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均匀试验优化黑蒜提取液的抗氧化活性
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摘要：以ＤＰＰＨ自由基清除率为指标，利用均匀试验考察了提取温度、时间、ｐＨ和底物质量比对黑蒜
提取液抗氧化活性的影响．结果表明，ｐＨ对黑蒜提取液抗氧化活性具有显著影响（ｐ＜０．０５）．黑蒜
提取液制取的最佳工艺条件为：提取温度４０℃，提取时间３０ｍｉｎ，ｐＨ＝３．０，黑蒜与去离子水的质量
比（ｇｍＬ）为１２５，此时对ＤＰＰＨ自由基的清除率为９２．６５％，与理论值的相对误差３．５９％．
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０　引言

大蒜，又名独蒜、胡蒜，是百合科葱属草本植物

的地下鳞茎．大蒜作为传统烹饪和药用材料已有几
千年的使用历史，具有良好的抗菌、抗病毒、降血

糖、解毒、降血脂、抗癌、抗肿瘤等生物活性功

能［１－５］，能够增加机体中血浆抗凝血活性，防止动脉

粥样硬化［６］．
大蒜的功能特性取决于其独特的活性化合物，

尤其是有机硫化物［７－８］．当大蒜组织被破碎后，由于
细胞结构遭到破坏，细胞液中的蒜氨酸酶（Ｓ－烷基
－Ｌ－半胱氨酸亚砜酶）与细胞质中的蒜氨酸（Ｓ－
烯丙基半胱氨酸亚砜）相遇，在蒜氨酸酶的催化作

用下，蒜氨酸转化为大蒜素（二烯丙基硫代亚磺酸

酯），大蒜素不稳定，又进一步转化为大蒜辣素（二

烯丙基二硫化物）、大蒜新素（二烯丙基三硫化物）

和阿霍烯等多种有机硫化物［９－１１］．
大蒜经过一定条件的发酵处理后，整个蒜瓣都
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呈现出黑色，因此被称为黑蒜或发酵黑蒜．经过发
酵后的黑蒜酸甜适口，口感柔软类似果脯，食后没

有吃生大蒜所特有的辣味和臭味，而且生理功能大

大提高．据报道，黑蒜具有极强的抗氧化能力，黑蒜
乙醇提取液的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力、过氧化
氢清除能力和多酚含量分别是新鲜大蒜提取液的

１３倍、１０倍和７倍，具有较强的抗氧化能力［１２］．本
文拟以水为提取溶剂，利用均匀试验设计研究提取

温度、时间、ｐＨ以及质量比对黑蒜提取液抗氧化活
性的影响，以期为黑蒜的进一步研究及开发提供一

定的理论依据．

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

大蒜，市售；ＤＰＰＨ自由基（１，１－二苯基 －２－
苦肼基自由基），分析纯，阿拉丁试剂（上海）有限公

司产．
ＨＳ－８００型恒温恒湿箱，南京泰斯特试验设备

有限公司产；ＨＨ－Ｓ６型数显恒温水浴锅，河南金博
仪器制造有限公司产；ＵＶ－２１０２ＰＣ紫外可见分光
光度计，尤尼柯（上海）仪器有限公司产；ＰＨＳ－３Ｃ
精密 ｐＨ计，上海精密科学仪器有限公司产；ＡＬｌ０４
电子分析天平，梅特勒 －托利多仪器上海有限公
司产．
１．２　实验方法
１．２．１　黑蒜的制备

原料挑选→浸泡清洗→通风晾干→装盘→
６５℃，相对湿度７０％发酵６０ｄ→杀菌消毒→包装→
成品

１．２．２　单因素试验　将黑蒜提取液样品依次分为
温度组、时间组、ｐＨ组和质量比组，其不同制备条件
如下．
１）温度组：分别准确称取５ｇ黑蒜于２５０ｍＬ三

角瓶中，按质量比１２０（ｇｍＬ）加入去离子水，
用６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ调整溶液 ｐＨ为６．０，密封后分
别置于 ２０℃，３０℃，４０℃，５０℃，６０℃，７０℃，
８０℃和９０℃恒温水浴锅中提取６０ｍｉｎ．提取结束
后将样品迅速置于冰水中冷却，然后进行抽滤，滤

液置于冰箱中冷藏备用．
２）时间组：分别准确称取５ｇ黑蒜于２５０ｍＬ三

角瓶中，按质量比１２０（ｇｍＬ）加入去离子水，
用６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ调整溶液 ｐＨ为６．０，密封后置
于６０℃恒温水浴锅中提取１０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，６０ｍｉｎ，

９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，１５０ｍｉｎ，１８０ｍｉｎ和２１０ｍｉｎ．提取
结束后将样品迅速置于冰水中冷却，然后进行抽

滤，滤液置于冰箱中冷藏备用．
３）ｐＨ组：分别准确称取５ｇ黑蒜于２５０ｍＬ三

角瓶中，按质量比１２０（ｇｍＬ）加入去离子水，
分别用４ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液和６ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ调
整溶液 ｐＨ为 ３．０，４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，９．０，
１０．０，１１．０和１２．０，密封后置于６０℃恒温水浴锅中
提取６０ｍｉｎ．提取结束后将样品迅速置于冰水中冷
却，然后进行抽滤，滤液置于冰箱中冷藏备用．
４）质量比组：分别准确称取 ５ｇ的黑蒜于

２５０ｍＬ三角瓶中，按质量比 １１０，１１５，１２０，
１２５和１３０（ｇｍＬ）加入去离子水，用６ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ调整溶液 ｐＨ为６．０，密封后置于６０℃恒
温水浴锅中提取６０ｍｉｎ．提取结束后将样品迅速置
于冰水中冷却，然后进行抽滤，滤液置于冰箱中冷

藏备用．
１．２．３　ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定　以 ＤＰＰＨ
自由基清除率作为黑蒜提取液抗氧化活性的评价

指标，其测定参考 Ｓ．Ｈ．Ｋｉｍ等［１３］的方法．取１ｍＬ
样品溶液和４ｍＬ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ酒精溶液，剧
烈摇晃使其充分混合均匀，置于室温避光条件下反

应３０ｍｉｎ．然后在５１７ｎｍ条件下测定吸光度值，记为
ＡＳ．相同操作条件下，以１ｍＬ去离子水代替样品溶
液，作为控制组，测定其在５１７ｎｍ条件下的吸光度
值，记为 Ａｃ．黑蒜提取液对ＤＰＰＨ自由基清除率用以
下公式计算：

ＤＰＰＨ自由基清除率／％＝
Ａｃ－Ａｓ
Ａｃ

×１００

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
ＤＰＰＨ自由基是一种含发色团的化合物，可以

直接与抗氧化活性物质所提供的氢原子提取形成

稳定的ＤＰＰＨ—Ｈ分子，从而达到清除自由基的目
的［１４］．单因素试验中黑蒜提取液的抗氧化活性变化
如图１—图４所示．

由图 １—图 ４可见，温度组，黑蒜提取液对
ＤＰＰＨ自由基的清除率随提取温度的升高而增大；
时间组，在前６０ｍｉｎ内，黑蒜提取液的抗氧化活性
随时间延长而显著增强，对 ＤＰＰＨ自由基的清除率
由１５．５３％增加到５６．３７％，此后则随提取时间的延
长而缓慢增大；ｐＨ组，黑蒜提取液在酸性环境中具
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有较高的抗氧化活性，而当ｐＨ＞７．０时，随着ｐＨ的
增大，黑蒜提取液的抗氧化能力急剧下降，并在 ｐＨ
≥１０．０时失去抗氧化能力；质量比组，当黑蒜与去
离子水的质量比为１１０（ｇｍＬ）时，提取液的抗
氧化活性最强．

图１　温度对黑蒜提取液抗氧化活性的影响

图２　时间对黑蒜提取液抗氧化活性的影响

图３　ｐＨ对黑蒜提取液抗氧化活性的影响

２．２　均匀试验
２．２．１　均匀试验因素水平设计　综合以上单因素
实验结果，以ＤＰＰＨ自由基清除率为检测指标，以温
度Ｘ１，时间Ｘ２，ｐＨ值 Ｘ３和黑蒜与去离子水质量比
Ｘ４为因素的Ｕ６（６

４）［１５］均匀试验因素水平见表１．

图４　质量比对黑蒜提取液抗氧化活性的影响

表１　Ｕ６（６
４）均匀试验因素水平表

水平 Ｘ１／℃ Ｘ２／ｍｉｎ Ｘ３ Ｘ４／（ｇｍＬ）
１ ４０（１） ６０（２） ５（３） １３５（６）
２ ５０（２） １２０（４） ８（６） １３０（５）
３ ６０（３） １８０（６） ４（２） １２５（４）
４ ７０（４） ３０（１） ７（５） １２０（３）
５ ８０（５） ９０（３） ３（１） １１５（２）
６ ９０（６） １５０（５） ６（４） １１０（１）

２．２．２　均匀试验结果　根据均匀试验表，分别在相
应条件下得到黑蒜提取液样品，并测定其对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率（Ｙ），试验结果见表２．
２．２．３　软件分析 　采用Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ４．０软件对均
匀试验结果进行分析，得到的结果见表３和表４．

表２　均匀试验结果
试验号 Ｘ１／℃ Ｘ２／ｍｉｎ Ｘ３ Ｘ４／（ｇｍＬ） Ｙ／％
１ ４０ ６０ ５ １３５ ４７．６１
２ ５０ １２０ ８ １３０ １５．５８
３ ６０ １８０ ４ １２５ ７８．３２
４ ７０ ３０ ７ １２０ ３２．９９
５ ８０ ９０ ３ １１５ ８３．９３
６ ９０ １５０ ６ １１０ １１．５７

表３　均匀试验分析结果参数表
方程项目 估计值 标准误差 Ｔ值 Ｐ值
１ ４２．４３ １２．１１０９ ３．８３４ ０．１６２４

Ｘ１×Ｘ２ －０．０００５ ０．０００４ －１．３９２ ０．３９６６
Ｘ３ －１５．５８３ ０．７３１９ －２１．２８９０．０２９９
Ｘ４ ８．３４２２ ０．９２６８ ９．００１ ０．０７０４
Ｘ４
２ ０．１７２３ ０．０１９８ －８．７１７ ０．０７２７

首先按一元线性方程回归分析，发现４个因素
对自由基清除率的影响都不显著，一次考虑删去最

不显著的单因素（Ｘ１，Ｘ２），然后继续进行回归分析，
结果表明，ｐＨ对黑蒜提取液抗氧化活性具有显著影
响（ｐ＜０．０５），影响抗氧化活性的主次顺序依次为：
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ｐＨ值＞质量比＞温度＞时间．

表４　均匀试验分析结果方差分析表
项目 自由度 偏差平方和 均方差 Ｆ值 Ｐ值
模型 ４ ４７５１．１７ １１８７．７９１３５．７２１０．０６４２７９４
误差 １ ８．７５１７２ ８．７５１７２
总体 ５ ４７５９．９２

回归 方 程：Ｙ＝ ４２．４３－０．０００５Ｘ１×Ｘ２－
１５．５８３Ｘ３＋８．３４２２Ｘ４－０．１７２３Ｘ４

２．在测试条件范
围内，经过计算后最佳优化条件为：提取温度４０℃，
提取时间３０ｍｉｎ，ｐＨ＝３．０，黑蒜与去离子水质量比
（ｇｍＬ）为１２５．此时黑蒜提取液抗氧化活性最
强，对 ＤＰＰＨ自由基的理论清除率为９６．１０％．经试
验验证在此优化条件下得到的黑蒜提取液对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率为９２．６５％，与理论值的相对误差
３．５９％，远超过各试验值．说明均匀试验优化后的最
优条件制备黑蒜提取液具有最强的抗氧化活性，优

化结果可靠．

３　结论
不同因素对黑蒜提取液的抗氧化活性影响不

同．单因素试验表明，黑蒜提取液的抗氧化活性随
提取温度的升高和时间的延长而逐渐增强；酸性环

境有利于黑蒜提取液的抗氧化活性，而碱性环境则

抑制其抗氧化活性，当 ｐＨ≥ １０时，则完全抑制黑
蒜提取液的抗氧化活性；当黑蒜与去离子水质量比

（ｇｍＬ）为１１０时，黑蒜提取液的抗氧化活性最
强．均匀试验表明，ｐＨ对黑蒜提取液抗氧化活性具
有显著影响（ｐ＜０．０５），影响黑蒜提取液抗氧化活
性的因素顺序是ｐＨ ＞质量比 ＞温度 ＞时间；黑
蒜提取液抗氧化活性的最佳工艺条件为：提取温度

４０℃，提取时间３０ｍｉｎ，ｐＨ＝３．０，黑蒜与去离子水
的质量比（ｇｍＬ）为１２５，且在此条件下验证黑
蒜提取液的抗氧化活性的最强．
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