响应面法优化闪式提取罗汉松总黄酮及其抗氧化活性
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摘 要：该文对罗汉松总黄酮提取工艺及其抗氧化活性进行了研究，采用闪式提取法提取罗汉松总黄酮，并通过单因素法和响应面优化方法，同时考察了罗汉松总黄酮对DPPH•、O2-•和•OH自由基清除作用。结果表明，闪式提取罗汉松总黄酮最佳工艺条件为：乙醇体积分数71 %、料液比1:36 (g/mL)、提取时间53 s、提取电压为75 V时，罗汉松总黄酮提取率为8.147 %。罗汉松总黄酮对DPPH•、O2-•和•OH自由基具有明显的清除能力，最大清除率分别达到87.13%、58.24%和67.56%，为罗汉松的综合开发利用提供了参考。
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Abstract
：The flash extraction of total flavonoids from the leaves of Podocarpus macrophyllus has been optimized by response surface method, and antioxidant activities were studied. The design of extraction of total flavonoids is from Box-Behnken central composite experiment，at the same time, the scavenging activities on DPPH•、O2-•and •OH free radical of the total flavonoids of Podocarpus macrophyllus were measured. The results show that the extraction rate of total flavonoids of Podocarpus macrophyllus was 8.147%，and the optimum conditions were obtained as follows: the ethanol concentration was 71%，the material liquid ratio 1:36(g/mL)，the extraction time is 53s and the voltage is 75 V. Total flavonoids of Podocarpus macrophyllus have obvious scavenging ability to DPPH•、O2-•and •OH free radical，and the maximum clearance rates were 87.13%, 58.24% and 67.56%，which can provide a foundation for the development of Podocarpus macrophyllus.
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罗汉松（Podocarpus macrophyllus）属于罗汉松科（Podocarpaceae）罗汉松属（Podocarpus）常绿针叶乔木植物，含有多种化学成分，其中双黄酮类和去甲基二萜双内酯类含量最为丰富，且具有化学分类学意义。大量研究表明[1-2]，黄酮类化合物具有多种生理功能和药用价值，如抗氧化、保护心脑血管、抗菌消炎和抗肿瘤等。黄酮类化合物是一类含有酚羟基的还原性化合物[3-5]，其对自由基有较强的捕捉作用，抗氧化作用与其组分、结构或聚合度都密切相关。目前，国内外对罗汉松总黄酮的提取工艺和抗氧化活性方面报道较少，郑玉蓉[6]等人的研究主要围绕罗汉松总黄酮的富集纯化展开，对提取工艺和总黄酮含量未报道。闪式提取法[7-8]是一种近年来新兴的提取方法，在室温下，能将物料快速破碎至适当粒度，并通过快速搅拌与振动使有效成分渗透释放，具有提取时间短、效率高、能耗低等特点。
本研究以罗汉松叶为原料，在单因素实验的基础上，考察了乙醇浓度、料液比、提取时间、提取电压对闪式提取罗汉松总黄酮的影响[9-11]，并考察了其清除DPPH·、O2-•和•OH自由基的能力[12-17]，以期为罗汉松资源的开发利用提供理论基础。
1.实验部分
1.1 原料、仪器与材料

样品于2014年12月采自湖南省张家界市锦程园艺公司，经吉首大学谷伏安副教授鉴定品种为罗汉松科植物罗汉松(Podocarpus macrophyllus Thunb. D. Don)的枝叶，经干燥、粉碎后备用。
芦丁标准品（批号:Y10A6S1，美国Sigma公司）购自上海源叶生物科技有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH•）购自Sigma公司；无水乙醇、VC、亚硝酸钠、硝酸铝和氢氧化钠均为国产分析纯试剂;实验用水均为自制蒸馏水和超纯水。
U-3900型紫外可见分光光度计(日本Hitachi公司）；JHBE-20A分析型闪式提取器（上海诺顶仪器设备有限公司）；ZX-9146MBE型数显鼓风干燥箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；AEL-40SM型十万分之一电子天平、AEG-220型万分之一天平（日本SHIMADZU）。

1.2 实验方法
1.2.1 罗汉松总黄酮的测定

1.2.1.1 溶液制备
精密称取芦丁标准品25.62 mg，置于50 mL容量瓶中，用体积分数为70%乙醇溶液溶解、定容至刻度线，摇匀，配制成0.5124 g/L芦丁对照品储备液，备用。
精密称取干燥的罗汉松叶样品1.0 g，用一定体积分数的乙醇溶液按一定的料液比和提取电压在闪式提取器中提取一定时间，经离心、过滤后，将所得溶液用体积分数70 %的乙醇定容至50 mL容量瓶中，摇匀，得到样品溶液。

1.2.1.2 标准曲线绘制
采用NaNO2-Al(NO3)3比色法[18]，分别量取0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7 mL芦丁标准品溶液置于10 mL容量瓶中，各加入质量分数5 %的亚硝酸钠溶液0.2 mL，摇匀，静置5 min，再分别加入质量分数10%的硝酸铝溶液0.2 mL，摇匀。静置5 min，最后分别加入1.0 mmol/L氢氧化钠溶液2.0 mL，摇匀，静置15 min，用蒸馏水定容至刻度线，摇匀,于506 nm波长下测定其吸光度值，绘制以芦丁对照品溶液质量浓度(X，mg/mL)为横坐标，吸光度 (Y)为纵坐标的标准曲线。
1.2.1.3 罗汉松总黄酮得率的计算
精确量取0.2mL样品溶液于10mL容量瓶中，按“1.2.1.2”节方法测定吸光度，带入回归方程，求出样品溶液中总黄酮浓度，并按下式计算总黄酮得率。
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其中：P1—罗汉松叶粉末提取液中总黄酮质量浓度，g/mL；V—提取液体积，mL；m—罗汉松叶粉末质量，g。
1.2.2单因素实验设计
在一定的条件下，分别考察乙醇体积分数(A)、料液比(B)、提取时间(C)、提取电压(D)对罗汉松总黄酮得率的影响。
1.2.3响应面分析实验设计
在单因素实验基础上，选定合适的工艺参数采用Box-Behnken设计方案，以乙醇体积分数(A)、料液比(B)、提取时间(C)、提取电压(D)为自变量，以总黄酮的得率Y设计响应面因素水平表，见表1。
表1 Box-Behnken设计实验因素与水平

Table 1 Factors and levels of Box-Behnken

	水平


	因素

	
	A乙醇体积分数(%)

/(%)
	B料液比

/( g/mL)
	C提取时间

/s
	D提取电压

/V

	-1

0

+1
	60

70

80
	1:30

1:35

1:40
	40

50

60
	60

70

80


1.2.4验证性实验
根据响应面分析得到最佳的工艺参数，进行验证性实验，每组实验重复3次。

1.2.5罗汉松总黄酮抗氧化活性检测
精确称取罗汉松叶粉末10 g，加入200 mL 体积分数为70%的乙醇溶液，根据响应面分析得到最佳工艺参数进行闪式提取，得到的罗汉松总黄酮提取液经过滤、减压浓缩至10 mL备用，取1mL提取液用水定容至100 mL容量瓶中，按照“1.2.1.1”节方法测定样品溶液中黄酮质量浓度为7.50 g/L。配成一系列不同浓度的溶液，分析其对DPPH•、O2-•和•OH自由基清除能力。
1.2.5.1 DPPH•自由基清除能力
分别取2 mL不同质量浓度的样品溶液，加入0.2 mmol/L DPPH•的乙醇溶液(体积分数95%)2mL，室温下避光静置30min，于517 nm波长处测定吸光值A1 。对照组以体积分数95%乙醇溶液代替DPPH•的乙醇溶液，测定其吸光度值A2。空白组以体积分数95%乙醇代替样品溶液测定吸光度值A3，并按下式计算样品溶液对DPPH•自由基清除率。
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式中: A0为DPPH•清除率；A1为样品组的吸光度；A2为空白组的吸光度；A3为对照组的吸光度。
1.2.5.2 O2-•自由基清除能力
采用邻苯三酚自氧化法[19]，配置2 mL 0.1 mol/L的Tris-HCl缓冲液(PH=8 )，于25℃恒温20 min，加入1mL不同质量浓的样品溶液，再加入0.2 mL经37℃预热过的7.0 mmol/L邻苯三酚，摇匀后置于25℃恒温反应5 min，加入0.1 mL 8.0mol/L HCl终止反应，以超纯水为参比溶液。在320 nm处测定吸光度值A1，对照组以Tris-HCl缓冲液代替样品溶液和邻苯三酚盐酸溶液，测定吸光度值为A2，空白组以Tris-HCl缓冲液代替罗汉松提取液，测定吸光度值A3[12-13]。根据公式计算样品溶液对O2-•自由基的清除率A0。
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式中：A0，为超氧阴离子自由基的清除率；A1，为样品组的吸光度值；A2，为对照组吸光度值，A3，为空白组吸光度值。
1.2.5.3 • OH自由基清除能力

采用固定反应时间法[20]，取4.8 mmol/L H2O2 溶液0.5 mL，加入4.5 mmol/L FeSO4溶液0.5mL， 再分别加入4.5mmol/L的水杨酸-95%乙醇溶液，最后分别加入不同质量浓度的样品溶液，在509nm紫外吸收波长下测定A1，以95%乙醇溶液代水杨酸-95%乙醇溶液为参照液，测定吸光度值A2，以95%乙醇代替样品溶液，测定吸光度值A3。根据公式计算样品溶液对•OH自由基清除率为A0。

[image: image4.wmf]100%

A

A

-

A

-

1

A

3

2

1

0

´

=

’

’

’

’

’

’

’

’

）

（


式中:A0，，为•OH 清除率；A1，，为样品组的吸光度；A2，，为空白组的吸光度；A3，，为对照组的吸光度。
2.结果与讨论

2.1标准曲线的绘制
以芦丁质量浓度为横坐(X)、吸光度值(Y)为纵坐标绘制标准曲线，线性拟合结果为Y=10.88X-0.0069；R2=0.9994。结果显示，芦丁对照品溶液在0.01~0.08 g/L内与吸光度呈良好的线性关系。
2.2单因素实验结果分析
2.2.1乙醇体积分数的影响
在料液比为1:35，提取时间50 s，提取电压80 V的条件下，考察不同体积分数乙醇对罗汉松总黄酮得率的影响。每组实验重复3次，取其平均值，结果见图1。

[image: image5]
图1 乙醇体积分数对闪式提取总黄酮的影响

Fig.1 Effect of ethanol volume fraction on the flash type extraction of flavone
由图1可知，当乙醇体积分数低于70 %时，总黄酮得率随其乙醇体积分数其增大而逐渐上升；当乙醇体积分数达到70 %时，总黄酮得率达到最大值8.042 %。进一步提高乙醇体积分数，总黄酮得率降低，这可能是由于乙醇渗透能力较强，故乙醇体积分数提高能加速目标成分在提取剂和细胞基质之间的溶解平衡；继续升高乙醇体积分数，提取剂极性减小，黄酮类化合物极性较大，根据相似相溶原理，其溶解度也会减小，从而降低总黄酮得率。因此，选用体积分数在60 %、70 %、80 %3个水平进行响应面实验。
2.2.2料液比的影响
在乙醇体积分数70 %，提取时间为50 s，提取电压为80V的条件下，考察不同料液比对罗汉松总黄酮得率的影响，每组实验3次，取其平均值，结果见图2。
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图2 液料比对闪式提取总黄酮的影响

Fig.2 Effect of liquid-to-material ratio on the extraction of Flavonoids from flash
由图2可知，随着液料比的增大，罗汉松总黄酮得率也逐渐增大，当料液比达到1:35时，总黄酮得率达到最大值7.958%，继续增大料液比，罗汉松总黄酮的得率有所下降，可能是随着液料比逐渐增大，罗汉松样品其他成分也随之溶出，影响了黄酮类化合物的溶出。因此，选择料液比1:30、1:35、1:40 3个水平进行响应面实验。
2.2.3提取时间的影响
在乙醇体积分数为70 %，料液比为1:35，提取电压为80 V的条件下，考察不同提取时间对罗汉松总黄酮得率的影响，每组试验3次，取其平均值，结果见图3。
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图3 提取时间对闪式提取总黄酮的影响

Fig.3 Effect of extraction time on the extraction of Flavonoids from flash
由图3可知，在提取时间少于50 s时，总黄酮得率随着提取时间的增加而增大，并且增大的趋势减缓，当提取时间达到50 s时，罗汉松总黄酮得率达到最大值8.013%，继续延长提取时间，罗汉松总黄酮得率呈下降趋势，可能是因为闪式提取过程中刀头剪切力的作用产生了大量的热，使溶液温度升高，导致蛋白质、果胶等杂质不可逆变性凝固加剧，并和部分黄酮类成分结合而沉淀，进而导致得率降低，因此，选择提取时间40、50、60 s 3个水平进行响应面实验。
2.2.4提取电压的影响
在乙醇体积分数为70%，料液比为1:35，提取时间为50s的条件下，考察不同提取电压对罗汉松总黄酮得率的影响，每组实验3次，取其平均值，结果见图4。
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图4 提取电压对闪式提取总黄酮的影响

Fig.4 Effect of extraction power on the extraction of Flavonoids from flash
由图4可知，随着提取电压的增大，罗汉松总黄酮得率逐渐增大，当提取电压达到70 V时，罗汉松总黄酮得率达到最大值8.102%。超过70 V后，得率增加趋势变缓，可能是因为随着提取电压升高，闪式提取器内刃转速升高，内刃与外刃间的切割作用显著增加，虽然促进药材的破碎，但同时切割作用使内刃中心产生强力涡流，导致整个体系处于剧烈搅拌中，且在高转速的运行中产生了大量的热，致使溶液温度升高，导致得率降低。因此，选择提取电压60、70、80 V 3个水平进行响应面实验。
2.3响应面实验结果分析
2.3.1响应面结果分析
在单因素实验基础上，采用Box-Behnken设计法，对罗汉松总黄酮进行四因素三水平优化实验设计，结果见表2。
表2 响应面法实验结果

Tab. 2 Results of response surface methodology
	No.
	A/%
	B/g/mL
	C/s
	D/℃
	总黄酮得率/%

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27
	70

80

70

70

70

70

80

60

80

70

70

60

70

70

60

60

70

80

60

80

70

70

60

70

80

70

70
	35

30
35

30

35

35

35

35

35

30

40

35

35

30

30

35

35

40

35

35

40

30

40

40

35

40

35
	60

50

60

40

40

50

60

50

40

50

50

40

50

50

50

50

40

50

60

50

60

60

50

40

50

50

50
	80

70

60

70

60

70

70

80

70

80

60

70

70

60

70

60

80

70

70

80

70

70

70

70

60

80

70
	7.989

7.886

7.688

7.867

7.729

8.036

7.926

7.892

7.868

7.869
7.752

7.727

8.044

7.659

7.083

7.617

7.937

7.932

7.886

7.973

7.948

7.794

7.859

7.849

7.733

7.963

8.025


通过Design-Expert 8.0.6.1软件进行二次响应面回归分析，以总黄酮得率为响应值，经回归拟合后得到回归方程，方差分析结果见表3。
总黄酮得率 = 8.03+0.043A+0.037B+0.021C+0.12D+2.5×10-3AB-0.025AC-8.75×10-3AD+0.043BC+2.5×10-4BD+0.023CD-0.096A2-0.086B2-0.080C2-0.13D2
表3方差分析

Table 3 Analysis of variance for the fitting regression model
	方差来源
	平方和
	自由度
	均方
	F值
	P值
	

	模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总离差
	0.35

0.022

0.017

5.376×10-3

0.17

2.5×10-5

2.55×10-3

3.063×10-4

7.396×10-3

2.5×10-7

2.162×10-3

0.049

0.039

0.034

0.091

0.011

0.011

1.82×10-4

0.36
	14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

12

10

2

26
	0.025

0.022

0.017

5.376×10-3
0.17

2.5×10-5
2.55×10-3
3.063×10-4
7.396×10-3
2.5×10-7
2.162×10-3
0.049

0.039

0.034

0.091

9.124×10-4

1.077×10‑3

9.1×10-5
	27.06

24.13

18.09

5.89

190.71

0.027

2.80

0.34

8.11

2.74×10-4

2.37

53.68

43.19 
37.49

100.25
11.83
	<0.0001

0.0004

0.0011

0.0319

<0.0001

0.8713

0.1204

0.5731

0.0147

0.9871

0.1496

<0.0001

<0.0001

<0.0001

<0.0001
0.0804
	*** P<0.001

*** P<0.001

** P<0.01

* P<0.05

*** P<0.001

P不显著
P不显著
P不显著
* P<0.05

P不显著
P不显著

*** P<0.001

*** P<0.001

*** P<0.001

*** P<0.001


注：***为差异高度显著，P<0.001；**为差异极显著，P <0. 01；*为差异显著，P <0. 05。

由表4可知，该模型F=27.06，P<0.001，表明该模型高度显著，根据方差结果分析得F=11.83，P=0.0804，表明该模型失拟不显著；R2=0.9693，表明实测值与预测值高度相关。结果表明，模型充分拟合实验数据，其响应值得率变化与所选变量乙醇浓度 (A)、料液比 (B)、提取时间 (C)、提取电压 (D)高度相关。由表4中F值大小可判断各因素对总黄酮得率影响的强弱，F值越大，影响越强。其中乙醇浓度和提取电压对总黄酮得率的影响达到高度显著水平(P<0.001)；料液比对总黄酮得率达到极显著水平(P<0.01)；提取时间对总黄酮得率达到显著水平(P<0.05)。综上所述，在实验设计范围内，各因素对总黄酮得率影响程度大小的顺序为：提取电压>乙醇体积分数>料液比>提取时间。
2.3.2响应面图分析
分析据回归分析结果，运用Design-expert 8.0.6.1软件绘制三维响应面图如图5所示，更直观地反映乙醇体积分数、料液比、提取时间和提取电压4个因素对罗汉松总黄酮得率的影响。[image: image9.png]HEWAE/Y%
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a. 乙醇体积分数和料液比
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b—乙醇体积分数和提取时间
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 c—提取电压和乙醇体积分数

[image: image12.png]Design Expert?Software
Factor Coding: Actual
HEMBES

* Design points above predicted value:
© iz poinss bl puesliciesd vede:

I 8044

7617

X1=B: 83 H(ghml)
X2=D: BIALEN

Actual Factors
A ZEHBSH% =7000
C: BRI Ml/s = 50.00

HEIEE Y%

81

79
78
11
76

80.00
7500
7000

D: 2RV

65.00

60.00

30.00

40.00
38.00
36.00

32.00 34'0013: FAK Hi(g/mL)




d—提取电压和料液比
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e.提取电压和提取时间
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f. 提取时间和料液比
图5 两因素交互作用对总黄酮得率的响应面图

Fig.5 Response surface of the interaction of two factors on the yield of total flavonoids
由图5a、b可知，随着乙醇体积分数的增加，料液比和提取时间呈现先上升后趋于平稳的趋势，当料液比和提取时间逐渐增加时，乙醇体积分数呈现先上升后下降趋势；由图5c、d和e可知，在乙醇体积分数、料液比和提取时间一定时，提取电压呈现先上升后下降趋势，响应面变化较为明显，在提取电压一定时，乙醇体积分数、料液比和提取时间均呈现先上升后下降趋势，响应面变化较为平稳；由图5f可知，提取时间和料液比之间有显著的交互作用，在提取时间和料液比一定时，料液比和提取时间均呈现出先上升后下降趋势，总黄酮得率会随着另一因素改变而发生变化，因此料液比和提取时间两因素之间交互作用较为明显；利用Design-expert 8.0.6.1软件对模型进行分析，得到最佳提取工艺参数为：料液比1:36.55g/mL、乙醇体积分数71.50 %、提取时间52.70 s、工作电压74.70 V，总黄酮的理论得率为8.149 %。
2.4 验证性实验
根据响应面分析实验优化结果，结合实际操作过程中仪器设备的可行性，将提取工艺参数修正为料液比1: 36(g·mL-1)、乙醇浓度71 %、闪式提取时间53 s、闪式提取电压为75 V，进行3次平行实验，总黄酮提取率分别为8.205%、8.183%、8.196%，平均总黄酮提取率为8.195%(RSD=0.15% )，与预测值非常接近，且重现性好，表明响应面分析实验优化结果准确可靠，实验结果与模型符合良好，因此，基于响应面法分析所得到的优化提取工艺参数准确可靠，具有实用价值。
2.5 抗氧化活性测定

2.5.1罗汉松总黄酮清除DPPH•自由基能力
根据1.2.5.1节方法分别计算出罗汉松总黄酮、VC对DPPH•自由基清除率得到两种不同抗氧化剂的清除曲线，如图6所示。


[image: image15]
图6 DPPH•自由基清除能力曲线

Fig.6 DPPH• free radical scavenging rate curve of antioxidants
由图6可知，罗汉松总黄酮和VC都有明显的清除自由基效果，随着两种抗氧化剂质量浓度增大，清除率也随之增大，但在抗氧化剂质量浓度增大到一定值后趋于平缓。当抗氧化剂质量浓度为0.4 mg/L时，两者的清除率均高于80%。当罗汉松总黄酮质量浓度为0.42mg/L时，清除自由基能力达到最大87.13%，达到同等浓度VC 的DPPH•自由基清除率（95.10%）的91.62%，表现出较好的清除DPPH•自由基的能力。
2.5.2罗汉松总黄酮清除O2-•自由基能力
根据1.2.5.2节方法分别计算出罗汉松总黄酮、VC对O2-•自由基清除率得到两种不同抗氧化剂的清除曲线，如图7所示。
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图7 超氧阴离子自由基清除能力曲线

Fig 7 the curve of superoxide anion radical scavenging capacity

由图7可知，罗汉松总黄酮和VC的清除自由基能力均随其质量浓度的增加而增加，并且呈现出良好的量效关系。当罗汉松总黄酮质量浓度为0.42mg/L时，清除自由基能力达到最大58.24%，达到同等浓度VC的O2-•自由基清除率(79.17%)的73.56%，表现出较好的清除O2-•自由基的能力。
2.5.2罗汉松总黄酮清除•OH自由基能力
根据1.2.5.3节方法分别计算出罗汉松总黄酮、VC对O2-•自由基清除率得到两种不同抗氧化剂的清除曲线，如图7所示。

[image: image17]
图8羟基自由基清除能力曲线
Fig 8 Hydroxyl radical scavenging capacity curve 
由图8可知，在测定质量浓度内，罗汉松总黄酮溶液和VC溶液均表现出了良好的还原能力，并且呈线性增长趋势。当抗氧剂的质量浓度达到0.42 mg/L时，其对•OH自由基清除能力达到最高为67.56%，达到同等浓度的VC的•OH自由基清除率(88.00%)的76.77%，表现出较好的清除•OH自由基能力。
3.结论
通过Box-Behnken实验得出闪式提取法对罗汉松总黄酮的最佳条件为：乙醇体积分数71%、料液比1:36(g/mL)、提取时间53 s、提取电压为75 V，在此条件下罗汉松总黄酮得率为8.147 %。清除自由基实验结果表明，罗汉松总黄酮对DPPH•、O2-•和•OH 3种自由基均具有良好的清除能力，自由基清除率与总黄酮浓度线性关系良好，当总黄酮质量浓度为0.42mg/L时，对DPPH•、O2-•和•OH的清除率分别为87.13%、58.24%和67.56%。结果表明，罗汉松总黄酮抗体外氧化活性较好，具有开发价值。
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