
书书书

李芬芳，马艳弘，赵密珍，等．响应面优化提取草莓多酚及其抗氧化活性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１）：１４１－１４５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０１．０３８

响应面优化提取草莓多酚及其抗氧化活性研究

李芬芳１，２，马艳弘２，赵密珍３，黄开红４，段云青１

（１．山西农业大学文理学院，山西太谷０３０８０１；２．江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏南京２１００１４；
３．江苏省农业科学院果树研究所，江苏南京２１００１４；４．句容万山红遍生物科技有限公司，江苏镇江 ２１２４０２）

　　摘要：在单因素试验的基础上，通过响应面分析法优化提取工艺，建立了多酚提取的二次项数学模型，测定了其抗
ＤＰＰＨ自由基、超氧阴离子自由基、羟自由基的能力。结果发现，在乙醇体积分数４３％、料液比１ｇ∶４０ｍＬ、提取时间
１０４ｍｉｎ、提取温度５７℃条件下可获得最高提取量２．４１８ｍｇ／ｇ；所提取的多酚具有较好的抗氧化活性，０．１６ｍｇ／ｍＬ草
莓多酚粗提液对ＤＰＰＨ自由基的清除率达９３．３３％、抗超氧阴离子自由基能力１６５．１６Ｕ／Ｌ、对羟自由基的抑制率为
７８．６８％。结果表明，草莓多酚具有较高的抗氧化活性。
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　　草莓（ＦｒａｇａｒｉａａｎａｎａｓｓａＤｕｃｋ）为蔷薇科植物草莓的果
实，别称有洋莓、地莓、蚕莓、蛇莓、鸡冠果等［１］。草莓含有丰

富的多酚、花青素、酚酸和黄酮类等生物活性物质，不仅具有

较强的抗氧化能力，同时还具有较高的清除自由基的能

力［２－３］。此外，草莓中含有丰富的维生素Ｃ、维生素Ｅ、β胡萝
卜素、褪黑激素及酚类化合物等抗氧化物质［４］，其中酚类化

合物是最能影响草莓植物化学性质的主要组成成分之一［５］。

酚类物质为草莓中最主要的抗氧化物质，在抗氧化、抑菌、抗

癌、抗肿瘤和抑制心脑血管疾病等方面具有显著功效，被广泛

用于食品和医药领域［６］。近些年通过大量引进国外的优质

草莓品种，我国的草莓种类和数量已经位于世界前列。国内

对草莓的采后保鲜以及贮藏进行了很多研究，但是对草莓的

生物活性及生理功能的研究还处于起步阶段，与国际上的研

究存在有很大的差距［７］，因而需进一步开发市场前景广阔的

草莓多酚活性产品［８－９］。

国内外很多学者对植物多酚的提取方法做了大量的研

究，采用的方法主要有溶剂萃取法、酶解提取法、微波辅助提

取法和超声波辅助提取法等［１０－１２］。其中溶剂萃取法因其操

作简便、成本低廉、便于后续分离纯化等优点成为目前国内使

用最广泛的多酚提取方法。目前国内对植物多酚的提取、纯

化和生物活性的研究主要集中在茶多酚、苹果多酚、石榴多酚

等少数几种，而有关草莓多酚的提取及抗氧化活性的报道却

不多。本试验拟对草莓多酚提取工艺条件进行优化，并测定

草莓多酚粗提物的体外抗氧化能力，旨在为草莓的深度开发

提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
草莓由江苏省农业科学院果树研究所提供；福林酚试剂，

源叶生物技术有限公司；ＤＰＰＨ，上海源叶生物科技有限公司；
羟自由基测定试剂盒、抗超氧阴离子自由基测定试剂盒，南京

建成生物工程研究所；无水乙醇、没食子酸、碳酸钠（均为分

析纯试剂），北京奥博星生物技术有限责任公司。

１．２　仪器与设备
ＦＷ１００高速万能粉碎机：天津市泰斯特仪器有限公司；

ＨＪ－６Ａ多头磁力搅拌器：常州国华仪器有限公司；ＤＫ－８Ｄ
型电热恒温水槽：上海精宏实验设备有限公司；Ｄ－Ｂ５型紫
外可见分光光度计：上海奥析科学仪器有限公司；ＪＪ－５００电
子天平：常熟市双杰测试仪器厂；ＴＧＬ－１６Ｂ台式离心机：上
海安亭科学仪器厂；ＲＥ６０００型旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪
器厂；ＺＤ－Ｆ１２真空冷冻干燥机：南京载智自动化设备有限
公司。

１．３　方法
１．３．１　草莓多酚提取方法　将新鲜草莓洗净、沥干水分、破
碎打浆，与一定浓度的乙醇溶液混合均匀，恒温提取一定时

间，４５００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，沉淀再重复提取２次，合并３次
上清，得多酚提取液。将提取液旋转蒸发仪浓缩，用 ＨＰＤ４００
大孔树脂纯化，５０％乙醇溶液洗脱３次，合并洗脱液，旋转蒸
发仪浓缩，真空冷冻干燥至恒质量得草莓多酚粉。

１．３．２　总酚的测定　采用福林酚比色法［１３－１４］测定，以没食

子酸为标样制作标准曲线，分别加入５ｍＬ蒸馏水，１ｍＬ福林
酚试剂和３ｍＬ７．５％ Ｎａ２ＣＯ３溶液，４５℃水浴加热 ９０ｍｉｎ
后，在波长７６０ｎｍ处测吸光度，得到没食子酸质量浓度与吸
光度的回归方程：ｙ＝０．０１１２７ｘ＋０．００１９７（ｒ２＝０．９９９８），根
据标准曲线计算草莓多酚含量，再按照如下公式计算多酚提

取得率：多酚得率（按没食子酸计）（ｍｇ／ｇ）＝（Ｃ×Ｖ／ｍ）×
１００％，式中Ｃ为比色杯中多酚质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ为多酚
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提取液总体积（ｍＬ）；ｍ为草莓总质量（ｇ）。
１．３．３　单因素试验设计　分别以料液比、提取时间、提取温
度、乙醇体积分数４个因素作单因素试验，考察各因素对多酚
提取量的影响。

１．３．４　响应面分析法优化工艺条件　根据单因素试验结果，
利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件进行响应面设计，优化草莓
多酚的提取工艺。

１．３．５　抗氧化活性测定
１．３．５．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定［１５－１６］　准确称取
１２．５ｍｇＤＰＰＨ标准品，用无水乙醇溶解并定容至 ２５０ｍＬ。
准确量取不同体积的样品溶液，加去氧水补足１ｍＬ，分别加
入５ｍＬＤＰＰＨ·溶液，充分混合，静止３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ处测
吸光值ＤＳ，５ｍＬＤＰＰＨ·溶液与１ｍＬ无水乙醇混合后测吸光
度Ｄ０，５ｍＬ无水乙醇与１ｍＬ样品溶液混合后测吸光度 Ｄｂ。
以同浓度维生素Ｃ为对照，在５１７ｎｍ处测吸光度。每个样品
平行测定３次，ＤＰＰＨ·清除率公式如下：

清除率＝［Ｄ０－（ＤＳ－Ｄｂ）］／Ｄ０×１００％。
１．３．５．２　抗超氧阴离子自由基能力测定　配制０．０１、０．０２、
０．０４、０．０８、０．１６ｍｇ／ｍＬ的样品溶液，按照试剂盒说明书操
作，取同浓度维生素Ｃ溶液作为对照，无水乙醇作空白对照，
超氧阴离子自由基清除能力计算公式如下：

　　抗超氧阴离子活力单位（Ｕ／Ｌ）＝（Ｄ５５０ｎｍ（对照组） －
Ｄ５５０ｎｍ（试验组））／（Ｄ５５０ｎｍ（对照组） －Ｄ５５０ｎｍ（标准组））×标准品浓度
（ｍｇ／ｍＬ）×１０００ｍＬ。
１．３．５．３　清除羟自由基能力的测定　分别取 ０．０１、０．０２、
０．０４、０．０８、０．１６ｍｇ／ｍＬ的样品溶液，按照试剂盒说明书操
作，其呈色与·ＯＨ的多少呈正比关系，即吸光度越小，样品
对羟自由基的清除能力越强。取同浓度维生素 Ｃ溶液作为
对照，无水乙醇作空白对照，羟自由基抑制能力计算公式：抑

制率＝（Ｄ对照组 －Ｄ试验组）／Ｄ对照组 ×１００％。

２　结果与分析

２．１　草莓多酚提取单因素试验结果与分析
２．１．１　料液比对草莓多酚得率的影响　在５０℃分别以料液
比１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５、１∶４０
（ｇ∶ｍＬ），７０％乙醇浓度对草莓浆液浸提２ｈ，随料液比增大，
多酚提取率逐渐增大，在１ｇ∶３５ｍＬ处多酚得率达到最大
值，说明多酚的溶出量已经达到饱和，故最终确定最佳提取料

液比为１ｇ∶３５ｍＬ（图１）。

２．１．２　提取时间对草莓多酚得率的影响　在５０℃以料液比

１ｇ∶２０ｍＬ、７０％乙醇浓度对草莓浆液分别提取０．５、１、１．５、
２、２．５、３、３．５、４ｈ。在提取时间２ｈ以内，多酚提取率对着提
取时间的延长而逐渐增大，超过２ｈ以后，提取率逐渐趋于平
缓。表明充足的提取时间可以使溶剂充分接触，从而提高得

率，当时间超过 ２ｈ以后，多酚溶出基本达到平衡状态（图
２）。因此，确定最佳提取时间为２ｈ。

２．１．３　乙醇浓度对草莓多酚得率的影响　以料液比
１ｇ∶２０ｍＬ，５０℃对草莓浆液进行提取，乙醇浓度分别为
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％。如图 ３所
示，当乙醇浓度小于５０％时，随着乙醇浓度的增加总多酚提
取率逐渐提高，当乙醇浓度达到５０％时，总多酚的提取率达
到最大，此后随着乙醇浓度的增加其提取率逐渐减小（图３）。
可能是由于过高浓度的乙醇溶液会引起细胞蛋白质的变性，

影响多酚类物质的溶出，导致提取率降低［１７］，最终确定最佳

提取乙醇浓度为５０％。

２．１．４　温度对草莓多酚得率的影响　以料液比１ｇ∶２０ｍＬ，
７０％乙醇浓度对草莓浆液提取 ２ｈ，温度分别为 ２０、３０、４０、
５０、６０、７０℃，小于６０℃范围内，随着提取温度的升高，提取
率逐渐升增高，当温度大于 ６０℃后，多酚得率呈下降趋势
（图４）。表明温度越高越有利于多酚的溶出，但是温度太高，
草莓中的酚类物质有可能因温度过高发生氧化等变化［１８］，且

温度增高需要更多的热能，从节能经济的角度出发，确定最佳

提取温度为６０℃。
２．２　响应面分析法优化工艺条件
２．２．１　响应面设计及结果分析　根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ原理，
综合单因素试验结果，以草莓多酚得率为响应值，通过响应曲

面分析法优化提取条件。选取料液比（Ａ）、提取时间（Ｂ）、乙
醇浓度（Ｃ）、提取温度（Ｄ）为自变量，采用４因素３水平共２９
个试验点的响应面法分析试验（表１、表２）。
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表１　草莓多酚提取工艺响应面分析试验的因素与水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：提取时间
（ｈ）

Ｃ：乙醇浓度
（％）

Ｄ：提取温度
（℃）

－１　 １∶３０ １．５ ４０ ５０
０ １∶３５ ２．０ ５０ ６０
１ １∶４０ ２．５ ６０ ７０

表２　草莓多酚提取工艺响应面分析试验设计及结果

序号 Ａ：料液比 Ｂ：提取时间 Ｃ：乙醇浓度 Ｄ：提取温度 多酚得率

（ｍｇ／ｇ）

１ －１ －１ ０ ０ １．８０５
２ １ －１ ０ ０ ２．３３２
３ －１ １ ０ ０ １．８０５
４ １ １ ０ ０ １．７７２
５ ０ ０ －１ －１ ２．２５５
６ ０ ０ １ －１ ２．０９９
７ ０ ０ －１ １ ２．３２５
８ ０ ０ １ １ ２．３５８
９ －１ ０ ０ －１ １．８０４
１０ １ ０ ０ －１ ２．１５８
１１ －１ ０ ０ １ ２．２７４
１２ １ ０ ０ １ ２．２９６
１３ ０ －１ －１ ０ ２．２６１
１４ ０ １ －１ ０ １．９３８
１５ ０ －１ １ ０ １．９８１
１６ ０ １ １ ０ １．８３５
１７ －１ ０ －１ ０ ２．０１８
１８ １ ０ －１ ０ ２．２２８
１９ －１ ０ １ ０ ２．０９７
２０ １ ０ １ ０ ２．００９
２１ ０ －１ ０ －１ ２．１８４
２２ ０ １ ０ －１ １．７７１
２３ ０ －１ ０ １ ２．１５１
２４ ０ １ ０ １ ２．０２９
２５ ０ ０ ０ ０ ２．４８１
２６ ０ ０ ０ ０ ２．４６１
２７ ０ ０ ０ ０ ２．３６８
２８ ０ ０ ０ ０ ２．４０８
２９ ０ ０ ０ ０ ２．５０４

　　应用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件对试验结果进行多元回
归分析，得到以草莓多酚提取率为响应值的回归方程为：Ｙ＝
２．４４＋０．０８３Ａ－０．１３Ｂ－０．０５４Ｃ＋０．０９７Ｄ－０．１４ＡＢ－
０．０７４ＡＣ－０．０８３ＡＤ＋０．０４４ＢＣ＋０．０７３ＢＤ＋０．０４７ＣＤ－

０２２Ａ２－０．３１Ｂ２－０．１２Ｃ２－０．０８４Ｄ２。
失拟项Ｐ＝０．３０８９＞０．０５，表明差异不显著，说明残差均

有随机误差引起，模型的 Ｐ＜０．０００１，表明模型拟合项高度
显著（表３）。Ｒ２＝０．９５５４，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９１０８，表明模型与试验值
拟合良好，试验误差较小，因此可以用该模型对提取草莓多酚

的工艺进行分析预测［１９］。由Ｆ值可知，４个自变量对响应值
的影响程度大小依次为 Ｂ＞Ｄ＞Ａ＞Ｃ，其中各因素中一次项
（Ａ、Ｂ、Ｄ）、交互项ＡＢ和二次项（Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２）的 Ｐ＜０．０１，
说明其对响应值影响极显著，一次项 Ｃ和交互项 ＡＣ、ＡＤ的
Ｐ＜０．０５，说明其对响应值影响显著，而交互项ＢＣ、ＢＤ、ＣＤ的
Ｐ＞０．０５，说明对结果影响不显著。

表３　方差分析结果

参数 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １．４２ １４ ０．１ ２１．４２ ＜０．０００１ 
Ａ：料液比 ０．０８２ １ ０．０８２ １７．２７ ０．００１ 
Ｂ：时间 ０．２ １ ０．２ ４２．９３ ＜０．０００１ 
Ｃ：乙醇浓度 ０．０３５ １ ０．０３５ ７．３２ ０．０１７ 
Ｄ：温度 ０．１１ １ ０．１１ ２３．７ ０．０００２ 
ＡＢ ０．０７８ １ ０．０７８ １６．５１ ０．００１２ 
ＡＣ ０．０２２ １ ０．０２２ ４．６８ ０．０４８４ 
ＡＤ ０．０２８ １ ０．０２８ ５．８ ０．０３０３ 
ＢＣ ０．００７８３２ １ ０．００７８３２ １．６５ ０．２１９９ Ｎ
ＢＤ ０．０２１ １ ０．０２１ ４．４６ ０．０５３２ Ｎ
ＣＤ ０．００８９３ １ ０．００８９３ １．８８ ０．１９１８ Ｎ
Ａ２ ０．３２ １ ０．３２ ６７．２１ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ０．６４ １ ０．６４ １３４．３１ ＜０．０００１ 
Ｃ２ ０．０９５ １ ０．０９５ ２０．０２ ０．０００５ 
Ｄ２ ０．０４５ １ ０．０４５ ９．５４ ０．００８ 
残差 ０．０６６ １４ ０．００４７４９
失拟项 ０．０５４ １０ ０．００５４１５ １．７６ ０．３０８９ Ｎ
纯误差 ０．０１２ ４ ０．００３０８２
总和 １．４９ ２８
Ｒ２ ０．９５５４
Ｒ２Ａｄｊ ０．９１０８

　　注：“”表示影响极显著（Ｐ＜０．０１），“”表示影响显著（Ｐ＜
０．０５），Ｎ表示影响不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．２．２　响应面图分析与优化　响应曲面图中曲面的陡峭程
度可以表明变量对提取率的影响程度，曲面较陡表明影响较

大，反之则较小；等高线图反映了因素间交互作用的强弱，椭

圆形表示交互作用显著，圆形则表示交互作用不显著（图５）。
根据回归方程，作响应面图，考察所拟合的响应曲面的形状，

分析液料比、时间、乙醇浓度和温度对提取量的影响。等高线

的形状可反映出交互效应的强弱，椭圆形表示两因素交互作

用显著，而圆形则与之相反［２０］。料液比与时间交互作用的响

应面坡度陡，说明二者交互作用显著；同一提取时间下，随料

液比增加，提取率增加；与之相比，在同一料液比的水平下，随

着提取时间的增加，提取率达到最佳后开始减小（图５－ａ）。
料液比与乙醇浓度交互作用的响应面坡度较陡，等高线较密

集，说明二者交互作用显著；同一乙醇浓度下，随料液比增加，

提取率增加；与之相比，在同一料液比的水平下，随着乙醇浓

度的增加，提取率增加幅度较缓慢（图５－ｂ）。料液比与温度
交互作用的响应面坡度较陡，等高线密集，说明二者交互作用

较显著；在同一温度下，随料液比增加，提取率增加；与之相

—３４１—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１期



比，在同一料液比的水平下，随着温度的增加，提取率增加幅

度缓慢（图５－ｃ）。对图５进行分析可得出，温度、时间和料
液比对多酚提取量影响极为显著，乙醇浓度对多酚提取量影

响最小。

２．２．３　响应面最优提取工艺条件及验证试验　通过软件分
析得到草莓多酚醇提最佳提取工艺为：料液比１ｇ∶４０ｍＬ、时
间１．７４ｈ、乙醇浓度４３．０７％、浸提温度５６．６２℃，在此条件
下，草莓多酚醇提得率为２．４１７２９ｍｇ／ｇ。为了操作方便，修
正最佳提取工艺条件为：料液比１ｇ∶４０ｍＬ、时间１０４ｍｉｎ、乙
醇浓度４３％、浸提温度５７℃。在此条件下，进行３次平行试
验，所得提取率平均值为２．３９２ｍｇ／ｇ，实测值与预测值相对
误差为０．７３％，说明该优化设计方案可以较好地预测草莓多
酚醇提情况。

２．３　抗氧化活性测定
２．３．１　对ＤＰＰＨ自由基的清除能力　随着溶液浓度的增加，
草莓多酚ＤＰＰＨ·自由基能力逐渐增强，在相同质量浓度下，
草莓多酚清除ＤＰＰＨ·的能力低于维生素 Ｃ。当草莓多酚溶

液浓度达０．１６ｍｇ／ｍＬ时，其清除率为９３．３３％（图６）。
２．３．２　对超氧阴离子的清除能力　随着溶液浓度的增加，２
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种样品抗超氧阴离子自由基能力不断增强；相同浓度条件下，

维生素Ｃ抗自由基能力高于草莓多酚样品。当草莓多酚溶液
浓度达０．１６ｍｇ／ｍＬ浓度时，其抗自由基能力达 １６５．１６Ｕ／Ｌ
（图７）。

２．３．３　对羟自由基的清除能力　随着２种样品溶液浓度的
增加，羟自由基抑制率不断增加。同浓度时维生素 Ｃ对羟自
由基的抑制能力大于草莓多酚样品。当草莓多酚浓度达

０．１６ｍｇ／ｍＬ时，羟自由基抑制率达７８．６８％（图８）。

３　结语

通过单因素试验和Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面法优化，确定
草莓多酚提取的最佳试验条件为料液比１ｇ∶４０ｍＬ、提取时
间１０４ｍｉｎ、乙醇浓度４３％、提取温度５７℃。各因素对多酚
得率的影响从大到小依次为提取时间＞提取温度＞料液比＞
乙醇浓度。此最佳工艺条件下草莓多酚的提取率（按没食子

酸计）为２．３９２ｍｇ／ｇ。用所提取的草莓多酚粗提物对 ＤＰＰＨ
自由基、超氧阴离子、羟自由基的清除能力进行体外抗氧化评

价试验，可以发现其具有较强的自由基清除力，在一定的浓度

范围内，提取液质量浓度与氧化活性呈现出较好的线性关系。

随着草莓多酚浓度呈线性增加，当多酚浓度为０．１６ｍｇ／ｍＬ
时，对ＤＰＰＨ自由基的清除率达到９３．３３％，抗超氧阴离子能
力达１６５．１６Ｕ／Ｌ，对羟自由基抑制率达７８．６８％。

随着近几年对植物多酚研究的不断深入，多酚类物质的

抗氧化作用开始被广泛应用于食品领域，因此草莓中酚类物

质作为一种功能性食品添加剂具有广阔的开发前景。因此，

本方法所优化提取的草莓多酚实际上是一种良好的天然抗氧

化剂的前体物质，极具深入研究和开发的价值。
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