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菜籽蛋白加工废液中多酚和多糖同步提取工艺优化
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摘  要：为开发利用菜籽蛋白加工废液中的生理活性物质，该研究在单因素试验基础上，采用 Box-Behnken 响应面试验

设计法，对菜籽蛋白加工废液中多酚和多糖提取工艺条件进行优化，同时探究两种物质的体外抗氧化活性。结果表明，

影响菜籽蛋白加工废液中多酚和多糖得率的因素大小顺序为：乙醇体积分数>浸提温度>浸提时间，最佳提取工艺为：浸

提温度 60 ℃、乙醇体积分数 65%、浸提时间 31 min，在此条件下多酚得率为 2.19%，多糖得率为 8.14%；多酚提取物对

DPPH•具有较强清除能力，其半抑制质量浓度为 0.20 mg/mL，多糖提取物对 DPPH•和•OH 均具有较强的清除能力，其半

抑制质量浓度分别为 1.45、2.38 mg/mL；高效液相色谱法初步检测表明，菜籽蛋白加工废液中含有香豆酸、丁香酸、对

香豆酸、芥子酸和苯甲酸。研究结果为菜籽蛋白加工废液的再利用提供参考。 
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0  引  言   

菜籽粕作为油菜籽压榨榨油后主要副产物，其中蛋

白质质量分数达 35%～42%，菜籽蛋白氨基酸组成合理，

已被大量开发利用[1]。然而，在菜籽粕提取菜籽蛋白制品

过程中排放出大量高浓度有机废水，主要来源于水剂法

脱毒制取菜籽浓缩蛋白过程中所产生的酸洗废水[2]，以及

菜籽分离蛋白制备过程中所产生的酸沉乳清废水[3]。加工

废液中含有一定浓度的蛋白质以及多种天然生理活性产

物，包括多酚、多糖、植酸等，另外，酚类物质抑制微

生物生长，使废水难降解，而且废水排放量大，通常是

所加工菜籽粕质量的 5～10 倍，甚至更高，其中的生物

活性物质在 0.5～5 mg/mL 之间[4]。研究发现，多酚在阻

止自由基的反应中能够起到关键作用，具有较强的抗氧

化活性，同时不同来源的植物酚类化合物具有多方面的

生理功能，例如抗肿瘤、抗辐射、预防心脑血管疾病、

抗突变、延缓人体衰老等[5-9]。汤务霞等[10]用丙酮作为提
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取液提取菜籽粕中的多酚类化合物，并以鞣酸和维生素 C
为对照，采用 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl radical 2,2-diphenyl-1- (2,4,6- trinitropheny) 
hydrazyl, DPPH）法进行测定，结果表明，丙酮多酚提取

液具有一定的体外抗氧化能力。刘入铭[11]研究表明，菜

籽多酚能够显著降低胃肿瘤的发病率、有效抑制胃黏膜

炎症，而且菜籽多酚能够下调胃黏膜炎症因子 COX-2、
mPGES-1 及 TNF-α诱导 mRNA 的表达水平。Kozlowska
等[12]通过碱解发现在菜籽中存在 9 种酚酸，主要为芥子

酸、阿魏酸、p-香豆酸等。菜籽多糖为菜籽粕综合利用研

究中发现的具有开发利用价值的一种生物活性物质，具有

抗氧化、抑瘤等作用[13-15]。然而，菜籽蛋白加工废液中多

酚和多糖的研究却较少。 
本试验采取乙醇浸提法同步提取菜籽蛋白加工废液

中的多酚和多糖，并通过响应面法对提取工艺进行优化，

同时对多酚提取物和多糖提取物的体外抗氧化性进行研

究，并利用高效液相色谱法（high performance liquid 
chromatography，HPLC）对提取出的酚酸组分和含量进

行初步探讨，提升菜籽蛋白加工废液的可利用程度，实

现菜籽粕加工废水资源的综合利用，提高菜籽粕加工过

程的总体经济，获得高附加值制品。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

菜籽蛋白加工废液（总糖质量浓度 14.21 mg/mL，蛋

白质 8.39 mg/mL，总酚 2.01 mg/mL）由江苏天琦生物科
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技有限公司提供（卡诺拉油菜籽）；1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼，没食子酸，香豆酸，3,4-二羟基苯甲酸，苯甲醛，

儿茶素，绿原酸，咖啡酸，丁香酸，对香豆酸，芥子酸，

苯甲酸，芦丁酸，水杨酸，槲皮素均为标准品，购自美

国 Sigma 公司；甲醇（色谱纯）；无水乙醇，福林酚等

均为分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司。 
1.2  仪器与设备 

DL-5C 型低速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）；

T6 新世纪型分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公

司）；LC-20AT 高效液相色谱仪、LC solution 工作站、

SPD-20AT 紫外检测器（日本岛津公司）。 

2  方  法 

2.1  废液中多酚、多糖的提取 

将菜籽蛋白加工废液和无水乙醇按一定比例混合，

在恒温水浴振荡器（200 r/min）中按照一定时间和温度进

行浸提，将浸提过后的料液于冷冻离心机中（控制在 4 ℃
左右）以 6 000 r/min 离心 20 min。上清液于 40 ℃条件

下旋蒸浓缩，真空冷冻干燥（−50 ℃，<20 Pa），得到菜

籽多酚提取物；将沉淀物真空冷冻干燥（−50 ℃，<20 Pa），
得到菜籽多糖提取物，用于抗氧化活性和酚酸定性定量

测定。 

2.2  多酚、多糖的含量测定 

将菜籽多糖粗提物用蒸馏水定容，稀释到合适浓度，

采用苯酚-硫酸法[16]测定菜籽蛋白加工废液中多糖的吸光

值，依据葡萄糖标准曲线得出的直线方程计算菜籽蛋白

废液中多糖得率。 
1 1 / 100%E C VF M= ×           （1） 

式中 E1 为多糖得率，%；C1 为从标准曲线获得的反应溶

液多糖质量浓度，mg/mL；V 为提取液总体积，mL；F
为稀释倍数；M 为废液总干物质量，mg。 

将上清液稀释到合适浓度，采用福林酚法[17]测定浸

提液中多酚的吸光值，根据没食子酸标准曲线回归方程

计算菜籽蛋白废液中多酚得率。 
2 2 / 100%E C VF M= ×          （2） 

式中 E2 为多酚得率，%；C2 为从标准曲线获得的反应溶

液多酚质量浓度，mg/mL。 
2.3  单因素试验 

选定浸提温度（30、40、50、60、70、80 ℃）、乙

醇体积分数（20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%）、

浸提时间（20、40、60、80、100、120 min）3 个因素做

单因素试验，考察各单因素水平对菜籽饼粕加工废液中

多酚得率和多糖得率的影响，确定相关工艺条件。 
2.4  响应面优化试验设计 

在单因素试验的基础上，采用 Box-Behnken 中心组

合设计方法，进行三因素三水平的响应面试验，以浸提

温度 A（℃）、乙醇体积分数 B（%）、浸提时间 C（min）
为自变量，废液中多酚得率 Y1（%）和多糖得率 Y2（%）

为响应值，采用响应面统计分析软件 Design-Expert 8.0 
确定最佳提取工艺条件。试验设计因素及水平见表 1。 

表 1  Box-Behnken 中心组合设计的因素和水平表 

Table 1  Factors and levels of Box-Behnken central composite 
design 

水平 levels 因素
Factors 名称 Name 

-1 0 1 
A 温度 Temperature/℃ 50 60 70 
B 乙醇体积分数 Ethanol concentration/% 50 60 70 
C 时间 Time/min 15 30 45 

 
2.5  多酚提取物和多糖提取物的体外抗氧化活性试验 

2.5.1  DPPH•自由基清除能力测定 

试验方法参考何荣海等[18-19]方法，在优化后的提取

条件下，将提取物冻干，得到菜籽粗多酚提取物和多糖

提取物，配成不同浓度梯度水溶液作待测样品备用。在

试管中加入 2.0 mL 待测样品溶液，再加入 2.0 mL 0.2 
mmol/L DPPH·无水乙醇溶液，混匀，室温下避光静置

30 min，在波长 517 nm 处测定吸光值，按下式计算待测

样品清除 DPPH·能力（%）。 
0 0

0

( )DPPH 100%x xA A A
A

− −
⋅ = ×清除率     （3） 

式中 A0 为 DPPH·无水乙醇溶液 2.0 mL+无水乙醇溶液

2.0 mL 的吸光值；Ax为 DPPH·无水乙醇溶液 2.0 mL+待
测样品溶液 2.0 mL 的吸光值；Ax0 为待测样品溶液

2.0 mL+无水乙醇溶液 2.0 mL 的吸光值。 
半抑制浓度（IC50）是指 DPPH·的抑制率为 50%时

多酚和多糖提取物溶液浓度[20]。IC50值越小，抗氧化能力

越强。将试验重复 3 次，求得半抑制率的平均值。 
2.5.2  •OH 清除能力测定 

试验方法参考张德华等[21-22]方法，利用 H2O2与 Fe2+

混合产生·OH 的原理，在体系内加入水杨酸捕捉·OH，

产生有色物质，该物质在波长 510 nm 处有最大吸收。反

应体系中含 8.8 mmol/L H2O2 1.0 mL、9.0 mmol/L FeSO4 
1.0 mL，9.0 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 1.0 mL，一定浓度

样品 1.0 mL。加 H2O2启动反应，37 ℃反应 30 min，以

蒸馏水为对照，510 nm 处测定各溶液的吸光度，考虑到

样品本身的吸光度，以 9.0 mmol/L FeSO4 1.0 mL，

9.0 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 1.0 mL，相应浓度样品

1.0 mL 和 1.0 mL 蒸馏水作为样品的本底吸光度。按下式

计算·OH 清除率（%） 
0 0

0

( )OH 100%x xA A A
A

′ ′ ′− −
⋅ = ×

′
清除率       （4） 

式中 0A′ 为空白对照液吸光度； xA′ 为加入样品溶液后吸

光度； 0xA′ 为不加显色剂 H2O2的样品溶液本底吸光度。 
IC50是指·OH 的抑制率为 50%时多酚和多糖提取物

溶液浓度[20]。 
2.5.3  总还原能力测定 

试验方法参考王振斌等[23-24]方法，2.0 mL 样品与

2.0 mL 0.2 mol/L，pH 值 6.6 的磷酸缓冲液（phosphate 
buffer saline, PBS）和 2.0 mL 质量分数 1%铁氰化钾溶液

混合均匀后于 50 ℃水浴反应 20 min 后速冷，再加入

2.0 mL 质量分数 10%三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）

溶液，3 000 r/min 离心 10 min，吸取 2.0 mL 上清液于试
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管中，并加入 2.0 mL 去离子水和 0.4 mL 质量分数 0.1% 
FeCI3，混合均匀，10 min 后在 700 nm 处测吸光值。 
2.6  高效液相色谱分析 

2.6.1  色谱条件 

Kromasil C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）；柱

温 20 ℃，进样量 20 µL，检测波长 280 nm；采用双泵系

统，流速 0.7 mL/min。流动相 A 为超纯水（含 0.05%三

氟乙酸），流动相 B 为纯甲醇。采用梯度洗脱：0～25 min，
10%～22% B→25～45 min，22%～65% B→45～53 min，
65%～50% B→53～60 min，50%～10% B→60～70 min，
10% B。 

2.6.2  酚酸标准溶液的配置 

精密称取一定量 14 种酚类化合物标准品，用 5.0 mL
甲醇溶解，用超纯水分别定容至 50 mL 容量瓶中，制成

单个酚酸溶液和混合样品母液。 
2.6.3  目标单体酚的定量分析 

取已知各单体酚浓度的混合样品母液，梯度进样 5、
10、15、20、25 μL，用高效液相色谱进行检测。 
2.7  数据处理与统计分析 

试验数据采用 Origin 8.6 软件进行分析作图，SPSS 
13.0 软件进行方差分析，结果以平均数±标准偏差表示，

响应面设计与分析的软件为 Design- Expert 8.0，试验数据

均为 3 次平行试验的平均值。 

3  结果与分析 

3.1  单因素试验结果分析 

3.1.1  浸提温度对浸提效果的影响 

固定乙醇体积分数 60%、浸提时间 60 min，考察浸

提温度对多酚得率和多糖得率的影响。由图 1 可知，随

着温度的升高，多糖得率是先上升后下降。温度升高，

分子运动加快，细胞间的摩擦作用使得细胞破裂，多糖

溶解及扩散速度加快，得率提高，60 ℃时多糖得率达到

最高，但随着温度继续增加，多糖得率显著下降，可能

因为过高的温度使部分多糖有效成分被分解。多酚得率

在浸提温度从 50 ℃升到 60 ℃时，有略微上升趋势，60 ℃
后开始缓慢下降，整体趋势较为平缓。一般来说温度越

高越有利于多酚物质的提取[25]，在高温条件下会导致乙

醇挥发，使提取液浓度增大，而且较高的温度会破坏多

酚化学结构，从而影响多酚得率[26-27]。结合多酚得率和

多糖得率的趋势，最优提取温度在 60 ℃附近，中心组合

试验选取的温度范围为 50～70 ℃。 
3.1.2  乙醇体积分数对浸提效果的影响 

固定浸提温度 60 ℃、浸提时间 60 min，考察乙醇体

积分数对多酚得率和多糖得率的影响。乙醇体积分数是

影响浸提效果的一项重要指标。如图 2 所示，随着乙醇

体积分数的增加，菜籽蛋白加工废液中多酚得率和多糖

得率都呈上升趋势。乙醇体积分数 40%～60%阶段，多酚

得率明显上升，60%之后得率上升幅度降低。由于原料是

废液，乙醇体积分数的增大使固体有效成分浓度降低，

从而得率持续上升。而多糖得率在乙醇体积分数 30%～

50%阶段呈直线上升，50%后多糖得率趋于平缓，说明多

糖的溶出量已达饱和。结合多酚得率和多糖得率的趋势，

最优乙醇体积分数在 60%附近，中心组合试验选取的乙

醇体积分数范围为 50%～70%。 

 
注：乙醇体积分数 60%，浸提时间 60 min。 
Note: Ethanol concentration is 60%, extraction time is 60 min. 

 

图 1  提取温度对多酚和多糖得率的影响 

Fig.1  Effect of extraction temperature on yield of polyphenols 
and polysaccharides 

 
注：浸提温度 60 ℃，浸提时间 60 min。 
Note: Extraction temperature is 60 ℃, extraction time is 60 min. 

 

图 2  乙醇体积分数对多酚和多糖得率的影响 

Fig.2  Effect of ethanol concentration on yield of polyphenols and 
polysaccharides 

 

3.1.3  浸提时间对浸提效果的影响 

固定浸提温度 60 ℃、乙醇体积分数 60%，考察浸提

时间对多酚得率和多糖得率的影响。从图 3 中可以看出， 
15～30 min 时间段，多糖得率上升，30 min 后多糖得率

呈现波动下降的趋势，所以表明 30 min 时多糖溶出量最

多。15～30 min 时间段，多酚得率也是上升的，30 min
之后多酚扩散速度减慢，基本平衡。提取时间延长也会

增加能耗，所以，最优提取时间在 30 min 附近，中心组

合试验选取的时间范围为 15～45 min。 

 
注：浸提温度 60 ℃，乙醇体积分数 60%。 
Note: Extraction temperature is 60 ℃, ethanol concentration is 60%. 

 

图 3  浸提时间对多酚和多糖得率的影响 
Fig.3  Effect of extraction time on yield of polyphenols and 

polysaccharides 
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3.2  响应面法优化多酚、多糖的浸提条件 

3.2.1  响应面试验设计及结果 

根据 Box-Behnken 试验设计的原理，结合单因素试

验的结果，设计试验并得到结果，如表 2 所示。 

表 2  响应面试验设计及结果 

Table 2  Experimental result based on Box-Behnken design 

序号 
No 

温度 
Temperature 

A/℃ 

乙醇体积分数
Ethanol 

concentration 
B/% 

时间
Time
C/min

多酚得率 
Yield of 

polyphenols 
Y1/% 

多糖得率 
Yield of 

polysaccharides
Y2/% 

1 50 50 30 1.958 6.609 
2 70 50 30 1.767 6.345 
3 50 70 30 2.086 7.014 
4 70 70 30 1.941 7.589 
5 50 60 15 1.958 6.219 
6 70 60 15 1.904 7.135 
7 50 60 45 1.958 6.181 
8 70 60 45 1.920 6.646 
9 60 50 15 1.957 6.207 

10 60 70 15 2.086 7.103 
11 60 50 45 1.802 6.065 
12 60 70 45 2.114 7.679 
13 60 60 30 2.109 7.864 
14 60 60 30 2.164 8.123 
15 60 60 30 2.189 7.907 
16 60 60 30 2.169 8.080 
17 60 60 30 2.180 8.180 

 

运用 Design-Expert 8.0 软件对表 2 试验数据进行分

析，以多酚得率 Y1（%）和多糖得率 Y2（%）为响应值，

经回归拟和后得到二次多项式回归方程 
1

2 2 2

5.457 40 0.154 32 0.094 9 0.002 6
0.000 12 0.000 027 0.000 31
0.001 39 0.000 85 0.000 39

Y A B C
AB AC BC
A B C

= − + + + +
+ + −

− −

 （5） 

2

2 2 2

32.300 6 0.733 73 0.444 22 0.187 37
0.002 1 0.000 75 0.001 2
0.006 8 0.004 62 0.003 58

Y A B C
AB AC BC
A B C

= − + + + +
− + −

− −

（6） 

3.2.2  模型的建立与显著性检验 

利用Design-Expert 8.0软件对表2结果进行统计及分

析，得到方差的分析结果如表 3 所示。 

表 3  多酚得率方差分析表 

Table 3  Variance analysis of polyphenols yield 

来源 
Source 

平方和 
Quadratic 

sum 

自由度 
Degrees of 

freedom 

均方和 
Mean sum of 

square 

F 值 
F value

P 值 
P value

模型 Model 0.26 9 0.029 12.51 0.001 5

A 0.023 1 0.023 9.82 0.016 5

B 0.069 1 0.069 29.58 0.001 0

C 0.001 54 1 0.001 54 0.66 0.443 2

AB 0.000 53 1 0.000 53 0.23 0.648 4

AC 0.000 064 1 0.000 064 0.027 0.873 1

BC 0.008 3 1 0.008 3 3.59 0.100 0

A2 0.082 1 0.082 35.12 0.000 6

B2 0.030 1 0.030 12.96 0.008 7

C2 0.032 1 0.032 13.89 0.007 4

残差 Residual 0.016 7 0.002 33   

失拟项 Lack of fit 0.012 3 0.004 14 4.23 0.098 7

纯误差 Pure error 0.003 915 4 0.000 98   

总和 Sum 0.28 16    
 

经数据分析处理（表 3），多酚得率模型的 F 值为

12.51，P 值为 0.0015<0.05，说明该模型显著可靠。失拟

项不显著，而且 R2=0.9415，R2
Adj=0.8662，表明建立的模

型和试验拟合良好，是可以对多酚得率进行分析和预测

的。依 F 检验知，因素 A、B、A2、B2和 C2的 P 值均小

于 0.05，说明温度及其平方项、乙醇体积分数及其平方

项、时间平方项对多酚得率影响显著，而因素 C（时间）

和各交互相的影响均不显著。各单因素对多酚浸提效果

的影响依次为：乙醇体积分数（B）>温度（A）>时间（C）。 
如表 4 所示，多糖得率模型的 F 值为 16.49，P 值为

0.000 6<0.001，说明该模型极显著。失拟项的 P 值为

0.056 1>0.05，不显著，而且 R2=0.955 0，R2
Adj=0.897 1，

表明建立的模型拟合性较好，可以对多糖得率进行分析

和预测。依 F 检验知，因素 A、B、A2、B2和 C2的 P 值

均小于 0.05，说明这些因素对多糖得率影响显著，而因

素 C（时间）和各交互相的影响都不显著。各单因素对多

糖浸提效果的影响依次为：乙醇体积分数（B）>温度（A）
>时间（C）。 

表 4  多糖得率方差分析表 
Table 4  Variance analysis of polysaccharides yield 

来源 
Source 

平方和
Quadratic 

sum 

自由度 
Degrees of 

freedom 

均方和 
Mean sum of 

square 

F 值 
F value

P 值 
P value

模型 Model 9.07 9 1.01 16.49 0.000 6
A 0.36 1 0.36 5.86 0.046 1
B 2.16 1 2.16 35.40 0.000 6
C 0.001 08 1 0.001 08 0.018 0.897 9

AB 0.18 1 0.18 2.88 0.133 4
AC 0.051 1 0.051 0.83 0.391 9
BC 0.13 1 0.13 2.11 0.189 6
A2 1.95 1 1.95 31.87 0.000 8
B2 0.90 1 0.90 14.69 0.006 4
C2 2.73 1 2.73 44.74 0.000 3

残差 Residual 0.43 7 0.061   
失拟项 Lack of fit 0.35 3 0.12 6.14 0.056 1
纯误差 Pure Error 0.076 4 0.019   

总和 Sum 9.49 16    
 

3.2.3  响应面优化 

若以多酚得率和多糖两者作为评价指标，所得的最

优提取条件是不一致的，因而选用两者的综合评价指标

（overall desirability, OD）进行综合评分。在计算综合指

标之前，采用极差化法将各指标进行规格化[28]。由于多

酚得率和多糖得率均要求达到最大化，其规格化方程为：

Di=(Yi−Ymin)/(Ymax−Ymin)，其中，Ymax和 Ymin分别为各指标

的最大值与最小值，若某试验的指标值为 Ymax 时，将 Di

设为 1。反之，某个指标值为 Ymin时，Di为 0[29]。将两者

权重系数均设为 0.5，则综合评分为：OD＝(0.5D1+0.5D2)。
最终得到最佳提取工艺条件为温度 60.01 ℃，乙醇体积

分数 65.69%，时间 30.93 min，多酚得率预测值 2.19%，

多糖得率预测值 8.18%。为了方便试验，修正最佳工艺条

件为温度 60 ℃，乙醇体积分数 65%，时间 31 min，多酚

得率实际值 2.19%，多糖得率实际值 8.14%。多酚得率试

验值与预测值一致，多糖得率试验值比预测值高 0.04%。 
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3.3  多酚提取物和多糖提取物的体外抗氧化活性试验 

3.3.1  DPPH•自由基清除能力测定 

由图 4 可知，多酚提取物质量浓度在 0.1~0.5 mg/mL
范围内 DPPH·的清除率从 32.63%上升至 93.53%，多糖

提取物质量浓度在 0.40~2.40 mg/mL 范围内 DPPH·的清

除率从 18.65%上升至 77.97%。分析数据可知，在选定的

多酚提取物和多糖提取物质量浓度范围内，随着质量浓

度的增大，多酚提取物和多糖提取物对 DPPH·自由基的

清除率也明显增加，呈现良好的量效关系。对比可以明

显看出：多酚提取物对 DPPH·自由基清除率均高于相同

质量浓度条件下多糖提取物对 DPPH·的清除率。在多酚

提取物的质量浓度为 0.5 mg/mL 时，其 DPPH·自由基清

除率已经达到 93.53%，明显高于相同质量浓度条件下多

糖提取物对 DPPH·的清除率。多酚提取物和多糖提取

物对 DPPH·自由基的 IC50 分别为 0.20、1.45 mg/mL。
史兰[30]对菜籽粕有效分离成分的研究中，测得提取出

的菜籽多酚对 DPPH·自由基的 IC50 为 51.00 µg/mL。
刘琴等 [31]用不同溶剂提取出菜籽粕中的多酚，测得

DPPH·清除能力为 50.528 0 μmol/g。与菜籽粕中提取

的多酚活性相比，本试验废液中提取的多酚活性较低，这

可能是菜籽蛋白加工废液中多酚有效成分含量较低，并且

菜籽粕在蛋白加工过程中部分多酚结构可能被破坏。 

 
图 4  多酚提取物和多糖提取物对 DPPH·的清除能力 

Fig.4  DPPH· scavenging ratio of polyphenol extracts and 
polysaccharide extracts 

 
3.3.2  ·OH 清除能力测定 

由图 5 可以看出，多酚提取物质量浓度在 5.00～
30.00 mg/mL 范围内·OH 的清除率从 36.92%上升至

83.62%，多糖提取物质量浓度在 0.80～3.80 mg/mL 范围

内·OH 的清除率从 13.59%上升至 78.60%。比较可知，

多糖提取物对·OH 的清除能力强于多酚提取物，且随着

样品质量浓度的增加，·OH 的清除力不断增加。整体来

看，多糖提取物对羟自由基的清除能力要强于多酚提取

物。多酚提取物和多糖提取物羟自由基 IC50分别为 10.85、
2.38 mg/mL。朱沛沛等[32]用微波辅助乙醇提取菜籽饼粕

多酚，测得多酚提取液对羟基的清除率在 0～1.4 mg/mL
质量浓度范围内随其浓度的增加而增大，最大清除率达

61.37%，比本试验多酚提取物对羟自由基的清除能力高

很多，说明废液中多酚对羟自由基的清除能力较弱。 

 
图 5  多酚提取物和多糖提取物对·OH 的清除能力 

Fig.5  ·OH scavenging ratio of polyphenol extracts and 
polysaccharide extracts 

 

3.3.3  总还原能力测定 

由图 6 可知，随着浓度的增大，多酚提取物和多糖

提取物总还原力都不断增大，而且呈现良好的量效关系，

对比可以明显看出：多酚提取物的总还原力大于多糖提

取物的总还原力。 

 
图 6  多酚提取物和多糖提取物的还原能力 

Fig.6  Reducing abilities of polyphenol extracts and 
polysaccharide extracts 

 
3.4  HPLC 法分析多酚提取物的组成和含量 

如图 7a 所示，各酚酸组分在混合标样中均有良好的

分离度。结合图 7b 分析可知，香豆酸、丁香酸、对香豆

酸、芥子酸和苯甲酸可明显看出对应峰，表明菜籽蛋白

加工废水中也很有可能含有这些酚酸。荆文光等[33]从菜

籽粕中分离得到芥子酸，丁香酸，香草酸，对羟基苯甲

醛、原儿茶酸，对羟基苯甲酸、龙胆酸等。刘琴等[27]从

菜籽粕中鉴定出芥子酸和芥子碱。吴梨[34]用碱解法结合

乙酸乙酯萃取对菜籽粕、种皮粕和种胚粕中的不溶性多

酚分别进行了提取和分析，结果表明菜籽种皮中含有芥

子酸及其异构体、阿魏酸、香豆酸、羟基苯甲酸、丁香

酸、咖啡酸、原儿茶酸等 9 种酚酸。大量研究表明，本

试验所检测出的酚酸都已在菜籽粕中被鉴定出。表 5 定

量分析结果可见，多酚提取物中所检测出的 5 种酚酸中，

芥子酸质量分数最多达到 5.57 mg/g，香豆酸 2.65 mg/g，
其他酚酸含量相对较少。史兰[30]对 10 个油菜籽品种的菜

籽粕、种皮粕和种胚粕中的不溶性多酚的含量进行了分
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析，结果表明在种皮粕中芥子酸和原儿茶酸为主要酚酸，

芥子酸的质量分数为 0.076～0.234 mg/g，占不溶性总酚

体积分数的 18.07%～47.05%。菜籽粕提蛋白后的废液中，

芥子酸含量依然相对较多。此工艺为菜籽蛋白加工废液

的再利用提供一定研究基础。 

 
a. 标准酚酸样品检测的色谱图 

a. Chromatogram of standard phenolic acids 

 
b. 菜籽蛋白加工废液中酚酸检测的色谱图 

b. Chromatogram of phenolic acids in rapeseed protein processing waste liquid 
 

注：1.没食子酸；2.香豆酸；3.3,4-二羟基苯甲酸；4.苯甲醛；5.儿茶素；6.绿
原酸；7.咖啡酸；8.丁香酸；9.对香豆酸；10.芥子酸；11.苯甲酸；12.芦丁酸；

13.水杨酸；14.槲皮素 
Note: 1.Gallic acid; 2.Coumaric acid; 3.3,4-dihydroxybenzoic acid; 
4.Benzaldehyde; 5.Catechins; 6.Chlorogenic acid; 7.Caffeic acid; 8.Syringic acid; 
9.P-coumaric acid; 10.Sinapic acid; 11.Benzoic acid; 12.Rutin acid; 13.Salicylic 
acid; 14.Quercetin 

 

图 7  标准酚酸样品和菜籽蛋白加工废液中酚酸检测的色谱图 
Fig.7  Chromatograms of standard phenolic acids and phenolic 

acids in rapeseed protein processing waste liquid 

表 5  多酚提取物所含酚酸的保留时间、回归方程、 
决定系数和质量分数 

Table 5  Retention time, regression equation, determination 
coefficient and content of standard phenolic acid in polyphenol 

extracts 

类别 
Classification 

保留时间
Retention 
time/min 

回归方程 
Regression equations 

决定系数
Determination 

coefficients 
R2 

多酚提取物中标准

品酚酸质量分数
Content of 
standard  

phenolic acid in
polyphenol 

extracts/(mg·g-1)
香豆酸

Coumaric acid 11.3 y=906 500x+6 945.2 0.996 2 2.65 

丁香酸
Syringic acid 33.0 y=3 000 000x-76 146 0.990 3 1.32 

对香豆酸
P-coumaric 

acid 
39.5 y=5 000 000x-48 968 0.993 4 1.12 

芥子酸 
Sinapic acid 41.8 y=843 759x-55 753 0.991 2 5.57 

苯甲酸
Benzoic acid 45.2 y=254 844x-1 375.5 0.998 1 1.19 

4  结  论 

使用乙醇提取菜籽蛋白加工废液中的多酚和多糖，

在单因素的基础上，以多酚得率和多糖得率为响应值，

响应面优化后，得到最佳提取工艺条件为：浸提温度

60 ℃、乙醇体积分数 65%、时间 31 min，多酚得率为

2.19%，多糖得率为 8.14%，多酚得率预测值为 2.19%，

多糖得率预测值为 8.18%。多酚得率试验值与预测值一

致，多糖得率试验值比预测值高 0.04 个百分点。说明回

归方程能较真实地反映各因素对多酚和多糖得率的影

响，证明用响应面法优多酚和多糖得率回归模型较可靠。 
多酚提取物和多糖提取物的体外抗氧化能力试验结

果表明，多酚和多糖对不同的自由基的清除能力是不同

的，且在测定的质量浓度范围内呈良好的量效关系。多

酚提取物的 DPPH·自由基清除率明显高于相同质量浓度

条件下多糖提取物对 DPPH·自由基的清除率，而多糖提

取物对羟自由基的清除能力要强于多酚提取物。多酚提

取物的总还原力要高于多糖提取物的总还原力。高效液

相色谱法初步检测结果表明，菜籽蛋白加工废液中含有

香豆酸、丁香酸、对香豆酸、芥子酸和苯甲酸，其中芥

子酸最多，质量分数达到 5.57 mg/g。 
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Extraction processing optimization of polyphenols and polysaccharides 
from rapeseed protein processing waste liquor 
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2. Key Laboratory for Physical Processing of Agricultural Products of Jiangsu Province, Zhenjiang 212013, China;  
3. Food Intelligent Manufacturing Engineering Technology Research Center of Jiangsu Province, Zhenjiang 212013, China) 

 
Abstract: Rapeseed protein processing waste liquor contains a variety of natural antioxidant products, which include 
polyphenol, polysaccharide, peptide, and so on. To realize the comprehensive utilization of rapeseed protein processing waste 
liquor and gain high value-added products to improve the overall economy, the extraction efficiency and the antioxidant 
activities of polyphenols and polysaccharides in waste liquid from production of rapeseed protein were researched in this paper. 
First of all, effects of extraction temperature, ethanol concentration and extraction time on the extraction rate of polyphenols 
and polysaccharides from waste liquid were investigated by single-factor experiments to acquire the appropriate ranges of 
extraction parameters. Then a Box-Behnken design (BBD) was applied to evaluate the effects of extraction temperature, 
ethanol concentration and extraction time on the extraction efficiency and their interactions at 3 equidistant levels. The ranges 
of the 3 independent variables i.e. extraction temperature, ethanol concentration and extraction time were 50-70 , 50%℃ -70% 
and 15-45 min, respectively, which were based on the results of single-factor experiments. The result indicated that ethanol 
concentration was the most significant variable, followed by extraction temperature and time according to the regression 
coefficient significance of the equation and the gradient of slope in 3D (three-dimensional) response surface map. The 
optimum conditions could be modified as follows: Extraction temperature of 60 , ethanol concentration of 65% and ℃
extraction time of 31 min. Under the optimal conditions, extraction ratios of polyphenols and polysaccharides were 2.19% and 
8.14%, respectively, which were well-matched with the predicated values of 2.19% and 8.18% obtained from the models. The 
results revealed that the regression equations and models were reliable to predict the influences of factors on extraction ratios 
of polyphenols and polysaccharides. In addition, anti-oxidative activities of polyphenols extract and polysaccharides extract in 
vitro were evaluated by scavenging activity of DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-diphenyl-1-(2,4,6- 
trinitropheny) hydrazyl) and hydroxyl radical as well as reducing power. The result showed that the DPPH radical scavenging 
abilities of polyphenols extract and polysaccharides extract increased from 32.63% to 93.53% and from 18.65% to 77.97% 
with the increasing of their concentrations from 0.10 to 0.50 mg/mL and from 0.40 to 2.40 mg/mL, respectively. Half 
inhibitory concentrations of polyphenols extract and polysaccharides extract for scavenging DPPH were 0.20 and 1.45 mg/mL 
respectively according to their regression equation. Hydroxyl radical scavenging abilities of them increased from 36.92% to 
83.62% and from 13.59% to 78.60% with the increasing of their concentrations from 5.00 to 30.00 mg/mL and from 0.80 to 
3.80 mg/mL, respectively. Half inhibitory concentrations of polyphenols extract and polysaccharides extract for scavenging 
hydroxyl radical were 10.85 and 2.38 mg/mL respectively according to their regression equation. The reducing abilities also 
increased with the increasing of the concentrations of polyphenols extract and polysaccharides extract. In contrast, reducing 
ability of polyphenols extract was stronger than that of polysaccharides extract. From these results, for different free radicals, 
the scavenging ability of polyphenols and polysaccharides was different, and showed a good dose-effect relationship in the 
range of mass concentrations. The DPPH free radical scavenging rate and reducing ability of polyphenols extract were both 
significantly higher than that of polysaccharides extract under the same mass concentration, while the polysaccharides extract 
had a stronger scavenging ability to hydroxyl radical than polyphenols extract. In the end, the phenolic ingredients in samples 
were analyzed by HPLC (high performance liquid chromatography). The result indicated that polyphenols extract was rich in 
phenolic compounds such as cumaric acid, syringic acid, pcoumaric acid, sinapinic acid and benzoic acid. The concentration of 
cumaric acid was 2.65 mg/g and that of sinapinic acid even reached 5.57 mg/g. 
Keywords: extraction; processing; optimization; polyphenols; polysaccharides; antioxidant ability; rapeseed protein 
processing waste liquor 
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