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超声局部效应对咖啡酸稳定性及抗氧化性的影响
朱攀攀，马亚琴*，窦华亭*，韩 智，李 申

（西南大学柑桔研究所，国家柑桔工程技术研究中心，重庆 400712）

摘  要：将超声区域定位划分成高低两个超声辐射面和5 个不同超声位置（P1、P2、P3、P4、P5），对比研究低

超声辐射面与高超声辐射面、超声位置、提取溶剂对咖啡酸稳定性及其抗氧化性的影响。结果表明，低超声辐射

面能造成咖啡酸显著降解（P＜0.05）；高超声辐射面、超声能量对咖啡酸稳定性的影响不显著。溶剂类型是影响

咖啡酸稳定性的主要因素之一，其中体积分数80%乙醇是咖啡酸理想的提取溶剂。超声槽不同位置上，超声能量

的分布是不均一和动态变化的，咖啡酸在P4或P5位置时降解较为显著（P＜0.05）。此外，超声处理同样能显著影

响咖啡酸的抗氧化性，1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）法、铁离子还原力（ferric 

reducing antioxidant potential assay，FRAP）法及2,2’-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（2,2’-amino-di) 
3-ethyl-benzothiazoline 6-sulphonic acid) ammonium salt，ABTS）法3 种方法测定的咖啡酸抗氧化性的变化规律存在

一定差异性。DPPH法与FRAP法同时得到P5位置是影响咖啡酸抗氧化性最显著的位置，该位置咖啡酸降解产物的

抗氧化性高于咖啡酸自身的。不同超声辐射面上，ABTS法测定咖啡酸的抗氧化性与其含量成正相关，而DPPH自

由基清除能力与其含量成负相关。以上表明低超声辐射面，有效的超声能量能显著影响咖啡酸的稳定性和增加其抗

氧化性。

关键词：超声辐射面；超声波位置；咖啡酸；抗氧化

Effect of Local Ultrasound on Stability and Antioxidant Capacity of Caffeic Acid in a Model System 
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Abstract: The space of ultrasonic bath was divided according to height and position into high and low ultrasonic irradiation 

surface each with five sections such as P1, P2, P3, P4 and P5. The effects of ultrasonic-assisted extraction parameters 

including solvent type and locally ultrasonic positions on the stability and antioxidant capacity of caffeic acid under different 

ultrasonic irradiation surfaces (at 6 cm and 14 cm high from the bottom) were comparatively analyzed in the present study. 

The results showed that caffeic acid was markedly degraded in low irradiation surface (P < 0.05). However, ultrasonic 

energy had no significant impact on the stability of caffeic acid in high irradiation surface. The type of solvent was one of 

the key factors in determining the stability of caffeic acid and 80% ethanol was the optimal solvent. In the meantime, the 

ultrasonic energy distribution was uneven and dynamic in the local positions, and the content of caffeic acid was decreased 

significantly in P4 or P5 of ultrasonic bath (P < 0.05). Moreover, the antioxidant activities of caffeic acid as determined by 

DPPH, FRAP and ABTS methods exhibited a big difference. Simultaneously, the position of P5 greatly affected antioxidant 

activity of caffeic acid evaluated by DPPH and FRAP methods, and of its degraded products had much higher antioxidant 

activity. Additionally, antioxidant capacity of caffeic acid as determined by ABTS method was positively correlated with 

its content, but DPPH free radical scavenging capacity had a negative correlation. These findings indicated that appropriate 

ultrasonic energy could change greatly the stability of caffeic acid and simultaneously enhance its antioxidant capacity in 

low irradiation surface.
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咖啡酸及其类似物广泛存在于水果和蔬菜中，具

有抗菌 [1-2]、抗氧化 [3]、抗肿瘤 [4-5]等生物活性，其分

子结构中含有两个羟基、碳碳双键及羧基，易发生聚

合、氧化、加成等反应，是肉桂酸型酚酸中最易降解

的一种单酸[6-7]。

近年来，超声波技术己广泛应用于各种天然活性物

质的提取，与传统的提取方法比较，具有低温、快速、

高效、环保等优势。20世纪50年代，超声波技术已在实

验室开始应用于增强提取效率的研究。随后，超声强化

提取逐渐得到认可并开始迅猛发展。Paniwnyk等[8]从槐树

花芽中超声强化提取芦丁，发现不当的超声处理导致提

取量的下降。Ma Yaqin等[9]研究了利用超声波辅助同时

提取柑橘皮渣中的7 种酚酸，发现不同酚酸的超声条件

存在差别，超声温度对提取结果影响最显著，超过40 ℃

易造成咖啡酸降解。Khan等[10]同样也利用超声波辅助从

柑橘皮渣中提取酚酸，并用中心组合试验设计法对提取

工艺进行了优化。Qiao Liping等[11]在模拟体系中研究了

超声处理对酚酸的影响，得出了溶剂和温度是影响酚酸

降解最重要的因素，酚酸的降解动力学符合零级动力学

模型，其降解是因为发生了分解和聚合反应等。同时，

Sun Yujing等 [12]研究了超声处理引起咖啡酸降解的机

理，得出与Qiao Liping等[11]相似的结论，并用红外光谱

等方法分析了降解产物是其脱羧产物或二聚体。因此，

不当的超声处理易引起酚酸的降解，一方面是归于酚酸

自身结构的不稳定性及物理化学性质差异；另一方面，

超声场具有不均一性，整个超声场中超声能量是动态变

化的，而超声能量动态变化的定量检测是目前研究的难

点和热点。Ma Yaqin等[13]利用超声波从椪柑皮中提取橙

皮苷发现，超声能量对橙皮苷提取效率的影响不显著。

由于超声能量存在特定的活性区域，并随传播距离的增

加会发生吸收、散射或衰减。Romdhane等[14]同样得到最

高的超声能量存在于超声换能器附近且在超声换能器直

径为6 cm辐射面以外能量急剧下降的结论。而局部超声

场中超声参数对咖啡酸稳定性及抗氧化性的定位研究鲜

有报道。

基于超声能量随传播距离的增加而衰减的特性，及

整个超声场中超声能量的不均一性，本研究将超声槽从

横截面、纵截面、超声位置[15]定位划分，其超声辐射面

根据超声活性区域存在于超声换能器附近直径为6 cm的

范围而确定[14,16]，6 cm的高度称为低超声辐射面，选择高

超声辐射面（14 cm高度）与低辐射面作以比较。同时为

简化实验，本研究在模拟体系中研究了超声场区域处理

对咖啡酸含量及抗氧化性的影响。通过超声场中咖啡酸

含量及抗氧化性的变化规律来分析超声参数在不同超声

区域的特性，这有助于从根本上优化提取工艺和更有效

发挥超声波技术在食品加工中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

甲醇、乙醇、冰乙酸（均为分析纯） 成都市科

龙化工试剂厂；咖啡酸标准品（纯度≥98%） 北京 

百灵威科技有限公司； 1 , 1 -二苯基 - 2 -三硝基苯肼

（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）、2,4,6-反

式-2-吡啶基三嗪（1,3,5-tri（2-pyridyl）-2,4,6-triazine，

TPTZ）、6-羟基-2,5,7,8-四甲基苯并二氢吡喃-2-羧酸

（Trolox）、2,2’-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸）

二铵盐（2,2’-amino-di (2-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic  

acid) ammonium salt，ABTS）、甲醇（色谱级） 美国 

Sigma公司。

1.2 仪器与设备

DP-800超声波清洗器 上海生析超声仪器有限公

司；低温恒温槽 宁波天恒仪器厂；FAZ004B电子分

析天平 上海精密仪器仪表有限公司；Ultimate3000

高效液相色谱仪  戴安中国有限公司；TTL-DCI氮 

吹仪 北京同泰联科技发展有限公司；TU-1901紫外-可见

分光光度计 北京普析通用仪器有限责任公司；移液枪  
大龙兴创实验仪器（北京）有限公司。

1.3 方法

1.3.1 超声波处理

准确称取2.5 mg咖啡酸标准品，用80%乙醇、100%

甲醇两种溶剂分别溶解定容至5 mL容量瓶中，并将以

上母液分别稀释至10 µg/mL。用移液枪准确移取8 mL

样液（超声槽水位而定）至250 mL的锥形瓶中并用封

口膜密封放于事先划定的局部超声槽中（低超声辐射

面（6 cm）处的P1、P2、P3、P4、P5；低超声辐射面

（14 cm）处的P1、P2、P3、P4、P5，图1），连接低

温恒温槽循环系统控制超声槽温度为25 ℃，25 kHz，

800 W超声处理60 min，重复3 次。

14 cm

27 cm

30 cm

20 cm

6 cm样品

三角锥瓶

P1

P4
P5

P2

P3

图 1 超声波设备示意图

Fig.1 Schematic diagram of the ultrasonic apparatus

1.3.2 咖啡酸含量的测定

1.3.2.1 标准曲线的制作

采用高效液相色谱（h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d 

chromatography，HPLC）测定咖啡酸的含量。检测条
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件：Thermo Fisher色谱柱（4.6 mm×250 mm ，5 μm）；

柱温30 ℃；流动相：1%冰乙酸-纯甲醇（75∶25，V/V）； 

流速：1 mL/min；进样量：20 μL；波长：320 nm；外标

法定量测定。

标准曲线的绘制：准确称取2.5 mg的咖啡酸标准

品，纯甲醇溶解并定容至5 mL容量瓶中作为母液，将以

上母液稀释至10 µg/mL，按5、10、15、20、30、40 µL

的体积梯度进样。以咖啡酸质量浓度为横坐标，峰面积

为纵坐标，得到咖啡酸的标准曲线为y＝211.86x－0.330 9

（R2＝0.999 8）。

1.3.2.2 HPLC测定

用移液枪准确移取1 mL超声处理液置于氮吹仪上蒸

发浓缩至干并用1 mL 50%的甲醇溶解，经0.45 µm滤膜后

注入进样瓶中待测备用。

1.3.3 酚酸抗氧化性的测定

1.3.3.1 DPPH自由基清除能力测定

纯甲醇溶剂配制0.1 mmol/L DPPH溶液。移液枪移取

50 µL样品与1.95 mL DPPH溶液混合。同样移取50 µL对

应溶剂与1.95 mL DPPH溶液混合作空白对照，暗室静置

10 min后，采用TU-1901紫外分光光度计在517 nm波长处

测其吸光度[17]。DPPH自由基清除率按以下公式计算。

DPPH /%            100
A空白－A样品
A空白

 （1）

1.3.3.2 铁离子还原力（ferric reducing antioxidant 

potential assay，FRAP）测定

0.1 mL样品与2.45 mL FRAP溶液（0.1 mol/L醋酸

缓冲液（pH 3.6）、10 mmol/L TPTZ（溶于40 mmol/L 

HCl）、20 mmol/L FeCl3以体积比10∶1∶1配制）混合，另

取0.1 mL对应溶剂与2.45 mL FRAP溶液混合均匀作空白

对照，空白校零，暗反应30 min后，在593 nm波长处测

定其最大吸光度[18]。用Trolox溶液制作标准曲线，铁离子

还原力用每克样品的Trolox的当量表示。

1.3.3.3 ABTS＋·清除能力测定

将2.45 mmol/L的过硫酸钾溶液和7 mmol/L的ABTS

溶液按体积比0.5∶1混合，避光反应12～16 h。用无水乙

醇稀释ABTS溶液至吸光度为0.7±0.02。取3.9 mL ABTS

溶液与0.1 mL样品，另取3.9 mL ABTS溶液与0.1 mL 对应

溶剂作空白对照，混合反应10 min后于734 nm波长处测

其吸光度[19]。以Trolox当量表示抗氧化能力。

ABTS＋ /%
A0 At

A0
 （2）

式中：A0为空白对照吸光度；At为样品与ABTS溶液

反应后的吸光度。

1.4 数据分析

数据处理采用Excel和Origin 9.0分析软件，用SPSS 

20.0进行方差分析（ANOVA），数据结果表示为 ±s，
P＜0.05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 溶剂类型对咖啡酸稳定性的影响

表 1 溶剂类型对咖啡酸稳定性的影响

Table 1 Effect of solvent type on the stability of caffeic acid

µg/mL

溶剂-超声辐射面类型 空白对照组 超声波处理组

80%乙醇-低超声辐射面组 9.13±0.02a 8.83±0.57b

100%甲醇-低超声辐射面组 8.88±0.64a 8.11±0.38b

80%乙醇-高超声辐射面组 8.91±0.29a 8.71±0.33b

100%甲醇-高超声辐射面组 8.61±0.10a 7.99±0.07b

注：同行小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）。

由表1可知，同一超声辐射面，溶剂类型对咖啡酸

含量的影响较为显著，咖啡酸在80%乙醇中的稳定性高

于100%甲醇。一方面，超声过程中溶剂分子的物理特性

（包括表面张力、黏度、蒸汽压等），可能影响咖啡酸

的稳定性[20]，其中分子的蒸汽压是影响溶剂物理特性的

主要因素，溶剂的蒸汽压又正比于其沸点，80%乙醇沸

点较高，故咖啡酸在80%乙醇中不易降解；另一方面，

不同溶剂分子的亲和力不同[21]，80%乙醇溶剂分子中含

有水分子氢键，使其亲和力高于100%甲醇，咖啡酸在

80%乙醇的稳定性较高。Zhang Qingan等[22]在研究超声处

理对没食子酸稳定性的影响中得到没食子酸在乙醇中的

降解率最小。但Qiao Liping等[11]在模型实验中研究超声

场对自由基酚酸超声化学效应时，得到咖啡酸在80%乙

醇中降解率较高，Sun Yujing等[12]在研究咖啡酸的降解动

力学中也得出了咖啡酸在80%乙醇中具有最高的超声化

学效应，降解率较高，与本实验结果存在一定差异性，

需要进一步验证。

由表1可知，不同超声辐射面处理下溶剂对咖啡酸稳

定性的影响差异显著（P＜0.05）。与空白对照组相比，

咖啡酸在100%甲醇-低超声辐射面中与80%乙醇-高超声

辐射面中其质量浓度分别下降了8.67%和0.02%，降解较

为显著（P＜0.05）。这可能由于咖啡酸自身结构特点和

超声化学效应协同作用的结果。咖啡酸结构中有两个羟

基和碳碳双键，是肉桂酸型酚酸最易降解的一种，在超

声场中易发生取代、加成等反应而出现降解[11]。因此，

溶剂类型能显著影响咖啡酸的稳定性，80%乙醇是咖啡

酸理想的提取溶剂。
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2.2 超声位置对咖啡酸稳定性的影响
/
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同一溶剂-超声辐射面处理组不同超声位置上小

写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。下同。

图 2 局部超声位置对咖啡酸稳定性的影响

Fig.2 Effect of local ultrasonic position on the stability of caffeic acid

由图2可知，局部超声场中超声能量是动态变化的。

不同溶剂-超声辐射面处理，咖啡酸质量浓度随超声槽位

置的变化具有相似的变化规律，即从P1到P5，咖啡酸质

量浓度先增加再减小，P5位置又出现上升趋势，且均在

P4位置出现一个极小值。原因在于超声场中存在活性区

域，高的超声能量分布仅存在于活性区域的范围，并随

超声中心轴距离的增加，超声活性区域随之减弱，相关

研究表明超声槽中不同位置的超声能量是不同的[15,23]。

此外，咖啡酸的稳定性可能与超声化学作用和提取溶剂

的叠加效应有关。低超声辐射面时，超声能量较大，对

应的超声化学效应较强，P4位置咖啡酸质量浓度显著降

解，尤其是低超声辐射面下降趋势较显著（P＜0.05），

说明其对咖啡酸稳定性的影响可能大于溶剂类型的影

响。同样，溶剂类型可能与不同超声槽位置上超声能量

存在交互作用，但需要进一步探讨。以上可知，低超声

辐射面-P4可能是本实验中超声槽的活性区域，能显著影

响咖啡酸的稳定性。

2.3 超声辐射面处理对咖啡酸抗氧化性的影响

2.3.1 DPPH自由基清除能力
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图 3 局部超声位置对DPPH自由基清除能力的影响

Fig.3 Effect of local ultrasonic position on DPPH radical scavenging capacity

由图3可知，空白对照组咖啡酸的DPPH自由基清除

能力变化不明显，在不同超声槽位置处理咖啡酸，DPPH

自由基清除率差异显著（P＜0.05）。这是由于超声场

是一个能量不均一的区域，不同位置上的超声效应也是

动态的[15]。已有研究从芒果叶中超声提取芒果苷并得到

最大的提取率与超声槽的位置有关[24]。不同超声辐射面

上，低超声辐射面的DPPH自由基清除率整体比高超辐射

面低（P5位置除外）。低超辐射面超声能量较大，空穴

效应较强，使易于降解的咖啡酸发生不同程度的由自由

基介导的降解反应[11-12]，咖啡酸表现出较弱的抗氧化能

力。P5位置咖啡酸虽显著降解，但可能其降解产物的自

由基清除率比咖啡酸本身强，整体表现出较强的DPPH自

由基清除率。高超声辐射面在P2位置DPPH自由基的清除

率最大，P1、P5位置次之并无显著性差异，且均比空白

对照组的DPPH自由基清除率大。原因在于有效的超声处

理能提高提取物的抗氧化能力[25]。

2.3.2 总还原力
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图 4 局部超声位置对FRAP值的影响

Fig.4 Effect of local ultrasonic position on FRAP value 

由图4可知，低超声辐射面上，80%乙醇为提取溶

剂时，P5位置上咖啡酸的FRAP值较空白对照组提高了

57.87%（P＜0.05）。这是由于有效的超声处理提高了

咖啡酸的抗氧化性。同一超声辐射面，高超声辐射面

上，从P1到P5，80%乙醇为溶剂的咖啡酸的FRAP值高

于100%甲醇的。而在低超声辐射面上，则表现出相反的

趋势（除P4、P5外）。低超声辐射面上，超声场中的能

量较高，具有较强的超声效应，其对咖啡酸抗氧化性的

影响占主导作用。这与Romdhane等[26]研究超声装置时得

出离超声中心轴3 cm时，超声能量逐渐减小的结论相类

似。高超声辐射面上，提取溶剂是影响其抗氧化性的主

要因素，80%乙醇有利于咖啡酸的溶出而表现出较强的

抗氧化性。

2.3.3 ABTS＋·清除能力

由图5可知，不同超声位置上，ABTS＋·清除率表现

出不均一性。低超声辐射面上，P4或P5上咖啡酸抗氧化能

力最小，这是由于较强的超声场效应使咖啡酸发生了降解 

（P＜0.05）。不同超声辐射面，空白对照组的抗氧化性

均高于超声处理后的，超声处理使不稳定的咖啡酸发生
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了降解，即咖啡酸的含量与其抗氧化性成正相关[27-29]。此

外，超声槽同一位置上，低超声辐射面的咖啡酸抗氧化

性均高于高超声辐射面的抗氧化性，这与DPPH法得出的

结论存在差异。这可能由于较强的超声能量具有较强的

空穴效应，显著增加了咖啡酸降解体系中的抗氧化成分

和提高降解产物的抗氧化性（P＜0.05）。同一超声辐射

面，低超声辐射面上的100%甲醇咖啡酸的抗氧化性随超

声位置的变化均比80%乙醇的高。这可能由于100%甲醇

为溶剂的咖啡酸的降解产物具有更强的抗氧化性。咖啡

酸降解体系中的抗氧化成分及其抗氧化性强弱需要进一

步分析。
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图 5 局部超声位置对ABTS＋
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Fig.5 Effect of local ultrasonic position on ABTS radical scavenging capacity

3 结 论

本研究结果表明，在低超声辐射面处理咖啡酸比高

超声辐射面对咖啡酸稳定性和抗氧化性影响显著。溶剂

类型是影响超声提取的重要因素，80%乙醇是提取咖啡

酸的理想溶剂，而100%甲醇易造成咖啡酸的降解。咖啡

酸含量随超声槽位置的不同而有所差异，其中P4或P5位

置可能是本实验超声场中的活性区域。低超声辐射面不

同位置上的超声空穴效应与溶剂类型之间存在的叠加作

用也显著影响咖啡酸的稳定性和其抗氧化性，这方面的

研究有待于进一步的开展。利用3 种方法测定不同超声辐

射面处理对咖啡酸抗氧化性的影响，发现3 种方法得到的

抗氧化值变化规律存在一定差异。DPPH法与FRAP法同

时得到低超声辐射面P5位置上咖啡酸降解产物具有更强

的抗氧化能力。ABTS法得到咖啡酸的含量与其抗氧化性

成正相关，不同超声位置上，低超声辐射面咖啡酸的抗

氧化性高于高超声辐射面的。综上，整个超声区域存在

活性区域（低超声辐射面（6 cm）-P4或P5），同时该区

域能显著影响咖啡酸等活性物质的稳定性和抗氧化性，

这对设计专用超声设备和从根本上优化提取工艺具有一

定的参考价值。
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