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微波联合纤维素酶提取艾叶挥发油的研究
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摘要$为了提高艾叶挥发油的提取率&采用微波联合纤维素

酶的提取方法&探讨酶解时间#温度和微波处理功率等因素

对提取率的影响&并通过正交试验对提取工艺进行优化&同

时采用气相色谱*质谱!

W3

*

+Y

"法对艾叶挥发油的成分

进行分析$结果表明%当酶解时间
%#6>H

#酶解温度
2.\

#

微波处理时间
$#6>H

#微波功率
".#A

#酶液用量
#)/5

和缓

冲液
Q

V

值
2)#

时&挥发油的平均提取率可达
!)%$5

&与无

微波处理的相比提高了
$)".5

$

W3

*

+Y

的分析结果显示%

采用该方法提取的艾叶挥发油主要由苯甲酰甲酸乙酯#匙叶

桉油烯醇和邻苯二甲酸等物质组成&其含量分别为
$$)%15

&

.)"25

&

2)!$5

$

关键词$艾叶)挥发油)微波)酶法提取
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艾叶是多年生菊科草本植物艾的干燥叶!具有浓烈的香

气!其挥发油不仅具有抗菌#止血#平嗜#抗过敏和镇嚏等功

能0

$

1

!而且还是香料工业#食品工业及化学工业的重要原料!

具有广阔的应用前景!国内外学者对其开展了大量的

研究0

"I!

1

"

目前!提取挥发油的常用方法多为水蒸汽蒸馏法和有机

溶剂萃取法等!但存在提取率低#时间长等不足"随着化工

与生物科技的发展!微波与酶法在生物质材料提取方面得到

了较大的发展"微波辅助提取借助高频电磁波穿透萃取媒

质到达提取物料的内部!使提取成分加速向提取溶剂界面扩

散而使提取速率提高0

2

1

"

JF(,b,-

等0

.

1在介绍微波辅助提取

天然产物的方法时认为提取时间短#有机溶剂使用少#高提

取率和低成本是其最大的特点(

KP',@R,L

等0

%

1研究使用微

波辅助法从植物中提取抗氧化物时探讨了乙醇浓度#用量#

微波功率#提取时间等对得率的影响"

&>'->?,

等0

0

1采用微

波辅助法从土壤和地质沉积物中提取有机复合物时发现!使

用微波辅助提取得率可提高
"#5

!

"!5

"与微波提取相比!

酶法提取则是在温和的条件下使有效成分充分溶解#混悬于

溶剂中从而达到提高提取率0

1I/

1

!同时又能较好地保持提取

物的生物活性"

*,HH,

等0

$#

1研究了酶法在提取
U'

#

%

C

角叉菜

胶#琼脂和藻朊酸盐等方面的应用(而
fE'--'

等0

$$

1在研究酶

法从西红柿中提取番茄红素时发现!在
".\

时!先酶解
.L

再提取
!L

的得率为
0.)%5

!当将酶解时间延长至
$"

!

$1L

后!得率可达
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微波联合酶法是将微波法和生物酶结合起来进行提取

的一种联用技术!将生物酶与微波相结合!可显著提高提取

率0

$"I$!

1

!而关于微波联合纤维素酶提取艾叶挥发油的研究

还未见报道"本研究拟以艾叶为原料!采用微波和纤维素酶

联合提取其挥发油"通过探讨微波处理时间#微波功率#酶

解时间#温度等因素对挥发油提取率的影响!获取最佳工艺

参数!旨在达到加快速度#提高提取率的目的"

$

!

材料与方法
$)$

!

原料与设备

艾叶*

1

月份采摘于湖南岳阳(

纤维素酶*

"_$#

2

`

+

68

!诺维信-中国.生物技术有限公司(

所用试剂均为分析纯!市售(

微型植物试样粉碎机*

4f$#"

型!天津泰斯特仪器有限

公司(

数显水浴恒温振荡器*

YVfC1"

型!金坛市岸头良友实验

仪器厂(

常压微波合成+萃取反应工作站*

+KYC

*

型!上海新仪

微波化学科技有限公司(

气相质谱色谱仪*

W3+YCh<"#$#<8̀ Y

型!日本岛津

企业管理-中国.有限公司"

$)"

!

试验方法

$)")$

!

艾叶挥发油的提取
!

将艾叶干燥后粉碎至
1#

目!准

确称取
"#

7

!加入
"##68

醋酸)醋酸钠缓冲溶液0

$2

1

!调节

Q

V

值后置于常压微波合成+萃取反应工作站中!在一定功率

的微波下处理一定的时间"待混合液冷却至室温后加入不

同质量分数的纤维素酶!搅匀!置于恒温水浴锅中!在一定的

温度下提取一定时间!直到冷凝器中挥发油含量不再增加为

止"收集上层油相!加入
*,

"

Y;

2

干燥后得棕黄色的挥发油!

测定并计算提取率"在一定的温度下!采用水蒸汽蒸馏法提

取艾叶挥发油0

$.

1

!并比较不同方法对艾叶挥发油提取率的

影响"提取率按式-

$

.计算0

$%

1

*

-

X

N

$

N

"

Y

$##5

! -

$

.

式中*

-

))) 挥发油提取率!

5

(

N

$

))) 挥发油质量!

6

7

(

N

"

))) 艾叶质量!

6

7

"

$)")"

!

W3

)

+Y

检测试样制备
!

将
$

%

8

艾叶挥发油置于

$68<3T

管中!并用乙醇稀释至
$68

!再取其中的
".

%

8

用乙醚稀释至
#).68

!加入
*,

"

Y;

2

除水!取
$

%

8

进行

W3

)

+Y

分析"

$)")!

!

W3

)

+Y

检测条件

-

$

.色谱条件*

V<".+Y

弹性石英毛细管柱-

!#6_

#)".66_#)".

%

6

.(载气为高纯氦气!流速
#)168

+

6>H

(

进样口温度
".#\

(程序升温*

%#\

之前
$#\

+

6>H

!

%#\

时

保持
.6>H

(然后以
2 \

+

6>H

的速度升温到
$## \

!保持

06>H

(再以
.\

+

6>H

的速度升温到
".#\

保持
.6>H

(进样

量
$

%

8

(分流比
$

"

.#

"

-

"

.质谱条件*

BU

离子源!电离电压
0#F&

!温度
".#\

!

传输线温度为
""# \

(扫描速率
!D?,H

+

D

#范围
2.

!

!.#

-

N

+

>

.(溶剂延迟时间
.6>H

"

$)")2

!

单因素试验设计
!

在探索性试验的基础上!以艾叶

中挥发油的提取率为指标!采用单因素试验!考察微波处理

时间#微波功率#酶解温度#酶液用量#酶解时间和缓冲液
Q

V

值对挥发油提取率的影响!以确定提取艾叶挥发油的最佳

条件"

-

$

.微波处理时间和功率的筛选*在酶解温度
2.\

#酶

液用量
#)/5

#酶解时间
%#6>H

和缓冲液
Q

V

值
2)#

的条件

下进行试验!对微波功率和微波处理时间分别为
$.#

!

"##

!

".#

!

!##A

和
2

!

%

!

1

!

$#

!

$"6>H

的提取条件进行筛选"

-

"

.酶解温度和酶液用量的筛选*在微波处理时间

$#6>H

#微波功率
".#A

#酶解时间
%#6>H

和缓冲液
Q

V

值

2)#

的条件下!分别对酶解温度为
!.

!

2#

!

2.

!

.#\

和酶液用

量为
#)!5

!

#).5

!

#)05

!

#)/5

!

$)$5

时的提取条件进行

筛选"

-

!

.缓冲液
Q

V

值和酶解时间的筛选*在微波处理时间

$#6>H

#微波功率
".#A

#酶解温度
2.\

和酶液用量
#)/5

的条件下进行试验!筛选
Q

V

值为
!).

!

2)#

!

2).

!

.)#

和酶解

时间为
!#

!

2#

!

.#

!

%#

!

0#6>H

时艾叶挥发油的提取条件"

"

!

结果与讨论
")$

!

单因素试验结果

")$)$

!

微波处理时间和功率对提取率的影响
!

微波处理能

使有液泡类的细胞瞬间膨胀破裂!使胞内物质释放出来!有

助于快速提取0

$0

1

"由图
$

可知*微波功率较低时!挥发油提

取率较低(随着功率的增加!挥发油提取率不断升高!其中

".#A

的提取率最高!

!##A

的反而有所降低"同时!从图
$

中还发现*当功率为
".#A

时!处理
$#6>H

后提取率有降低

趋势"这是因为在微波处理的过程中!部分细胞因微波的作

用而产生裂纹并将胞内物质释放!同时纤维素酶也会通过这

些裂纹通道进入到胞腔内!这无疑增大了纤维素酶与艾叶的

接触面积!因此有利于挥发油的提取"但随着时间的延长!

胞内物质释放量减少!副产物会逐步增加而影响提取

率0

$1I$/

1

"所以!在本试验条件下微波处理时间选择
$#6>H

"

")$)"

!

酶解温度和酶液用量对提取率的影响
!

升高温度能

图
$

!

微波处理时间和功率对提取率的影响

4>

7

E-F$

!

BPPF?=D'P6>?-'R,SFC,DD>D=FG=>6F,HG

Q

'RF-

'H=LF

N

>F(G'PS'(,=>(F'>(

$%$

提取与活性
!

"#$%

年第
!

期



够提高反应体系的活化分子数!因此合适的提取温度十分重

要"由图
"

可知*随着温度升高!艾叶挥发油的提取率逐渐

增加!并在
2.\

附近达到
!)205

(但当温度继续升高!提取

率降低"这可能是温度偏低时!酶液的活性较差!而温度较

高时!又易使部分酶失活0

"#I"$

1以及加速挥发油氧化与分解

所致!因此只有酶液在合适的温度条件下才能够充分发挥

其效能"从图
"

中还可见*在多种温度条件下!当酶液用量

低于
#)/5

时!随着酶液用量的增加!提取率明显增加!但

超过此值时!挥取率增加缓慢!这可以解释为在
#)/5

左右

时酶液与底物的比例处于最佳状态!而更多的酶液则无法

充分发挥作用"因此!选用
#)/5

的酶液用量作为后续试

验参数"

图
"

!

酶解温度和酶液用量对提取率的影响

4>

7

E-F"

!

BPPF?=D'PFHb

N

6FFM=-,?=>'H=F6

Q

F-,=E-F,HG

FHb

N

6FG'D,

7

FD'H=LF

N

>F(G'PS'(,=>(F'>(

")$)!

!

缓冲液
Q

V

值和酶解时间对提取率的影响
!

由图
!

可知*在酶解时间
%#6>H

#缓冲液
Q

V

值
2)#

左右时的艾叶

挥发油提取率较高!

Q

V

值超过
2)#

后减少!这可能是
Q

V

值

2)#

左右时酶的活性较高的缘故"同时!图
!

中还显示*在缓

冲液
Q

V

值
2)#

时!随着提取时间的延长!挥发油提取率逐

渐增加!当酶解时间超过
%#6>H

后再延长时间对提取率影

响不明显!这可解释为酶解作用是一种比较缓慢与温和的反

应!延长酶解时间有利于酶液与底物的充分接触!从而能更

好地发挥酶液的作用"但随着时间的延长!也会因挥发油中

部分成分被氧化而降低提取率"同时!通过
%#6>H

的酶解!

残留在艾叶中的挥发油已经很少!即使延长提取时间也难以

提高得率!因此选择
%#6>H

为酶解时间"

图
!

!

缓冲液
Q

V

值和酶解时间对提取率的影响

4>

7

E-F!

!

BPPF?=D'P

Q

VS,(EF'POEPPF-D'(E=>'H,HGFHb

N

6F

FM=-,?=>'H=>6F'H=LF

N

>F(G'PS'(,=>(F'>(

")"

!

正交试验分析与讨论

")")$

!

正交试验结果分析
!

由图
"

中可见!在不同提取温

度条件下!酶液用量超过
#)/5

后艾叶挥发油提取率增加量

均很小"同时!从图
!

中可知!当酶解时间超过
%#6>H

后!缓

冲液
Q

V

值对艾叶挥发油提取率的影响较小!但
Q

V

值为
2)#

左右时提取率较高!因此选取
Q

V

值
2)#

作为试验条件"

在单因素试验的基础上!选取酶解时间#酶解温度#微波

处理时间和微波功率
2

个对挥发油得率影响较大的因素作

为正交试验的因素!采用
8

$%

-

2

.

.表进行正交试验设计!因素

与水平设计见表
$

!试验结果见表
"

"

!!

由表
"

可知*各因素对艾叶挥发油提取率的影响为
X

#

J

#

K

#

3

!且最佳工艺组合为*

X

"

J

"

K

2

3

"

!即*酶解时间
%#6>H

#

酶解温度
2.\

#微波处理时间
$#6>H

#微波功率
".#A

#酶

液用量
#)/5

和缓冲液
Q

V2)#

"按上述最优条件追加
!

次

验证实验!得到挥发油的平均提取率为
!)%$5

"同时!在其

表
$

!

正交试验的因素与水平设计

:,O(F$

!

4,?='-D,HG(FSF(D'P'-=L'

7

'H,(FM

Q

F->6FH=

水平
K

酶解时

间+
6>H

X

酶解温

度+
\

3

微波处理

时间+
6>H

J

微波功

率+
A

$ 2. 2! 1 "!#

" .# 2. $# ".#

! .. 20 $" "0#

2 %# 2/ $2 "/#

表
"

!

提取挥发油的正交试验结果

:,O(F"

!

;-=L'

7

'H,(FM

Q

F->6FH=-FDE(='PS'(,=>(F'>(D

序号
K X 3 J B

-空列. 提取率+
5

$ $ $ $ $ $ ")12

" $ " " " " !).#

! $ ! ! ! ! !)#!

2 $ 2 2 2 2 ")/1

. " $ " ! 2 !)#1
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/ ! $ ! 2 " ")/0

$# ! " 2 ! $ !)$!
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它工艺条件相同的情况下!没有微波处理的提取率仅有
")

!%5

!两者相差
$)".5

!提高率为
!2).5

"显然!采用微波

处理有助于提高挥发油的提取率"

")")"

!

正交试验结果讨论
!

由表
!

可知*微波处理时间的

7

值
.̂)"02

!小于
.)!/

!表现为不显著"酶解时间#酶解温

度和微波功率则对试验结果影响显著!其中微波功率的显著

性为
#)#.!

表现为最显著!酶解温度与时间的显著性比较

接近"

表
!

!

方差分析结果a

:,O(F!

!

TFDE(=D'PS,->,H?F,H,(

N

D>D

方差来源 平方和 自由度 均方和
7

值 显著性

K #)$$% ! #)#!/ 1)$1. #)#./

X #)$$! ! #)#!1 1)#!# #)#%#

3 #)#02 ! #)#". .)"02 #)$#!

J #)$". ! #)#2" 1)1"! #)#.!

误差项
''''''''''''''''''''''

#)#$2 ! #)##.

!

a

!

在
#)$

的水平下!查
7

值分布表得
7

#)$#

-

!

!

!

.

^.)!/

(以均方

和最小的空白列为误差项"

")!

!

挥发油成分分析

图
2

为艾叶挥发油总离子图谱"同时!经
*UY:

标准谱

图库检索!鉴定出其中含量较高的
!1

种成分!其中苯甲酰甲

酸乙酯含量最高-

$$)%15

.!匙叶桉油烯醇次之!具体成分见

表
2

"实际上!艾叶挥发油中含有大量的活性物质!会受到温

度#光照等因素的影响而会发生氧化#分解等!由此可见!挥

发油的成分与提取工艺密切相关"同时!挥发油的成分还与

艾叶的产地#采摘季节等相关0

$%

1

"

!

!

结论
采用微波联合纤维素酶提取艾叶挥发油!既能充分利用

微波快速提取的优势!也能发挥酶法提取能够保留艾叶挥发

油有效成分的特点"在本试验条件下!酶解时间#酶解温度

和微波功率等因素对艾叶挥发油的得率影响较大"通过正

交试验分析!得到较优的提取工艺为*酶解时间
%#6>H

#酶解

温度
2.\

#微波功率
".#A

#微波处理时间
$#6>H

#酶液用

量
#)/5

和缓冲液
Q

V

值
2)#

!与没有微波处理的相比平均提

取率提高了
!2).5

"同时!通过
W3

)

+Y

对艾叶挥发油成

分分析发现苯甲酰甲酸乙酯#匙叶桉油烯醇和邻苯二甲酸等

!

种化合物的含量较高"

图
2

!

艾叶挥发油的总离子流色谱图
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5
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5

$ 21)0" $$

!
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