍＬ∶１ｇ，乙醇浓度
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表２　响应面试验设计与结果

编号

因素

Ａ：提取
温度

Ｂ：液料比 Ｃ：乙醇
浓度

Ｄ：ｐＨ值
提取量

（ｍｇ／１００ｇ）

１ －１ １ ０ ０ ３．８６
２ ０ －１ －１ ０ ５．６０
３ １ ０ １ ０ ５．７３
４ －１ ０ －１ ０ ２．７１
５ ０ ０ ０ ０ ６．３１
６ ０ ０ ０ ０ ６．１２
７ －１ ０ ０ －１ ６．５２
８ ０ －１ ０ １ １．４５
９ １ ０ ０ １ １．７８
１０ ０ ０ ０ ０ ５．１２
１１ ０ －１ １ ０ ２．１２
１２ －１ －１ ０ ０ ３．０４
１３ ０ ０ －１ １ １．２３
１４ ０ １ １ ０ ５．４２
１５ －１ ０ １ ０ ２．９７
１６ ０ ０ ０ ０ ６．０１
１７ １ －１ ０ ０ ５．１４
１８ ０ １ ０ １ １．６７
１９ ０ １ ０ －１ ７．２８
２０ ０ ０ １ １ １．０９
２１ ０ １ －１ ０ ４．０２
２２ －１ ０ ０ １ １．４３
２３ １ ０ ０ －１ ９．５８
２４ ０ －１ ０ －１ ５．４９
２５ ０ ０ －１ －１ ７．８９
２６ ０ ０ ０ ０ ５．９２
２７ １ １ ０ ０ ５．０５
２８ ０ ０ １ －１ ６．１３
２９ １ ０ －１ ０ ５．７３

表３　回归模型方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 １３４．２３ １４ ９．５９ ２６．１６ ＜０．０００１

Ａ：温度 １２．９５ １ １２．５９ ３５．３３ ＜０．０００１

Ｂ：液料比 １．６６ １ １．６６ ４．５３ ０．０５１６
Ｃ：乙醇浓度 １．１５ １ １．１５ ３．１４ ０．０９８３
Ｄ：ｐＨ值 ９７．６２ １ ９７．６２ ２６６．３２ ＜０．０００１

ＡＢ ０．２１ １ ０．２１ ０．５７ ０．４６１７
ＡＣ ０．０１７ １ ０．０１７ ０．０４７ ０．８３０９
ＡＤ １．８４ １ １．８４ ５．０１ ０．０４２０

ＢＣ ５．９７ １ ５．９７ １６．２８ 　０．００１２

ＢＤ ０．６２ １ ０．６２ １．６８ ０．２１５８
ＣＤ ０．６５ １ ０．６５ １．７９ ０．２０２６
Ａ２ １．９２ １ １．９２ ５．２５ ０．０３８０

Ｂ２ ６．０９ １ ６．０９ １６．６１ 　０．００１１

Ｃ２ ５．３６ １ ５．３６． １４．６３ 　０．００１９

Ｄ２ ４．１０ １ ４．１０ １１．１９．　０．００４８

残差 ５．１３ １４ ０．３７
失拟项 ４．３１ １０ ０．４３ ２．１０ ０．２４７９
纯误差 ０．８２ ４ ０．２１
总回归 １３９．３６ ２８

　　注：“”“”分别表示在０．０５、０．０１水平上差异显著。

５５．７６％，ｐＨ值 ＝１，在此条件下提取量的预测值为
９．２９ｍｇ／１００ｇ。　
２．５　模型验证和超声波辅助提取

对根据模型得到的提取黑青稞花色苷的最佳条件进行验

证，平行测定３次得到的实际提取量平均值为９．６８ｍｇ／１００ｇ，
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与模型理论值９．２９ｍｇ／１００ｇ很接近，表明该模型对黑青稞
花色苷的提取具有一定实际应用价值。

在最优提取条件的基础上使用超声波辅助提取黑青稞总

花色苷的结果如图５所示，可见随着超声时间的延长，黑青稞
花色苷提取量也在不断提高。这是由于超声波增强了溶剂的

水合与渗透作用，加速了花色苷的溶出。超声波处理２０ｍｉｎ
后花色苷提取量为１１．１５ｍｇ／１００ｇ，不仅比浸提法提取１ｈ得
到的提取量要高１．４７ｍｇ／１００ｇ，还缩短了时间，超声４０ｍｉｎ
后花色苷提取量为１４．０４ｍｇ／１００ｇ，随后增加超声时间对提
取量的变化并不明显，超声 ８０ｍｉｎ时花色苷提取量为
１５．０３ｍｇ／１００ｇ，而且超声时间过长，也会促进糖、淀粉等其
他杂质的渗出而造成溶液黏稠，增加了纯化的难度，因此超声

时间以４０ｍｉｎ为宜。

２．６　黑青稞花色苷的抗氧化性
利用反应体系中的还原物质可将Ｆｅ３＋还原成Ｆｅ２＋，从而

使溶液颜色加深，因此吸光度越高，溶液中物质的还原能力越

强。由图６－ａ可见，随着黑青稞花色苷、维生素 Ｃ浓度的增
大，吸光度也在增大，说明还原能力也越来越强。黑青稞花色

苷浓度与吸光度之间的相关系数为０．９５８，呈显著正相关，维
生素Ｃ浓度与吸光度之间的相关系数为０．９８２，呈极显著正
相关，说明还原能力与它们的浓度之间关系密切，并且总体上

黑青稞花色苷的还原能力不如维生素Ｃ。
　　ＤＰＰＨ由于自身特殊的分子结构，在５１７ｎｍ下有强烈吸
收峰，并且它的乙醇溶液肉眼观察下为紫色，抗氧化剂有供氢

能力，可与ＤＰＰＨ的孤对电子配对使其原有结构破坏，颜色变
浅，吸光度降低，抗氧化性也就越强。通常以 ＩＣ５０（即清除率
过半时抗氧化剂的浓度）来表示抗氧化能力，其值越小抗氧

化能力越强。由图６－ｂ可见，随着花色苷、维生素 Ｃ浓度的
增大，它们对ＤＰＰＨ自由基的清除能力也在逐渐增强。黑青
稞花色苷、维生素Ｃ的浓度（ｘ，ｍｇ／ｍＬ）与ＤＰＰＨ自由基清除
率（ｙ，％）的回归方程分别为 ｙ＝９２．４２３ｘ＋３２．７９３、ｙ＝
８７２６３ｘ＋２２．７８５，ｒ２分别为 ０．９６４３、０．９９２９，说明它们的线
性关系良好。由此得出，花色苷、维生素 Ｃ的 ＩＣ５０分别为
０１８６、０．３１１ｍｇ／ｍＬ，说明黑青稞花色苷清除ＤＰＰＨ能力要好
于维生素Ｃ，清除效果约为维生素Ｃ的２倍。

利用水杨酸与抗氧化剂相互竞争溶液中羟自由基的能

力，使原本水杨酸与羟自由基生成的物质颜色变浅，因此可在

５１０ｎｍ下测定吸光度的变化来反映该物质的清除能力，通常
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用ＩＣ５０表示。羟自由基是对生物体危害最大的自由基，可使
红细胞失活，降解 ＤＮＡ、细胞膜和多糖化合物，从而引起器
官、组织病变［１８］。由图６－ｃ可知，黑青稞花色苷和维生素 Ｃ
都有一定的清除羟自由基能力，其清除率随浓度增大而提高，

线性关系较好。同样得出黑青稞花色苷对羟自由基的ＩＣ５０为
０．２６８ｍｇ／ｍＬ，维生素 Ｃ对羟自由基的 ＩＣ５０为 ０．４０６ｍｇ／ｍＬ，
说明黑青稞花色苷的羟自由清除能力要好于维生素Ｃ。

由于邻苯三酚碱性溶液在自然状态下几十秒后会产生超

氧阴离子，并进一步产生具有颜色的中间物质，该物质的吸光

度可随时间的延长而呈线性增加，当有抗氧化剂加入时可抑

制该物质的生成而被用来测定抗氧化性，通常用 ＩＣ５０表示。
超氧阴离子自由基不仅自身具有一定破坏性，它还会继续反

应产生其他氧自由基，对生物体的损坏作用进一步加大［１９］。

由图６－ｄ可见，随着花色苷、维生素 Ｃ浓度的增大，它们对
超氧阴离子自由基的清除能力呈现递增的趋势，具有较好的

线性关系。同样得出黑青稞花色苷对超氧阴离子自由基的

ＩＣ５０为０．２９３ｍｇ／ｍＬ，维生素Ｃ对超氧阴离子自由基的ＩＣ５０为
０．２３９ｍｇ／ｍＬ，说明维生素 Ｃ对超氧阴离子的清除效果要略
好于黑青稞花色苷。

３　结论

因为众多提取条件都会对黑青稞花色苷提取量具有不同

程度的影响，所以先根据单因素试验结果，选取对提取量影响

较大的提取温度、乙醇浓度、液料比、ｐＨ值４个因素，以提取
量为响应值，使用响应面分析法优化提取条件，结果为提取温

度６０℃，液料比１０．０４ｍＬ∶１ｇ，乙醇浓度５５．７６％，ｐＨ值 ＝
１，在此条件下提取１ｈ的提取量的实测值为９．６８ｍｇ／１００ｇ；
并且各因素对黑青稞花色苷提取量影响的大小顺序为 ｐＨ
值＞提取温度＞液料比＞乙醇浓度。在此基础上超声波辅助
提取４０ｍｉｎ，提取量为１４．０４ｍｇ／１００ｇ，不仅缩短了提取时间
还提高了提取量，是一种缩短提取时间的有效方法。

通过测定还原能力、清除ＤＰＰＨ自由基能力、清除羟自由
基能力、清除超氧阴离子自由基能力发现，黑青稞花色苷具有

一定的抗氧化活性，与维生素Ｃ相比，其清除ＤＰＰＨ自由基和
清除羟自由基能力较强，但还原能力和清除超氧阴离子自由

基能力没有维生素 Ｃ强。它对自由基的清除能力大小依次
为ＤＰＰＨ自由基＞羟自由基＞超氧阴离子自由基，ＩＣ５０依次为
０．１８６、０．２６８、０．２９３ｍｇ／ｍＬ，是一种较好的天然抗氧化剂。
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草酸结合臭氧处理对休眠后期马铃薯生理指标的影响

刁小琴，关海宁，李　杨，乔秀丽
（绥化学院食品与制药工程学院，黑龙江绥化１５２０６１）

　　摘要：以休眠后期的马铃薯为试验材料，对其进行不同浓度的草酸结合臭氧处理，研究不同处理对马铃薯品质和
生理特性的影响。结果表明，经过２５ｍｍｏｌ／Ｌ草酸溶液结合１０ｍｉｎ臭氧、５０ｍｍｏｌ／Ｌ草酸溶液结合１０ｍｉｎ臭氧、只通
１０ｍｉｎ臭氧处理均可以不同程度地抑制马铃薯可溶性固形物含量、淀粉含量、抗坏血酸含量、总酚含量的下降并控制
呼吸强度、多酚氧化酶活性、过氧化物酶活性的增加，与对照相比更能有效延缓马铃薯的衰老进程，使马铃薯保持了较

好的贮藏品质。２５ｍｍｏｌ／Ｌ草酸溶液结合１０ｍｉｎ臭氧处理的马铃薯的保鲜效果最好，可以很好地保持马铃薯的品质，
延长马铃薯的货架期。
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　　马铃薯是重要粮食作物之一，采后仍是一个活体进行着
新陈代谢［１］。马铃薯属于休眠类蔬菜，贮藏过程中会进入休

眠状态，休眠后期即为萌芽期，在萌芽期间薯块呼吸旺盛，迅

速发芽，组织中所含大量淀粉迅速转化，大量失水，造成表皮

萎蔫，品质劣变，并产生龙葵素等有毒物质，进而失去食用价

值［２］。草酸由生物体内代谢产生，是一种安全无毒的有机

酸，草酸处理可以明显改善果实的果肉着色，推迟乙烯高峰期

到来，降低果实呼吸速率，从而延缓果实成熟进程，延长果实

的贮藏保鲜时间［３－４］。目前，草酸在果蔬贮藏保鲜中的作用已

受到了人们极大的关注。臭氧（Ｏ３）氧化性强，对微生物可以
起到很好的灭菌作用［５］，而且具有无残留的特点，因此被广泛

应用于水处理、医疗灭菌、农业的采前防病以及采后保鲜等方

面。本研究采用草酸结合臭氧处理休眠后期的马铃薯，通过测

定多个生理指标的变化，探讨草酸结合臭氧对货架期马铃薯的

保鲜效果，为休眠后期马铃薯的货架保鲜提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料
马铃薯品种为绥化产黄麻子，块茎在农户地下窖贮藏３

个月后运回实验室，于２～４℃条件下贮藏备用。随机挑选大

小均匀、无机械伤、无发芽绿变的马铃薯为供试材料。

１．２　试剂与仪器
无水乙醇、浓盐酸、甲醇等均为分析纯。ＴＵ－１９０１双光

束紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；

冷冻离心机（上海楚柏实验设备有限公司）。数显恒温水浴

锅（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司）；台式离心机（湖

南星科科学仪器有限公司）。

１．３　试验方法
　　分别用２５ｍｍｏｌ／Ｌ草酸溶液结合１０ｍｉｎ臭氧、５０ｍｍｏｌ／Ｌ
草酸溶液结合１０ｍｉｎ臭氧和只通１０ｍｉｎ臭氧３种方法处理
马铃薯，未做处理的马铃薯作对照组。将处理组和对照组的

块茎置于常温（２０℃）进行货架试验。每个处理３０个块茎，
每２ｄ测定１次生理生化指标，每次测定重复３次。
１．４　指标测定

可溶性固形物含量的测定采用手持折光仪法；淀粉含量的

测定采用碘比色法［６］；抗坏血酸含量的测定用２，６－二氯靛酚
溶液滴定法［６］；总酚含量测定采用福林－酚比色法［７］；多酚氧

化酶（ＰＰＯ）活性用邻苯二酚比色法［８］测定，过氧化物酶（ＰＯＤ）
活性用愈创木酚比色法［９］测定，１个酶活性单位（Ｕ）定义为测
定条件下１ｍｉｎ引起吸光度改变０．０１所需的酶量［酶活性单
位为Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］；呼吸速率的测定采用气流法［１０］。

２　结果与分析

２．１　不同处理对马铃薯可溶性固形物含量的影响
可溶性固形物含量不仅影响果实的口感风味，还是呼吸
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