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响应面法优化纤维素酶提取三叶青多糖的工艺研究

何
!

文!李瀚鑫!

K0)<(

9

L1*<316M-N0(J

2

(+

!王晰雯!叶春林
!浙江科技学院 生物与化学工程学院$杭州

!"%%$!

"

摘
!

要!为了优化三叶青多糖的酶法提取工艺$选用纤维素酶提取三叶青多糖%通过单因素试验法和响应面分析

法$考察酶加量'酶解温度'酶解时间'水料比这
O

个因素对三叶青多糖提取率的影响%得到的最佳提取条件为&酶

加量
%?$COP

$酶解温度
B%?#Q

$酶解时间
B$?OJ3+

$水料比
$#?ER"

!体积
R

质量$

JF

(

4

"$此条件下三叶青多糖的

实际提取率为
"%?OCP

$与理论最佳提取率
"%?O!P

相比$相对误差为
%?!EP

%此结果表明$运用响应面法优化得到

的工艺条件准确可靠$能够真实地反映各因素对三叶青多糖提取率的影响$该提取工艺稳定合理'客观可行%

关键词!三叶青)多糖)响应面法)纤维素酶)提取工艺
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"$又名蛇附子'石老鼠'石猴子'石抱子等$为葡萄科崖爬藤

属植物三叶崖爬藤*

"

+

%它主要分布于中国浙江'安徽'江西'云南'贵州等地$具有清热解毒'消肿散结'活

血化瘀等功效*

$

+

%三叶青中含有多种有效的化学活性成分$多糖便是其中之一%研究表明$三叶青多糖

具有复杂的生物活性和功能$如降血糖'抗氧化'抗肿瘤'抗肝损伤'调节免疫等*

!

+

%目前研究人员提取三

叶青多糖的方法大多为传统的水提醇沉法'酸碱提取法'索氏提取法等*

O

+

$这些传统的提取方法普遍存在

提取温度高'耗时长'效率低'溶剂消耗大且多糖的空间结构易被破坏等缺点*

#DC

+

%

酶法提取多糖是一种新的提取方法$它是通过生物酶对中药植物细胞壁的破坏作用$使细胞内的多

糖成分得到释放$从而达到提取目的*

#

+

$常用的生物酶有蛋白酶'纤维素酶'果胶酶等*

E

+

%此法提取条件

温和$对多糖结构破坏性较小$而且具有时间短'效率高'能耗低等优点*

#

+

%响应面法是一种综合试验设

计和数学建模的优化方法$具有试验次数少'周期短'精密度高'预测性能好等优点$能研究几种因素间的

交互作用$被越来越多地应用于工艺优化中*

&

+

%本文基于酶法在提取中药多糖时的优点$选用纤维素酶

提取三叶青多糖$利用响应面法优化其提取工艺参数$考察各工艺参数对多糖提取率的影响$以得到纤维

素酶法提取三叶青多糖的最佳工艺条件$以期为三叶青多糖的进一步开发利用提供参考%
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材料与仪器
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材
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料

纤维素酶!

[S

$国药集团化学试剂有限公司$批号
$%"E%!%&

")葡萄糖!

TS

$天津市大茂化学试剂厂")盐

酸!

TS

$上海凌峰化学试剂有限公司")硫酸!

TS

$上海凌峰化学试剂有限公司")苯酚!

TS

$杭州双林化工试

剂厂")

"

$

"D

二苯基苦基苯肼!

_̂_U

$

TS

$北京冬歌生物科技有限公司")无水乙醇!

TS

$永华化学科技有限公

司")

1̀:A

O

,

CU

$

A

!

TS

$天津市大茂化学试剂厂")水杨酸!

TS

$上海凌峰化学试剂有限公司")

!%PU

$

A

$

溶

液!

TS

$杭州高晶精细化工有限公司")三叶青块根!浙江丽水三叶青珍稀植物研究所$产地浙江丽水"%

:;<

!

仪
!

器

高速多功能粉碎机!永康市天祺盛世工贸有限公司$

H:DC%%

")电子天平!北京赛多利斯仪器系统有限

公司$

[:$$O:

型")循环水式真空泵!巩义市予华仪器有限公司$

:U/D̂

"

型")电热恒温水浴锅!杭州蓝天

化验仪器厂$

K̂:D$O

型")

C#$

紫外可见分光光度计!上海菁华科技仪器有限公司")冰箱!博西华家用电

器有限公司$

[Ĥ D$"$

型")数显鼓风干燥箱!上海博迅实业有限公司医疗设备厂$

&%C%a[I

型")

]

U

计

!上海佑科仪器仪表有限公司$

_U:D!H

型"%

<
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试验方法

<;:

!

标准曲线的建立

$?"?"

!

标准溶液的制备

准确称取干燥至恒重的葡萄糖
#%J

4

于
$#%JF

容量瓶中$加去离子水溶解并稀释至刻度$摇匀$配

得葡萄糖标准溶液!

%?$J

4

(

JF

"%

$?"?$

!

最大吸收波长的确定

吸取
"?%JF

的葡萄糖标准溶液$置于
"%JF

具塞试管中$加去离子水至
$?%JF

$加
B?%P

苯酚溶液

"?%JF

后$立即加入
#?%JF

浓硫酸混匀$静止
"%J3+

$摇匀$室温放置
$%J3+

%同时取
$?%JF

去离子

水作为空白对照%在分光光度计上测定波长
O#%

#

##%+J

处的吸光度$确定其最大吸收波长*

"%

+

%根据

试验结果$吸收波长为
O&$+J

时$样品溶液的吸光度最大$故本试验选取的吸收波长为
O&$+J

%

%#!
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!

葡萄糖标准曲线的绘制

精确量取葡萄糖标准溶液
%?"

'

%?$

'

%?!

'

%?O

'

%?#

'

%?B

'

%?C

'

%?E

'

%?&

'

"?%JF

$置于
"%JF

具塞试管

中$加去离子水至
$?%JF

$加
B?%P

苯酚溶液
"?%JF

后$立即加入
#?%JF

浓硫酸混匀$静止
"%J3+

$摇

匀$室温放置
$%J3+

%同时取
$?%JF

去离子水作为空白对照$按上述方法操作$于最大吸收波长处测其

吸光度$并绘制葡萄糖标准曲线*

""

+

%

<;<

!

纤维素酶法提取三叶青多糖的工艺流程

将三叶青块根用粉碎机粉碎$准确称取三叶青粉末
#?%

4

及适量的纤维素酶$加入一定量的稀酸液

并结合
]

U

计调节溶液
]

U

值为
#

$在一定温度条件下提取三叶青多糖%一段时间后将其置于
&%Q

水浴

锅中灭活
#J3+

$再经过抽滤得到滤液$将滤液于
$#%JF

容量瓶中定容$以用于接下来多糖提取率的

测定*

"$D"!

+

%

<;=

!

三叶青多糖提取率的测定

三叶青多糖提取率的测定采用苯酚
D

硫酸法*

"O

+

%从
$#%JF

容量瓶中取
"?%JF

试液于
"%JF

容量

瓶中并定容%再从
"%JF

容量瓶中精密移取
%?#JF

按
$?"?!

的方法测定样品吸光度$并按式!

"

"计算

三叶青多糖的提取率&

!

"

*!

#

$

%

$

&

"(

'

+

$

"%%P

% !

"

"

式!

"

"中&

!

为多糖提取率)

#

为由标准曲线方程求得的多糖质量浓度$

J

4

(

JF

)

%

为待测液体积$

JF

)

&

为稀释倍数)

'

为样品质量$

J

4

%

<;>

!

单因素试验设计

在酶法提取三叶青多糖的过程中$影响多糖提取率的主要因素有酶加量'酶解时间'酶解温度'

]

U

'水料比!体积
R

质量$

JF

(

4

"'提取次数等*

"#

+

%本试验选择酶加量'酶解温度'酶解时间'水料比这

O

个因素分别进行单因素试验%通过多次的预试验$对各单因素条件的固定提取条件进行了设置$具

体见表
"

%

表
:

!

单因素试验设计

?)6.-:

!

:3+

4

-1.,;8(*1W

]

1*3J1+8,-<173

4

+

单因素条件 固定提取条件

酶加量!

%?"P

'

%?$P

'

%?!P

'

%?OP

'

%?#P

" 酶解温度
B%Q

$酶解时间
B%J3+

$水料比
$#R"

酶解温度!

!%

'

O%

'

#%

'

B%

'

C%Q

" 酶加量
%?OP

$酶解时间
B%J3+

$水料比
$#R"

酶解时间!

$%

'

O%

'

B%

'

E%

'

"%%J3+

" 酶加量
%?OP

$酶解温度
B%Q

$水料比
$#R"

水料比!

"#R"

'

$%R"

'

$#R"

'

!%R"

'

!#R"

" 酶加量
%?OP

$酶解温度
B%Q

$酶解时间
B%J3+

=

!

试验结果与分析

=;:

!

标准曲线的回归方程

图
:

!

葡萄糖标准曲线

@#

5

;:

!

:8,+<,*<;)*61(.

4

-);(71

以吸光度
(

值为纵坐标$葡萄糖质量浓度
)

为横坐

标$制作葡萄糖标准曲线$如图
"

所示%标准曲线的回归

方程为&

(

"

#C*CBC)

+

%*%"C

$

,

$

"

%*&&&O

$表明吸光度

在葡萄糖标准溶液质量浓度为
%*%%#

!

%b%!J

4

(

JF

范

围内线性关系较好%

=;<

!

单因素试验结果及分析

按上述工艺流程及单因素试验$得出各因素对三叶

青多糖提取率的影响结果%

!?$?"

!

酶加量对三叶青多糖提取率的影响

如图
$

所示$随着酶加量的增加$三叶青多糖提取率

增大$这一阶段影响三叶青提取率的主要因素是酶含量%当酶加量达到
%?!P

时$三叶青多糖提取率达

"#!

第
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到最大)之后再增大酶加量$三叶青多糖提取率反而有所降低%这是因为此时影响三叶青多糖提取率的

图
<

!

酶加量对三叶青多糖提取率的影响

@#

5

;<

!

I..1;8(.1+\
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1(+1W8*,;83(+

9
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]

(-
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4

J,83701J7-1

9
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主要因素是底物的量$此时酶的用量已达到饱和$没有多

余的底物再有机会与纤维素酶反应)而且酶含量过高$也

可能会抑制酶的作用%因此$酶加量取
%?!P

%

!?$?$

!

酶解温度对三叶青多糖提取率的影响

如图
!

所示$随着温度的升高三叶青多糖的提取率

不断增大$当温度达到
B%Q

时多糖提取率达到最大值$

随后便呈下降趋势%温度对酶促反应的影响具有两面

性$当温度较低时$随着温度的升高$活化分子数量增加$

酶促反应速率加快$此时多糖提取率升高)当达到最适温

度后$继续升高温度$导致酶蛋白变性失活$酶促反应速

率变慢$多糖提取率随之降低%因此$酶解温度选
B%Q

%

!?$?!

!

酶解时间对三叶青多糖提取率的影响

如图
O

所示$随着酶解时间的增加$三叶青多糖提取率明显增大$当达到
B%J3+

时$多糖提取率达到

最大值$说明此时酶和底物已经充分反应%随后出现下降趋势$可能的原因有两种&一是由于酶解时间过

长导致多糖结构发生改变使得测得的提取率降低)二是整个酶解反应过程中一些非多糖类可溶性物质不

断析出$干扰了多糖的测定$也导致多糖提取率降低%因此$酶解时间选
B%J3+

%

图
=

!

酶解温度对三叶青多糖提取率的影响
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图
>
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酶解时间对三叶青多糖提取率的影响
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水料比对三叶青多糖提取率的影响

图
A

!

水料比对三叶青多糖提取率的影响
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9

31-<(.

]

(-

9

7,;;0,*3<1.*(J*,<3W

818*,783

4

J,83701J7-1

9

,+3

如图
#

所示$当水料比为
"#R"

#

$#R"

时$随着水

料比的增大$三叶青多糖提取率显著增大%当水料比超

过
$#R"

时$多糖提取率逐渐降低$这是因为水料比过

高导致底物浓度和酶浓度均降低$酶促反应速率减慢$

多糖提取率随之降低%因此$水料比取
$#R"

%

>

!

响应面法优化三叶青多糖提取工艺

>;:

!

响应面试验设计

在单因素试验结果的基础上$应用
[(WD[10+N1+

中

心组合试验设计原理$以酶加量
-

'酶解温度
.

'酶解时

间
#

'水料比
&

为自变量$以
c"

'

%

'

"

代表自变量水平$

设计四因素三水平的响应面分析试验$具体因素与水平

见表
$

%

$#!

浙江科技学院学报 第
!"

卷



表
<

!

三叶青多糖提取因素与水平

?)6.-<

!

,̀;8(*7,+<-161-7(.

]

(-

9

7,;;0,*3<11W8*,;83(+.*(J*,<3W818*,783

4

J,83701J7-1

9

,+3

水平
因素

酶加量
-

(

P

酶解温度
.

(

Q

酶解时间
#

(

J3+

水料比
&

(!

JF

,

4

c"

"

c" %?$ #% O% $%R"

% %?! B% B% $#R"

" %?O C% E% !%R"

>;<

!

响应面优化试验结果与分析

O?$?"

!

响应面试验方案及结果

根据表
$

的设计进行了
$&

次试验$具体方案及结果见表
!

%

表
=

!

响应面试验方案及结果

?)6.-=

!

:;01J1,+<*17)-87(.*17

]

(+717)*.,;11W

]

1*3J1+8

编号
- . # & !

(

P

" c" " % % &?E!

$ " " % % E?E#

! c" % % " &?$#

O % " " % &?""

# c" c" % % &?#E

B % " % c" E?#&

C % " % " &?O%

E % % % % "%?$"

& " % " % E?!E

"% % % % % "%?O"

"" " % c" % C?&E

"$ % % % % "%?!E

"! % " c" % E?C#

"O c" % c" % E?#B

"# c" % " % &?%!

"B % % " c" C?B%

"C % c" " % &?!$

"E % % c" " C?CC

"& " % % c" C?B&

$% % c" % " &?!!

$" % % % % "%?!#

$$ % c" % c" E?C%

$! % % % % "%?!B

$O % % c" c" C?BO

$# " c" % % &?$$

$B c" % % c" E?B$

$C % c" c" % E?#$

$E % % " " E?CE

$& " % % " E?O$

!!

对表
!

试验数据进行回归分析$得到三叶青多糖提取率的二次多项回归方程为&

!

"

"%*!O

+

%*!B-

+

%*%"$.

/

%*$##

/

%*!O&

+

%*"B-.

+

%*%"C-#

/

%*%$#-&

+

%*"".#

/

%*%O#.&

/

%*$B#&

+

%*C-

$

+

%*$!.

$

+

"*$#

$

+

"*"#&

$

!

$

"

O?$?$

!

模型方差分析

采用
1̂73

4

+DIW

]

1*8E?%?B

软件对表
!

的数据进行回归分析$方差分析结果见表
O

%

!#!

第
#
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表
>

!

方差分析表

?)6.->

!

T+,-

9

737(.6,*3,+;1

变异来源 平方和 自由度 均方
0 1

显著性

模型
$%?"& "O "?OO "EO?B$

"

%?%%%"

##

- "?#B " "?#B "&&?&B

"

%?%%%"

##

. "?B!!ID%%! " "?B!!ID%%! %?$" %?B#O#

# %?C# " %?C# &#?&&

"

%?%%%"

##

& "?O" " "?O" "E%?"B

"

%?%%%"

##

-. %?%&B " %?%&B "$?!% %?%%!#

##

-# "?$$#ID%%! " "?$$#ID%%! %?"B %?B&E"

-& $?#%%ID%%! " $?#%%ID%%! %?!$ %?#E%B

.# %?%OE " %?%OE B?"& %?%$B%

#

.& E?"%%ID%%! " E?"%%ID%%! "?%O %?!$#&

#& %?$E " %?$E !#?$E

"

%?%%%"

##

-

$

!?"E " !?"E O%B?O&

"

%?%%%"

##

.

$

%?!! " %?!! O$?O%

"

%?%%%"

##

#

$

&?$E " &?$E ""EC?O&

"

%?%%%"

##

&

$

E?B" " E?B" ""%$?$%

"

%?%%%"

##

残差
%?"" "O C?E"!ID%%!

失拟项
%?%EB "% E?##"ID%%! "?O! %?!E&B

纯误差
%?%$O O #?&C%ID%%!

总误差
$%?!% $E

,

$

d%?&&OB

!

T<

2

?,

$

d%?&E&$

!

#

>

d%?&EP

!!

注&

#

表示
1

"

%?%#

$差异显著)

##

表示
1

"

%?%"

$差异极显著%

表
O

中$该回归模型的
1

值小于
%?%%%"

$说明模型极其显著%失拟项
1

值!

%?!E&B

"大于
%?%#

$说

明失拟项检验不显著$该模型的模拟很精确%由该回归模型的总决定系数
,

$ 为
%?&&OB

可知$预测值和

真实值之间具有高度的相关性)由回归模型的调整决定系数
T<

2

?,

$ 为
%?&E&$

可知$该模型拟合程度较

好$试验误差小)

#

>

为变异系数$表示试验的精确度$其值越小$试验可靠性越高$此试验
#

>

为
%?&EP

$

较低$说明试验操作可靠%综合以上分析$该模型与实际情况拟合很好$可用于分析和预测三叶青多糖提

取率的实际情况%从表中还可以看出$一次项
-

'

#

'

&

和二次项
-.

'

#&

'

-

$

'

.

$

'

#

$

'

&

$ 都对三叶青多糖

提取率影响极显著$而二次项
.#

影响显著%在选取的因素水平范围内$各因素对三叶青多糖提取率的

影响大小次序为&酶加量
$

水料比
$

酶解时间
$

酶解温度%

O?$?!

!

响应面图分析

图
B

为各因素交互影响的响应面图$从图中可以较为直观地看出单因素对三叶青多糖提取率的影响

以及单因素之间交互影响的强弱关系%图中因素的变化曲线越陡$则其对多糖提取率的影响越大)若两

因素之间的等高线呈椭圆形$则说明两因素之间存在着较强的交互作用$呈圆形则说明交互较弱%从图

中还可以看出$两因素之间的等高线均呈椭圆形$说明两因素之间均有着较强的交互作用%变化最为剧

烈的是酶加量曲线$这说明酶加量对多糖提取率的影响最大)变化较为剧烈的是水料比曲线和酶解时间

曲线$说明这两种因素对多糖提取率的影响较大$但不如酶加量)而变化最不明显的是酶解温度曲线$表

示此因素随着水平的变化$对多糖提取率的影响最不明显%以上结论跟方差分析表中的数据完全吻合%

>;=

!

验证试验

对式!

$

"求一阶偏导数$并使之等于
%

$即&

"

!

"

-

"+

%*!B

+

%*"B.

+

%*%"C#

/

%*%$#&

+

"*O-

"

%

)

"

!

"

.

"+

%*%"$

+

%*"B-

+

%*""#

/

%*%O#&

+

%*OB.

"

%

)

"

!

"

#

"

%*$#

+

%*%"C-

+

%*"".

/

%*$B&

+

$*O#

"

%

)

"

!

"

&

"

%*!O

/

%*%$#-

/

%*%O#.

/

%*$B#

+

$*!&

"

%

%

&

'

%

!

!

"

O#!
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图
B

!

不同因素组合对多糖提取率的影响

@#

5

;B

!

I..1;87(.<3..1*1+8.,;8(*7(+1W8*,;83(+*,81(.

]

(-

9

7,;;0,*3<1

由式!

!

"计算可得&

-dc%?$B"C

$

.d%?%#"B

$

#d%?"$"%

$

&d%?"#&C

%再经过换算得到最佳提取

条件为&酶加量
%?$C!EP

$酶解温度
B%?#"BQ

$酶解时间
B$?O$J3+

$水料比
$#?C&E#R"

$理论上在此条

件下可得到的三叶青多糖提取率是
"%?O!P

%考虑到实际操作的可行性$最终修改为&酶加量
%?$COP

$

表
A

!

最佳提取条件下的多糖提取率

?)6.-A

!

IW8*,;83(+*,81(.

]

(-

9

7,;;0,*3<1)+<1*

801(

]

83J)J1W8*,;83(+;(+<383(+7 P

试验次数 多糖提取率 均值

" "%?OE

$ "%?O$ "%?OC

! "%?#"

酶解温度
B%?#Q

$酶解时间
B$?OJ3+

$水料比
$#?ER"

%

称取
!

份三叶青粉末$均按上述所得的最佳提取条件进

行酶法提取多糖$试验结果见表
#

%

!

次 平 行 试 验 得 到 的 实 际 提 取 率 均 值 为

"%bOCP

$与理论最佳提取率
"%?O!P

相比$相对误

差为
%b!EP

$说明运用响应面法优化得到的工艺条

件准确可靠$能够客观真实地反应各因素对三叶青

多糖提取率的影响%
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A

!

结
!

语

本文采用纤维素酶法提取三叶青中的多糖$考察了酶加量'酶解温度'酶解时间及水料比
O

个因素对

多糖提取率的影响%通过单因素试验和响应面试验设计$明确了各因素对三叶青多糖提取率的影响大小

次序为&酶加量
$

水料比
$

酶解时间
$

酶解温度%最佳提取工艺条件为&酶加量
%?$COP

$酶解温度

B%?#Q

$酶解时间
B$?OJ3+

$水料比
$#?ER"

$此条件下的多糖实际提取率为
"%?OCP

%相比文献

*

"BD"C

+$酶法提取三叶青多糖用时较短$提取率却更高%本试验得出的三叶青多糖提取优化工艺可为研

究与开发三叶青多糖提供试验基础%
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