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槟榔籽总酚提取工艺优化与抗氧化活性试验
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　　【摘要】　为了探索槟榔籽中总酚提取的最佳工艺参数，在单因素试验的基础上以提取温度、提取时间和液料

比为试验因素，以总酚含量为响应值，采用三因素五水平的响应面分析法进行试验。结果表明，３个因素对槟榔籽

总酚提取含量的影响大小顺序为：提取温度、液料比、提取时间；槟榔籽中总酚提取的最佳工艺参数为：提取温度

５８℃、提取时间 ４ｈ、液料比 ４７ｍＬ／ｇ，总酚含量的预测值为 １４８０９ｍｇ／ｇ，验证值为 １４６６３ｍｇ／ｇ。试验证明，响应面

法对槟榔籽中总酚提取条件的优化是可行的，可用于实际预测。抗氧化活性试验表明，槟榔籽提取物具有较强清

除 ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ自由基能力，其 ＥＣ５０值分别为 １４５６２μｇ／ｍＬ和 １３９３８μｇ／ｍＬ。
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　　引言

槟榔（ＡｒｅｃａｃａｔｅｃｈｕＬ．）为棕榈科槟榔属植物，
主要分布在海南、台湾、广东和广西等地。槟榔果是

槟榔的果实，含有多种活性物质，如槟榔碱、槟榔次

碱和鞣质等。槟榔果中的鞣质主要为缩合鞣质，与

槟榔碱结合存在。近期一些研究发现，槟榔果具有

许多功效，例如抗细菌、真菌、病毒和抗老化
［１］
，降

低胆固醇
［２～３］

，抗氧化作用
［４］
等。槟榔籽作为槟榔

果的种子，是槟榔咀嚼物加工的废弃物。本文以槟

榔籽为原料，采用响应面法对其总酚的提取工艺进

行优化，同时对提取物进行抗氧化活性测定，为槟榔



加工副产物的综合利用和高附加值产品的开发提供

新的思路。

１　材料与方法

１１　主要材料和试剂
槟榔采摘自海南大学儋州校区植物园，海南品

种，破壳取槟榔籽，干燥后备用。儿茶素、１，１二苯
基２三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ），均购自 Ｓｉｇｍａ公司；
２，２′联 氮双（３乙 基 苯 并 噻 唑 啉６磺 酸 ）

（ＡＢＴＳ），购自 Ａｍｅｒｓｃｏ公司；过硫酸钾、高氯化铁、
铁氰化钾、三氯乙酸、无水乙醇等均为分析纯。

１２　仪器
ＵＶ ２４５０型紫外可见分光光度计；ＨＨ ８型

数显恒温水浴锅；ＨＢ１２ ４４型粉碎机；ＣＰ２２５Ｄ型
分析天平；１０１ １ ＢＳ型电热恒温鼓风干燥箱；
ＬＡＢＣＯＮＣＯ型真空冷冻干燥器；Ｈｅｔｔｉｃｈ３２Ｒ型冷冻
离心机。

１３　试验方法
１３１　总酚的测定

（１）标准曲线的制作
配制 ０１ｇ／Ｌ的儿茶素标准溶液，分别移取 ０、

０２、０４、０６、０８、１０、１２ｍＬ的标准溶液，加入
１０ｍＬ的 Ｆｏｌｉｎ酚显色剂，３ｍｉｎ后加入１０ｍＬ浓度
为 １ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠水溶液，用蒸馏水定容至
１００ｍＬ，混合均匀后，室温下避光放置 １ｈ，用紫外
可见分光光度计在波长 ７２５ｎｍ处测定吸光度［５］

。

以吸光度对浓度进行线性回归分析，求得回归方程

为：ｙ＝６９２３２ｘ＋００４４３，Ｒ２＝０９９７６。研究表明，
儿茶素浓度在此范围内与吸光度具有良好的线性关

系。

（２）样品测定
用移液枪精密移取 ５０μＬ提取液，按标准曲线

制作方法加入 Ｆｏｌｉｎ酚显色剂和碳酸钠水溶液，用
蒸馏水定容至１００ｍＬ，混均后置于暗处反应１ｈ，用
紫外可见分光光度计在波长 ７２５ｎｍ处测定吸光度，
计算各样品中总酚的含量

Ｃ＝ｍ
Ｍ

（１）

式中　ｍ———提取液中总酚的含量，ｍｇ
Ｍ———槟榔籽的质量，ｇ

１３２　总酚的提取
（１）提取时间
称取 １００ｇ槟榔籽粉末（２０～４０目），加入

４０ｍＬ体积分数为 ７０％乙醇，在 ５０℃条件下分别浸
提１、２、３、４、５ｈ，过滤，定容至４０ｍＬ，分别测定其总
酚的含量。

（２）提取温度
称取１００ｇ槟榔籽粉末（２０～４０目），放入盛有

４０ｍＬ体积分数为 ７０％乙醇溶液的锥形瓶中，分别
于 ３０、４０、５０、６０、７０℃水浴浸提４ｈ，过滤，定容至
４０ｍＬ，分别测定其总酚的含量。

（３）液料比
称取１００ｇ槟榔籽粉末（２０～４０目），分别加入

２０、３０、４０、５０、６０ｍＬ提取溶剂，在 ５０℃条件下浸提
４ｈ，过滤，分别定容至原始体积，测定其总酚的含
量。

（４）响应面法试验设计
在单因素试验的基础上，以提取时间、提取温度

和液料比３个因素为考察对象，采用响应面分析并
设计试验，以获取最佳工艺参数。

１３３　抗氧化活性的测定
在响应面试验得到的最佳提取工艺条件下对槟

榔籽中的总酚进行提取，真空冷冻干燥后配制成不

同浓度的样品溶液进行抗氧化活性测定。

（１）清除 ＤＰＰＨ自由基
准确移取 ３９ｍＬ质量浓度为 ２５６１ｍｇ／Ｌ的

ＤＰＰＨ溶液，加入 ０１ｍＬ体积分数为 ７０％的乙醇溶
液，混匀，在波长 ５１７ｎｍ处测吸光度 Ａｃ。将槟榔籽
提取物配制成 ５０、１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ的不同质量
浓度，分别准确移取 ０１ｍＬ不同浓度的样品溶液，
加入３９ｍＬＤＰＰＨ溶液（质量浓度为２５６１ｍｇ／Ｌ），
混合均匀，室温避光反应３０ｍｉｎ后于波长５１７ｎｍ处
测定吸光度 Ａｉ。同时测定 ３９ｍＬ体积分数为 ７０％
的乙醇溶液中加入 ０１ｍＬ不同浓度样品溶液的吸
光度 Ａｊ

［６］
。ＤＰＰＨ清除率为

Ｓ (＝ １－
Ａｉ－Ａｊ
Ａ )
ｃ

×１００％ （２）

（２）清除 ＡＢＴＳ自由基
ＡＢＴＳ与一定浓度的过硫酸钾在暗处反应 １２～

１６ｈ，经活性氧氧化后生成稳定的蓝绿色阳离子自
由基 ＡＢＴＳ·＋

，然后加入提取物，若该提取物具有抗

氧化活性，则会与 ＡＢＴＳ·＋
发生反应而使反应体系

褪色
［７］
。取５０ｍＬ浓度为７ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＴＳ溶液，

加入８８０μＬ浓度为 １４０ｍｍｏｌ／Ｌ的过硫酸钾，在室
温下置于暗处反应 １２～１６ｈ，形成 ＡＢＴＳ自由基储
备液。在波长７３４ｎｍ处，用体积分数为７０％的乙醇
将 ＡＢＴＳ自由基储备液稀释至吸光度为 ０７０±
００２，备用。准确移取 ０１ｍＬ不同质量浓度（５０、
１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ）的样品溶液，加入 ３９ｍＬ
ＡＢＴＳ·＋

溶液，混匀，在室温下反应 ６ｍｉｎ，于波长
７３４ｎｍ处测定吸光度 ＡＥ

［８～９］
。同时移取 ３９ｍＬ

ＡＢＴＳ·＋
溶液，加入０１ｍＬ体积分数为 ７０％的乙醇
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溶液于波长 ７３４ｎｍ处测定吸光度 ＡＢ。ＡＢＴＳ自由
基清除率为

Ｉ＝
ＡＢ－ＡＥ
ＡＢ

×１００％ （３）

（３）还原力测定
在２５ｍＬｐＨ值为６６的磷酸盐缓冲液中加入不

同质量浓度（５０、１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ）的样品溶液
２５ｍＬ和质量分数 １％的铁氰化钾溶液 ２５ｍＬ，混
合均匀后在５０℃下恒温２０ｍｉｎ，冷却，再加入２５ｍＬ
质量分数１０％的三氯乙酸溶液，然后以 ３０００ｒ／ｍｉｎ
离心分离１０ｍｉｎ，取上层清液 ５ｍＬ，加蒸馏水 ５ｍＬ
和质量分数０１％ ＦｅＣｌ３溶液１０ｍＬ，在波长７００ｎｍ

处测定吸光度
［１０］
。

１３４　统计学分析
使用 ＳＡＳ９０软件对数据进行统计学分析，每

组试验均重复３次，试验数据表示为平均值 ±标准
偏差。

２　结果与分析

２１　单因素试验
２１１　提取时间

提取时间对槟榔籽中总酚提取含量的影响如

图１所示。提取液中总酚的含量随提取时间的增加
而显著升高，到４ｈ时达到最大值；然后随提取时间
增加其含量稍有下降，原因可能是加热提取时间过

长，对总酚有一定的破坏作用。综合考虑，提取时间

以３～５ｈ为宜。

图 １　提取时间对总酚含量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ
　

２１２　提取温度
提取温度对槟榔籽中总酚提取含量的影响如

图２所示。提取液中总酚的含量随温度的上升而增
加，当温度达到 ４０℃后，其增加量不显著。考虑到
温度过高对总酚稳定性的影响，本试验的提取温度

选择４０～６０℃为宜。
２１３　液料比

不同液料比对槟榔籽中总酚提取含量的影响如

图３所示。随着液料比的不断加大，提取液中总酚

图 ２　提取温度对总酚含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｔｏｔａｌ

ｐｈｅｎｏｌｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｏｒｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ
　

的含量也显著加大，当液料比为 ５０ｍＬ／ｇ时总酚含
量最大，因此选择 ３０～５０ｍＬ／ｇ作为槟槟籽中总酚
提取的液料比。

图 ３　液料比对总酚含量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｖｅｎｔｏｎｔｏｍａｔｅｒｉａｌｏｎｔｈｅ

ｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ
　

２２　响应面法试验
根据 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计原理，

综合单因素试验影响结果，选取提取温度、提取时间

和液料比３个因素，采用三因素五水平的响应面分
析方法

［１１］
，因素的水平编码如表 １所示，响应面分

析方案及试验结果如表 ２所示。分析软件使用
ＳＡＳ９０，自编程序。

表 １　槟榔籽总酚提取响应面分析因素与水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｔｅｓｔｏｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ

水平
因素

提取温度 ｘ１／℃ 提取时间 ｘ２／ｈ 液料比 ｘ３／ｍＬ·ｇ
－１

－１６８ ３３２ ２３２ ２３２

－１ ４００ ３００ ３００

０ ５００ ４００ ４００

１ ６００ ５００ ５００

１６８ ６６８ ５６８ ５６８

　　利用 ＳＡＳ９０软件对表２试验数据进行多元回
归拟合，得到总酚的含量对提取温度、提取时间和液

料比的二次多项回归模型为
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Ｙ＝１４２６８＋１００８Ｘ１＋１０６５Ｘ２＋１４６１Ｘ３－

１２２０Ｘ２１－１３１７Ｘ１Ｘ２－８５５Ｘ
２
２＋

１８１Ｘ１Ｘ３－１１２７Ｘ２Ｘ３－１７８０Ｘ
２
３ （４）

模型的方差分析（表 ３）表明，此模型的复相关
系数 Ｒ２为０９２９５，响应面回归模型达到极显著水
平（Ｐ＝０００１０＜００１），说明该二次模型能够拟合
真实的试验结果，试验误差小

［１２］
。表 ４的分析结果

表明，在所选的各因素水平范围内，对结果影响的大

小顺序为：提取温度、液料比、提取时间。其中，Ｘ１、

Ｘ２、Ｘ３、Ｘ
２
３对 Ｙ的影响极显著，Ｘ

２
１、Ｘ１Ｘ２对 Ｙ的影响

显著，而 Ｘ２２、Ｘ１Ｘ３、Ｘ２Ｘ３对 Ｙ的影响不显著。

表 ２　槟榔籽总酚提取响应面试验设计方案及结果

Ｔａｂ．２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅ

ｔｅｓｔｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 总酚含量 Ｙ／ｍｇ·ｇ－１

１ １ １ １ １４４６３

２ １ １ －１ １２７３４

３ １ －１ １ １４４８７

４ １ －１ －１ １１７５４

５ －１ １ １ １３６５８

６ －１ １ －１ １２７７９

７ －１ －１ １ １２４１０

８ －１ －１ －１ ９３３９

９ １６８ ０ ０ １４２０４

１０ －１６８ ０ ０ １２４５７

１１ ０ １６８ ０ １４５９０

１２ ０ －１６８ ０ １２８００

１３ ０ ０ １６８ １３７９９

１４ ０ ０ －１６８ １１７４２

１５ ０ ０ ０ １３６４７

１６ ０ ０ ０ １４６０６

１７ ０ ０ ０ １４３４３

１８ ０ ０ ０ １４３７８

表 ３　回归模型的方差分析

Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

回归

模型
自由度 平方和

复相关

系数
Ｆ值 Ｐ值

线性 ３ ２０７１６２５３５２ ０６３８２ ２４１３ ００００２

平方 ３ ６４０４８５３４７ ０１９７３ ７４６ ００１０５

交互 ３ ３０４９９６１９６ ００９４０ ３５５ ００６７４

模型 ９ ３０１７１０６８９５ ０９２９５ １１７１ ０００１０

　　从提取温度与提取时间响应面和等高线图
（图４ａ）可以看出其交互效应显著，提取温度对槟榔
　　

表 ４　二次多项式回归模型系数的显著性检验结果

Ｔａｂ．４　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｑｕａｄｒａｔｉｃｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｍｏｄｅｌ

参数 自由度 估计值 标准差 Ｔ值 Ｐ值

截距 １ －３４９３４７６４６ ８４８９０２０９ －４１２ ０００３４

Ｘ１ １ ６５３３３６８ １８５３４８６ ３５２ ０００７８

Ｘ２ １ ６９８８８５７ １７１４７５６３ ４０８ ０００３６

Ｘ３ １ ７１９２３７ １７１４７５６ ４１９ ０００３０

Ｘ１２ １ －００４３２３３ ００１５０６５ －２８７ ００２０８

Ｘ１Ｘ２ １ －０４６６５３８ ０１８９１５２ －２４７ ００３８９

Ｘ２２ １ －３０３０９７９ １５０６４９２ －２０１ ００７９０

Ｘ１Ｘ３ １ ０００６４０１ ００１８９１５ ０３４ ０７４３８

Ｘ２Ｘ３ １ －０３９９３６３ ０１８９１５２ －２１１ ００６７７

Ｘ２３ １ －００６３０６６ ００１５０６５ －４１９ ０００３１

籽中总酚提取含量的影响比提取时间大，表现为等

高线呈椭圆形。由图 ４ｂ和图 ４ｃ可以看出，提取温
度与液料比之间，以及提取时间与液料比之间的交

互效应不显著。

由 ＳＡＳ分析得到响应值最大时，提取温度、提
取时 间、液 料 比 对 应 的 编 码 值 分 别 为 Ｘ１ ＝
０４５３９９６、Ｘ２＝－００１５８０２、Ｘ３＝０４３８４８９，对应的
槟榔 籽 中总 酚提 取的最佳 条件为：提 取 温 度

５７６℃，提取时间 ３９ｈ，液料比 ４７４ｍＬ／ｇ，总酚含
量的理论值为１４８０９ｍｇ／ｇ。

为了验证响应面法的可行性，选择提取温度为

５８℃，提取时间为 ４ｈ，液料比为 ４７ｍＬ／ｇ对槟榔籽
中总酚进行提取验证试验。３次平行试验得到实际
平均总酚含量为 １４６６３ｍｇ／ｇ，与理论值相比，其相
对误差约为０９９％。因此，响应面法对槟榔籽中总
酚提取条件的优化是可行的，具有实际应用价值。

２３　抗氧化活性的测定
槟榔籽提取物的抗氧化活性试验结果如表５所

示。从表可以看出，槟榔籽提取物对 ＤＰＰＨ自由基
和 ＡＢＴＳ自由基均有一定的清除能力，且随质量浓
度的增加而增强，其ＥＣ５０值分别为１４５６２μｇ／ｍＬ和
１３９３８μｇ／ｍＬ。并且，提取物质量浓度与 ＤＰＰＨ自
由基清除率和 ＡＢＴＳ自由基的清除率之间具有较好
的线性关系，Ｒ２分别为０９１２１和０９９１８。

许多研究表明
［１３～１４］

，抗氧化活性与还原力之间

普遍存在相关性，可通过测定还原力来表示抗氧化

活性的强弱，吸光度越高，还原能力越强。由表５可
知，槟榔籽提取物具有一定的还原能力，与自由基清

除率相似，随提取物质量浓度的增加而增强。
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图 ４　因素交互作用对总酚含量影响的响应面与等高线

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｆｏｒｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｏｆｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｎｔｅｎｔｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ
（ａ）提取温度与提取时间　（ｂ）提取温度与液料比　（ｃ）提取时间与液料比

　
表 ５　槟榔籽提取物抗氧化活性试验结果

Ｔａｂ．５　Ｒｅｓｕｌｔｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔｓｅｅｄ

提取物质量浓度／μｇ·ｍＬ－１ ＤＰＰＨ自由基清除率／％ ＡＢＴＳ自由基清除率／％ 还原力

５０ １７８６±１４８ｃ １９６８±０７６ｄ ０４３±００１ｄ

１００ ４０４２±０５５ｂ ３８３５±０５５ｃ ０７４±００３ｃ

１５０ ５７５０±１１１ａ ５５５６±０６５ｂ １００±００１ｂ

２００ ６０３７±０７４ａ ６７８２±０３３ａ １４６±００１ａ

线性方程 ｙ＝０２８９２ｘ＋７８８７９ ｙ＝０３２３３ｘ＋４９３８３ ｙ＝０００６７ｘ＋００７３５

Ｒ２ ０９１２１ ０９９１８ ０９８３９

ＥＣ５０ １４５６２ １３９３８

　　注：不同的小写字母表示该列数据存在显著差异（Ｐ＜００５）。

３　结论

（１）通过单因素试验，确定了各因素对槟榔籽
提取物中总酚含量的影响规律。选取因素水平值的

理想范围进行响应面试验及回归分析，确定了最佳

提取工艺参数为：提取温度５８℃、提取时间４ｈ、液料
比４７ｍＬ／ｇ，总酚含量的预测值为１４８０９ｍｇ／ｇ，验证

值为１４６６３ｍｇ／ｇ，重复性试验结果较好，可为进一
步的试验研究奠定基础。

（２）抗氧化活性试验表明，槟榔籽提取物具有
较强的清除 ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ自由基能力，且
随提取物质量浓度增加而增强，呈良好的线性关系，

其 ＥＣ５０值分别为 １４５６２μｇ／ｍＬ和 １３９３８μｇ／ｍＬ。
还原力测定试验也得出相似的结果。
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