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摘 要：以恩平簕菜为主要原料，用总黄酮含量为主要质控指标，采用单因素和正交试验考察簕菜凉茶的生产配方；并研究其清除ABTS自由基和DPPH自由基的抗氧化能力。结果表明：簕菜浸提工艺为料液比1:12 (g/mL)、浸提次数3次、浸提时间180 min；凉茶最优配方为：簕菜汁24 %，陈皮汁4.25 %，甘蔗汁15 %，VC含量为0.18 %，柠檬酸含量为0.02 %，液体麦芽糖醇含量为2.0 %，β-CD环糊精为0.6 %，清除自由基抗氧化能力较高。本品口感好，具有广泛的市场应用前景。

关键词：簕菜；凉茶；浸提；配方；抗氧化作用

Development and Antioxidant Activity of a Kind of Acanthopanax trifoliatus Herbal Tea
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Abstract：The formula and process study of Acanthopanax trifoliatus herbal tea was carried out by single factor and orthogonal experiment with polyphenols content as main quality control index. The inhibitory rate of the beverage on DPPH and ABTS was determined to further evaluate its antioxidant activity. The orthogonal test showed the optimized process of Acanthopanax trifoliatus were with solid-liquid ratio of 1:12(g/mL), extraction time of 180 min and three times of extraction. The optimized proportion of herbal tea was Acanthopanax trifoliatus juice 24%, tangerine peel juice 4.25 %, sugar cane juice 15 %, VC 0.18 % citric acid 0.02 %, liquid maltitol 2.0 % and β-CD cyclodextrin 0.6 %, free radical scavenging and high antioxidant activity. The results showed that the herbal tea has good taste and widely market prospects.
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簕菜（Acanthopanax trifoliatus (Linn.) Merr.），又称为白簕、鹅掌簕、三叶五加、三加皮、苦刺、刺三加等，为五加科（Araliaceae）五加属（Acanthopanax）灌木植物。簕菜是药食同源植物，苦味独特，民间一直作为鲜食蔬菜和保健药材食用[1]。《中国高等植物图鉴》记载“簕菜味苦、辛、凉，具有清热解毒、祛风利湿、舒筋活血、止咳平喘之功效”[2]。白簕中含有黄酮、皂苷、香豆素、多糖、强心苷等药用成分，黄酮含量较高。现代研究证实簕菜具有抗菌、消炎和清热解毒等多种生物活性，具有较高的营养价值，属于急性无毒植物[3]。本课题组研究证实本品还具有抗肿瘤作用[4]。

凉茶是岭南人民根据本地的气候、水土特性，在长期预防疾病与保健的过程中，以中医养生理论为指导，将药性寒凉和能消解人体内热的中草药煎水做饮料喝，研制总结出的一类具有清热解毒、生津止渴等功效的饮料总称[5]。目前有关将簕菜制成凉茶饮料，推广于市场的做法还未出现。笔者以簕菜为原料，将其加工成簕菜纯天然饮料，完好地保持了簕菜原有的营养成分，又结合了当地的风俗习惯，是一种兼具独特风味、保健效果和营养价值于一身的饮品。

1材料与方法

1.1材料与设备

恩平簕菜：购于广东江门恩平；新会陈皮：购于广东江门新会；甘蔗 ：购于广东江门；圆底烧瓶；KDC-40低速离心机： 上海恒科学仪器有限公司；冷凝管ZNHW电热套；ML 20电子天平：梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；HH-2电热恒温水浴锅： 常州澳华仪器有限公司；BCD-694WADV冰箱：青岛海尔股份有限公司；UHT杀菌设备；灌装封口设备；UV-2459紫外分光光度计 ：日本岛津；KQ-100E型超声波清洗器 ：昆山市超声仪器有限公司。
1.2工艺流程
簕菜       预处理      浸提       过滤      簕菜提取液

新会陈皮     预处理     浸提     离心分离    陈皮提取液

甘蔗      预处理     预煮     澄清     甘蔗提取液

簕菜汁、陈皮汁、甘蔗汁混合调配     环糊精包合    二次过滤       杀菌       灌装     成品  

1.3原料前处理工艺设计

1.3.1簕菜汁浸提的研究

    取一定量的新鲜簕菜洗净后沥干装于圆底烧瓶中，加入适量水于80 ℃浸泡。将圆底烧瓶放入加热套中加上冷凝管，浸提一定的时间后，用3层纱布过滤得最初浸提液。并将浸提液离心，转速为3000 r/min，时间为10 min，去渣取上清液。

    因为浸提条件的不同会对得率有影响，为了确定最优浸提条件，分别以不同的料液比、浸提次数、浸提时间做单因素实验，考察各个因素对簕菜浸提条件的影响。

根据单因素实验的结果，设计浸提条件正交试验因素（见表1），将浸提液的溶剂蒸干，以最后得到的浸膏率为标准，考虑浸提时间、浸提次数、料液比等因素确定其最优条件。
表1 浸提条件正交实验因素水平
Table 1 Extraction conditions of orthogonal experiment factors and levels
	                                      水平



因素
	
	因素
	

	
	A料液比/

(g/mL)
	B浸提次数
        /
	C浸提时间/

min

	1
	1:10
	1
	60

	2
	1:12
	2
	120

	3
	1:14
	3
	180


1.3.2新会陈皮汁浸提工艺

将新会陈皮洗净，前处理后[6]投入料液比为1:14的蒸馏水中浸泡2h，接着煮沸2h后，通过3层纱布过滤，得到第一次滤液，继续加入14倍体积的水煮沸1h，得到第二次滤液，将两次滤液混合后，得到浓度较低的陈皮汁，并对其进行浓缩。浓缩到一定体积后离心，转速3000r/min，时间10min，去渣取上清液。

1.3.3甘蔗汁的制备

    选择节长而粗壮的甘蔗洗净，削去外皮，破碎后加入一定量蒸馏水再榨取汁液，并对甘蔗汁进行过滤。

1.4原料配比的确定

    将簕菜汁、甘蔗汁、陈皮汁三种主要原料进行配比，以总黄酮的含量为主要参考量，抗氧化能力为验证，选择出最优的原料配比。

1.5.口味调配

为了改善凉茶的口味，根据预实验单因素实验结果，用柠檬酸、抗坏血酸（VC）、液体麦芽糖醇等配料进行比例调配。抗坏血酸用量范围为每100毫升用量 0.06g-0.18g、柠檬酸为每100毫升用量0.01g-0.03g、液体麦芽糖醇为每100毫升用量1.2mL-2mL。

1.6.β-CD环糊精脱异味实验

中草药保健饮料的问题之一就是具有苦涩味，β-CD环糊精分子的内部空隙易与苦涩味化合物发生包埋作用[7]，形成包埋复合物，从而使苦味降低或消失。在饮料中加入适量的β-CD环糊精，具有脱除异味，保持香气成分稳定，护色及减少沉淀物的作用。通过平行试验，设计实验因素，从β-CD环糊精的添加量0.1%、0.3%、0.6%、0.9%和1.2%，处理时间为0.5、1、2h，通过观察凉茶的澄清度和评价凉茶的口感，确定了在产品中添加β-CD环糊精的最佳量和处理时间。

1.7.感官评价

凉茶饮料生产完后常温放置1周后由10名食品专业人士分别对产品风味和口感、色泽、组织形态进行感官质量评价，感官评价见表2。
表2簕菜凉茶感官评价表
Table 2 Standard of Herbal tea sensory evaluation

	颜色25分
	透明度25分
	气味25分
	口感25分
	得分

	红褐色，无杂色
	透明，有明显光泽，无沉淀
	有浓郁的簕菜香味
	酸甜适宜，有淡淡的苦味，口感非常好
	20-25分

	红褐色，颜色稍微偏灰，无明显  杂色
	透明，有光泽，有极少沉淀
	簕菜香味较淡
	酸甜适宜，有苦涩味，口感较好
	15-20分

	红褐色，颜色偏灰，有少量杂色存在
	较透明，光泽暗淡，少量沉淀
	极淡的簕菜味
	酸甜不适，苦涩味较重，口感比较差
	10-15分

	灰色，且有其他杂色存在
	浑浊，无光泽，有沉淀
	无簕菜香味且有异味
	偏酸或偏甜，苦涩味重，口感差
	10分以下


1.8抗氧化活性测定

1.8.1清除ABTS能力测定

    参照 Re [9-10]等(1996)的方法，取0.0384g ABTS溶于水，并且用蒸馏水定容到10mL的容量瓶中，再取0.0134g过硫酸钾溶于水，用蒸馏水定容到10mL的容量瓶中，将配好的两种溶液混合，于室温黑暗中静置12-16h后，用无水乙醇稀释至734nm 的吸光值为 0.70±0.02。取900μL ABTS与100μL ABTS 反应液混匀，30℃反应6 min，作为空白对照组。测定 734 nm 的吸光度，记为As。取一定体积的待测溶液与900uL的ABTS反应液混合，同时用无水乙醇补足至1mL，30℃反应6min。相同条件下，测定其吸光度记为Ac。以抗坏血酸(Vc)作阳性对照，依照上述方法测定，测定3次，取平均值。ABTS.的清除率公式为：清除率（%）=（1-As/Ac）*×100%。式中：Ac为未加样的 ABTS的吸光度值；As为样品与ABTS反应后的吸光度值。

1.8.2清除DPPH自由基能力测试

配制浓度为0.16mmol/L-1的DPPH溶液用甲醇溶解[11]。取待测溶液2mL和2mL已配好的 DPPH溶液，混合摇匀后，室温放置暗处30min后，用甲醇调零，在517nm处测定吸光度记为Asample，按照相同的方法取2mL水加入2mL DPPH溶液，混合摇匀，测定吸光度Acontrol，再以2mL甲醇代替DPPH加入2mL待测液作为颜色空白组，摇匀，测定吸光度为Asample blank。每个浓度平行测3次，取平均值。以抗坏血酸(Vc)作阳性对照，依照上述方法测定，根据下式分别计算待测液和Vc对DPPH的清除率。清除率/%=[1-(Asample-Asample blank)/ Acontrol]×100%。
2.结果与分析

2.1 簕菜浸提条件的优化
2.1.1浸提条件单因素实验结果分析

    以浸提次数为3次，浸提时间为180min为条件，对5种料液比进行研究，以确定最适宜的浸提条件，结果如表3所示，根据浸膏得率选取1:10、1:12、1:14三个水平。
表3料液比单因素结果
Table 3 The results of single factor than liquid

	料液比
	1:8
	1:10
	1:12
	1:14
	1:16

	浸膏得率（%）
	15.21
	24.65
	25.93
	26.72
	23.67


   以料液比为1:12，浸提时间为180min为条件，对浸提的次数进行研究，以确定最适宜的浸提条件，结果如表4所示，根据浸膏得率，以及工艺的合理性选取1、2、3三个水平。
表4浸提次数单因素结果
   Table 4 The times of extraction of single factor results

	浸提次数（次）
	1
	2
	3
	4
	5

	浸膏得率（%）
	23.71
	23.92
	24.14
	23.73
	24.03


以料液比为1:12，浸提次数为3次为条件，对浸提的次数进行研究，以确定最适宜的浸提条件，结果如表5所示，根据浸膏得率，以及工艺的合理性选取60、120、180 min三个水平。
表5浸提时间单因素结果
Table 5 The results of single factor extraction time

	浸提时间（min）
	30
	60
	120
	180
	240

	浸膏得率（%）
	21.36
	26.68
	28.30
	27.50
	26.14


2.1.2 浸提条件正交实验结果分析

采用L9(33)正交实验对簕菜的浸提参数进行了探讨，并对其参数进行了方差分析，结果见表6。
表6 簕菜浸提条件正交表
Table 6 Acanthopanax trifoliatus extraction conditions by orthogonal table

	实验号
	A料液比/(g/mL)
	B浸提次数
	C浸提时间/min
	D浸膏得率/%

	1
	1（1:10）
	1（1）
	1(60)
	11.90

	2
	1
	2（2）
	2(120)
	27.97

	3
	1
	3（3）
	3(180)
	25.93

	4
	2（1:12）
	1
	2
	17.36

	5
	2
	2
	3
	24.30

	6
	2
	3
	1
	22.40

	7
	3（1:14）
	1
	3
	19.80

	8
	3
	2
	1
	21.03

	9
	3
	3
	2
	28.30

	K1
	65.80
	49.06
	55.33
	

	K2
	64.06
	73.30
	80.56
	

	K3
	69.13
	76.63
	70.03
	

	R
	5.07
	27.57
	25.23
	


簕菜浸提的最佳条件以簕菜浸膏得率为评价指标。按表5进行正交试验，由结果可以看出三个因素对簕菜浸提条件影响顺序是：B（浸提次数）> C（浸提时间）> A（料液比），即簕菜的浸提次数对簕菜的得膏率影响最大，料液比的影响最小。因此，最优方案为A3B3C2，即浸提次数为3次，浸提时间为120min，料液比为1:14，为正交试验中第9组，浸膏得率达28.30 %。

2.2 原料配比条件确定

根据2012版《中国药典》查到陈皮日服量为3g~10g[12]，《食物本草》中簕菜日服鲜用1~2两，干用5钱~1两，对凉茶配方簕菜的用量进行考虑，控制簕菜的日服最大量低于50g。因此，确定簕菜汁为24%，对其它两种原料汁的比例进行调配，根据文献[6]，测定配方中的总黄酮，以总黄酮含量和抗氧化清除率为目标值分析实验结果（见表8）。

从表7中可见，簕菜汁24%，甘蔗汁4.25%，陈皮汁15%为最佳配方，总黄酮含量最高，抗氧化活性最好，适合作为凉茶原料汁的配比。
表7簕菜凉茶原料配方实验结果
Table 7 Acanthopanax trifoliatus herbal tea formula results

	    试验号
	簕菜汁/%
	甘蔗汁/%
	陈皮汁/%
	    总黄酮/(mg/mL)
	   清除率/%

	1
	24
	10
	5
	2.32
	87.65

	2
	24
	8.5
	10
	2.38
	88.35

	3
	24
	4.25
	15
	2.45
	91.28

	4
	24
	2.856
	20
	2.41
	89.45

	5
	24
	1.428
	25
	2.40
	89.67


2.3 簕菜凉茶口味调配优选

簕菜凉茶饮料的口味调配优选以感官评分为指标。以多位食品专业人士的感官评价为标准，L9(33)正交实验对簕菜的浸提参数进行了探讨（表8）。由结果看出三因素对簕菜凉茶风味的影响顺序是A（VC含量）> B（柠檬酸含量）> C（液体麦芽糖醇含量），即VC的含量对簕菜凉茶口味的影响最大，液体麦芽糖醇的影响最小。因此，最优方案为A1B2C3，即VC含量为0.06%，柠檬酸含量为0.02%，液体麦芽糖醇含量为2.0%，为了确定最佳配方的准确性，以所得结果做验证性实验，最后得到感官评价为90。

表8三种配料对簕菜口味的比例调配
   Table 8 Three kinds of ingredients of Acanthopanax trifoliatus taste proportional allocation

	实验号
	VC/(g/100mL)
	柠檬酸/(g/100mL)
	液体麦芽糖醇/(mL/100mL)
	感官评价

	1
	1（0.06）
	1（0.01）
	1(1.2)
	74

	2
	1
	2（0.02）
	2(1.6)
	76

	3
	1
	3（0.03）
	3(2.0)
	78

	4
	2（0.12）
	1
	2
	65

	5
	2
	2
	3
	72

	6
	2
	3
	1
	68

	7
	3（0.18）
	1
	3
	66

	8
	3
	2
	1
	68

	9
	3
	3
	2
	64

	K1
	229
	205
	210
	

	K2
	205
	217
	206
	

	K3
	198
	210
	216
	

	R
	30
	12
	10
	


2.4 β-CD环糊精脱异味实验

在簕菜凉茶制作过程中，加入一定量的环糊精[13]，包埋簕菜、陈皮等不良的苦涩味物质，并且还可以保护其香味物质，以减少其在加工中的损失。
表9处理时间和添加量对脱苦涩味的影响
Table 9 Effects of treatment time and dose of bitter astringent
	处理时间
	0对照
	0.1%
	0.3%
	0.6%
	0.9%
	1.2%

	0.5h
	++++
	++++
	+++
	++
	++
	+

	1h
	++++
	+++
	++
	++
	++
	+

	2h
	++++
	++
	++
	+
	+
	+


注：++++苦涩较重   +++苦涩味中等   ++苦涩味较轻  +苦涩味极轻。
由表9可以看出添加β-CD环糊精能够明显提高产品的品质，较好地去粗凉茶总不良的苦涩味，但添加量过高将簕菜具有的特殊香味也进行了包埋，使气味变淡，根据苦涩味最轻，处理时间最短，确定添加β-CD环糊精0.6%，在室温下2h，经过搅拌，脱苦涩味效果较佳。

2.5凉茶抗氧化活性测定

 2.5.1 清除ABTS能力测定

将凉茶成品稀释20倍，配制成0.005、0.010、0.015、0.020、0.025、0.030、0.040、0.050、0.060 mg/mL 一系列浓度的溶液进行实验，以10mg/300mL抗坏血酸（VC）为阳性对照。随着凉茶浓度的逐渐增加，清除自由基的能力逐渐加强，ABTS的颜色呈现逐渐降低的趋势，而抑制率则呈现逐渐增强的趋势，说明凉茶具有较强的抗氧化性能，且呈现量效关系（见图1）。根据图2测得其IC50为15.04mg/mL与抗坏血酸(VC)49.34mg/mL相当，具有较强的抗氧化活性。
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Fig.1 Herbal tea and VC ABTS radical scavenging   Fig.2 Herbal tea and VC DPPH radical scavenging rate and volume                                   rate and volume
图1凉茶与VC ABTS自由基清除率与体积关系          图2凉茶与VCDPPH自由基清除率与体积关系

2.5.2 清除DPPH自由基能力测试

DPPH 自由基是一种很稳定的以氮为中心的自由基，若受试物能将其清除，则表明受试物具有降低羟自由基、烷基自由基或过氧化自由基的有效浓度和打断脂质过氧化链的作用。按照方法1.9测定凉茶成品对DPPH 自由基的清除作用，以10mg/300mL抗坏血酸(VC)作阳性对照，根据图2测得其IC50为93.75mg/mL与抗坏血酸(VC)80.95mg/mL相当，具有较强的抗氧化活性。
3. 产品质量指标

3.1感官指标

色泽：呈天然的棕褐色，澄清透明。

口感和风味：滋味苦中带甘，口感柔和，风味协调，带有簕菜所特有的香味。

组织形态：透明，无杂质沉淀，久置允许有少量沉淀。

3.2理化指标

可溶性固形物含量：4%-4.5%；pH 4.0-4.5。

3.3微生物指标

细菌总数(CFU/g)≤100，大肠菌群（MPN/100g）≤ 30，致病菌不得检出。
4结 论

簕菜汁的最佳浸提工艺为：浸提次数为3次，浸提时间为180min，料液比为1:14。其中浸提次数对浸提工艺有显著性影响。

簕菜汁、陈皮汁和甘蔗汁三种原料汁的最佳配比为：24%：4.25%：15%；使用VC、柠檬酸和液体麦芽糖醇调配簕菜凉茶口感，最佳配比为：VC含量为0.18%，柠檬酸含量为0.02%，液体麦芽糖醇含量为2.0%。使用β-CD环糊精作为苦涩味掩盖剂在簕菜凉茶饮料生产过程中有明显的效果，添加量为0.6%，在室温下搅拌2h。

凉茶中总黄酮含量很高达到242.61mg/100mL，其抗氧化能力和清除ABTS自由基和DPPH自由基能力都很好。具有很强的抗氧化功能。研制出的凉茶成品无食用色素，香精、防腐剂等添加剂，为纯天然绿色食品。
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