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苹果多酚的提取及抗氧化活性研究

郭娇娇 1，方 敏 2，林利美 1，宫智勇 1 ,*
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摘   要：通过单因素及正交试验，对苹果多酚的提取工艺进行研究。确定苹果多酚的最佳提取工艺为乙醇体积分

数 30%、温度 70℃、料液比 1:6、提取时间 45min，此时苹果多酚的含量为 9.032mg/g。采用 DPPH 法和亚铁还原

能力(ferric reducing ability of plasma，FRAP)法对苹果多酚的抗氧化活性进行研究，结果显示，它对 DPPH 自由基

的清除率达到 94.6%，此时其 FRAP 值为 546.4μmol/L。
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苹果，蔷薇科落叶乔木。苹果中含有丰富的营养

成分，位于我国四大水果之首 [ 1 ]。苹果成分复杂，含

有多酚类、黄酮类、色素类等多种成分[2]，苹果多酚是

从苹果中提取出来的天然的抗氧化剂，其主要成分为类

黄酮类化合物。很多研究表明，苹果多酚具有重要的生

物活性物质和多种药理功能，具有减少和消除自由基、

抗氧化、抗脂质过氧化、抗菌、保护软骨、增强骨质、

抗肿瘤、防辐射、抗动脉硬化等生理活性 [ 3 - 6 ]。因此，

开发和利用苹果多酚具有一定实用价值。

近来年，关于苹果中多酚的提取及抗氧化活性的研

究较多，但是方法和结果都不尽相同。为此，本实验

在前人研究的基础上，通过采用乙醇回流法[7-8]提取苹果

中的生物活性物质 - 多酚，采用 Folin-ciocalteu 法[9]对多

酚的含量进行检测，探讨此方法提取的最优条件，为

苹果中活性物质的提取提供参考。同时采用 DPPH 法和

亚铁还原能力(ferric reducing ability of plasma，FRAP)法
初步研究苹果多酚提取液的抗氧化活性，为进一步开发

利用苹果提供可靠的科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

红富士苹果    市购。

DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-diphe-
nyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl))、TPTZ(1,3,5- tri(2-
pyridyl)-2,4,6-triazine)    美国 Sigma 公司；没食子酸    中
国药品生物制品检定所；所用试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

7200 可见分光光度计、UV 型紫外 - 可见分光光度
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计    尤尼柯(上海)仪器有限公司；Ar2140型电子天平    沈
阳龙腾电子有限公司；HH-2 数显恒温水浴锅    国华电

器有限公司；SHZ-D(Ⅲ)型循环水式真空泵    巩义市英

峪予华仪器厂；旋转蒸发器、SZ-93 自动双重纯水蒸馏

器    上海亚荣生化仪器厂；KQ-250DB 型数控超声波清

洗器    昆山市超声仪器有限公司；DNP-9082 型电热恒温

培养箱    上海精密试验设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 材料处理

新鲜红富士苹果，实验前切碎匀浆，现制现用。

1.3.2 没食子酸标准曲线的绘制

采用 Folin-ciocalteu 法[9]，利用紫外可见分光光度计

在 7 6 0 n m 波长处、以 1 c m 比色皿，测定吸光度。以

吸光度为纵坐标，质量浓度(mg/mL)为横坐标，绘制没

食子酸标准曲线，其线性回归方程为：Y ＝ 121.14x ＋

0.0171，R2 ＝ 0.9991。

1.3.3 苹果多酚的提取及含量测定

精确称取切碎匀浆后的新鲜苹果 8.00g，用 40mL
20% 乙醇在 70℃回流提取 45min，过滤，真空浓缩干燥

得粗多酚样品，用双蒸水定容至 50mL，即为所得多酚

提取液。然后按照绘制标准曲线的方法操作，测定样

品中的吸光度，带入回归方程，计算出苹果中多酚的

含 量 。

1.3.4 苹果多酚提取的单因素和正交试验

利用乙醇回流法，选取提取温度、提取时间、料

液比(g/mL)、乙醇体积分数为影响因素，进行单因素试

验，然后根据单因素试验结果设计正交试验，依据标

准曲线的测定方法测定提取液的吸光度，并根据线性回

归方程计算苹果多酚提取率，以苹果多酚提取率为考察

指标，确定苹果多酚提取最佳工艺条件。

1.3.5 苹果多酚抗氧化活性的测定

1.3.5.1 对 DPPH 自由基的清除作用[10-12]

DPPH 法是利用 DPPH 溶液的特征紫红色团的吸收

峰，以分光光度法测定加抗氧化剂或植物提取液后吸光

度吸收的下降表示其对有机自由基清除能力[13]。本实验

在正交试验最佳提取工艺条件下提取苹果多酚，过滤，

真空浓缩干燥得粗多酚样品，用双蒸水配制成一定浓度

的苹果多酚溶液，依据参考文献[7]中的方法测定苹果多

酚对 DPPH 自由基的清除率。测定时每个样品进行 3 次

平行实验。

                        Ai－Aj

K/% ＝(1 －————)× 100
                           Ac

式中：Ai 为 2mL DPPH 溶液＋ 2mL 苹果多酚提取液

的吸光度；Aj 为 2mL 苹果多酚提取液＋ 2mL 无水乙醇的

吸光度；Ac 为 2mL DPPH 溶液＋ 2mL 无水乙醇的吸光度。

1.3.5.2 FRAP 法测定苹果多酚的总抗氧化能力[14]

苹果多酚的总抗氧化能力测定采用 FRAP 法。Fe3 ＋吡

啶三吖嗪可被样品中的还原物质还原为二价铁形式，

呈现出蓝色，于 593nm 波长处具有最大吸收光，根据

所得吸光度的大小计算样品抗氧化活性的强弱。TPTZ
工作液的配制[15]：将 2.5mL 20mmol/L FeCl3·6H2O，

2.5mL 10mmol/L TPTZ(以 40mmol/L 盐酸溶解)，25mL
0.3mmol/L 的醋酸缓冲液(pH3.6)，临用前混合。

FeSO4 标准曲线绘制：分别取不同质量浓度的 FeSO4

溶液各 0.3mL，各加入 2.7mL 预热至 37℃的 TPTZ 工作

液，摇匀后放置 10min，于 593nm 处测其吸光度。以

吸光度为纵坐标，FeSO4 质量浓度为横坐标绘制标准曲

线，结果如图 2，其线性回归方程为：Y ＝ 0.0041X ＋

0.0197，R2 ＝ 0.995。
样品总抗氧化能力的测定：准确吸取苹果多酚样品

溶液 0.3mL，加入 2.7mL 预热至 37℃的 TPTZ 工作液。

摇匀后放置 10min，于 593nm 波长处测其吸光度(用无水

乙醇作为参比)。以无水乙醇代替样品加入 FRAP 工作液

作为空白，每个稀释度做 3 次平行试验。由反应后 A 值

在标准曲线上获得的相应的 FeSO4 浓度(μmol/L)定义为

F R A P 值。F R A P 值越大，抗氧化活性越强 [ 16 ]。

2 结果与分析

2.1 苹果多酚提取单因素试验

2.1.1 提取温度对苹果多酚提取效果的影响

准确称取 8 g 新鲜苹果匀浆 5 份，加入 2 0 % 乙醇

4 0 m L，分别在 4 0、5 0、6 0、7 0、8 0℃下，回流提

取 4 5 m i n，过滤，真空浓缩干燥得粗多酚样品，用双

蒸水定容至 50mL，即为所得多酚提取液，然后按照绘

制标准曲线的方法操作，测定样品中的吸光度，结果

见图 1 。

图 1 提取温度对苹果多酚提取效果的影响

Fig.1   Effect of extraction temperature on yield of apple polyphenols
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由图 1 可知，随着温度的升高，苹果多酚的提取
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效果先降低后升高，然后又降低，在提取温度为 70℃，

苹果多酚的提取效果最好。

2.1.2 提取时间对苹果多酚提取效果的影响

准确称取 8 g 新鲜苹果匀浆 5 份，加入 2 0 % 乙醇

40mL，在 70℃分别回流提取 30、45、60、75、90min，
过滤，真空浓缩干燥得粗多酚样品，用双蒸水定容至

50mL，即为所得多酚提取液，然后按照绘制标准曲线的

方法操作，测定样品中的吸光度，结果见图 2 。

图 2 提取时间对苹果多酚提取效果的影响

Fig.2   Effect of extraction time on yield of apple polyphenols
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由图 2 可知，在提取时间 4 5 mi n 时，苹果多酚的

提取效果最好，随着时间的延长，吸光度有所降低，

原因可能是随着时间的延长，苹果中其他醇溶性物质同

时被溶解提取，这些物质的存在影响试验的提取效果。

2.1.3 料液比对苹果多酚提取效果的影响

准确称取 8g 新鲜苹果匀浆 5 份，分别加入 20% 乙

醇 16、24、32、40、48mL，在 70℃回流提取 45min，
过滤，真空浓缩干燥得粗多酚样品，用双蒸水定容至

50mL，即为所得多酚提取液，然后按照绘制标准曲线的

方法操作，测定样品中的吸光度，结果见图 3 。

图 3 料液比对苹果多酚提取效果的影响

Fig.3   Effect of material/liquid ratio on yield of apple polyphenols
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由图 3 可知，随着提取液用量逐渐增加，苹果多

酚的提取效果越来越好，当料液比为 1:6(g/mL)时，提

取效果最好。

2.1.4 乙醇体积分数对苹果多酚提取效果的影响

准确称取 8 g 新鲜苹果匀浆 5 份，分别加入 0 %、

10%、20%、30%、40% 乙醇 40mL，在 70℃回流提取

4 5 mi n，过滤，真空浓缩干燥得粗多酚样品，用双蒸水

定容至 50mL，即为所得多酚提取液，然后按照绘制标准

曲线的方法操作，测定样品中的吸光度，结果见图 4 。

图 4 乙醇体积分数对苹果多酚提取效果的影响

Fig.4   Effect of ethanol concentration on yield of apple polyphenols
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由图 4 可知，随乙醇体积分数的升高，提取率先增

后减，苹果多酚最佳提取效果对应的乙醇体积分数 20%。

原因可能是提取溶剂中乙醇含量不同，极性也不同。

2.2 苹果多酚提取的正交试验结果

以提取温度、提取时间、料液比、乙醇体积分

数 4 因素进行正交试验设计，确定苹果多酚提取的最佳

条件，试验因素水平见表 1，根据表 1 进行正交设计，

选用正交表 L9(43)，正交试验结果和方差分析见表 2 和

表 3 。

水平
                         因素

A乙醇体积分数/% B 料液比(g/mL) C提取温度/℃ D提取时间 /min
1 20 1:6 70 45
2 10 1:4 60 30
3 30 1:5 80 60

表 1 苹果多酚提取正交试验因素水平表

Table 1   Factors and their coded levels in orthogonal array design

由表 2 可知，各影响因素的影响次序为乙醇体积分

数＞提取温度＞料液比＞提取时间，其中乙醇体积分数

为最主要的影响因素，最佳组合为 A3C1B1D1，即用 30%
乙醇、料液比 1:6、温度 70℃的条件提取 45min 最合适，

此时，苹果多酚的含量为 9.032mg/g。由于提取时间(D)
对提取率影响最小，故其在方差分析表中作为误差项。

由表 3 可知，F A ＞ F 0 .0 5 ( 2 , 2 )，F B ＜ F 0 .0 5 ( 2 , 2 )，F C ＜

F 0 .0 5( 2 , 2 )，所以乙醇体积分数(A )对提取率影响显著，料

液比(B)和提取温度(C)对提取率影响不显著。
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2.3 苹果多酚对 DPPH 自由基的清除作用

设计稀释倍数为 0、1、10、20 倍，清除率见图 5。

因素 离差平方和 自由度 平均离差平方和 F 值 显著性

A 4.140 2 2.070 44.137 显著

B 1.057 2 0.528 11.264 不显著

C 1.406 2 0.703 14.988 不显著

误差e(D) 0.094 2 0.047
总和 6.697 8

表 3 正交试验方差分析表

Table 3   Variance analysis of yield of apple polyphenols with various
extraction conditions

试验号 A B C D 提取率 /(mg/g)
1 1 1 1 1 8.186
2 1 2 2 2 6.307
3 1 3 3 3 7.465
4 2 1 2 3 6.009
5 2 2 3 1 6.200
6 2 3 1 2 6.618
7 3 1 3 2 8.523
8 3 2 1 3 7.699
9 3 3 2 1 7.529
K1 21.959 22.718 22.504 21.915
K2 18.827 20.206 19.845 21.449
K3 23.751 21.612 22.188 21.173
k1 7.320 7.573 7.501 7.305
k2 6.276 6.735 6.615 7.150
k3 7.917 7.204 7.396 7.058
R 1.641 0.837 0.886 0.247

表 2 苹果多酚提取 L9(43)正交试验设计及结果

Table 2   Orthogonal array design L9(43) and corresponding experimen-
tal results
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图 5 不同浓度的苹果多酚对 DPPH 自由基的清除率

Fig.5   DPPH free radicals scavenging rates of apple polyphenols at
different concentrations

由图 5 可知，苹果多酚提取液对 DPPH 自由基的清

除率随着稀释倍数的增加，清除率逐渐下降。

2.4 FRAP 法测定苹果多酚的总抗氧化能力

设计稀释倍数为 0、1、10、20 倍，FRAP 值见图 6。
由图 6 可知，随着稀释倍数的增加，FRAP 值逐渐

降低，但都比空白对照组的值要高。

3 结  论

本实验对苹果多酚的提取工艺进行探讨，得出苹果

中多酚的最佳提取条件为：乙醇体积分数 30%、提取温

度 70℃、料液比 1:6、提取时间 45min，此时苹果多酚

的含量为 9.032mg/g，其中乙醇体积分数对多酚提取的

影响显著，提取温度和料液比对其影响不显著。然后

对在最优条件下提取得到的苹果多酚提取液进行抗氧化

实验，得出其对 DPPH 自由基的清除率为 94.6%，并且

随着稀释倍数的增加，清除率逐渐降低，其总抗氧化

能力 FRAP值为 546.4μmol/L，随稀释倍数的增加，FRAP
值也逐渐降低，均表现出良好的抗氧化作用。
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图 6 不同浓度苹果多酚的 FRAP 值

Fig.6   FRAP values of apple polyphenols at different concentrations
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