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　 　 摘要:　 采用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合试验设计ꎬ以果胶酶添加量、酶解温度、料液比为自变量ꎬ以多糖得率和羟

基自由基(􀅰ＯＨ)清除率为因变量ꎬ利用响应面法优化果胶酶酶解提取马齿苋多糖的工艺ꎮ 结果表明ꎬ料液比

１ ∶ ３７(ｇ / ｍｌ)、果胶酶添加量 １０􀆰 ６７ ｇ / ｋｇ、酶解温度 ３６􀆰 ４ ℃、ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶解时间 ８０ ｍｉｎ 条件下ꎬ马齿苋多糖得率预

测值与测定值的相对标准偏差为 ２􀆰 ２９％ꎬ模型拟合度较高ꎮ 体外抗氧化试验结果表明ꎬ马齿苋多糖具有较好的抗

氧化性ꎮ 因此ꎬ采用响应面法优化酶法提取马齿苋多糖工艺条件是可行的ꎮ
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　 　 马齿苋(Ｐｏｒｔｕｌａｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ.)为马齿苋科一年

生肉质草本植物ꎬ在中国分布广泛ꎬ是中国卫生部划

定的药食两用植物之一[１]ꎮ 多糖作为马齿苋药材

中一种非常重要的活性成分ꎬ有抗癌、抗氧化和降糖

等生物活性作用[２]ꎮ 马齿苋多糖对核桃油的抗氧

化性较好[３]ꎮ 因此ꎬ有效提取马齿苋多糖ꎬ对开发

多功能食品抗氧化剂具有重要意义ꎮ 酶法提取多糖

使得植物细胞壁及组织能够快速降解[４]ꎬ具有反应

温度温和ꎬ易于控制等诸多优点[５]ꎮ 目前ꎬ酶法提

取马齿苋多糖的工艺已有一些研究ꎮ 钱志伟等[６]

用纤维素酶提取马齿苋多糖ꎬ吕萍等[７] 比较了木瓜

蛋白酶、纤维素酶、果胶酶酶解提取马齿苋多糖的效

果ꎬ米热班古􀅰木太力甫等[８] 用纤维素酶超声辅助

００５



法提取马齿苋多糖ꎬ上述研究均以多糖含量为指标ꎬ
用正交试验法研究马齿苋多糖的提取工艺ꎮ 李良

等[９]建立苯酚￣硫酸法的多糖测定原理是:利用浓硫

酸将多糖水解成单糖ꎬ并迅速脱水生成糠醛衍生物ꎬ
再与苯酚缩合成有色化合物ꎬ用分光光度法测定多

糖含量ꎮ 在酶法提取植物多糖的工艺研究中ꎬ若用

苯酚￣硫酸法测定多糖含量ꎬ需要以双因子为应变

量ꎬ以防止酶解过度产生的葡萄糖对多糖测量结果

的影响ꎮ 在利用不同酶酶解提取马齿苋多糖的体外

抗氧化试验中ꎬ从马齿苋多糖对铁离子(Ｆｅ３＋)和铈

离子(Ｃｅ４＋)的还原能力ꎬ对超氧阴离子(Ｏ２
􀅰－)和羟

基自由基(􀅰ＯＨ)的清除率这 ４ 个方面进行综合评

价ꎬ发现果胶酶酶解提取的多糖抗氧化性最强[１０]ꎮ
本研究拟以多糖得率和􀅰ＯＨ清除率为响应值ꎬ采用

响应面法优化果胶酶酶解提取马齿苋多糖的工艺ꎬ
修正酶解过度产生的误差ꎬ以期为马齿苋多糖的高

效提取提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试剂

马齿苋采自嘉兴有机农业示范园ꎬ经嘉兴职业

技术学院园艺教研室陈玉琴副教授鉴定ꎮ 葡萄糖、
浓硫酸、苯酚、无水乙醇、浓盐酸、水杨酸、双氧水、柠
檬酸、柠檬酸钠均为分析纯ꎬ由上海联试化工试剂有

限公司提供ꎮ ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ 由江苏强盛功能化学股

份有限公司提供ꎬＮａ２ＳＯ４由兰溪中星化工试剂有限

公司提供ꎬＣｅ(ＳＯ４) ２􀅰４Ｈ２Ｏ由北京康普汇维科技有

限公司提供ꎬ１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)由

东京化成工业株式会社提供ꎬＶＣ由天津博迪化工股

份有限公司提供ꎬ果胶酶(含量 ９９％)由无锡市百瑞

多化工产品有限公司提供ꎮ
１.２　 仪器与设备

试验所用仪器有 ＣＰ２２５Ｄ 型 １ / １００ ０００电子分

析天平(ＳＡＴＯＲＩＯＳ 公司产品)、ＪＰ￣５００Ｂ￣２ 型多功能

粉碎机(上海久品贸易有限公司产品)、ＵＶ￣１１０２Ⅱ
型单光束紫外 /可见分光光度计(上海天美科学仪

器有限公司产品)、ＤＫ￣Ｓ２４ 型恒温水浴锅(上海森

信实验仪器有限公司产品)、ＤＧＧ￣９２４０ＢＤ 型电热恒

温鼓风干燥箱(上海森信实验仪器有限公司产品)、
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯水仪(Ｍｅｒｃｋ ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品)、Ｓｍ￣
ａｒｔｐａｒｋ ＤＱ３ 纯水柱(Ｍｅｒｃｋ ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品)ꎮ

１.３　 试验方法

１.３.１　 马齿苋多糖的提取　 新鲜马齿苋洗净ꎬ５０ ℃
烘干后粉碎ꎬ用石油醚脱脂后 ５０ ℃烘干ꎮ 以超纯水

为溶剂ꎬ酶解一定时间后ꎬ加热至 １００ ℃灭酶 ５ ｍｉｎꎬ
离心分离ꎬ取上清液ꎬ保存于 ４ ℃冰箱中备用ꎮ
１.３.２　 马齿苋多糖含量测定　 采用苯酚￣硫酸法ꎬ以
葡萄糖为标准品(纯度≥９９％)ꎬ利用分光光度计测

定多糖含量[１０]ꎮ
１.３.３　 马齿苋多糖对􀅰ＯＨ清除率的测定 　 采用水

杨酸捕获法测定马齿苋多糖对􀅰ＯＨ的清除率[１１]ꎮ
１.３.４　 还原能力的测定 　 基于金属离子还原能力

的抗氧化能力评价方式ꎬ根据四价铈离子[Ｃｅ(Ⅳ)]
和三价铈离子[Ｃｅ(Ⅲ)]之间的转化度ꎬ评价样品的

总还原能力[１２]ꎮ
１.３.５　 马齿苋多糖对 ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定

　 准确称取 ３０􀆰 ６ ｍｇ ＤＰＰＨꎬ用 ７０％乙醇溶解后定

容于 ５００􀆰 ０ ｍｌ 容量瓶中ꎬ作为储备液贮藏在棕色

瓶中ꎬ置于 ４ ℃ 的冰箱中保存ꎬ用时取出ꎮ ＤＰＰＨ
溶液呈紫红色ꎬ加入抗氧化剂后颜色的变淡程度

可以表示其对自由基的清除能力ꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍｌ 马齿

苋多糖溶液ꎬ加入 １０􀆰 ０ ｍｌ ＤＰＰＨ 乙醇溶液ꎬ摇匀ꎬ
３７ ℃避光反应 １５ ｍｉｎꎬ在 ５２３ ｎｍ 处测定其吸光度

(以 ７０％乙醇为空白调零)ꎬ重复测定 ３ 次ꎬ取平均

值ꎮ 根据下列公式计算样品对 ＤＰＰＨ 自由基的清

除率:
ＤＰＰＨ 清除率＝[１－(Ａｉ－Ａ ｊ) / Ａ０]×１００％
式中ꎬＡ０表示加入 ０􀆰 ５０ ｍｌ 水时溶液的吸光值ꎬ

Ａｉ表示加入 ０􀆰 ５０ ｍｌ 样品时溶液的吸光值ꎬＡ ｊ表示在

０􀆰 ５０ ｍｌ 样品中加入 ７０％乙醇的吸光值ꎮ
１.３.６　 单因素试验　 按照试验方法 １􀆰 ３􀆰 １ 中所述的

方法提取马齿苋多糖ꎬ用柠檬酸￣柠檬酸钠缓冲液调

整 ｐＨ 值ꎬ酶解后在沸水浴中灭酶 ５ ｍｉｎꎮ 酶添加量

(０ ｇ / ｋｇ、５􀆰 ０ ｇ / ｋｇ、７􀆰 ５ ｇ / ｋｇ、１０􀆰 ０ ｇ / ｋｇ、１２􀆰 ５ ｇ / ｋｇ、
１５􀆰 ０ ｇ / ｋｇ)对马齿苋多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影

响ꎬ其他提取条件为料液比１ ∶ ２５ ( ｇ / ｍｌ)、 ｐＨ 值

５􀆰 ０、酶解温度 ４０ ℃、酶解时间 ６０ ｍｉｎꎮ ｐＨ 值(３􀆰 ０、
３􀆰 ４、４􀆰 ０、４􀆰 ４、５􀆰 ０、５􀆰 ４、６􀆰 ０)对马齿苋多糖得率及

􀅰ＯＨ清除率的影响ꎬ其他提取条件为料液比１ ∶ ２５
(ｇ / ｍｌ)、酶添加量 １０􀆰 ０ ｇ / ｋｇ、酶解温度 ４０ ℃、酶解

时间 ６０ ｍｉｎꎮ 酶解时间(３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、８０ ｍｉｎ、１００
ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、１４０ ｍｉｎ)对马齿苋多糖得率及􀅰ＯＨ清

除率的影响ꎬ其他提取条件为料液比１ ∶ ２５(ｇ / ｍｌ)、
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ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶添加量 １０􀆰 ０ ｇ / ｋｇ、酶解温度 ４０ ℃ꎮ 酶

解温度(３０ ℃、３５ ℃、４０ ℃、４５ ℃、５０ ℃、５５ ℃、６０
℃)对马齿苋多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响ꎬ其他

提取条件为料液比１ ∶ ２５(ｇ / ｍｌ)、ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶解时

间 ６０ ｍｉｎ、酶添加量 １０􀆰 ０ ｇ / ｋｇꎮ 料液比(１ ∶ １０、１ ∶
２０、１ ∶ ３０、１ ∶ ４０、１ ∶ ５０ꎬｇ / ｍｌ)对马齿苋多糖得率及

􀅰ＯＨ清除率的影响ꎬ其他提取条件为 ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶
添加量 １０􀆰 ０ ｇ / ｋｇ、酶解温度 ４０ ℃、酶解时间 ６０
ｍｉｎꎮ
１.３.７　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合试验设计　 在单因素

试验的基础上ꎬ选定对多糖得率和􀅰ＯＨ清除率影响

较大的 ３ 个因素ꎬ建立三因素三水平的 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ
中心组合试验ꎬ以多糖得率和􀅰ＯＨ清除率为响应

值ꎬ各因素及水平如表 １ 显示ꎮ

表 １　 响应面分析因素和水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

因素
水平

－１ ０ １

酶添加量 (ｇ / ｋｇ) ７.５ １０.０ １２.５

酶解温度 (℃) ３０ ３５ ４０

料液比 (ｇ / ｍｌ) １ ∶ ２０ １ ∶ ３０ １ ∶ ４０

１.３.８　 数据统计与分析　 所有测定均重复 ３ 次ꎬ数
据采用平均值±标准差的形式表示ꎮ 采用 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ
９.０ 软件作图ꎬ用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０.６ 软件进行方差

分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单因素试验

２.１.１　 酶添加量对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

　 图 １ 显示ꎬ随着果胶酶添加量的增加ꎬ马齿苋多糖

的吸光度和􀅰ＯＨ清除率均呈先上升后下降的趋势ꎮ
这是因为酶添加量增加导致酶解速度加快ꎬ当果胶

酶的添加量大于 １０ ｇ / ｋｇ时ꎬ底物全部与酶结合ꎬ多
余的酶进一步酶解多糖ꎬ使多糖的浓度降低ꎬ导致其

对􀅰ＯＨ的清除率降低ꎬ这与邹雪等[１３] 的研究结果

相吻合ꎮ 多糖浓度最大时ꎬ其对􀅰ＯＨ的清除率并不

是最大的ꎬ原因可能是测得的多糖包含了酶解过度

产生的葡萄糖ꎮ 因此ꎬ选择果胶酶添加量为 １０
ｇ / ｋｇꎮ
２.１.２　 ｐＨ 值对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响　 图

图 １　 酶添加量对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ
ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ (􀅰ＯＨ)

２ 显示ꎬｐＨ 值小于 ５􀆰 ０ 时ꎬ随着 ｐＨ 值的增大ꎬ吸光

度和􀅰ＯＨ清除率增加ꎮ 当 ｐＨ 值达到 ５􀆰 ０ 后ꎬ继续

增大 ｐＨ 值ꎬ吸光度和􀅰ＯＨ清除率降低ꎮ 这是因为

在最适 ｐＨ 值时ꎬ酶分子上的活性基团发生解离ꎬ其
离子最适合与底物结合ꎬ故多糖得率最高ꎬ􀅰ＯＨ清

除率也最大ꎮ 当 ｐＨ 值高于或低于最适 ｐＨ 值时ꎬ活
性基团的解离状态可能发生改变ꎬ酶与底物的结合

力减弱ꎬ酶反应速率降低ꎬ多糖得率降低[１４]ꎬ􀅰ＯＨ
清除率也减小ꎮ 因此ꎬ选择 ｐＨ 值为 ５􀆰 ０ꎮ

图 ２　 酶解 ｐＨ 值对多糖得率和􀅰ＯＨ清除率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ
ｏｆ 􀅰ＯＨ

２.１.３　 酶解时间对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

　 图 ３ 显示ꎬ马齿苋多糖吸光度随着酶解时间的增

加而增加ꎬ􀅰ＯＨ清除率在酶解时间为 ８０ ｍｉｎ 时达到

最大ꎬ之后随酶解时间的增加而下降ꎮ 说明ꎬ酶解时

间对多糖得率有着比较明显的影响ꎬ时间过短ꎬ多糖

提取不充分ꎬ时间过长ꎬ可能引起多糖分解ꎬ导致其

对􀅰ＯＨ的清除率减少ꎮ 综合考虑ꎬ确定酶解时间为

８０ ｍｉｎꎮ
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图 ３　 酶解时间对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ
ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ 􀅰ＯＨ

２.１.４　 酶解温度对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

　 图 ４ 显示ꎬ酶解温度为 ３５ ℃时吸光度和􀅰ＯＨ清

除率最高ꎬ酶解温度为３５~ ５５ ℃ 时ꎬ随着酶解温度

升高ꎬ吸光度和􀅰ＯＨ清除率下降ꎬ这可能是因为温

度升高导致酶失活ꎮ 酶解温度高于 ５５ ℃时ꎬ吸光度

和􀅰ＯＨ清除率又开始上升ꎬ这是因为提取剂温度的

升高使多糖的提取率增加ꎮ 因此ꎬ最适酶解温度为

３５ ℃ꎮ

图 ４　 酶解温度对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ
ａｎｄ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ 􀅰ＯＨ

２.１.５　 料液比对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响 　
表 ２ 显示ꎬ当料液比为 １ ∶ ３０( ｇ / ｍｌ)时ꎬ吸光度及

􀅰ＯＨ清除率最高ꎮ 原因可能是当提取剂比较少时ꎬ
不利于多糖的溶出ꎬ使得多糖得率较低ꎬ对􀅰ＯＨ的

清除率也较低ꎬ而当提取剂体积过大时ꎬ酶浓度降低

导致酶解作用下降ꎬ并且多糖成分已充分溶出ꎬ因此

多糖得率会趋于恒定甚至下降[１５]ꎬ从而对􀅰ＯＨ的

清除率恒定甚至降低ꎮ 因此ꎬ采用料液比 １ ∶ ３０

(ｇ / ｍｌ)来完成进一步的优化试验ꎮ

表 ２　 料液比对多糖得率及􀅰ＯＨ清除率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ
ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ 􀅰ＯＨ

料液比
(ｇ / ｍｌ)

􀅰ＯＨ清除率
(％) 吸光度

１ ∶ １０ ３５.３２±２.５４ ０.１９６ ０±０.０２４ ８

１ ∶ ２０ ６２.５３±１.５６ ０.３０２ ０±０.０１５ ２

１ ∶ ３０ ７３.２２±１.２４ ０.４０６ ０±０.０１２ １

１ ∶ ４０ ６８.８９±１.５８ ０.３８２ ０±０.０１３ ８

１ ∶ ５０ ６３.４４±２.００ ０.３５０ ０±０.０１５ ８

２.２　 响应面法优化试验

在单因素试验的基础上ꎬ采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０.６
软件中Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 的试验设计ꎬ以酶添加量、酶解温

度、料液比为自变量ꎬ以马齿苋多糖得率和􀅰ＯＨ清

除率为响应值ꎬ具体试验方案见表 ３ꎮ
　 　 表 ４ 显示ꎬ回归模型对马齿苋多糖得率的影响

显著(Ｐ＝ ０.０２４ １<０.０５０ ０ꎬ相关系数为０.９２４ ４)ꎬ回
归模型对􀅰ＯＨ清除率的影响极显著(Ｐ＝ ０.００１ ６<
０.０１０ ０ꎬ相关系数为０.９７５ ６)ꎬ表明该回归模型的拟

合情况良好ꎬ回归模型的代表性较好ꎬ能准确地预测

实际情况ꎮ 对多糖得率的回归模型进行分析ꎬ酶解

温度与料液比的 Ｆ 值较大ꎬ交互作用较大ꎻ对􀅰ＯＨ
清除率的回归模型进行分析ꎬ酶添加量与酶解温度

的 Ｆ 值较大ꎬ交互作用较大ꎮ
　 　 多糖得率的校正决定系数为０.７８８ ３ꎬ表明此模

型能解释 ７８􀆰 ８３％的多糖得率的变化ꎮ 􀅰ＯＨ清除率

的校正决定系数为 ０.９３１ ８ꎬ表明此模型能解释

９３􀆰 １８％的􀅰ＯＨ清除率变化ꎮ 多糖得率的变异系数

为０.０９５ １％ꎬ􀅰ＯＨ清除率的变异系数为０.６２６ １％ꎬ
说明试验离散性小ꎬ该模型拟合程度较好ꎬ试验误差

小ꎬ可以用来进行分析和预测ꎮ 由线性项可以看出ꎬ
酶解温度对多糖提取率的影响最大ꎬ其次是酶添加

量ꎬ第三是料液比ꎮ
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ.Ｖ８.０.６ 软件制作响应面图ꎬ
根据响应面图曲面坡度越陡峭ꎬ等高线越密集成椭

圆形表示两因素交互影响越大的原则[１６] 进行分析ꎮ
多糖得率响应面图(图 ５)显示ꎬ酶解温度与料液比

之间的交互作用较大ꎮ 􀅰ＯＨ清除率响应面图(图
６)显示ꎬ酶添加量与酶解温度之间的交互作用较

大ꎬ与表 ４ 结论一致ꎮ
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表 ３　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方案及试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｓｉｇｎ ｓｃｈｅｍｅ ａｎｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ

试验编号
酶添加量
(ｇ / ｋｇ)

酶解温度
(℃)

料液比
(ｇ / ｍｌ)

多糖得率 (％)

实测值 预测值

􀅰ＯＨ清除率 (％)

实测值 预测值

１ ７.５ ３０ １ ∶ ３０ ３.７３ ３.７４ ５３.３ ５０.３

２ ７.５ ４０ １ ∶ ３０ ４.５６ ４.７９ ６０.６ ５９.８

３ １２.５ ３０ １ ∶ ３０ ５.０８ ４.９１ ５４.７ ５５.５

４ １２.５ ４０ １ ∶ ３０ ５.７５ ６.０６ ４６.３ ４９.３

５ １０.０ ３０ １ ∶ ２０ ３.９６ ４.１１ ４１.０ ４２.３

６ １０.０ ３０ １ ∶ ４０ ５.２５ ５.２６ ４５.８ ４４.９

７ １０.０ ４０ １ ∶ ２０ ４.２０ ４.２４ ６９.１ ７０.１

８ １０.０ ４０ １ ∶ ４０ ５.５５ ５.２９ ７２.０ ７０.８

９ ７.５ ３５ １ ∶ ２０ ４.５７ ４.４５ ３９.８ ４１.６

１０ １２.５ ３５ １ ∶ ２０ ５.６９ ５.３８ ４２.０ ４０.０

１１ ７.５ ３５ １ ∶ ４０ ３.９８ ４.２３ ６７.４ ６９.５

１２ １２.５ ３５ １ ∶ ４０ ５.５８ ５.７５ ６７.５ ６５.８

１３ １０.０ ３５ １ ∶ ３０ ６.３３ ６.１３ ６１.５ ６０.７

１４ １０.０ ３５ １ ∶ ３０ ６.２１ ６.１３ ５９.６ ６０.７

１５ １０.０ ３５ １ ∶ ３０ ５.８６ ６.１３ ６１.０ ６０.７

表 ４　 多糖得率和􀅰ＯＨ清除率二项式回归模型系数显著性检验

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｉｎ ｂｉｎｏｍｉａｌ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ 􀅰ＯＨ ｃｌｅａｒａｎｃｅ

方差来源
多糖得率(Ｙ１)

平方和 自由度 均方和 Ｆ 值 Ｐ 值

􀅰ＯＨ清除率(Ｙ２)

平方和 自由度 均方和 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ９.５９０ ０ ９ １.０７０ ０ ６.７９０ ０.０２４ １ １ ６２８.８９０ ０ ９ １８０.９９０ ０ ２２.２５０ ０.００１ ６

Ａ ２.４２０ ０ １ ２.４２０ ０ １５.４３０ ０.０１１ １ ５.４４０ ０ １ ５.４４０ ０ ０.６７０ ０.４５０ ５

Ｂ ３.０００ ０ １ ３.０００ ０ １９.１４０ ０.００７ ２ １４.０５０ ０ １ １４.０５０ ０ １.７３０ ０.２４５ ９

Ｃ ０.０１１ ０ １ ０.０１１ ０ ０.０７２ ０.７９９ ５ １ ４４１.８５０ ０ １ １ ４４１.８５０ ０ １７７.２２０ <０.０００ １

ＡＢ ０.００２ ５ １ ０.００２ ５ ０.０１６ ０.９０４ ４ ６１.６００ ０ １ ６１.６００ ０ ７.５７０ ０.０４０ ２

ＡＣ ０.００２ ５ １ ０.００２ ５ ０.０１６ ０.９０４ ４ ０.９００ ０ １ ０.９００ ０ ０.１１０ ０.７５２ ６

ＢＣ ０.０９０ ０ １ ０.０９０ ０ ０.５７０ ０.４８２ ９ １.１００ ０ １ １.１００ ０ ０.１４０ ０.７２７ ９

Ａ２ ２.０３０ ０ １ ２.０３０ ０ １２.９５０ ０.０１５ ６ １６.０９０ ０ １ １６.０９０ ０ １.９８０ ０.２１８ ６

Ｂ２ ０.９９０ ０ １ ０.９９０ ０ ６.２８０ ０.０５４ ０ ８８.２００ ０ １ ８８.２００ ０ １０.８４０ ０.０２１ ７

Ｃ２ １.６４０ ０ １ １.６４０ ０ １０.４６０ ０.０２３ １ ９.９００ ０ １ ９.９００ ０ １.２２０ ０.３２０ ２

残差 ０.７８０ ０ ５ ０.１６０ ０ ４０.６８０ ０ ５ ８.１４０ ０

失拟 ０.７００ ０ ３ ０.２３０ ０ ５.３７０ ０.１６１ １ ３８.７４０ ０ ３ １２.９１０ ０ １３.３１０ ０.０７０ ７

纯误差 ０.０８７ ０ ２ ０.０４３ ０ １.９４０ ０ ２ ０.９７０ ０

总和 １０.３７０ ０ １４ １ ６６９.５７０ ０ １４
Ａ:酶添加量ꎻＢ:酶解温度ꎻＣ:料液比ꎮ

２.３　 验证试验

利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０.６ 软件对试验结果进行

优化ꎬ果胶酶酶解提取马齿苋多糖的最佳工艺参数

为:酶解 ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶解时间 ８０ ｍｉｎ、酶添加量
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图 ５　 多糖得率的三维响应面图

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｙｉｅｌｄ

图 ６　 􀅰ＯＨ清除率的三维响应面图

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ 􀅰ＯＨ ｃｌｅａｒａｎｃｅ

１０􀆰 ６７ ｇ / ｋｇ、料液比１ ∶ ３７ ( ｇ / ｍｌ)、酶解温度 ３６􀆰 ４
℃ꎮ 在 此 条 件 下ꎬ 马 齿 苋 多 糖 得 率 理 论 值 为

６􀆰 ０６％ꎬ对􀅰ＯＨ清除率为 ６８􀆰 ４０％ꎮ 为检验响应面

法所得结果的准确性和可靠性ꎬ又考虑到实际操作

的情况ꎬ将提取工艺参数修正为:酶解 ｐＨ 值 ５􀆰 ０、酶
解时间 ８０ ｍｉｎ、酶添加量 １０􀆰 ６７ ｇ / ｋｇ、料液比１ ∶ ３７
(ｇ / ｍｌ)、酶解温度 ３６􀆰 ０ ℃ꎬ做 ３ 次平行试验ꎬ多糖

平均得率为 ６􀆰 ２０％ꎬ与理论预测值相比ꎬ相对标准

偏差为 ２􀆰 ２９％ꎬ基于响应面法所得的优化提取工艺

参数准确可靠ꎮ
２.４　 马齿苋多糖与ＶＣ抗氧化活性比较

图 ７ 显示ꎬ随着马齿苋多糖和ＶＣ体积的增加ꎬ
ＤＰＰＨ 清除率也逐渐增加ꎬ所试范围内马齿苋多糖

提取液(多糖质量分数为 ０􀆰 ０５３％)对 ＤＰＰＨ 的清除

能力小于ＶＣ(质量分数为 ０􀆰 １００％)ꎮ
　 　 图 ８ 显示ꎬ随着马齿苋多糖和ＶＣ体积的增加ꎬ

图 ７　 马齿苋多糖和ＶＣ对 ＤＰＰＨ 清除率的比较

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＰＰＨ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｏｒｔｕｌａｃａ
ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ. ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ ＶＣ

Ｃｅ(Ⅳ)还原能力逐渐增加ꎬ并呈现良好的线性关

系ꎬ所试范围内马齿苋多糖提取液对 Ｃｅ (Ⅳ)的还

原能力大于ＶＣꎮ
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图 ８　 马齿苋多糖和ＶＣ对 Ｃｅ(Ⅳ)还原能力的比较

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｅ(Ⅳ) ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｏｒｔｕ￣
ｌａｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ. ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ ＶＣ

３　 结 论

在单因素试验的基础上ꎬ采用响应面法对果胶

酶酶解提取马齿苋多糖的工艺进行优化ꎬ影响马齿

苋多糖提取的工艺因素表现为酶解温度>酶添加

量>料液比ꎮ 最终确定了其最优工艺条件为:酶解

ｐＨ 值为 ５􀆰 ０ꎬ酶解时间为 ８０ ｍｉｎꎬ酶添加量为 １０􀆰 ６７
ｇ / ｋｇ、料液比为 １ ∶ ３７(ｇ / ｍｌ)、酶解温度为 ３６􀆰 ４ ℃ꎮ
回归模型预测多糖得率为 ６􀆰 ０６％ꎬ验证试验的马齿

苋多糖得率为 ６􀆰 ２０％ꎮ 体外抗氧化试验结果表明ꎬ
马齿苋多糖具有较好的抗氧化性ꎮ
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