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纤维素酶提取陈皮黄酮的工艺条件
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摘 要：研究了纤维素酶提取陈皮黄酮的工艺条件。结果表明，与传统化学法相比，纤维素酶法提

取陈皮黄酮较好，黄酮提取率从2．78％提高到4．35％。对酶法提m_r-艺进行正交优化，得到最佳

优化条件为：酶解温度为60℃，酶解时间1．5 h，提取pH 6．0，酶用量为0．1％。在优化条45T．纤
。

维素酶法所得黄酮提取率可达到6．96％，为化学法黄酮提取率的2．5倍。采用薄层层析对提取黄

酮进行分析，发现酶法与化学法提取黄酮成分相同。
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Study on Conditions of Extracting Flavone from

Pericarp ium citri Reticulate by Cellulase
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Abstract：The conditions for extracting flavone from Pericarpium Citri Reticulate by cellulase

were investigated．Compared with that of the chemical method，the extraction efficiency of

flavone raised up to 4．35％from 2．78％by cellulase．The orthogonal results showed that the

optimum extraction conditions by cellulase were listed as fellows：extraction temperature 60℃，

extracting time 1．5 hours。pH of extracting media 6．0 and the enzyme dosage 0．1％．With

optimum conditions．the extraction rate of flavone reach at 6．96％，was 2．5 times than that of

the chemical method．Flavone extracted with different methods were further analyzed by TLC

(thin-layer chromatography)，and the identical composition of the extracted flavone were

detected．
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陈皮，又名橘皮，为芸香科植物橘及其栽培变

种的成熟果皮，是我国传统中草药之一，具有行气

健脾，和胃止呕，燥湿化痰的功效[1]。陈皮主要成

分为黄酮类化合物，是强自由基清除剂，具有强抗

氧化作用。纤维素酶是具有纤维索降解能力的酶

的总称。近年来，纤维素酶逐渐应用于中草药有效

成分提取，如马田田等[23将纤维素酶用于黄柏小檗

碱提取的预处理，小檗碱的收率可从0．87％提高到

1．17％。作者将纤维素酶用于陈皮黄酮的提取，以

陈皮中提取的粗黄酮质量、总黄酮质量、提取率为

指标，对纤维素酶提取陈皮黄酮的工艺条件进行了

初步优化。
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1材料与方法

1．1 材料

陈皮：安徽省毫州市中药饮片厂，100℃通风干

燥3 h，粉碎过60目筛备用。纤维素酶：上海国药

集团化学试剂公司产品(酶活性大于10 U／mg)；芦

丁标准品：分析纯，中国药品生物制品检定所产品。

1．2方法

1．2．1 陈皮黄酮的提取

1)化学法：称取陈皮粉10．00 g，加50％甲

．醇[31水溶液200 mL浸提24 h，收集浸提液，滤渣重

复浸提一次，合并两次的浸提液，过滤，蒸馏浓缩，

用蒸发皿挥干得粗黄酮类物质。

2)纤维素酶法：称取陈皮粉10．00 g，放人200

mL烧瓶中，加入0．05 g纤维素酶，加入50 mL pH

4．8的HAc-NaAc缓冲液，50℃水浴1．5 h。然后

用Na：CO。溶液调pH至9．0，85℃水浴15 min使

酶灭活。以等体积的纯甲醇加入酶解液中使甲醇

浓度为50％，浸提24 h，回收浸提液，滤渣再加入

50％甲醇溶液100 mL重复浸提一次，合并两次的

浸提液，过滤，蒸馏浓缩，用蒸发皿挥干得陈皮粗黄

酮(w】)L4-5J。

1．2．2黄酮含量的测定

1)标准曲线的绘制[¨：准确称取0．021 2 g芦

丁，用30％乙醇溶解，完全移入200 mL容量瓶中定

容。取此芦丁标准液0，2．5，5．0，7．5，10．0，12．5

mL分别放入6支25 mL容量瓶中，用30％乙醇补

至12．5 mL，加入0．7 mL 5％NaNO：溶液摇匀放置

5 min；加入0．7 mL 10％AI(N03)3溶液摇匀，放置

5 min；加入5 mLl0％NaOH溶液摇匀，用30％乙

醇定容放置10 min，于波长510 nm处测吸光度，得

回归方程：了一10．026z—O．604，R2—0．999 2。

2)提取物中黄酮含量测定：准确称取提取的陈

皮粗黄酮质量Ⅳ：，用30％乙醇溶解，定容至100

mL；取3 mL放入3支25 mL容量瓶中，用30％乙

醇补至10 mL，加入0．7 mL的5％NaNO：溶液摇

匀，放置5 min，加0．7 mL 10％的Al(NO。)3溶液摇

匀，放置5 min；再加入5 mL 10％NaOH溶液摇匀，

用30％乙醇溶液定容10 min后，在波长510 am处

测定，将测定的吸光值A带入芦丁标准曲线中，得

总黄酮量和黄酮提取率。

总黄酮质量(g)：—0．—02—5×—W—,—X弋(I万O．—02—6A—--—0一．604)rr
Z

黄酮提取率(％)：篁童孽骅

式中：w，为提取得到的陈皮粗黄酮质量(g)，W。为

称取的适量陈皮粗黄酮质量(g)，A为测得的吸

光度。

1．2．3 正交设计 根据单因素实验，选取对提取

工艺有影响的主要因素(酶用量E，酶解温度T，pH

值，酶解时问￡)，按照四因素三水平进行L9(34)实

验，因素水平见表1。

表I实验因素水平表

Tab．1 Factors and level of experiment

1．2．4薄层层析检验以氯仿。甲醇：水(体积比

7：2．5：0．5)为展开剂在层析缸中展开，展开完毕

后，在紫外灯下观察色斑，对照两样品(化学法和酶法

提取液样品)色斑的差异，具体方法见文献[63。

2结果与分析

2．I 酶法提取陈皮黄酮工艺条件的初步优化

在酶法提取陈皮黄酮的过程中，对黄酮提取影

响较大的4个因素：酶解温度(T)，pH值，酶解时

间(￡)及酶用量(E)进行了研究。

2．1．1 酶解温度对提取的影响 在pH 4．8，t为

1．5 h，E为0．1％条件下，酶解过程中分别采用不

同的温度进行水浴，研究温度对纤维素酶提取陈皮

黄酮的影响，结果见表2。可以看出，在50℃的粗

黄酮提取量最高，为4．588 g；而55℃下提取的粗

黄酮最低，为2．823 g。但是由于50℃时陈皮中总

黄酮的提取量较少，仅能达到0．548 g，提取率为

5．48％；而55℃下黄酮的提取率可达到6．46％，因

此最佳温度以55℃为宜。

表2酶解温度(T)对黄酮提取的影响

Tab．2 Effect of enzymolysis temperature 011 the extraction of

flavone
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2．1．2 pH值对提取的影响 在T为55℃，t为

1．5 h，E为0．1％的情况下，研究不同pH值的

HAc-NaAc缓冲液对黄酮提取的影响。由表3可

知，当pH值大于4．4时，随着pH值的升高，陈皮

中黄酮提取率也呈上升趋势，可达7．34％，故最佳

pH值可选用5．6。

表3 pH值对黄酮提取的影响

Tab．3 Effect of pH value on the extraction of flavone

2．1．3 酶解时间对提取的影响 在T为55℃，

pH为5．6，E为0．1％时，研究酶解时间对陈皮黄

酮的提取的影响。从表4中可以看出，酶解2 h时，

黄酮的提取率最高可达到7．67％，因此宜选用酶解

时间为2 h。

表4酶解时间(t)对黄酮提取的影响

Tab．4 Effect of enzymolysis time on the extraction of flavone

2．1．4酶用量对提取工艺的影响 在选定酶解温

度55℃，HAc-NaAc缓冲液pH 5．6，酶解时间为2

h的条件下，研究酶用量对黄酮提取的影响。由表

5可知：在纤维素酶的用量为O．2％时，黄酮的提取

率最高，为6．47％。因此纤维素酶解陈皮提取黄酮

的用量选用0．2％。

表5酶用量(E)对黄酮提取的影响

Tab．5 Eff∞t of cellulase dosage on the extraction of flavone

酶量／％ 粗黄酮量／g 总黄酮量／g 提取率／％

实验结果表明，纤维素酶解提取陈皮黄酮的初

步优化条件为：pH 5．6，T为55℃，t为2 h，E为

0．2％。

2．2正交优化

通过单因素实验发现，酶用量、酶解时间、酶解

pH及酶解温度对总黄酮得率影响较大。且初步优

化工艺条件为：E为0．2％、T为55℃、pH值为

5．6、t为2 h。在此基础上设计上述四因素的正交

实验，所得结果见表6。

表6正交实验表

Tab．6 Orthogonal results of experiment

从表6的M值和极差R值可以看出，在4个影

响总黄酮得率的因素中，影响顺序为：pH值>酶解

温度(T)>酶解时间(t)>加酶量(E)。其中

A183C1D3为最佳优化条件，即pH为6．0，酶解温

度为60℃，酶解时间为1．5 h，酶用量为1％。比较

初步优化和正交优化的结果可以看出，两者条件基

本不同。原因可能在于4个主要因素相互影响，有

交互作用。正交优化条件从酶用量、酶解时间上都

优于初步优化条件，更有利于节约成本和减少作用

时间。

2．3酶法与化学法提取陈皮黄酮的比较

化学法和酶法提取陈皮黄酮的比较见表7。与

化学法相比，纤维素酶水解法在陈皮黄酮的提取过
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程中大大提高了黄酮的提取率。在纤维素酶解工

艺条件未优化(pH 4．8，T为55℃，t为1．5 h，E为

0．2％)时，陈皮黄酮的提取率可达到4．35％，与化

学法的黄酮提取率2．78％相比提高了56％。在

pH 5．6，T为55℃，t为2 h，E为0．2％的纤维素

酶解初步优化条件下，黄酮的提取率明显提高，达

到6．66％，为化学法提取率的2．4倍，而在正交优

化条件(pH 6．0，T为60℃，￡=1．5 h，E为0．1％)

下，酶用量较初步优化只有少量的提升，为6．96％。

表7酶法与化学法比较

Tab．7 Comparation of flavone extraction by enzyme and

chemical method

2．4薄层层析检验

将采用化学法和初步优化条件下酶法提取的

两种黄酮样品进行薄层层析。图1表明，每一样品

在距点样线5 cm和7 am处都各有一色斑，两样品

色斑位置基本相同，因此可以认为纤维素酶酶解后

提取的黄酮与化学法直接提取的黄酮成分基本

相同。

图1化学法与酶法(优化)提取的黄酮的薄层展开图

Fig．1 Thin-layer chromatography of flavone by chemi-

cal and enzyme method

3 结 语

植物的细胞壁由纤维素组成，而有效成分往往

被包裹在细胞壁内。纤维素酶可以破坏细胞壁，从

而使有效成分容易溶出[7]。本研究中先通过纤维

素酶处理陈皮，再提取其中的黄酮类有效成分，结

果表明，纤维素酶处理后的提取率明显增加。纤维

素酶的正交优化工艺条件为：pH 6．0，T为60℃，t

为1．5 h，E为0．1％。在优化条件下，酶法提取黄

酮的提取率可达到6．96％，与化学法相比，黄酮提

取率有明显提高。

采用薄层层析对酶法与化学法提取的黄酮类

物质进行检测，可知纤维素酶酶解后提取的黄酮与

化学法直接提取的黄酮成分基本相同，说明纤维素

酶酶解提取陈皮黄酮时并不破坏其中的有效成分，

纤维素酶可用来提取陈皮黄酮。
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