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摘要 10 

  酚類化合物集結了大量具有高生物價值的生物活性，傳統的萃取方法不僅資源消耗大，11 

且萃取出來的酚類化合物產率也較低，為了在萃取過程中獲得最大多酚，探討透過非傳12 

統萃取方法之萃取，其優缺點及最適方法為何。根據研究結果，利用超音波輔助萃取酪13 

梨皮時可能會降解黃酮類和在萃取花青素時產生氧化反應，導致其總黃酮類及總花青素14 

的測定數據較低，而微波輔助萃取之生物活性表現良好，但其與超聲波結合萃取後效果15 

更為突出。酵素輔助萃取殘渣中的非萃取多酚，三種不同的酵素（Depol、Promod、16 

Pectinase）、酸水解、鹼水解及浸泡法做比較，Promod 酵素和酸水解萃取出的總酚量最17 

高，且酵素輔助萃取比酸和鹼水解更有效地從甜櫻桃果渣的殘渣中回收抗氧化劑， High 18 

performance liquid chromatography -Size-exclusion chromatography, HPLC -SEC 測定鹼水19 

解、酸水解及酵素輔助萃取的非萃取多酚分子量分佈，最活躍的萃取物是透過酵素輔助20 

萃取使用 Promod  和 Depol 獲得的。超臨界流體萃取中利用超臨界二氧化碳和甲醇21 

作為共溶劑萃取乾燥的短柄野芝麻花，在條件為 50゜C 下所獲得的總酚含量及抗氧化22 

活性最佳，此外，還用 Ultra Performance Liquid Chromatography -Photo Diode Array, UPLC 23 

-PDA 定量酚類化合物，鑑定出了 13 種酚類化合物。四種非傳統萃取方法比較下來，24 

酵素萃取可萃取植物中之 NEPs，將其與同為低溫萃取方式（例如：超音波萃取、超臨界25 

流體萃取）結合，可能會達到更好的效果。 26 
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一、 前言 1 

  在循環經濟中，利用食品副產品以及採用綠色萃取方法強化了產業的可持續性，以促2 

進人類健康和福祉。酚類化合物，通常稱為多酚，集結了大量具有高生物價值的植物化3 

學物質，由於酚類化合物對抗氧化活性的健康改善能力，人類對這些化合物的攝入量不4 

斷增加。為了在萃取過程中獲得最大的多酚而不發生降解或修改，選擇萃取方法以及影5 

響萃取的主要因素是至關重要的，萃取過程旨在促進非降解酚類化合物的最大產量，從6 

而增加萃取物的生物活性（Galanakis et al., 2013）。 7 

  非常規萃取方法，例如超臨界萃取、微波萃取、酵素萃取......等，依賴於綠色化學8 

的概念，專注於基於處理時間的短缺、能源消耗、利用食品副產品以及減少或替代有機9 

溶劑的提取技術的開發（Chemat et al., 2017a; Galanakis, 2013）。傳統的萃取方法，如浸10 

泡法，傳統上用於獲得多酚，但資源消耗很大（Ameer et al., 2017），因此非傳統方法旨11 

在減少經濟和生態的負面影響（Chemat et al., 2017b）。 12 

  本篇利用四種非常規萃取方式來獲得酚類化合物，首先是超音波輔助萃取13 

（Ultrasound-assisted extraction, UAE）和微波輔助萃取（Microwave-assisted extraction, 14 

MAE）是高效率的非常規萃取方法，由於其成本合理、易於擴展以及萃取不同極性分子15 

的多功能性，比加壓液體萃取、亞臨界和超臨界流體萃取以及加速溶劑萃取具有優勢16 

（Nayak et al., 2015;  Nipornram et al., 2018）。 UAE 在特定溫度和特定時間是決定萃17 

取效率的因素 (Chemat et al., 2017b)，微波熱取決於溶劑的極性介電特性、功率和時間18 

(Nayak et al., 2015)。  19 

  再來是酵素輔助萃取（Enzyme assisted extraction, EAE），植物細胞壁由一系列複雜結20 

構的多醣組成，這種結構賦予細胞穩定性和對細胞內成分萃取的抵抗力，因此具有特定21 

水解特性的被用來破壞這種基質，與傳統方法相比還具有溫和的反應條件、使用整個植22 

物材料的可能性、需要較少步驟的過程，可以萃取大量具有高生物利用度和質量的生物23 

活性化合物等優點 (Gligor et al., 2019)。 24 

  最後是超臨界流體萃取（Supercritical Fluid Extraction, SFE），是一種先進且環保的技25 

術，從不同材料中萃取生物活性化合物，適合萃取熱不穩定的化學品，因為它不需要大26 

量的溶劑加熱，但限制之一是二氧化碳是一種非極性溶劑，單獨使用可能無法有效萃取27 

酚類等極性化合物，因此應用甲醇、水或乙醇作為助溶劑或改質劑來增強超臨界二氧化28 

碳的溶解能力，提高其對難溶性溶質（生物鹼、酚類和糖苷化合物）的親和力，增加溶29 
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解度以及萃取率與操作壓力和溫度的關係。 1 

  本篇目的在比較透過非常規萃取方法所測定出來的總酚含量，找出萃取多酚最佳萃取2 

方式。 3 

 4 

二、 透過超聲波輔助萃取和微波輔助萃取改善酪梨皮中的多酚  5 

(Trujillo‐Mayol et al., 2019) 6 

  UAE 和 MAE 是高效的非常規萃取方法，可以提取不同極性的分子 (Nayak et al., 7 

2015; Nipornram et al., 2018)。  8 

  酪梨皮為多酚的重要來源，副產品（皮和種子）通常被視為廢棄物 (Hernández-López 9 

et al., 2011)，但在酪梨皮中，酚類含量更為顯著，酪梨皮中主要的酚類成分為兒茶素、10 

槲皮素、羥基肉桂酸、綠原酸及其衍生物，以及原花青素 A 和 B (Figueroa et al., 2018)。 11 

  本研究的目標是應用 UAE 和 MAE ，及結合這兩種方法以接近最大的總酚含量12 

（Total Polyphenol Content, TPC）。該研究旨在確定植物化學特性（產量、TPC、總類黃13 

酮含量［Total Flavonoid Content, TFC）和總花青素含量［Total Anthocyanin Content, TAC］）、14 

抗氧化能力（DPPH、FRAP 和 Lipid peroxidation, LPO）。 15 

  比較不同萃取方法觀察到顯著差異，雖然對於產量和 TPC 在 UAE 和 MAE 之間16 

未觀察到顯著差異，但 U-MAE 方法呈現了較高的值也表現出高效率，它僅需 86％的17 

時間即可達到最大 TPC ，而浸泡法值則較低（表一）。在浸泡過程中缺乏加熱釋放了18 

對熱敏感的酚類化合物，這些酚類化合物在進一步的熱步驟（溶劑蒸發）之後可能會降19 

解。 TFC 在浸泡法、MAE 和 UAE 之間沒有顯著差異，但浸泡法的值最高，而 UAE 20 

的值最低。在某些情況下，超聲波會修改和降解黃酮類，降低其活性(Chowdhury & 21 

Viraraghavan, 2009)。酪梨皮是花青素的優秀來源，在組合方法呈現出較高的 TAC ，其22 

次是 MAE 和浸泡法，UAE 的效果較差（表一）。 UAE 萃取物中較低的 TAC 可能23 

是受到超聲波產生的氧化反應的影響。 U -MAE 的酪梨皮萃取物在 DPPH 、FRAP 和 24 

LPO 值上展示了更大的抗氧化能力。  25 

 26 

三、 酵素輔助萃取甜櫻桃果渣中生物活性的非提取多酚 27 

  (Dominguez-Rodriguez, Marina, & Plaza, 2021) 28 

  甜櫻桃含有類胡蘿蔔素、血清素、褪黑激素和大量的酚類化合物 (Ballistreri et al., 2013; 29 
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Goncalves et al., 2019)，短暫的壽命，使其被加工成各種產品，如果醬或果汁等 1 

(Yilmaz et al., 2015)，但產生了大量的廢棄物，例如果渣。儘管其他的萃取技術更具選擇2 

性並產生更大的萃取產量，仍有非萃取多酚（Non-extracted polyphenols, NEPs）保留在3 

萃取殘渣中，它們是高分子量的聚合多酚或與大分子量酚類結合的個別低分子量酚類4 

（即多醣體，蛋白質等）在萃取中由於與樣本基質的不同相互作用而難以溶解的部分 5 

(Perez-Jimenez & Torres, 2011)。 6 

  表二顯示，酚類含量最豐富的萃取物是透過酸水解（1.87 ± 0.05 mg GAE/g 萃取殘7 

渣）和 Promod 酵素（1.75 ± 0.20 mg GAE/g 萃取殘渣）而獲得的萃取物。使用果膠8 

酶的含量最低。在櫻桃果渣（未回收 NEPs）中用傳統萃取技術萃取可萃取酚類化合物9 

顯示出最低的 TPC 值（0.38 ± 0.01 mg GAE/g 樣品）。結果證實，從櫻桃果渣中萃取10 

可萃取酚類化合物後，櫻桃果渣萃取殘渣中仍存在酚類化合物，且萃取殘渣中的 TPC 11 

比櫻桃果渣萃取物中的 TPC 高 4-5 倍。 12 

  為了測定櫻桃果渣萃取殘渣中殘留的高分子聚合多酚的含量，採用 Dimethylacetamide13 

（DMAC）、香草醛、丁醇/HCl 三種分光光度法測定 Proanthocyanidins （PA） 的總含14 

量。從表二可以看出，使用 DMAC 和香草醛測定，酸水解和鹼水解對於 PA 的萃取15 

比使用 EAE 的三種酶更有效。但在丁醇/HCl 測定中，EAE 的萃取物比酸和鹼水解有16 

更高的總 PA 含量。可能是因為使用 DMAC 試劑檢測大聚合物化合物的靈敏度不如17 

單體化合物，而香草醛測定與 DMAC 測定非常相似，甚至靈敏度較低  (Gardana & 18 

Simonetti, 2019; Sunet al., 1998)。表二中顯示的結果表明，透過 EAE 獲得的萃取物呈19 

現出比透過酸和鹼水解獲得的萃取物更高濃度的聚合 PA。 20 

  表二總結了使用這些抗氧化測定方法獲得的結果，顯示三種測定給出了不同的結果。21 

在 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH） 清除自由基測定中，透過常規萃取技術獲得22 

的可萃取多酚萃取物和透過 Promod 酶萃取回收的 NEPs 萃取物顯示出最高的抗氧化23 

能力。 24 

  根據 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity（TEAC）測定，透過 EAE 使用 Depol 25 

和 Promod 酶獲得的萃取物顯示出最佳的抗氧化能力，但是酸水解萃取的 TEAC 值高26 

於果膠酶 EAE 和鹼水解萃取，而透過常規萃取多酚所獲得的萃取物顯示出最低的抗氧27 

化能力（表二）。另外，抑制羥自由基形成的能力測定可以顯示抑制羥自由基的有效性 28 

(Gangwar et al., 2014; Ma et al., 2010)。表二結果表明，透過果膠酶獲得的萃取物是最活29 

躍的萃取物，對自由基形成的抑制率為 94.6 ± 0.2％，其次是 Promod 酶和 Depol 30 
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酶，鹼和酸水解也抑制羥基自由基的形成，此外，透過常規萃取方法獲得的可萃取多酚1 

對羥基自由基形成的抑制率最低。綜合結果表明，NEPs 比透過傳統萃取方法獲得的可2 

萃取多酚具有更高的抗氧化能力，且 EAE 比酸和鹼水解更有效地從甜櫻桃果渣的萃3 

取殘渣中回收抗氧化劑 NEPs。 4 

  採用 HPLC-SEC 測定鹼水解、酸水解及 EAE 萃取的 NEPs 分子量分佈，如圖一 5 

和表三所示，EAE 萃取物主要回收分子量高於 1500 Da 的 NEPs，EAE 果膠酶萃取的6 

NEPs 的分子量分佈與鹼水解的分佈相似，兩種萃取物都顯示出相似的總酚和原花青素7 

（丁醇/HCl 測定）、抗氧化劑（DPPH 和 TEAC 測定），通常鹼水解獲得的萃取物中略8 

高。最活躍的萃取物是透過 EAE 使用 Promod 和 Depol 獲得的萃取物，而酸水解萃9 

取物中 NEPs 的峰面積最低，但萃取物具有抗氧化能力。此外，具有可萃取多酚的萃10 

取物顯示出分子量大於 1500 Da 酚類物質的最低峰面積，但具有 500-1000 Da 的化合11 

物的最高峰面積，這些萃取物雖然透過 DPPH 方法顯示出較高的抗氧化能力和抗高血12 

壓能力，但總酚和 PA 含量最低（表二）。 13 

 14 

四、 超臨界流體萃取短柄野芝麻花之萃取物的抗氧化活性和生物活性15 

成分 16 

  (Uwineza et al., 2021) 17 

  短柄野芝麻花，原產於歐洲、西亞和北非 (Yordanova et al., 2014)，由於其含有環烯醚18 

萜類、黃酮、三萜類、脂肪酸、多醣、皂苷、植物蛻皮甾類、酚酸、胺類、精油、單寧19 

和黏液等，具有多種生物活性 (Sulborska et al., 2020)。 20 

  本研究的目的是使用超臨界二氧化碳和甲醇作為共溶劑萃取乾燥的短柄野芝麻花，並21 

使用不同的抗氧化活性實驗，使用 Folin-Ciocalteu 估算總酚（Total phenolic content, 22 

TPC），並使用 UPLC-PDA 定量酚類化合物。 23 

  如表四所示，總酚結果變化約三倍，50゜C 萃取物的 TPC 最高，40゜C 顯示最低值，24 

所有研究條件均顯示出大量的總酚，然而在萃取過程中，250 bar 萃取期間 50゜C 至 25 

60゜C 溫度下可能會產生降解效應，導致 TPC 下降。 26 

  表五顯示 DPPH EC50 結果在 0.12 至 0.37 mg/mL 之間變化，這是將初始 DPPH 自27 

由基濃度降低 50％所需的抗氧化劑的量 (Moon & Shibamoto, 2009)，數值越低，抗氧化28 

活性越高。整體結果表明，50゜C 下獲得的萃取物具有最高的清除 DPPH 自由基的能29 
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力。基於抗氧化劑對 ABTS 自由基的清除能力，可用於分析萃取物的親水性和疏水性1 

抗氧化能力 (Prior, Wu, & Schaich, 2005)，表五顯示短柄野芝麻花萃取物的 ABTS 自由2 

基清除活性在 43.20 至 44.53 µg TE/g 之間變化。50゜C 的萃取物顯示出最高的抗氧3 

化能力（44.53 µg TE/g），但三者條件數據皆相似，統計分析顯示 40゜C 下的萃取物4 

有顯著差異。短柄野芝麻萃取物的鐵還原電位在 19.48 至 44.74 µmol TE/g 萃取物之5 

間存在顯著變化。50°C 的萃取物表現出非常強的鐵離子還原活性，為 44.74 µmol TE/g 6 

萃取物，其次是 60°C，顯示 28.32 µmol TE/g 萃取物，40°C 顯示最低值，為 19.48 7 

µmol TE/g 萃取物。 8 

  從表六可以看出，本研究在超臨界二氧化碳獲得的短柄野芝麻花萃取物中鑑定出了9 

22種分析的酚類化合物中的 13種，其中包括黃酮、苯乙醇異構體和黃烷酮。酚類化合10 

物的平均濃度從 0.09（反式肉桂酸, 40゜C）到 22.68 ng/μL（白楊素, 50゜C）不等，11 

在 50゜C 溫度下獲得的萃取物中，大多數分析的生物活性化合物的濃度在統計上更高 12 

(p = 0.05)，特別是與 40゜C 較低溫度下的萃取條件相比。另一方面，在最高溫度 6013 

゜C 下進行的萃取中，除酸苷、槲皮素和反式肉桂酸外，大多數生物活性化合物的含量14 

顯著低於 50゜C 下的萃取。所獲得的結果與 50゜C 下萃取物的最高抗氧化活性一致，15 

並透過四種方法證實（表四和五）。 16 

 17 

五、 總結 18 

  綜合以上四種方法做比較，酵素萃取可萃取植物中之 NEPs，將其與同為低溫萃取方19 

式（例如：超音波萃取、超臨界流體萃取）結合，可能會達到更好的效果。20 
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圖 1 

 2 

圖一：甜櫻桃果渣提取殘渣獲得的萃取物的 HPLC-SEC 色譜圖，EAE 使用(A)Promod 3 

酶、(B)Depol 酶、(C)果膠酶，（D）酸水解（E）鹼水解，以及（F）透過常規萃4 

取方法從甜櫻桃果渣中獲得的萃取物。 5 

(Dominguez-Rodriguez et al., 2021) 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 
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表 1 

表一：酪梨皮乾燥萃取物的植物化學特定和抗氧化特性。 2 

(Trujillo‐Mayol et al., 2019) 3 

 4 
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表 1 

表二：總酚含量（Folin Ciocalteu 法）、總 PA 含量（DMAC、香草醛和丁醇/HCl 測定）、2 

總抗氧化能力（DPPH、TEAC 和抑制羥自由基形成能力測定），透過 EAE 用3 

Promod、Depol 和 Pectinase 酶，以及酸和鹼水解從甜櫻桃果渣的提取殘渣中獲4 

得，並通過常規提取方法從甜櫻桃果渣中獲得。 5 

(Dominguez-Rodriguez et al., 2021) 6 

7 
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表 1 

表三：HPLC-SEC 估計從甜櫻桃果渣提取殘留物中回收的 NEPs 和可萃取多酚在 280 2 

nm 處的分子量分佈（表示為峰面積、歸一化面積(％) 和總峰面積）（透過使用 3 

Promod 、Depol 和果膠酶的 EAE、酸和鹼水解）和甜櫻桃果渣（透過常規萃取4 

方法）。 5 

(Dominguez-Rodriguez et al., 2021) 6 

 7 
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表 1 

表四：不同萃取條件下所得的短柄野芝麻花萃取物的總酚含量。 2 

  (Uwineza et al., 2021) 3 

 4 

 5 

表五：透過 DPPH、ABTS 和 FRAP 測定對使用超臨界二氧化碳流體和甲醇作為共溶6 

劑萃取的短柄野芝麻花萃取物進行抗氧化活性評估。 7 

(Uwineza et al., 2021) 8 

  9 
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表 1 

表六：短柄野芝麻花萃取物中酚類化合物的定量分析（ng/μL 萃取物）。 2 

(Uwineza et al., 2021) 3 

 4 


