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摘 要:以桃花花蕾为研究对象,利用聚乙二醇(PEG)-硫酸铵双水相体系,采用超声辅助双水相法提取桃花总黄

酮,通过单因素实验和响应面法对提取工艺进行了优化,通过测定DPPH、ABTS自由基清除率对其抗氧化活性进行了

评价,并与经典双水相法的提取效果进行了比较。结果表明,超声辅助双水相法提取桃花总黄酮的最佳工艺为:PEG400
质量分数27%、硫酸铵质量分数27%、液料比30∶1(mL∶g)、超声功率70

 

W、超声温度60
 

℃、超声时间40
 

min,在此条

件下,桃花总黄酮提取量为(48.39±0.61)
 

mg·g-1,高于经典双水相法[(40.48±0.38)
 

mg·g-1];超声辅助双水相法

提取的桃花总黄酮对DPPH、ABTS自由基有较强的清除作用,其抗氧化活性高于经典双水相法提取的桃花总黄酮。

关键词:桃花;总黄酮;超声辅助双水相法;响应面法;抗氧化活性
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Abstract:Taking
 

peach
 

blossom
 

buds
 

as
 

a
 

research
 

object,we
 

extracted
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom
 

via
 

an
 

ultrasonic-assisted
 

aqueous
 

two-phase
 

method
 

by
 

using
 

a
 

polyethylene
 

glycol(PEG)-ammonium
 

sulfate
 

aqueous
 

two-phase
 

system.Moreover,we
 

optimized
 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blos-
som

  

through
 

single-factor
 

experiments
 

and
 

response
 

surface
 

methodologies,and
 

evaluated
 

the
 

antioxidant
 

activi-
ty

 

by
 

the
 

determination
 

of
 

scavenging
 

rates
 

of
 

DPPH
 

and
 

ABTS
 

free
 

radicals.Furthermore,we
 

compared
 

the
 

extraction
 

efficiency
 

with
 

that
 

of
 

the
 

classical
 

aqueous
 

two-phase
 

method.The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

optimal
 

ul-
trasonic-assisted

 

aqueous
 

two-phase
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom
 

is
 

as
 

follows:the
 

PEG400
 

mass
 

fraction
 

of
 

27%,the
 

ammonium
 

sulfate
 

mass
 

fraction
 

of
 

27%,the
 

liquid-solid
 

ratio
 

of
 

30∶1(mL
∶g),the

 

ultrasonic
 

power
 

of
 

70
 

W,the
 

ultrasonic
 

temperature
 

of
 

60
 

℃,and
 

the
 

ultrasonic
 

time
 

of
 

40
 

min.Un-
der

 

above
 

conditions,the
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom
 

is
 

(48.39±0.61)
 

mg·g-1,
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which
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

classical
 

aqueous
 

two-phase
 

method[(40.48±0.38)
 

mg·g-1].The
 

total
 

fla-
vonoids

 

extracted
 

by
 

the
 

ultrasonic-assisted
 

aqueous
 

two-phase
 

method
 

has
 

strong
 

scavenging
 

effects
 

on
 

DPPH
 

and
 

ABTS
 

free
 

radicals,and
 

its
 

antioxidant
 

activity
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

extracted
 

by
 

classical
 

aqueous
 

two-phase
 

method.
Keywords:peach

 

blossom;total
 

flavonoids;ultrasonic-assisted
 

aqueous
 

two-phase
 

method;response
 

surface
 

methodology;antioxidant
 

activity

  桃树[Prunus
 

persica(L.)
 

Batsch]属蔷薇科落叶

乔木,是药食同源植物。桃花性平、苦,有养心活血、润
肠通便、润泽皮肤的功效[1-2]。桃花含有黄酮、多糖、绿
原酸、维生素、蛋白质、微量元素等成分,其中,黄酮类

化合物具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等活性,被广泛应用

于食品、药品等领域[3-4]。目前,黄酮类化合物的常用

提取方法有热水提取法、有机溶剂提取法、微波辅助提

取法、超声辅助提取法、超临界流体萃取法等[5]。热水

提取法操作简单,但提取效率低;有机溶剂提取法提取

效率高,但有机溶剂使用量大,可能对环境造成污染;
微波辅助提取法提取速率快,溶剂用量少,但设备要求

较高,且对热敏感的黄酮类化合物可能造成破坏;超声

辅助提取法操作简便,提取效率高,但耗时长[6];超临

界流体萃取法在提取效率、环保性方面表现优异,但设

备成本较高,因此更适合大规模工业化生产。有效的

提取方法在提高提取量的同时能保证目标产物不被破

坏[7]。双水相萃取技术(aqueous
 

two-phase
 

extrac-
tion,ATPE)具有条件温和、操作简单、提取效率高等

优点,可以根据组分在上下相的选择性分配,实现黄酮

类化合物的高效分离[8-9]。
在此,作者以桃花花蕾为研究对象,采用超声辅助

双水相法提取桃花总黄酮,通过单因素实验和响应面

法对其提取工艺进行优化,通过测定DPPH、ABTS自

由基清除率对其抗氧化活性进行评价,并与经典双水

相法的提取效果进行比较,以期为桃花资源的综合开

发利用提供参考。

1 实验
 

1.1 材料、试剂与仪器

桃花花蕾,市售;于60
 

℃干燥至恒重,粉碎过80
目筛,避光冷藏保存。

芦丁标准品,中国食品药品检定研究院;聚乙二醇

(PEG)、硫酸铵、无水乙醇、氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸

铝、抗坏血酸,天津化学试剂公司;1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼(DPPH)、2,2'-联氮-二(3-乙基苯并噻唑啉-6-
磺酸)二铵盐(ABTS),北京索莱宝科技有限公司。

UV1900i型紫外可见分光光度计,日本岛津;LC-

RE-2000B型旋转蒸发仪,上海析域仪器设备有限公

司;KQ-300DB型数控超声波清洗器,昆山禾创超声

仪器有限公司;InfiniteM200型酶标仪,瑞士 Tecan
公司。

1.2 桃花总黄酮的提取及含量测定

超声辅助双水相法:准确称取1
 

g桃花粉末,按一

定液料比加入PEG-硫酸铵双水相体系中,在一定温

度下超声至完全溶解,静置至溶液完全分层,过滤,即
得桃花总黄酮提取液。

经典双水相法:准确称取1
 

g桃花粉末,按液料比

30∶1(mL∶g,下同)加入27%PEG400-27%硫酸铵

双水相体系中,于60
 

℃超声(70
 

W)提取40
 

min,静置

至溶液完全分层,过滤,即得桃花总黄酮提取液。
采用NaNO2-Al(NO3)3-NaOH分光光度法[10]测

定提取液中桃花总黄酮含量,标准曲线方程为:y=
13.343x+0.004

 

1,R2=0.999
 

1。按式(1)计算桃花

总黄酮的提取量(mg·g-1):

提取量 =
c×V×n

m
(1)

式中:c 为提取液中桃花总黄酮的含量,mg·

mL-1;V 为提取液体积,mL;n 为稀释倍数;m 为桃花

粉末质量,g。

1.3 桃花总黄酮的提取工艺优化

1.3.1 双水相体系的筛选

采用不同分子量(200、400、600、1
 

000、1
 

500)的

PEG与硫酸铵组成PEG-硫酸铵双水相体系,调节两

者 质 量 分 数 分 别 为 30%-25%、28.3%-25.8%、

26.7%-26.7%、25%-27.5%、23.3%-28.3%。考察桃

花总黄酮在不同双水相体系中的提取量,确定最优的

双水相体系。

1.3.2 单因素实验

固定桃花粉末为1
 

g,采用单因素实验分别考察

PEG400质量分数(24%、25%、26%、27%、28%)、硫
酸铵质量分数(26%、27%、28%、29%、30%)、液料比

(15∶1、20∶1、25∶1、30∶1、35∶1)、超声功率(50、

60、70、80、90
 

W)、超声温度(40、50、60、70、80
 

℃)、超
声时间(20、30、40、50、60

 

min)对桃花总黄酮提取量的
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影响。

1.3.3 响应面实验

在单因素实验的基础上,以 PEG400质量分数

(A)、硫酸铵质量分数(B)、液料比(C)和超声功率

(D)为考察因素,以桃花总黄酮提取量为响应值,通过

Box-Behnken设计4因素3水平响应面实验,进一步

优化桃花总黄酮的提取工艺。

1.4 桃花总黄酮的抗氧化活性评价

将最优条件下得到的桃花总黄酮提取液浓缩干

燥,得到桃花总黄酮提取物,加超纯水配制成桃花总黄

酮样品溶液。
在100

 

μL不同质量浓度(0.03、0.06、0.09、0.12、

0.15、0.18、0.21、0.24、0.27
 

mg·mL-1)的桃花总黄

酮样品溶液中加入100
 

μL
 

0.2
 

mmol·L-1 的DPPH
工作液,避光25

 

℃孵育30
 

min;以维生素C为阳性对

照、超纯水为空白对照,测定517
 

nm 处吸光度。在

100
 

μL不同质量浓度(0.03、0.06、0.09、0.12、0.15、

0.18、0.21、0.24、0.27、0.30
 

mg·mL-1)的桃花总黄

酮样品溶液中加入7.5
 

mmol·L-1
 

ABTS工作液,

37
 

℃避光孵育1
 

h;以维生素C为阳性对照、超纯水为

空白对照,测定734
 

nm处吸光度。按式(2)计算桃花

总黄酮对DPPH自由基/ABTS自由基的清除率:

清除率=
A2-(A1-A0)

A2
×100% (2)

注:A0 为桃花总黄酮样品溶液+超纯水的吸光

度;A1 为 桃 花 总 黄 酮 样 品 溶 液+DPPH 工 作 液/

ABTS工作液的吸光度;A2 为DPPH 工作液/ABTS
工作液+超纯水的吸光度。

1.5 数据处理

所有实验重复3次,结果取平均值。利用SPSS
 

20.0软件进行显著性分析,利用Design-Expert
 

13软

件进行响应面实验设计及数据分析。

2 结果与讨论

2.1 双水相体系的确定(图1)
由图1可知,以PEG400-硫酸铵双水相体系提取

的桃花总黄酮提取量最高。可能是由于,黄酮类化合

物具有疏水性,PEG分子量越大(疏水性就越强)越利

于黄酮类化合物在上相的富集;但溶液的黏度会随着

PEG分子量的增大而增大,从而影响物质的分配[11]。
因此,选择PEG400-硫酸铵双水相体系进行桃花总黄

酮的提取。

2.2 单因素实验结果

2.2.1 PEG400质量分数对桃花总黄酮提取量的影

注:Ⅰ~Ⅴ代表PEG-硫酸铵的质量分数分别为:30%-25%、

28.3%-25.8%、26.7%-26.7%、25%-27.5%、23.3%-28.3%

图1 双水相体系对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.1 
 

Effect
 

of
 

aqueous
 

two-phase
 

system
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

响(图2)

图2 PEG400质量分数对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

PEG400
 

mass
 

fraction
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

由图2可知,桃花总黄酮提取量随PEG400质量

分数的增加整体呈先升高后降低的趋势,在PEG400
质量分数为27%时,提取量达到最高,为41.5

 

mg·

g-1。可能是由于,随着上相PEG400质量分数的增

加,硫酸铵与PEG400中的水分子水合能力增强,上相

体积相应增大,而黄酮类化合物主要富集于上相,导致

提取量升高;当PEG400质量分数超过27%后,溶液

黏度较大,阻碍两相间物质的转移,不利于总黄酮的提

取,导致提取量降低[12]。因此,选择27%为响应面实

验PEG400质量分数的中心点。

2.2.2 硫酸铵质量分数对桃花总黄酮提取量的影响

(图3)
由图3可知,随着硫酸铵质量分数的增加,桃花总

黄酮提取量先升高后降低,当硫酸铵质量分数为27%
时,提取量达到最高。这是由于,硫酸铵质量分数增加

时,硫酸铵与PEG400中的水分子水合能力增强,下相

体积相应增大,上相中PEG400的相对浓度增加,导致

提取量升高;当硫酸铵质量分数超过27%后,双水相
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图3 硫酸铵质量分数对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

ammonium
 

sulfate
 

mass
 

fraction
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

体系的稳定性遭到破坏,上相体积过小,且硫酸铵过饱

和后会析出[13]。因此,选择27%为响应面实验硫酸铵

质量分数的中心点。

2.2.3 液料比对桃花总黄酮提取量的影响(图4)

图4 液料比对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

liquid-solid
 

ratio
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

由图4可知,桃花总黄酮提取量随液料比的增大

先升高后降低,当液料比为30∶1时,提取量达到最

高。这是由于,液料比增大时,桃花粉末与PEG400-
硫酸铵溶液的接触面积相应增大,有利于黄酮类化合

物的溶出,导致提取量升高;当液料比超过30∶1后,
其他物质会竞争性溶出,导致提取量降低[14]。因此,
选择30∶1为响应面实验液料比的中心点。

2.2.4 超声功率对桃花总黄酮提取量的影响(图5)
由图5可知,桃花总黄酮提取量随超声功率的增

大先升高后降低,当超声功率为80
 

W 时,提取量达到

最高。主要是由于,增大超声功率能够加速桃花粉末

在PEG400-硫酸铵溶液中的流动,有助于黄酮类化合

物的提取,导致提取量升高;但当超声功率过大时,强
烈的超声波可能会引起黄酮类化合物的分解,进而导

致提取量降低。因此,选择80
 

W 为响应面实验超声

功率的中心点。

2.2.5 超声温度对桃花总黄酮提取量的影响(图6)

图5 超声功率对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

ultrasonic
 

power
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

图6 超声温度对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.6 Effect
 

of
 

ultrasonic
 

temperature
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

  由图6可知,桃花总黄酮提取量随超声温度的升

高先升高后降低,当超声温度为60
 

℃时,提取量达到

最高。因此,确定超声温度为60
 

℃。

2.2.6 超声时间对桃花总黄酮提取量的影响(图7)

图7 超声时间对桃花总黄酮提取量的影响

Fig.7 Effect
 

of
 

ultrasonic
 

time
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

  由图7可知,桃花总黄酮提取量随超声时间的延

长先升高后降低,当超声时间为40
 

min时,提取量达

到最高。推测超声时间过长可能会破坏黄酮类化合物

的分子结构,进而导致提取量降低。因此,确定超声时

间为40
 

min。
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2.3 响应面实验结果

2.3.1 实验设计及结果(表1)

表1 响应面实验设计及结果

Tab.1 Design
 

and
 

results
 

of
 

response
 

surface
 

methodologies

序号
A.PEG400质量分数

%
B.硫酸铵质量分数

%
C.液料比

mL∶g

D.超声功率

W

Y.提取量

mg·g-1

1 26 28 30∶1 80 43.38

2 27 28 25∶1 80 40.35

3 27 28 30∶1 70 50.48

4 27 27 30∶1 80 40.66

5 26 27 30∶1 70 40.15

6 27 26 35∶1 80 43.64

7 27 27 25∶1 90 40.97

8 27 26 30∶1 90 38.86

9 26 27 25∶1 80 45.90

10 27 27 30∶1 80 41.93

11 27 27 25∶1 70 42.64

12 27 27 30∶1 80 38.79

13 28 27 35∶1 80 44.56

14 26 26 30∶1 80 25.65

15 26 27 30∶1 90 34.48

16 27 26 25∶1 80 44.02

17 26 27 35∶1 80 28.57

18 27 27 30∶1 80 38.50

19 28 27 30∶1 70 34.23

20 27 28 35∶1 80 49.20

21 28 27 25∶1 80 27.18

22 27 27 35∶1 90 32.89

23 27 27 30∶1 80 38.43

24 27 28 30∶1 90 28.63

25 27 26 30∶1 70 37.90

26 28 27 30∶1 90 24.12

27 27 27 35∶1 70 49.03

28 28 28 30∶1 80 23.06

29 28 26 30∶1 80 45.39

  利用Design-Expert
 

13软件对表1数据进行拟合

分析,得到回归模型为:Y=39.66-1.63A-0.03B+
0.569

 

2C-4.54D-10.01AB+8.68AC-1.11AD+
2.31BC-5.7BD-3.62CD-5.88A2+0.852

 

3B2+
3.15C2-1.17D2。

2.3.2 方差分析(表2)
由表2可知,回归模型的F=20.36、P<0.000

 

1,
表明该模型极显著;失拟项F=2.73、P=0.172

 

3>

表2 回归模型的方差分析

Tab.2 Variance
 

analysis
 

of
 

regression
 

model

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 1
 

558.44 14 111.32 20.36 <0.000
 

1 **

A 31.98 1 31.98 5.85 0.029
 

8 *

B 0.010
 

8 1 0.010
 

8 0.002 0.965
 

2

C 3.89 1 3.89 0.711 0.413
 

3

D 247.34 1 247.34 45.24 <0.000
 

1 **

AB 401.2 1 401.2 73.38 <0.000
 

1 **

AC 301.2 1 301.2 55.09 <0.000
 

1 **

AD 4.93 1 4.93 0.901
 

4 0.358
 

5

BC 21.3 1 21.3 3.9 0.068
 

5

BD 130.07 1 130.07 23.79 0.000
 

2 **

CD 52.35 1 52.35 9.57 0.007
 

9 **

A2 224.57 1 224.57 41.07 <0.000
 

1 **

B2 4.71 1 4.71 0.861
 

9 0.368
 

9

C2 64.41 1 64.41 11.78 0.004
 

0 **

D2 8.88 1 8.88 1.62 0.223
 

2

残差 76.54 14 5.47 - -

失拟项 66.78 10 6.68 2.73 0.172
 

3

纯误差 9.77 4 2.44 - -

总误差 1
 

634.98 28 - - -

R2=0.953
 

2   R2adj=0.906
 

4

注:**表示差异极显著(P<0.01);*表示差异显著(P<0.05);“-”

表示无数据。

0.05,表明没有失拟因素存在;模型的决定系数R2=
0.953

 

2,校正决定系数R2
adj=0.906

 

4,表明该模型的

准确性、通用性较好,能够反映各因素对桃花总黄酮提

取量的影响;各因素对提取量的影响大小顺序为:超声

功率(D)>PEG400质量分数(A)>液料比(C)>硫

酸铵质量分数(B);一次项D,交互项AB、AC、BD、

CD,二次项A2、C2 对提取量的影响极显著;一次项A
对提取量的影响显著,其他项均不显著。

2.3.3 响应面分析(图8)
响应曲面越陡峭,说明交互作用对响应值越敏

感[11];反之,则不敏感。由图8可知,PEG400质量分

数与硫酸铵质量分数的交互作用(图8a)、PEG400质

量分数与液料比的交互作用(图8b)、硫酸铵质量分数

与超声功率的交互作用(图8e)、液料比与超声功率的

交互作用(图8f),即交互项AB、AC、BD、CD 对桃花

总黄酮提取量的影响极显著,与方差分析结果一致。

2.3.4 验证实验

经单因素实验和响应面实验优化得到的桃花总黄
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图8 各因素交互作用对桃花总黄酮提取量影响的响应面图

Fig.8 Response
 

surface
 

plots
 

for
 

effects
 

of
 

interaction
 

between
 

various
 

factors
 

on
 

extraction
 

amount
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom

酮的最佳提取工艺为:PEG400质量分数27%、硫酸铵

质量分数27%、液料比30∶1、超声功率70.08
 

W、超
声温度60

 

℃、超声时间40
 

min,桃花总黄酮提取量的

预测值为50.48
 

mg·g-1。根据实际情况,将超声功

率调整为70
 

W,其他条件不变,进行3组验证实验,桃
花总黄酮提取量的平均值为(48.39±0.61)

 

mg·

g-1,与预测值接近。故用该模型预测桃花总黄酮的提

取量可行。
采用经典双水相法提取的桃花总黄酮的提取量为

(40.48±0.38)
 

mg·g-1,低于超声辅助双水相提取

法。表明,超声辅助双水相法提取桃花总黄酮更具

优势。

2.4 桃花总黄酮的抗氧化活性(图9)

图9 桃花总黄酮对DPPH自由基(a)、ABTS自由基(b)的清除率

Fig.9 Scavenging
 

rate
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

peach
 

blossom
 

against
 

DPPH(a)
 

and
 

ABTS(b)
 

free
 

radicals

  由图9a可知,2种方法提取的桃花总黄酮对DP-
PH自由基的清除率均随其浓度的增加迅速升高,当

浓度超过0.09
 

mg·mL-1 后,清除率升幅趋缓;当浓

度为0.09
 

mg·mL-1 时,DPPH 自由基清除能力强
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弱顺序为:超声辅助双水相提取桃花总黄酮>维生素

C>经典双水相提取桃花总黄酮。
由图9b可知,2种方法提取的桃花总黄酮 对

ABTS自由基的清除率均随其浓度的增加逐渐升高,
当浓度低于0.18

 

mg·mL-1 时,升幅较大;当浓度为

0.18~0.23
 

mg·mL-1 时,升幅趋缓;当浓度超过

0.23
 

mg·mL-1 后,趋于稳定,且与维生素C的基本

持平(接近100%)。ABTS自由基清除能力强弱顺序

为:维生素C>超声辅助双水相提取桃花总黄酮>经

典双水相提取桃花总黄酮。表明,与经典双水相提取

法相比,超声辅助双水相法提取的桃花总黄酮具有更

强的抗氧化活性。

3 结论

以桃花花蕾为研究对象,利用PEG-硫酸铵双水

相体系,采用超声辅助双水相法提取桃花总黄酮,在

PEG400质量分数为27%、硫酸铵质量分数为27%、
液料比为30∶1(mL∶g)、超声功率为70

 

W、超声温

度为60
 

℃、超声时间为40
 

min的最佳条件下,桃花总

黄酮提取量达到(48.39±0.61)
 

mg·g-1,高于经典

双水相法[(40.48±0.38)
 

mg·g-1];超声辅助双水

相法提取的桃花总黄酮对DPPH、ABTS自由基有较

强的清除作用,其抗氧化活性高于经典双水相法提取

的桃花总黄酮。
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