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复合酶和超声辅助两步法提取甘草酸的工艺
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摘要!以甘草酸提取率为指标"优化了复合酶和超声辅助两

步法提取甘草中甘草酸的最佳工艺条件#结果表明"甘草原

料为
"

2

时"复合酶法提取阶段的最佳工艺条件为%复合酶

比例'果胶酶
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(&超声辅助提取阶段的最佳工艺条

件为%提取溶剂
48C

乙醇"料液比
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("超声功率

!#8O

"时间
"#*,1

"温度
98X

#在最佳工艺条件下"甘草酸

提取率可达'
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甘草属于豆科植物$主要生长在欧洲和亚洲南部%甘草

中含有甘草酸(多糖(类黄酮等许多活性成分$其中$最重要

的活性成分之一是甘草酸!
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#%甘草酸

的甜度大约是蔗糖的
488

倍$且热量低$安全无毒$其甜味可

在口腔中保持较长时间$是理想的天然甜味剂$已被广泛应

用于食品工业%此外$由于甘草酸具有抗病毒(抗氧化(抗癌

等特性$已被广泛应用于医药等行业)
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从甘草中提取甘草酸是分离得到甘草酸的先导步骤%

目前已报道)

!W'

*的甘草酸提取方法主要有传统提取法和现

代提取法%传统提取法主要包括水提法(有机溶剂提取法和

索氏提取法等$这些方法存在操作时间长(甘草酸提取率低(

有机溶剂回收困难进而污染环境等缺点%现代提取法主要

包括酶提取法(超声波提取法(微波提取法等$这些方法相比

传统提取方法提取率有所提高$但仅使用其中一种方法耗费

的时间仍较长$能耗较大%近年来$采用两种方法两步提取

植物中有效成分的研究逐渐成为热门课题%龙佳朋等)

$

*研

究了复合酶法(氨性乙醇浸提法两步提取甘草酸的工艺$结

果显示$复合酶法(氨性乙醇浸提法两步提取甘草酸的总操

作时间为
!5#/

$最终得到甘草酸的提取率仅
%#584C

%为改

善现有甘草酸提取方法的操作时间长(提取率低等不足$本

研究拟结合复合酶法的条件温和(环保优势与超声法的高效

优势$采用复合酶和超声辅助两步法提取甘草中的甘草酸$

探求其最佳工艺条件%旨在为甘草酸的提取研究提供新方

法(新思路$为甘草酸的实际提取应用提供理论依据%
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主要仪器设备

数控超声波清洗器"

\Z)#88V(

型$昆山市超声仪器有

限公司+

高效液相色谱仪!
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型$日本岛津

公司%
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甘草酸的测定方法
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采用高效液相色谱法%参考文
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标准曲线的绘制
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分别精密称取甘草酸对照品
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容量瓶中$用
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乙醇溶解$定容$摇

匀$取适量过
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方法测其峰面积%

以各甘草酸对照品溶液的浓度
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为横坐标$对应的峰面积值
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甘草原料中甘草酸总含量的测定
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参考文献)
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如下"将甘草原料粉碎$过三号筛!
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复合酶法提取阶段的工艺流程及操作要点
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工艺流程%甘草
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过筛
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干燥
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复合酶法提取
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操作要点"
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素酶(果胶酶溶液$于设定温度的恒温水浴锅中提取甘草酸%
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甘草酸提取率的计算
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取适量甘草酸提取液$测定甘
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复合酶法提取阶段的单因素试验设计
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复合酶法提取阶段的工艺优化
!

以单因素研究为参

考$在最优复合酶比例(
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和料液比的条件下$根据响应面
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#优化设计原理$选择

Y7N)YH1/1SH1

设计方法$以加酶量(酶解时间(酶解温度(原

料粒度为自变量$甘草酸提取率为响应值$建立四因素三水

平
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分析试验%
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超声辅助提取阶段的工艺流程及操作要点
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工艺流程%复合酶法提取
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灭酶
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冷却
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加入
$8C

乙

醇
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超声法提取
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离心
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甘草酸提取液

操作要点"
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#复合酶法提取"按
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冷却后的提取液至一定体积$再加入一定量
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乙醇$使最

终提取体系中的料液比及乙醇浓度至设定值%
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超声辅助提取阶段的单因素试验设计
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$研究乙醇浓度

!

""C

$

"9C

$

"$C

$

48C

$

4!C

$

4'C

#对甘草酸提取率的

影响%

!

4

#料液比"固定提取溶剂为
48C

乙醇(超声功率

!88O

(超声时间
"#*,1

(超声温度
98X

$研究料液比)

"

#

4#

$

"

#

!8

$

"

#

!#

$

"

#

98

$

"

#

9#

!

2

'

*B

#*对甘草酸提取率的

影响%

!

!

#超声功率"固定提取溶剂为
48C

乙醇(料液比
"

#

!#

!

2

'

*B

#(超声时间
"#*,1

(超声温度
98 X

$研究超声功率

!

488

$

4#8

$

!88

$

!#8

$

988O

#对甘草酸提取率的影响%

!

9

#超声时间"固定提取溶剂为
48C

乙醇(料液比
"

#

!#

!

2

'

*B

#(超声功率
!88 O

(超声温度
98 X

$研究超声时间

!

#

$

"8

$

"#

$

48

$

4#

$

!8*,1

#对甘草酸提取率的影响%

!

#

#超声温度"固定提取溶剂为
48C

乙醇(料液比
"

#

!#

!

2

'

*B

#(超声功率
!88O

(超声时间
"#*,1

$研究超声温度

!

!8

$

!#

$

98

$

9#

$

#8X

#对甘草酸提取率的影响%

4

!

结果与分析

45"

!

甘草原料中总甘草酸的含量

参照/药典
48"8

0从原料中提取甘草酸
#

次$可基本将甘

草酸完全提出%计算得原料中总甘草酸含量为
!5$4C

%

454

!

复合酶法提取阶段的单因素试验

4545"

!

复合酶比例对甘草酸提取率的影响
!

在复合酶总量

一定时$随着复合酶比例变化$纤维素酶量增加$果胶酶量减

少$甘草酸提取率呈先增加后减小趋势$见图
"

%这是由于甘

草细胞壁中纤维素多于果胶$破壁时所需纤维素酶量大于果

胶酶量$故随着纤维素酶的增加甘草酸提取率增大$而果胶

酶量过少时$会导致复合酶破壁能力减弱$使甘草酸溶出量

减少$提取率下降)

"8

*

%在复合酶比例!果胶酶
#

纤维素酶#

图
"

!

复合酶比例对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH"

!

(MMH6=7M=/HG+=,77M67*K,1HJH1Q

L

*H.71=/HHN)

=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

为
"

#

!

!

d

'

d

#时$甘草酸提取率达到最大%所以最佳复合

酶比例!果胶酶
#

纤维素酶#为
"

#

!

!

d

'

d

#%

45454

!

加酶量对甘草酸提取率的影响
!

如图
4

所示$当加酶

量
$

"$#d

'

2

,底物时$随复合酶量的增加$提取率逐渐升

高+当加酶量
"

"$#d

'

2

,底物时$复合酶过量$进而导致复

合酶相互附着)

""

*

$酶与底物传质效率降低$甘草酸提取率下

降+当加酶量为
"$#d

'

2

,底物时$甘草酸提取率达到最大%

因此$最佳复合酶量为
"$#d

'

2

,底物%

图
4

!

加酶量对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH4

!

(MMH6=7MH1Q

L

*H6716H1=G+=,7171=/HHN=G+6=,71

G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

4545!

!

酶解
>

?

对甘草酸提取率的影响
!

当
>

?

$

#5#

时$随

着
>

?

的增大$复合酶活性升高$破壁能力加强$甘草酸提取

率增加+当
>

?

"

#5#

时$复合酶活性下降$甘草酸提取率下

降)

"4

*

+当
>

?

为
#5#

时$甘草酸提取率达到最大$见图
!

%因

此$最佳
>

?

为
#5#

%

45459

!

酶解时间对甘草酸提取率的影响
!

当酶解时间
$

"/

时$酶解反应不完全$甘草酸提取率随时间的延长呈上升趋

势+当反应时间
"

"/

时$随着酶解时间延长$甘草酸溶出量

逐步减少$甘草酸提取率增加不明显)

"4

*

+当酶解时间为
"/

时$甘草酸提取率达到最大$见图
9

%综合考虑$选择
"/

为

最佳酶解时间%

4545#

!

酶解温度对甘草酸提取率的影响
!

当温度
$

#8X

时$随温度的上升$复合酶活性增加$破壁能力加强$甘草

酸提取率升高+当温度
"

#8X

时$较高温度使复合酶活性降

$9"

第
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图
!

!

酶解
>

?

对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH!

!

(MMH6=7M

>

?71=/HHN=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

图
9

!

酶解时间对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH9

!

(MMH6=7MH1Q

L

*+=,6/

L

JG7-

L

.,.=,*H71=/HHN=G+6)

=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

低$破壁能力减弱$进而甘草酸提取率下降)

"!

*

$当温度为

#8X

时$甘草酸提取率达到最大$见图
#

%因此$最佳酶解

温度为
#8X

%

图
#

!

酶解温度对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH#

!

(MMH6=7MH1Q

L

*+=,6/

L

JG7-

L

.,.=H*

>

HG+=0GH71=/H

HN=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

4545'

!

原料粒度对甘草酸提取率的影响
!

当原料粒度
$

98

目时$随原料粒度的减小$甘草细胞与复合酶接触面积增大$

破壁能力加强$甘草酸的溶出量增加$甘草酸提取率呈上升

趋势+当原料粒度
"

98

目时$随原料粒度的减小$杂质溶出

量增加$大量杂质处于酶解体系中影响甘草酸的溶出$甘草

酸提取率下降+当原料粒度为
98

目时$甘草酸提取率达到最

大$见图
'

%因此$最佳甘草原料粒度为
98

目%

图
'

!

原料粒度对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH'

!

(MMH6=7M

>

+G=,6-H.,QH7MG+I *+=HG,+-71=/HHN)

=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

4545$

!

料液比对甘草酸提取率的影响
!

当料液比
"

"

#

4#

!

2

'

*B

#时$随溶剂量的增加$更多的甘草酸溶于提取液中$

甘草酸提取率逐渐升高+当料液比
$

"

#

4#

!

2

'

*B

#时$由于

过多的提取液使复合酶浓度与底物浓度均下降$进而酶与底

物的接触机会减少$甘草酸提取率降低)

"!

*

$当料液比为
"

#

4#

!

2

'

*B

#时$甘草酸提取率达到最大$见图
$

%因此$最佳

料液比为
"

#

4#

!

2

'

*B

#%

图
$

!

料液比对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH$

!

(MMH6=7M=/HG+=,77M*+=HG,+-=7-,

^

0,J71=/HHN)

=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

45!

!

TE@

优化复合酶法提取阶段的工艺条件

45!5"

!

响应面试验设计因素(水平及编码
!

响应面试验设计

因素(水平及编码见表
4

%

45!54

!

Y7N)YH1/1SH1

试验设计及结果
!

Y7N)YH1/1SH1

试验

设计方案及结果见表
!

%

45!5!

!

回归模型及方差分析
!

运用
VH.,

2

1)(N

>

HG=%585'

数

据统计分析软件对表
!

结果进行多元线性回归$得甘草酸提

表
4

!

响应面试验设计因素)水平及编码

R+K-H4

!

TH.

>

71.H.0GM+6HJH.,

2

1M+6=7G.

#

-H3H-.+1J67J,1

2

水平
U

加酶量'

d

Y

酶解

时间'
/

D

酶解

温度'
X

V

原料粒

度'目

W" "8# 85# 98 48

8 "$# "58 #8 98

" 49# "5# '8 '8

%9"

提取与活性
!

48"%

年第
"8

期



表
!

!

Y7N)YH1/1SH1

试验设计方案及结果

R+K-H!

!

Y7N)YH1/1SH1JH.,

2

1+1JGH.0-=.

试验号
U Y D V

提取率'
C

" W" W" 8 8 '"5!$c854"

4 " W" 8 8 '"5&9c85"#

! W" " 8 8 '858#c854!

9 " " 8 8 '"58"c85"9

# 8 8 W" W" '959'c85"$

' 8 8 " W" '95&&c854!

$ 8 8 W" " ''5#&c854#

% 8 8 " " '958%c85"%

& W" 8 8 W" '"58"c85"$

"8 " 8 8 W" '45#9c8544

"" W" 8 8 " '4548c85!8

"4 " 8 8 " '458'c854&

"! 8 W" W" 8 '95!9c85"&

"9 8 " W" 8 '95"9c854%

"# 8 W" " 8 '95$"c8548

"' 8 " " 8 '45&'c8544

"$ W" 8 W" 8 '"5%"c85"$

"% " 8 W" 8 '4588c85"&

"& W" 8 " 8 '85%'c85"9

48 " 8 " 8 '"5!"c854#

4" 8 W" 8 W" '959"c85"'

44 8 " 8 W" '95!4c854"

4! 8 W" 8 " '#5#8c85"&

49 8 " 8 " '!5#&c85"#

4# 8 8 8 8 '%5"'c8549

4' 8 8 8 8 '$5#8c85"%

4$ 8 8 8 8 '$5%$c854!

4% 8 8 8 8 '$58$c85"&

4& 8 8 8 8 '$5&"c8544

取率关于加酶量(酶解时间(酶解温度(原料粒度的二次多项

式数学模型"

# '̀$5$8a85!8,W85#4UW85!$6a85"&Ya858&%,Ua

858'#,6W8594,YW85!&U6W859#UYW85$'6YW95#&,

4

W

458$U

4

W"5#%6

4

W"5"9Y

4

% !

!

#

由表
9

可知$该模型极显著!

F

$

85888"

#$失拟项不显著

!

85&'&"

"

858#

#$且相关系数
G

4

8̀5&&4%

$可调整确定系数

G

4

+J

h

8̀5&%#'

$说明该模型拟合程度较好$可以较准确地考察

各因素对甘草酸提取率的影响%

结果显示$

U

及
V

对甘草酸提取率影响显著$

Y

及
D

对

甘草酸提取率影响极显著+交互项
UV

(

YD

对甘草酸提取率

影响显著$交互项
YV

(

DV

对甘草酸提取率影响极显著$其他

交互项不显著+各二次项对甘草酸提取率影响均为极显著%

各因素对甘草酸提取率影响由小到大排列顺序为"原料粒

度
$

加酶量
$

酶解温度
$

酶解时间%

表
9

!

模型方差分析

R+K-H9

!

@7JH-3+G,+16H+1+-

L

.,.

来源 平方和 自由度 均方
M

值
F

值 显著性

模型
"#&5"! "9588 ""5!$ "!$5'9

$

85888"

&&

U "58' "588 "58' "45$& 8588!8

&

Y !548 "588 !548 !%5$&

$

85888"

&&

D "5'9 "588 "5'9 "&5%8 85888#

&&

V 8599 "588 8599 #54& 858!$!

&

UY 8589 "588 8589 859' 85#8%#

UD 8584 "588 8584 8548 85'#$&

UV 85$8 "588 85$8 %599 858""#

&

YD 85'8 "588 85'8 $54$ 858"$9

&

YV 85%! "588 85%! "858! 8588'&

&&

DV 45!" "588 45!" 4$5&% 85888"

&&

U

4

"!'5$9 "588 "!'5$9"'##5%!

$

85888"

&&

Y

4

4$5$' "588 4$5$' !!'54"

$

85888"

&&

D

4

"'548 "588 "'548 "&'5"4

$

85888"

&&

V

4

%59$ "588 %59$ "845#'

$

85888"

&&

残差
"5"' "9588 858%

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

失拟
859! "8588 8589 8549 85&'&"

误差
85$4 9588 85"%

总离差
"'854% 4%588

45!59

!

响应面分析及优化结果
!

运用
VH.,

2

1)(N

>

HG=%585'

数据统计分析软件绘制甘草酸提取率与各因素交互项的响

应曲面关系图!见图
%

#%

!!

如图
%

所示$甘草酸提取率与各因素交互项的响应曲面

关系图均为开口向下的光滑曲面$甘草酸提取率均有最大

值$且甘草酸提取率达到最大值时所对应的各因素水平与单

因素试验研究结果基本相符$进一步说明
Y7N)YH1/1SH1

试

验设计所选取的因素水平适宜)

"!

*

%

同时$运用
VH.,

2

1)(N

>

HG=%585'

数据统计分析软件预测

出复合酶法提取甘草酸的最佳工艺条件为"复合酶量

"$'5'9d

'

2

,底物$时间
85&9/

$温度
9%5'4X

$原料粒度
9!

目$且在此最佳工艺条件下甘草酸提取率预测值为
'$5$%C

%

为方便实际操作$将参数修正为"复合酶量
"$'5'd

'

2

,底

物$时间
85&9/

$温度
9%X

$原料粒度
98

目$进行
!

次验证性

实验$得甘草酸平均提取率为
'$544C

$标准偏差为
85"4C

$

相对标准偏差为
85"%C

$与预测值的相对误差为
85%!C

$实

际值与预测值基本相符$表明运用响应面法优化复合酶法提

取甘草酸的工艺条件切实可行$但该实际值低于中心试验点

所得甘草酸提取率$因此选择中心试验点为复合酶法提取甘

草酸的最佳工艺条件$即最佳复合酶量
"$#d

'

2

,底物$时

间
"/

$温度
#8X

$原料粒度
98

目%

按
"5459

方法及
45!

所得最佳工艺条件对甘草酸进行连

续提取$结果显示$连续提取
4

次后甘草酸提取率为!

'%5%"c

854"

#

C

$连续提取
!

次后甘草酸提取率仅为!

'&5"8c

85"%

#

C

$表明增加复合酶法提取甘草酸的次数已无法大幅提

高甘草酸提取率$所以需要辅以其他方法来进一步使甘草酸

从细胞中溶出$进而提高甘草酸提取率$避免甘草资源浪费%

&9"
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图
%

!

各因素交互作用对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH%

!

(MMH6=7M,1=HG+6=,717M3+G,70.M+6=7G.71=/HHN=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

459

!

超声辅助提取阶段的单因素试验

4595"

!

乙醇浓度对甘草酸提取率的影响
!

当乙醇浓度
$

48C

时$甘草酸提取率急剧增大$说明在超声和提取溶剂乙

醇的存在下$更多甘草酸由细胞溶出+当乙醇浓度
"

48C

时$

乙醇浓度对甘草酸提取率影响不大$甘草酸提取率增加极缓

慢$见图
&

%为节约成本$选择乙醇浓度
48C

为最佳%

45954

!

料液比对甘草酸提取率的影响
!

当料液比
"

"

#

!#

!

2

'

*B

#时$随溶剂量的增加$甘草酸与提取溶剂的浓度差增

大$甘草酸更易溶出$甘草酸提取率呈上升趋势+当料液比
$

"

#

!#

!

2

'

*B

#时$由于溶剂量太大$使单位体积提取液所受

超声的机械(空化等作用降低)

"9

*

$甘草酸提取率下降%当料

液比为
"

#

!#

!

2

'

*B

#时$甘草酸提取率达到最大$见图
"8

%

因此$最佳提取料液比为
"

#

!#

!

2

'

*B

#%

4595!

!

超声功率对甘草酸提取率的影响
!

当超声功率为

488

#

988O

时$随超声功率的增大$超声产生的机械和空化

等作用增强$进而甘草酸的溶出量增大$甘草酸提取率增

加)

"9

*

%当超声功率
"

!#8O

时$超声功率对甘草酸溶出量

图
&

!

乙醇浓度对甘草酸提取率的影响
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图
"8

!

料液比对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH"8

!

(MMH6=7MG+=,77M*+=HG,+-=7-,

^

0,J71=/HHN=G+6)

=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

的影响减小$甘草酸提取率随超声功率的增加而缓慢平稳增

加$见图
""

%为节约能源$减小噪音$选择超声功率
!#8 O

为最佳%

图
""

!

超声功率对甘草酸提取率的影响
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!

超声时间对甘草酸提取率的影响
!

当超声时

间
$

"#*,1

时$随超声时间的延长$甘草酸的溶出量增加$甘

草酸提取率逐渐上升+当超声时间
"

"#*,1

时$超声时间对

甘草酸的溶出量影响不大$甘草酸提取率几乎不增加$见

图
"4

%为节约能源与时间$选择超声时间
"#*,1

为最佳%

4595#

!

超声温度对甘草酸提取率的影响
!

如图
"!

所示$当

温度
$

98X

时$随温度的上升$甘草酸在提取溶剂中的扩散

图
"4

!

超声时间对甘草酸提取率的影响
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G+=H7M
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图
"!

!

超声温度对甘草酸提取率的影响

[,

2

0GH"!

!

(MMH6=7M0-=G+.71,6=H*

>

HG+=0GHG71=/H

HN=G+6=,71G+=H7M

2

-

L

6

L

GG/,Q,6+6,J

速率增加$甘草酸更易从原料中溶出$甘草酸提取率升

高)

"#

*

+当温度
"

98X

时$随温度的升高$提取体系中液体表

面张力降低$且由超声产生的空化泡内的压力增大$进而超

声波的阻尼增大$甘草酸提取率下降)

"'

*

+当温度为
98X

时$

甘草酸提取率达到最大%因此$最佳超声温度为
98X

%

!!

在上述最佳条件下$按照
"545%

方法$进行复合酶和超声

辅助两步法提取甘草酸$试验为
!

个平行试验$得甘草酸平

均提取率为
&8599C

$标准偏差为
85"9C

$相对标准偏差为

858&C

$说明本研究复合酶和超声辅助两步法提取甘草酸的

工艺条件真实可靠$稳定性较好$在实际生产中具有参考价

值%谢果等)

"$

*以乙醇为提取溶剂$研究了超声波法提取甘

草酸的工艺$结果显示$超声波法提取甘草酸的总操作时间

长达
45#/

$且甘草酸提取率仅为
%$59C

%

!

!

结论
通过对复合酶和超声辅助两步法提取甘草中甘草酸的

工艺进行研究$最终得到复合酶和超声辅助两步法提取甘草

酸的最佳工艺条件$且在最佳工艺条件下甘草酸的提取率可

达!

&8599c85"9

#

C

%因此$复合酶和超声辅助两步法适用于

甘草酸的提取$与传统提取法(超声波提取法及复合酶法(氨

性乙醇浸提法两步提取相比$具有提取率高(总操作时间短

!

"54#/

#(条件温和(高效等优点%

甘草中含有许多活性成分$在采用复合酶和超声辅助两

步法提高甘草酸提取率的同时$是否会导致其他杂质增多$

进而增加甘草酸纯化难度$本试验未作验证$今后将加以深

入研究%
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抗炎(抗癌等功效)

48W4"

*

$

3

)$

植物甾醇可抑制由二氢睾酮过

多引起的前列腺增生)

44

*

+角鲨烯为天然的抗癌(抗氧化剂$

被广泛应用到食品(化妆品和医药行业)

4!

*

%因此可将裸仁

南瓜籽油开发为具有降胆固醇(抗癌(抗氧化的保健油脂或

进一步研究其功能成分$应用到化妆品(药品等行业%

对裸仁南瓜籽油进行体外抗氧化活性评价发现$裸仁南

瓜籽油对
VFF?

(

UYRE

自由基具有良好的清除能力$抗氧

化活性较强$可能与其高含量的不饱和脂肪酸(植物甾醇$尤

其是角鲨烯相关$但具体机制还需进一步研究%下一步将对

裸仁南瓜籽油的活性部位进一步分离纯化$以明确其抗氧化

作用的主要组分及裸仁南瓜籽油抗氧化机制%
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