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摘 要:目的 通过纤维素酶辅助-微波提取法,首次对灵香草中多酚的提取工艺条件进行探讨。方法 采用单因素

试验和正交试验法,以灵香草中多酚得率为指标,分别考察了酶用量、酶解时间、溶剂体积分数、料液比、提取时间、微波

功率等因素对提取工艺的影响。结果 最佳工艺条件是:酶用量0.8%,酶解时间1.5h,乙醇体积分数70%,料液比1∶
20,提取时间10min,提取温度70℃,微波功率400W。结论 本方法操作简单,节能环保,多酚的提取效果良好,为该

药材的质量控制和进一步开发研究提供参考依据。
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  Abstract: Objective Acellulase-assistedmicrowaveextractionmethodwasusedtoresearchtheextrac-
tionprocessconditionsforextractingpolyphenolfromLysimachiafoenumgraecumHanceforthefirsttime. 
Methods Thesinglefactortestandorthogonaltestwereperformedinthispaper.Theyieldofpolyphenolfrom
Lysimachiafoenumgraecum Hancewasusedasindexforobservingtheeffectsofthefactorssuchasthea-
mountofcellulase,enzymatichydrolysistime,solventvolumefraction,solid-liquidratio,extractiontime,

microwavepowerandotherfactorsontheextractionprocess. Results Theoptimalconditionsforextracting
polyphenol:theamountofcellulasewas0.8%,enzymatichydrolysistime1.5h,ethanolvolumefraction
70%,solid-liquidratio1∶20,extractiontime10min,extractiontemperature70℃,themicrowavepower
400W. Conclusion Thismethodwassimple,energysavingandenvironmentprotection.Theresultsofex-
tractingpolyphenolaregood,providingareferenceforqualitycontrolandfurtherdevelopmentofLysimachia
foenumgraecumHance.
  Keywords: Lysimachiafoenum-graecumHance;microwaveextractionmethod;cellulase;polyphenol;

orthogonaltest
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  灵香草(Lysimachiafoenum-graecum Hance)
为报春花科珍珠菜属植物,主产于广西、云南等地[1]。
全草入药,味辛、甘,性平,无毒,归肺、胃经,具有解表、
行气、祛风寒、止痛、驱蛔等功效[2]。灵香草富含多种

活性物质,如黄酮类、三萜类、多酚类、多糖类等[3-4]。
天然的酚类化合物不仅具有较强的抗氧化能力,还具

有很好的抗菌消炎、增加免疫力、改善心血管、降血脂、
保护肝脏、抗癌等作用[5-8],灵香草的抗氧化能力与其

多酚的含量密切相关[9]。但目前未见有关于优化灵香

草中多酚提取工艺研究的文献报道。微波辅助提取法

作为一种新型高效的萃取技术,具有高选择性、低耗

能、高效率、低污染等优势,已被广泛用于天然产物有

效成分的提取[10]。酶法辅助提取是低能耗而经济的

技术,近年来在中草药提取中逐渐得到应用[11-12]。为

此,本实验研究纤维素酶解预处理后微波提取灵香草

总酚的工艺条件,探索高效节能的提取技术。

1 材料与方法

1.1 原料 灵香草(购于广西金秀香料香精有限责任

公司),用清水洗净后阴干,均匀摊开后放入70℃的烘

箱中烘烤4h。取出后将烘干的灵香草放入中药高速

粉碎机中粉碎,粉碎后过20目筛备用。

1.2 实验仪器与试剂 XH-100A微波催化萃取仪

(北京祥鹄科技发展有限公司),Cary60紫外可见分

光光度计(安捷伦),HH-ZK600智能恒温水浴锅(巩
义市英峪高科仪器厂),KQ-250DE型数控超声波清

洗器(昆山市超声仪器有限公司),FA2004N型电子分

析天平(上海民析精密科学仪器公司),101-3型电热

鼓风干燥箱(上海齐欣科学仪器公司),FW177型中草

药粉碎机(天津泰斯特仪器有限公司)。没食子酸对照

品(中国药品生物制品检定所);纤维素酶(C8270,北
京索莱宝科技有限公司);福林酚试剂,碳酸钠,醋酸,
醋酸钠,无水乙醇均为分析纯。实验用水为二次蒸馏

水。

1.3 标准曲线绘制 精密称取焦性没食子酸对照品

10.0mg,用甲醇定容到100ml的容量瓶中,得到浓度

为100μg/ml的焦性没食子酸标准储备液。分别移取

0ml、0.1ml、0.2ml、0.4ml、0.6ml、0.8ml没食子

酸标准储备液于10ml容量瓶中,各加5.0ml10%福

林酚试剂混合摇匀后反应5min,再加入4.0ml7.5%
碳酸钠溶液,用蒸馏水定容,摇匀,常温静置60min。
以标准液加入量为0ml的溶液为参比,在766nm处

测定吸光度,以没食子酸浓度(μg/ml)为横坐标,以吸

光度 为 纵 坐 标,得 到 回 归 方 程 为:y =0.0524x -
0.0274(r=0.9994),没食子酸在1.0~8.0μg/ml浓

度范围内有良好的线性关系。

1.4 灵香草多酚的提取测定 称取一定量的灵香草

粉末,加入4倍量pH=4.5的醋酸-醋酸钠缓冲液和

一定量纤维素酶,充分搅拌后在50℃恒温水浴下保温

一定时间,100℃水浴灭活2min,移入圆底烧瓶中,加
乙醇溶剂,摇匀。放入微波萃取装置中,在一定功率和

70℃温度下提取,过滤,用旋转蒸发仪浓缩,最后将滤

液定容至50ml的容量瓶中,待测。将提取液用乙醇

稀释25倍,取1ml按照上述“1.3”方法测定其吸光

度,然后由回归方程计算多酚的含量。
灵香草中多酚得率=提取液中多酚的质量/原料

质量×100%
1.5 灵香草提取液底物干扰试验 取“1.4”项下提取

液,用蒸馏水稀释到10ml容量瓶中。利用紫外分光

光计在370~800nm波长范围内扫描,得到光谱吸收

图,见图1。由图1可知,在700~800nm无吸收峰,
且基线吸收接近0。本实验选择在766nm波长下测

样品提取液中多酚的含量,因此样品提取液固有颜色

对多酚的测定几乎没有干扰。

图1 灵香草提取液的紫外吸收光谱图

1.6 单因素试验 以酶用量、酶解时间、乙醇浓度、料
液比、提取时间、微波功率作为影响灵香草多酚得率的

单因素,分别对灵香草多酚提取工艺进行考察,最后根

据各单因素试验结果确定正交试验。

1.6.1 酶用量的影响 分别称取10g灵香草粉末,
加入4倍量的醋酸-醋酸钠缓冲液,各加入0.1%、

0.4%、0.8%、1.2%、1.6%的纤维素酶,充分搅拌后,
在50℃恒温水浴下保温1h,取出后放入100℃水浴

灭活2min,按料液比1∶15(g/ml),加入50%的乙醇

溶液,在300W 和70℃微波条件下提取10min,抽
滤,定容后检测计算多酚提取率。

1.6.2 酶解时间的影响 使用0.8%的纤维素酶,在
其他条件一致的情况下,分别考察了0.5h、1h、1.5
h、2h、2.5h的酶解时间对多酚得率的影响。

1.6.3 乙醇体积分数的影响 在其他条件一致的情

况下,按料液比1∶15(g/ml)分别加入40%、50%、
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60%、70%、80%的乙醇溶液,在300W 和70℃微波

条件下提取10min,抽滤,浓缩,定容检测。

1.6.4 料液比的影响 以60%的乙醇溶液为提取溶

剂,按不同料液比1∶10、1∶15、1∶20、1∶25、1∶30
(g/ml)加入,在300W,70℃微波条件下提取10min,
抽滤,浓缩,定容检测。

1.6.5 提取时间的影响 选择料液比为1∶20(g/

ml),60%的乙醇溶液为提取溶剂,在300W、70℃微

波条件下,考察了提取时间分别为4min、6min、8
min、10min、12min、14min时灵香草中多酚的提取

效果。

1.6.6 微波功率的影响 选择料液比为1∶20(g/

ml),60%的乙醇溶液为提取溶剂,当提取时间为10
min,提取温度70℃时,考察了提取功率分别为200
W、300W、400W、500W、600W、700W 时灵香草中

多酚的提取效果。

1.7 正交试验 通过正交试验对结果进行极差分析

以确定最佳提取条件。本试验采用L9(34)正交表,选
择酶用量、酶解时间、乙醇浓度、料液比等4个对多酚

提取率影响较大的因素做正交试验,选取3个水平,试
验因素与水平见表1。

表1 正交试验因素与水平

水平
A酶用量

(%)
B酶解时间

(h)
C乙醇体积

分数(%)
D料液比

(g/ml)
1 0.40 1.00 50 1∶15
2 0.80 1.50 60 1∶20
3 1.20 2.00 70 1∶25

1.8 统计学方法 采用SPSS11.0统计软件进行数

据分析,采用正交设计资料的单因素方差分析。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 单因素试验

2.1.1 酶用量的选择 随着酶用量的增加,多酚的提

取率呈现先上升后下降的趋势(见图2),当加入0.8%
的纤维素酶时多酚提取率最高。这是由于在一定浓度

范围内,酶活性与酶浓度成正比,在低浓度时,随着酶

浓度增加酶活性也在不断增加,但当酶过量后,酶活性

反而会降低,酶促反应速率下降。因此,选用0.8%的

纤维素酶为最佳酶用量。

2.1.2 酶解时间的选择 当酶解时间为1.5h时多

酚提取率较高,继续增加提取时间多酚得率变化微小,
说明酶解时间为1.5h时灵香草的细胞壁已有效破

解,多酚已最大程度溶解到乙醇溶剂中(见图3)。因

此酶解时间选择1.5h。

图2 酶用量对多酚得率的影响

图3 酶解时间对多酚得率的影响

2.1.3 乙醇体积分数的选择 随着乙醇的体积增加,
多酚的提取率呈现先上升后下降的趋势,当乙醇的体

积为60%时,多酚的提取率最高(见图4)。这是因为

当乙醇的浓度较低时,不能破坏多酚与别的有机物质

之间的氢键和疏水作用;乙醇浓度太高时,灵香草中醇

溶型物质溶出量增加,由于竞争作用,使多酚的浸出过

程受阻,且较多的杂质会干扰测定。因此选用60%的

乙醇为提取溶液。

图4 乙醇体积分数对多酚得率的影响
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2.1.4 料液比的选择 随料液比增加,多酚得率也随

之增高,当料液比超过1∶20时多酚得率无明显变化

(见图5),且增加溶剂用量会使提取杂质增多,还会浪

费溶剂,提取溶剂太少,溶液易达到饱和,有效成分无

法提取完全,因此本试验采用料液比为1∶20。

图5 料液比对多酚得率的影响

2.1.5 提取时间的选择 在提取时间从2~10min
提取出的多酚得率有所增加,随着时间继续增加,多酚

提取量变化不大(见图6),表明10min时间已经可以

提取完全,故后续实验的提取时间定为10min。

图6 提取时间对多酚得率的影响

2.1.6 微波功率的选择 微波功率在200~400W
时多酚得率不断增高,超过400W 后反而降低(见图

7),这是由于微波功率增加,细胞壁受到电磁波作用更

增强,细胞壁破碎程度增大,多酚的溶出量增大。但

当功率增大到一定限度时,会破坏多酚分子内结构,导
致多酚含量降低。故选择微波功率为400W。

图7 微波功率对多酚得率的影响

2.2 正交试验 参考单因素试验的结果,选取酶用

量、酶解时间、乙醇浓度、料液比4个因素,按照 L9
(34)正交表安排进行试验设计,结果见表2,方差分析

结果见表3。由表2和表3可知,4个所考察的因素对

多酚得率都有显著影响,主次顺序为A>B>C>D,纤
维素酶辅助-微波法提取灵香草中多酚的最佳工艺条

件是A2B2C3D2,即纤维素酶用量0.8%、酶解时间1.5
h、乙醇浓度70%、料液比1∶20(g/ml)。在最优工艺

条件下 进 行3次 平 行 试 验,得 率 分 别 为0.96%、

1.07%、1.03%,平均得率为1.02%,数据稳定,结果

可靠。

表2 L9(34)正交试验结果与极差分析

试验号 A B C D 得率(%)

1 1 1 1 1 0.52
2 1 2 2 2 0.81
3 1 3 3 3 0.72
4 2 1 2 3 0.90
5 2 2 3 1 1.03
6 2 3 1 2 0.89
7 3 1 3 2 0.85
8 3 2 1 3 0.84
9 3 3 2 1 0.78
K1 2.05 2.27 2.25 2.33
K2 2.82 2.68 2.49 2.55
K3 2.57 2.39 2.60 2.46
R 0.77 0.41 0.35 0.22

表3 方差分析结果

方差

来源

离差平方

和(SS)
自由度 F P

A 0.299 2 202.16 <0.05
B 0.09 2 60.785 <0.05
C 0.062 2 40.095 <0.05
D 0.027 2 18.5 <0.05
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3 讨论

酶解法是新型高效的绿色提取技术,纤维素酶是

中药材提取中应用最广泛的酶,在pH4.0~6.0和40
~60℃的环境下活性稳定性较好。因此选择在pH=
4.5醋酸-醋酸钠缓液和50℃恒温水浴条件下酶解

灵香草[13]。用纤维素酶处理灵香草药材,能够降解植

物细胞壁及细胞间质中的纤维素等物质,破坏细胞壁

的致密结构,从而促进有效成分多酚的提取,降低能

耗。适当增加酶的浓度,可以改善降解的效果,提高多

酚的提取率,然而酶浓度过高反而会降低酶的活性,不
利于后续的提取。这是因为酶是在一定的浓度范围内

才具有较好的活性[13]。

在做料液比的选择时,虽然增加料液比能增加提

取试剂与样品的接触面积,避免因提取液的饱和造成

样品中多酚的浸出过程受阻,但料液比过大时,其他物

质也容易浸出,不能改善提取效果,反而浪费试剂。

提高微波功率能促进多酚的浸出,加快多酚在样

品和提取剂中的平衡速率,但微波功率太高反而会促

进其他物质与多酚发生氧化作用,并且易破坏多酚的

结构,从而降低多酚的提取率。

本文通过纤维素酶辅助-微波提取法,首次对灵

香草中多酚的提取工艺条件进行探讨,实验证明,使用

纤维素酶辅助提取,对灵香草中多酚的提取具有良好

的效果,与单一的微波法相比,提取率提高30%左右,

与文献中的浸提法相比[9],不仅大大缩短提取时间,提
取效果也有很大改善。经过单因素实验探索,由正交

实验得知酶用量对多酚的得率影响最大,其次是酶解

时间、乙醇体积分数,最后是料液比,最终确定最佳工

艺条件是:酶用量0.8%,酶解时间1.5h,乙醇浓度

70%,料液比1∶20,提取时间10min,提取温度70
℃,超声波功率400W。本方法操作简单,节能环保,

多酚的提取效果良好,对灵香草的进一步开发利用提

供了理论依据。
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