响应面优化玛卡总皂苷的提取工艺研究
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摘要：目的  优化玛卡总皂苷的提取工艺。方法  以总皂苷得率为考察指标，乙醇回流法，在单因素实验基础上，响应面优化玛卡总皂苷的最佳提取工艺。结果  最佳提取工艺为乙醇体积分数50%，料液比1 ：30 g·mL-1，提取温度80 ℃，提取时间4 h，总皂苷得率为5.60%±0.24。结论  优化的提取条件稳定可行，可为玛卡总皂苷的开发利用提供参考。
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Extraction of Total Saponins of Maca by Response Surface Analysis
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Abstract：Objective  To optimize the extraction process of total saponins from Maca. Methods  Taking the yield of total saponins as indicator, using single factor test, response surface methodology(RSM) was employed to optimize the total saponins of maca by ethanol reflux method. Results  The best extraction process for the total saponins of maca was that 50% for concentration of ethanol, 1:30 g·mL-1 for the ratio of material to liquid, 80 ℃ for extracting temperature and 4 h for time. The yield of total saponins was 5.60±0.24. Conclusion  The optimal extraction process is stable and feasible, and can provide reference for the development and use of total saponins from Maca.
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玛卡（Lepidium meyenii walp,Maca），是一种十字花科独行菜属一年生或两年生草本植物，主要产于秘鲁东南部地区[1-2]，我国主要分布于云南昭通、迪庆等高寒山区，有黄、紫、红等13个品种。人类食用玛卡已有几千年历史，传统上具有抗疲劳、抗氧化、提高生育力、改善性功能和治疗女性更年期综合征等多种作用[3-6]。
目前研究发现玛卡中含有维生素、皂苷、甾醇、蛋白质等多种活性成分，其碳水化合物含量高达59%[7]。皂苷作为一种天然活性成分，具有抗氧化、免疫调节、抗肿瘤等多种生物学活性[8-10]。目前有关玛卡总皂苷的研究尚未见报道。为综合利用开发云南丰富的玛卡资源，本实验采用乙醇回流法对其提取工艺为玛卡总皂苷的后续研究提供参考。

1  材料及仪器
迪庆野生玛卡；人参皂苷Rb1对照品(含量＞98%，批号: O1029As，大连美仑生物技术有限公司)；水为去离子水；其他试剂均为国产AR。
FST-Ⅲ-20普力菲尔超纯水机(上海富诗特仪器设备有限公司)；SHA-C恒温水浴箱(金坛市杰瑞尔电器有限公司)；AG135电子天平(瑞士梅特勒－托利多公司)；RE-52A型旋转蒸发仪(上海亚东生化仪器厂)；FD-1型冷冻干燥机(北京博医康技术有限公司)；754紫外可见光分光光度计(上海菁华科学仪器有限公司)；LD4-2A低速离心机(北京市医用离心机厂)等。
2  方法与结果

2.1  含量测定

2.1.1  玛卡总皂苷制备流程  玛卡→粉碎(80目)→石油醚脱酯(3倍体积)→离心、滤渣40℃烘干→乙醇回流→离心→取上清→减压浓缩→玛卡总皂苷粗品
2.1.2  标准曲线绘制  参照文献[11]。精确称量人参皂苷Rb1对照品2 mg，用甲醇配制成1.00 mg/mL的标准液，依次取20、40、60、80、100、120 μL于10 mL试管，80 ℃烘干甲醇后，加0.2 mL 5%香草醛-冰醋酸和0.8 mL高氯酸，混匀。60℃水浴15 min，置冰水冷却5 min，加5 mL冰醋酸，摇匀，随行试剂为空白，测550 nm处吸光值(A)。以A为纵坐标，人参皂苷Rb1量(μg)为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程为A=0.003C－0.018，r=0.9987。表明在20~120 μg范围内存在很好的线性关系。
2.1.3  精密度实验  取2.1.2项中标准液5份各80 μL，按2.1.2项操作，结果平均吸光度值为0.2578，RSD为2.04％(n=5)，表明所用仪器的精密度良好。
2.1.4  稳定性实验  取2.1.2项中标准液80 μL，按2.1.2项操作，1 h内间隔20 min 测次吸光度值，结果1 h内反应液的RSD为1.20% (n=4)，表明反应试剂与人参皂苷Rb1标准液的显色反应稳定，可满足试验要求。
2.1.5  重现性实验  取2.1.1项干燥的玛卡总皂苷适量，50%乙醇配制成1.00 mg/mL样品液，取40 μL，按2.1.2项操作，结果平均吸光度值为0.1202，RSD为3.14％(n=5)，表明该法测定皂苷含量重现性良好。
2.1.6  加样回收率试验  取2.1.5项中样品液5份各40 μL，依次加入2.1.2项中标准液10、20、30、40、50 μL，50%乙醇定容至同一体积，按2.1.2项操作，结果见表1。平均回收率为99.83%，RSD为4.13％(n=5)。
表1  回收率试验测定结果
Table 1  recovery test results
	玛卡总皂苷样品/μg
	人参皂苷Rb1加入量/μg
	测定量/μg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD

	40
	10
	46.36
	92.74
	99.83
	4.13%

	40
	20
	59.91
	99.85
	
	

	40
	30
	72.05
	102.93
	
	

	40
	40
	81.22
	101.53
	
	

	40
	50
	91.90
	102.11
	
	


2.1.7  玛卡总皂苷含量测定  乙醇回流，离心取上清液，50%乙醇定容至同一体积，取适量，按2.1.2项测定玛卡总皂苷溶液吸光度，并代入回归方程，按下面公式计算玛卡总皂苷得率。
玛卡总皂苷得率(%)=(总皂苷质量×稀释倍数)÷玛卡粉质量×100%
2.2  单因素实验
取0.5 g玛卡粉多份，其他因素不变的情况下，分别考察乙醇体积分数、料液比、提取温度、提取时间对玛卡总皂苷得率的影响，筛选出各因素的最适条件。

2.2.1  乙醇体积分数  固定料液比1：20 g·mL-1，提取时间1 h，提取温度60 ℃，考察乙醇体积分数40%、50%、60%、70%、80%对玛卡总皂苷得率的影响。结果见图1，在50%乙醇体积分数时，玛卡总皂苷得率达最大值3.43%。当乙醇浓度继续增加时，玛卡总皂苷得率呈下降趋势。可能原因是乙醇浓度增加时，利于乙醇与原料的接触，皂苷溶出增加，在乙醇浓度一定时，得率最高；之后乙醇浓度继续增加，会导致蛋白质等物质变性，吸附皂苷，不利于其溶出，得率下降[12]。故最佳乙醇体积分数为50%。
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图1  乙醇体积分数对总皂苷得率影响
Fig．1  effect of concentration of ethanol on the yield of total saponins
2.2.2  料液比  固定提取时间1 h，提取温度60 ℃，50%乙醇，考察料液比1：10、1：20、1：30、1：40、1：50 g·mL-1对玛卡总皂苷得率的影响。结果见图2，在料液比1：40 g·mL-1时，玛卡总皂苷得率值最大，随后料液比继续降低时，总皂苷得率呈下降趋势。可能是由于乙醇量的增加，加大了其与原料的接触面积及液体传质推动力，利于皂苷的溶出，在料液比一定时，得率最高；之后乙醇量的继续增加，会使原料吸附皂苷使其不易溶出[13]，得率下降。故最佳料液比为1：40 g·mL-1。
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图2  料液比对总皂苷得率影响
Fig．2  liquid-solid ratio on the yield of total saponins
2.2.3  提取温度  固定提取时间1 h，料液比1：40 g·mL-1，50%乙醇，考察提取温度50、60、70、80、90 ℃对玛卡总皂苷得率的影响。图3得知，80 ℃时，玛卡总皂苷得率最大，当温度继续升高时，总皂苷得率呈下降趋势。可能由于温度过高导致乙醇挥发影响皂苷提取效果，同时也会破坏其结构，使其得率低下[14]。故选提取温度为80 ℃。
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图3  提取温度对总皂苷得率影响
Fig．3  extraction temperature on the yield of total saponins
2.2.4  提取时间  固定料液比1：40 g·mL-1，50%乙醇，提取温度80 ℃，考察提取时间1、2、3、4、5 h对玛卡总皂苷得率的影响。图4所示，4 h时，玛卡总皂苷得率最大，当时间继续延长时，总皂苷得率呈下降趋势。在提取时间较短时，可能皂苷与多糖、蛋白质等物质结合不易溶出；随时间的延长，原料中的皂苷大量快速溶出，溶液趋于饱和，同时长时间高温会导致皂苷降解，使其得率下降[15]。故最适提取时间为4 h。

[image: image4.emf]1 2 3 4 5

4.60

4.70

4.80

4.90

5.00

5.10

5.20

5.30

5.40

总皂苷得率/%提取时间/h


图4  提取时间对总皂苷得率影响
Fig．4  extraction time on the yield of total saponins
2.3  响应面试验
2.3.1  响应面试验设计  以总皂苷得率为考察指标，在单因素试验的基础上，用软件Design-Expert 8.0.6进行4因素3水平Box-Behnken响应面试验设计，并进行数据分析，各因素及水平见表2。试验设计及相应BBD数据见表3。
表2  响应面因素与水平
Table 2  Variables and levels in response surface design
	水平
	A
	B
	C
	D

	
	料液比/(g·mL-1)
	乙醇体积分数/%
	提取温度/℃
	提取时间/h

	-1
	1:30
	40
	70
	3

	0
	1:40
	50
	80
	4

	1
	1:50
	60
	90
	5


2.3.2  回归模型与方差分析  软件Design-Expert 8.0.6分析，总皂苷得率(Y)与料液比(A)、乙醇体积分数(B)、提取温度(C)、提取时间(D)的二元多项模型为Y=5.49-0.4425A+0.19417B+0.30417C+0.000833333D-0.225AB-0.185AC-0.0425AD-0.05BC-0.0075BD+0.0225CD-0.63917A2-0.43667B2-0.59167C2-0.49667D2。
表4中R2Adj值0.9454，为失拟项系数，表明94.54%实际数据能用模型解释。R2值0.9727，为相关系数，表明理论值与实测值有很高的关联性。表4回归方程方差分析得知，模型p值＜0.0001，表明该模型极显著，具有统计学意义。失拟项值为0.0927(p＞0.05)，差异不显著，表明该模型对试验中的拟合较好。表4可见A、B、C、AB、A2、B2、C2、D2对总皂苷得率有极显著的影响，AC对总皂苷得率的影响显著。

表3  Box-Behnken试验设计与响应值
Table 3  Box-Behnken design and observed responses
	序号
	A
	B
	C
	D
	Y总皂苷得率/%
	预测值/%

	1
	-1
	-1
	0
	0
	4.37
	4.44

	2
	1
	-1
	0
	0
	3.73
	4.00

	3
	-1
	1
	0
	0
	5.37
	5.28

	4
	1
	1
	0
	0
	3.83
	3.94

	5
	0
	0
	-1
	-1
	4.01
	4.12

	6
	0
	0
	1
	-1
	4.61
	4.68

	7
	0
	0
	-1
	1
	3.97
	4.08

	8
	0
	0
	1
	1
	4.66
	4.73

	9
	-1
	0
	0
	-1
	4.83
	4.75

	10
	1
	0
	0
	-1
	4.10
	3.95

	11
	-1
	0
	0
	1
	4.87
	4.84

	12
	1
	0
	0
	1
	3.97
	3.87

	13
	0
	-1
	-1
	0
	4.07
	3.91

	14
	0
	1
	-1
	0
	4.47
	4.40

	15
	0
	-1
	1
	0
	4.73
	4.62

	16
	0
	1
	1
	0
	4.93
	4.91

	17
	-1
	0
	-1
	0
	4.14
	4.21

	18
	1
	0
	-1
	0
	3.76
	3.70

	19
	-1
	0
	1
	0
	5.13
	5.19

	20
	1
	0
	1
	0
	4.01
	3.94

	21
	0
	-1
	0
	-1
	4.37
	4.35

	22
	0
	1
	0
	-1
	4.70
	4.76

	23
	0
	-1
	0
	1
	4.43
	4.37

	24
	0
	1
	0
	1
	4.73
	4.74

	25
	0
	0
	0
	0
	5.37
	5.49

	26
	0
	0
	0
	0
	5.47
	5.49

	27
	0
	0
	0
	0
	5.51
	5.49

	28
	0
	0
	0
	0
	5.53
	5.49

	29
	0
	0
	0
	0
	5.57
	5.49


表4  回归方程方差分析

Table 4  Analysis of varlance of the regression model(ANOVA)
	项目
	平方和
	自由度
	均方
	F值
	p
	显著性

	模型
	9.316734
	14
	0.665481
	35.6167
	< 0.0001
	***

	A
	2.349675
	1
	2.349675
	125.7551
	< 0.0001
	***

	B
	0.452408
	1
	0.452408
	24.213
	0.0002
	***

	C
	1.110208
	1
	1.110208
	59.4186
	< 0.0001
	***

	D
	0.00000833
	1
	0.00000833
	0.000446
	0.9834
	*

	AB
	0.2025
	1
	0.2025
	10.83785
	0.0053
	***

	AC
	0.1369
	1
	0.1369
	7.326919
	0.0170
	**

	AD
	0.007225
	1
	0.007225
	0.386684
	0.5440
	*

	BC
	0.01
	1
	0.01
	0.535202
	0.4765
	*

	BD
	0.000225
	1
	0.000225
	0.012042
	0.9142
	*

	CD
	0.002025
	1
	0.002025
	0.108378
	0.7469
	*

	A2
	2.64995
	1
	2.64995
	141.826
	< 0.0001
	***

	B2
	1.236829
	1
	1.236829
	66.19536
	< 0.0001
	***

	C2
	2.270721
	1
	2.270721
	121.5295
	< 0.0001
	***

	D2
	1.600072
	1
	1.600072
	85.63622
	< 0.0001
	***

	残差
	0.261583
	14
	0.018685
	
	
	

	失拟项
	0.238383
	10
	0.023838
	4.110057
	0.0927
	*

	纯误差
	0.0232
	4
	0.0058
	
	
	

	总值
	9.578317
	28
	
	
	
	

	注：*，差异不显著（p＞0.05）；**，差异显著（p＜0.05）；***，差异极显著（p＜0.01）

R2=0.9727；R2Adj=0.9454


2.3.3  响应面图分析  根据模型，绘制各因素的等高线与响应面，见图5。响应面坡度的平缓陡峭程度反映因素间交互效应的显著性，曲面坡度陡峭，显著性越大，曲面坡度平缓，显著性越小[16]。等高线的形状反映因素间交互效应的强弱，椭圆形表示两因素交互作用强，圆形则相反。图5所示，料液比与乙醇体积分数、料液比与提取温度的响应面陡峭，等高线趋于椭圆形，表明两因素间交互作用显著；提取温度与提取时间、乙醇体积分数与提取温度的响应面平缓，等高线趋于圆形，表明两因素间交互作用不显著，与回归方程分析结果一致。
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图5  乙醇体积分数、料液比、提取温度及提取时间对总皂苷得率影响的响应面值与等值线
Fig．5  observed responses and contour map of effect of concentration of ethanol， liquid-solid ratio， extraction temperature and extraction time on the yield of total saponins
2.4  验证工艺  
软件Design-Expert 8.0.6预测的玛卡总皂苷提取最优工艺为料液比1 ：30 g·mL-1，乙醇体积分数50%、提取温度80 ℃，提取时间4 h。选取最优工艺平行3组试验(见表5)，得总皂苷得率为5.60%±0.24，与理论值5.65%相比，误差0.05%。表明该模型能很好的模拟玛卡总皂苷的提取条件，且响应面优化的工艺稳定可行。
表5  工艺验证结果
Table 5  process verification result
	序号
	1
	2
	3
	平均值

	得率/%
	5.35
	5.82
	5.63
	5.60


3  讨论

响应面法是一种用于产品及工艺参数设计和工艺优化的常见统计方法。通过科学地分析及应用，可找出影响工艺质量或产品的关键因素，并优化出最适的产品及工艺质量控制范围，得出的回归模型精确度高且可分析两两因素间的交互效应，相对正交试验设计等统计方法拥有更多的优势[17]。
玛卡作为药食同源的植物，被印加人称为秘鲁人参[18]。2002年我国开始引进玛卡，主要种植于云南及新疆地区。在国内玛卡虽未被作为药用，但卫生部于2011年批准其作为新型食品食用。目前国内多以玛卡片、玛卡饮料、玛卡酒、玛卡粉等形式应用于保健及食品等领域。当下对玛卡的成分及功效研究，多集中于生物碱、玛卡酰胺等，而对皂苷类化合物的研究少见。Zheng B L等[19]研究发现玛卡酰胺有改善性功能、抗疲劳等功效。金文闻[20]从玛卡中提取分离出总生物碱，发现其具有抗疲劳、调节发育等功能。因此，本研究旨在通过对玛卡总皂苷提取方法的优化，为其化学成分的进一步研究提供依据。
因此本实验采用乙醇回流法，在单因素实验的基础上，采用Box-Behnken响应面设计优化玛卡总皂苷的提取工艺。结果表明，建立的二元多项回归方程的拟合度较好，其预测玛卡总皂苷提取最优工艺为料液比1 ：30 g·mL-1，乙醇体积分数50%、提取温度80 ℃，提取时间4 h，算的总皂苷得率为5.60%±0.24，与理论值很接近，表明响应面优选的玛卡总皂苷乙醇回流法提取工艺稳定可行，为后续研究提供参考。
参考文献：
[1] Gonzales, Gustavo F. Ethnobiology and Ethnopharmacology of Lepidium meyenii (Maca) , a Plant from the Peruvian Highlands[J]. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine. 2012(1): 1-10.

[2] 曾雪燕. 丽江产不同品种玛卡中四类化学成分含量的分析[D]. 大理: 大理学院, 2014.

[3] J Li, Q Sun, Q Meng , et al. Anti-fatigue activity of polysaccharide fractions from Lepidium meyenii Walp. (maca)[J]. International Journal of Biological Macromolecules, 2016, 95(10): 1305-1311.

[4] A Zevallos-Concha, D Nuã±Ez, M. Gasco, et al. Effect of gamma irradiation on phenol content, antioxidant activity and biological activity of black maca and red maca extracts (Lepidium meyenii walp)[J]. Toxicology Methods, 2016, 26(1): 67-73.
[5] I Melnikovova, T Fait, M Kolarova, et al. Effect of Lepidium meyenii Walp. on Semen Parameters and Serum Hormone Levels in Healthy Adult Men: A Double-Blind, Randomized, Placebo-Controlled Pilot[J]. StudyEvidence-based Complementary and Alternative Medicine, 2015, 9(1): 324369.
[6] Zhang Y, Yu L, Jin W, et al. Effect of ethanolic extract of Lepidium meyenii Walp on serum hormone levels in ovariectomized rats[J]. Indian Journal of Pharmacology, 2014, 46(4): 416-419.
[7] 蔡晓, 杨长晓. 玛卡中多糖含量测定的一种新方法[J]. 中国卫生检验杂志, 2015, 25(20): 3460-3462.
[8] 徐晓敏. 藜麦皂苷的提取、分离纯化及生物活性研究[D]. 内蒙古农业大学, 2017.
[9] X Lin, L Yin, R Gao. The effects of panaxadiol saponins on megakaryocytic maturation and immune function in a mouse model of immune thrombocytopenia [J]. Experimental Hematology, 2015, 43(5): 364-373.
[10] M Thakur, G Jerz, D Tuwalska. High-speed countercurrent chromatographic recovery and off-line electrospray ionization mass spectrometry profiling of bisdesmodic saponins from Saponaria officinalis possessing synergistic toxicity enhancing properties on targeted antitumor toxins [J]. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2014, 955-956(2): 1-9.
[11] 洪秀云. 绞股蓝皂苷的提取、分离纯化及抗氧化作用的研究[D]. 广州: 华南理工大学, 2012.
[12] 侯丽丽, 于常乐, 胡洋. 人参皂苷微波超声辅助提取工艺研究[J]. 中国食品添加剂, 2017, 5(9): 124-128.
[13] 霍宗庆, 徐婉晴, 刘言娟. 响应面法优化白玉菇多糖的提取工艺[J]. 食品工业科技, 2017, 38(21): 145-149.
[14] 向莉, 陈轩, 胡艳, 等. 响应面法优化黑粒小麦麸皮多酚提取工艺[J]. 食品工业科技, 2017, 38(21): 173-177.
[15] 李月, 王昀, 左绍远, 等. 红花蜂花粉多糖提取工艺的研究[J]. 大理大学学报, 2017, 2(10): 24-28.
[16] 李西腾, 张嫚, 张佳佳. 响应面法优化超声辅助提取养心菜齐墩果酸工艺研究[J]. 食品工业, 2017, 38(11): 16-18.
[17] Xu Q, Shen Y, Wang H, et al. Application of response surface methodology to optimise extraction of flavonoids from fructus sophorae [J]. Food Chem, 2013, 138(4): 2122.
[18] 田万平, 王霄, 张良明, 等. 不同品种玛卡粉和不同提取方式提取物营养成分分析[J]. 食品科技, 2016, 41(05): 229-233.
[19] Zheng B L, He K, Kim C H, et al. Effect of a lipidic extract from Lepidium meyenii on sexual behavior in mice and rats[J]. Urology, 2000, 55(4): 598-602.
[20] 金文闻. 药食两用植物玛咖(Lepidium meyenii)的功效物质研究[D]. 武汉:华中科技大学, 2007.
_1581079113.bin

_1581079183.bin

_1581079212.bin

_1581079002.bin

