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纤维素酶协同超声波辅助提取苦瓜多糖工艺优化*
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摇 摇 揖摘要铱 摇 为了得到纤维素酶协同超声波法提取苦瓜多糖的最佳工艺条件,利用 Box鄄Behnken 的中心组合设计

及响应面法(RSM)探讨了超声波功率、酶量、料液比、时间、pH 值和温度等因素的优化组合,通过建立二次回归模

型,确定其最佳提取工艺条件为: 超声波功率 390 W、纤维素酶量 3 500 U / g(酶活 200 U / mg 以上)、料液比 1颐 38、
时间 40 min、pH 值 5、温度 56益。 在此工艺条件下,苦瓜多糖的提取率为 21郾 1% ,比热水浸提法、超声波法、纤维素

酶法分别提高了 7郾 8% 、13郾 5% 、7郾 7% 。 结果表明纤维素酶协同超声波法是提高苦瓜多糖得率的有效途径之一。
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Abstract

To establish the extraction technology of cellulase assisted by ultrasonic wave of Momordica charantia
polysaccharides ( MCP), the optimization was applied to discuss some factors including ultrasound
power, enzyme amount, the ratio of solid to liquid, extracting time, pH value, temperature with Box鄄
Behnken center鄄united design and the method of response surface analysis (RSM). Through establishing
the second regression model, the optimal parameters were conformed as follows: ultrasound power
390 W,cellulase amount 3 500 U / g (enzyme activity was more than 200 U / mg), ratio of solid to liquid
1颐 38, extracting time 40 min, pH value 5, temperature 56益 . Then the yield of crude Momordica
charantia polysaccharides is 21郾 1% , higher 7郾 8% , 13郾 5% and 7郾 7% , respectively, comparing with
the specific heat of flooding, ultrasonic wave and cellulase. These results suggested that cellulase assisted
by ultrasonic wave extraction technology was one of the effective ways to improve the yield of Momordica
charantia polysaccharides.
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摇 摇 引言

多糖是苦瓜的重要生物活性成分之一[1 ~ 3],已

有 研 究 报 道 苦 瓜 多 糖 ( Momordica charantia
polysaccharides,简称 MCP)是一种由鼠李糖、阿拉伯

糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成的杂多糖[4 ~ 5],研



究苦瓜多糖的提取分离技术,对揭示其保健机制和

指导其精深加工具有重要意义。
近几年来,生物酶技术、超声技术在多糖等生

物活性物质提取工艺中的应用已引起广泛的关

注,有关植物多糖的超声提取和生物酶提取工艺

已有不少报道[6 ~ 7] 。 关于苦瓜多糖的提取工艺报

道主要集中在热水浸提法[8] 、纤维素酶和中性蛋

白酶水解法[9]和微波萃取法[10] ,但关于其超声波

生物酶协同辅助提取工艺尚未见报道。 为此,本
文探讨采用纤维素酶结合超声波提取法提取苦瓜

多糖的工艺条件,旨在为苦瓜多糖的工业化生产

提供理论参考。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与仪器

苦瓜干:苦瓜品种为“碧绿 2 号冶,由广东省农

业科学院蔬菜研究所提供。 新鲜苦瓜切成薄片,热
风干燥箱中 60益以下脱水干燥,密封保存备用。

主要试剂:95%乙醇、苯酚、浓硫酸、葡萄糖均为

分析纯;纤维素酶(酶活 200 U / mg 以上,fluka 公司)
主要仪器:SHZ 芋型旋转蒸发仪,上海亚荣生

化仪器厂;TDL 5 型离心机,上海安亭科学仪器厂;
UV 1800 型紫外可见分光光度计,日本岛津有限公

司;HWS 26 型电热恒温水浴锅,上海一恒科技有

限公司;HS 900 型超声波细胞粉碎机,宁波科生仪

器厂;PHS 3C 型精密酸度 pH 计,上海大普仪器有

限公司。
1郾 2摇 试验方法

1郾 2郾 1摇 苦瓜多糖的提取工艺流程

苦瓜干制备寅粉碎,过 40 目筛寅80%乙醇回流

浸提(水浴温度 60益)寅过滤寅滤渣风干寅样品称

重(预处理样)寅纤维素酶协同超声波法提取寅抽

滤寅粗多糖提取液浓缩至原体积的 1 / 4寅醇析寅沉

淀寅冷冻干燥寅多糖粗品。
1郾 2郾 2摇 苦瓜多糖含量的测定

采用改进的苯酚 - 硫酸法[11]测定多糖含量,葡
萄糖标准曲线为

Y1 = 0郾 012 9X + 0郾 02摇 (R2 = 0郾 999 4)
式中摇 Y1———波长 490 nm 处吸光度

X———葡萄糖质量浓度,mg / L
为了操作方便,直接测量超声提取并抽滤后得

到的溶液中多糖含量,将其与预处理样品质量的比

值定义为多糖提取率,并由此作为不同工艺条件下

多糖提取效果的衡量标准,多糖提取率计算公式为

W = 10 - 6XVn
m 伊 100%

式中摇 V———样品溶液的体积,mL
n———测定时多糖液的稀释倍数

m———苦瓜干样的质量,g
1郾 2郾 3摇 单因素试验

(1) 超声波功率

称取 2 g 预处理后的苦瓜粉,在酶量 2 000 U / g、
料液比(苦瓜预处理样品质量( g)与双蒸水体积

(mL)的比例) 1颐 50、提取时间 40 min、pH 值 5、提取

温度 50益 的条件下,考察不同超声波功率 (270、
360、450、540、630、720 W )对苦瓜多糖提取率的影

响。
(2) 纤维素酶量

称取 2 g 预处理后的苦瓜粉,在超声波功率

360 W、料液比 1颐 50、提取时间 40 min、pH 值 5、提取

温度 50益 的条件下,考察不同酶添加量 (1 000、
1 500、2 000、2 500、3 000、3 500、4 000、4 500 U / g)对
苦瓜多糖提取率的影响。

(3) 料液比

称取 2 g 预处理后的苦瓜粉,在超声波功率

360 W,酶量 3 500 U / g、提取时间 40 min、pH 值 5、
提取温度 50益的条件下,考察不同料液比(1颐 30、1颐
40、1颐 50、1颐 60、1颐 70)对苦瓜多糖提取率的影响。

(4) pH 值

称取 2 g 预处理后的苦瓜粉,在超声波功率

360 W、酶量 3 500 U / g、料液比 1 颐 40、提取时间

40 min、提取温度 50益 的条件下,考察不同 pH 值

(3郾 5、4郾 0、4郾 5、5郾 0、5郾 5、6郾 0、6郾 5)对苦瓜多糖提取

率的影响。
(5) 提取时间

称取 2g 预处理后的苦瓜粉,在超声波功率

360 W、酶量 2 000 U / g、料液比 1颐 50、pH 值 5、提取

温度 50益的条件下,考察不同提取时间(10、20、30、
40、50、60 min)对苦瓜多糖提取率的影响。

(6) 提取温度

称取 2 g 预处理后的苦瓜粉,在超声波功率

360 W、酶量 3 500 U / g、料液比 1颐 40、pH 值 5、提取

时间 40 min 的条件下,考察不同温度(35、40、45、
50、55、60、65益)对苦瓜多糖提取率的影响。
1郾 2郾 4 摇 多因素响应面设计试验

根据单因素试验结果,对超声波功率、料液比、
pH 值、温度进行四因素 Box鄄Behnken 中心组合设

计[12],利用软件 SAS 分析其对响应值(苦瓜多糖提

取率)的影响,建立数学模型,优化苦瓜多糖的提取

工艺。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 单因素试验

2郾 1郾 1摇 超声波功率

由不同超声波功率对苦瓜多糖提取率的影响结

果(图 1)可知,超声波功率为 360 W 时酶解效果最

好,多糖提取率最高。 但当超声波功率继续增强时,
多糖提取率不但没增加反而减小,这是因为超声波

的剧烈刺激对酶的结构产生影响,使酶活力下降。

图 1摇 超声波功率对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 1摇 Effect of ultrasound power on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

摇
2郾 1郾 2摇 纤维素酶量

由图 2 可以看出,酶量增加到 3 500 U / g 的时

候,提取率达到最大,之后不再随着酶量的增加而增

大。

图 2摇 酶量对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 2摇 Effect of enzyme content on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

摇
2郾 1郾 3摇 液料比

由图 3 可知,液料比在 20 ~ 40 之间时,多糖提

取率随溶剂比例的增大而提高,在液料比 40 时达到

最大,但之后随着溶剂比例的增大提取率反而减小。
这是因为随着溶剂量的增大,超声波介质的液体增

多,细胞内部的多糖物质开始向外扩散,此时多糖的

含量也随之增大。 但随着反应体系中水分的增加,
酶和反应底物的浓度均会相应下降,进而导致多糖

提取率减小。
2郾 1郾 4摇 提取时间

不同提取时间对苦瓜多糖提取率的影响结果见

图 4。 由图 4 可明显看出,多糖的提取率随着时间

的延长逐渐升高,到 40 min 时达到提取最大值,在
40 ~ 50 min 之间变化很小,在 50 min 之后苦瓜多糖

提取率不但没有上升反而下降,这是因为超声波引

起的热量积聚或机械剪切作用导致多糖的结构变化

而损失[13],同时超声波时间的延长导制纤维素酶结

图 3摇 液料比对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 3摇 Effect of the ratio of liquid to solid on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

摇

图 4摇 时间对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 4摇 Effect of treatment time on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

摇
构和活性变化所致。
2郾 1郾 5摇 pH 值

不同 pH 值对苦瓜多糖提取率的影响结果见

图 5。当 pH 值为 5郾 5 时,多糖的提取率达到最大,随
着 pH 值的不断增加,提取率开始下降,这说明 pH
值在 5郾 5 时酶活性达到了峰值。

图 5摇 pH 值对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 5摇 Effect of pH value on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

摇
2郾 1郾 6摇 提取温度

图 6摇 提取温度对苦瓜多糖提取率的影响

Fig. 6摇 Effect of treatment temperature on the Momordica
charantia polysaccharides extraction rates

不同提取温度对苦瓜多糖提取率的影响结果见

图 6。 在 60益时多糖提取率达到最大,温度继续升

高时,提取率随着温度的升高迅速下降。 这是因为

在酶促反应中,随温度的升高,反应物的能量增加,
使反应速度加快,但超过最适温度后,酶蛋白质变

性,直至丧失活性。
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2郾 2摇 苦瓜多糖提取工艺条件优化

2郾 2郾 1摇 多糖提取率模型的建立与检验

超声波功率、液料比、pH 值、温度四因素三水平

的 Box鄄Behnken 中心组合设计编码水平,试验方案

及结果分别见表 1、2,具体的回归统计结果分析见

表 3。

表 1摇 苦瓜多糖提取 Box鄄Behnken 中心组合设计的

试验因素和编码水平

Tab. 1摇 Experimental factors and levels of Box鄄Behnken
experiments design of the Momordica charantia

polysaccharides extraction rates

编码
因素

液料比 x1 温度 x2 / 益 pH 值 x3 功率 x4 / W

- 1 30 50郾 0 5 270
0 40 57郾 5 6 360
1 50 65郾 0 7 450

表 2摇 苦瓜多糖提取 Box鄄Behnken 中心组合

设计试验方案及结果

Tab. 2摇 Box鄄Behnken experiments design and the
results of the Momordica charantia
polysaccharides extraction rates

试验

序号
X1 X2 X3 X4

苦瓜多糖

得率 Y / %
1 - 1 - 1 摇 0 摇 0 15郾 93
2 - 1 摇 1 摇 0 摇 0 16郾 86
3 摇 1 - 1 摇 0 摇 0 15郾 22
4 摇 1 摇 1 摇 0 摇 0 16郾 09
5 摇 0 摇 0 - 1 - 1 16郾 90
6 摇 0 摇 0 - 1 摇 1 19郾 97
7 摇 0 摇 0 摇 1 - 1 12郾 53
8 摇 0 摇 0 摇 1 摇 1 13郾 49
9 - 1 摇 0 摇 0 - 1 15郾 60
10 - 1 摇 0 摇 0 摇 1 18郾 69
11 摇 1 摇 0 摇 0 - 1 15郾 79
12 摇 1 摇 0 摇 0 摇 1 18郾 09
13 摇 0 - 1 - 1 摇 0 20郾 81
14 摇 0 摇 1 摇 1 摇 0 10郾 91
15 摇 0 - 1 - 1 摇 0 16郾 89
16 摇 0 摇 1 摇 1 摇 0 12郾 90
17 - 1 摇 0 - 1 摇 0 19郾 26
18 - 1 摇 0 摇 1 摇 0 11郾 74
19 摇 1 摇 0 - 1 摇 0 19郾 21
20 摇 1 摇 0 摇 1 摇 0 12郾 77
21 摇 0 - 1 摇 0 - 1 13郾 51
22 摇 0 - 1 摇 0 摇 1 15郾 99
23 摇 0 摇 1 摇 0 - 1 10郾 81
24 摇 0 摇 1 摇 0 摇 1 13郾 82
25 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 20郾 01
26 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 20郾 00
27 摇 0 摇 0 摇 0 摇 0 19郾 99

摇 摇 采用 SAS 程序对所得数据进行响应面分析,回
归方程为

Y = 20 - 0郾 076X1 - 0郾 417X2 - 3郾 225X3 +
1郾 243X4 - 1郾 168X2

1 - 0郾 015X1X2 + 0郾 27X1X3 -
0郾 198X1X4 - 3郾 107X2

2 + 1郾 478X2X3 +
0郾 136X2X4 - 2郾 152X2

3 - 0郾 528X3X4 - 2郾 425X2
4

由表 3 可知,响应面回归模型达到了高度显著

水平,决定系数 R2为 0郾 921,表明模型的预测值与实

际值非常吻合,模型成立。 模型一次项 X3、X4 和二

次项 X2
2、X2

3、X2
4影响达到极显著水平(P < 0郾 01);交

互项 X2X3影响达到显著水平(P < 0郾 05),表明各种

影响因素对于苦瓜多糖提取率的影响不是简单的线

性关系。 模型的失拟项检验不显著,说明该二次方

程能够很好地拟合真实的响应面。 通过 GLM
Procedure 对模型处理,保留 P < 0郾 30 的各项,得到

优化后的回归模型为

Y = 20 - 0郾 381X2 - 3郾 098X3 + 1郾 243X4 - 0郾 850X2
1 -

3郾 743X2
2 + 1郾 908X2X3 - 2郾 788 X2

3 - 2郾 108 X2
4

表 3摇 回归模型统计分析结果

Tab. 3摇 Results of statistical analysis for regression
coefficients of model

方差来源 自由度 平方和 均方 F P 显著性

X1 1 0郾 070 0郾 070 0郾 044 0郾 838 0

X2 1 2郾 080 2郾 080 1郾 298 0郾 277 0

X3 1 124郾 848 124郾 848 77郾 912 0郾 000 1 **

X4 1 18郾 499 18郾 499 11郾 544 0郾 005 3 **

X2
1 1 7郾 310 7郾 310 4郾 562 0郾 054 0

X1X2 1 0郾 001 0郾 001 0郾 001 0郾 982 1

X1X3 1 0郾 292 0郾 292 0郾 182 0郾 676 8

X1X4 1 0郾 158 0郾 158 0郾 099 0郾 759 0

X2
2 1 51郾 636 51郾 636 32郾 224 0郾 000 1 **

X2X3 1 8郾 732 8郾 732 5郾 449 0郾 037 8 *

X2X4 1 0郾 068 0郾 068 0郾 043 0郾 839 7

X2
3 1 24郾 738 24郾 738 15郾 438 0郾 002 0 **

X3X4 1 1郾 112 1郾 112 0郾 694 0郾 421 2

X2
4 1 31郾 391 31郾 391 19郾 590 0郾 000 8 **

一次项 4 145郾 496 0郾 599 22郾 700 <0郾 000 1 **

二次项 4 67郾 898 0郾 279 10郾 590 0郾 000 7 **

交互项 6 10郾 363 0郾 043 1郾 080 0郾 427 3

回归模型 14 223郾 757 15郾 983 9郾 974 0郾 000 1 **

失拟 8 13郾 965 1郾 746 0郾 72 0郾 678 0

纯误差 4 9郾 663 2郾 416

总和 26 242郾 986

摇 摇 注:*为 0郾 05 水平上显著,**为 0郾 01 水平上显著。

2郾 2郾 2摇 试验因子间交互效应分析

提取温度与 pH 值之间存在交互作用。 由图 7
可知,随着提取温度和 pH 值的升高,苦瓜多糖提取
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率均先增加后下降。 其中,提取温度升高时,响应曲

面上升和下降坡度均较明显,表明提取温度对苦瓜

多糖提取率影响较大;当 pH 值增加时,响应曲面上

升坡度较平缓,表明此时 pH 对苦瓜多糖提取率影

响较小,但当 pH 值达到最适值并继续增加时,响应

曲面下降坡度陡峭,表明此时提取率对 pH 值的改

变非常敏感。

图 7摇 提取温度与 pH 值交互作用对苦瓜

多糖提取率影响的响应面

Fig. 7摇 Response surface for effects of temperature and pH
value on the polysaccharides extraction rates

摇
2郾 2郾 3摇 提取条件的优化及验证

结合回归模型的数学分析,苦瓜多糖提取最优

工艺参数:以苦瓜干为原料,超声波功率 391郾 7 W,
纤维素酶量 3 500 U / g,料液比 1颐 38郾 4,pH 值 5郾 1,提
取时间 40 min,提取温度为 55郾 5益。 此工艺条件下

苦瓜多糖的提取率预测值为 21郾 7% 。 为进一步检

验响应面分析法的可靠性,选取超声波功率 390 W,
纤维素酶量 3 500 U / g,料液比 1 颐 38,pH 值 5,提取

时间 40 min,提取温度 56益 的条件进行多糖的提

取,实际测得苦瓜多糖提取率为 21郾 1% ,与模型预

测值的差值仅占预测值的 2郾 8% 。 因此,采用响应

面分析优化得到的浸提条件参数准确可靠,可用于

实际操作。
将纤维素酶协同超声波法、超声波法和纤维素

酶法进行了比较。 在最优化工艺条件下,用纤维素

酶协同超声波法提取时苦瓜多糖提取率为 21郾 1% ,
同等条件下,不加纤维素酶,但有超声波作用时苦瓜

多糖提取率仅为 7郾 6% ;只添加纤维素酶,无超声波

作用时提取率为 13郾 4% 。 以上数据表明,纤维素酶

协同超声波法对苦瓜多糖的提取效果明显优于单纯

摇 摇

的超声波法和纤维素酶法。

3摇 讨论

纤维素酶协同超声波法提取苦瓜多糖具有提取

率高、工艺简单、条件温和等特点。 本文条件下,苦
瓜多糖的得率比常规热水浸提法提高了 7郾 8% [2],
也明显高于单纯的超声波法和纤维素酶法。 超声波

可以产生强烈振动、空化效应及搅拌作用,纤维素酶

对细胞壁的破坏作用降低了超声传质阻力[14],二者

协同促使苦瓜多糖更快进入溶剂,提高多糖得率,缩
短超声提取时间。 本文中当超声波功率增强到某一

值后,苦瓜多糖提取率随超声波功率的增强反而下

降,这一结果与国内外关于超声波功率在一定强度

范围内可促进酶介导的反应,但强度过大酶结构会

发生不可逆变化的报道一致[15 ~ 16]。
另外,该方法对试验设备有较高的要求,存在一

定的局限性。 酶的最佳温度及最佳 pH 值往往在一

个很小的范围内,反应条件的微小波动,都可能使酶

的活性大大降低,因此必须严格控制酶反应时的温

度及 pH 值。 超声波提取的效果与超声波的频率、
强度、超声时间、温度、作用方式以及提取对象密切

相关,应用超声波提取技术时应考虑这些处理,否则

不仅发挥不了超声波对提取过程的强化作用,甚至

还可能导致提取物的结构与性质发生改变,使提取

率降低[17]。

4摇 结束语

建立以料液比 X1、提取温度 X2、pH 值 X3、超声

波功率 X4为自变量和多糖提取率 Y 为因变量的纤

维素酶协同超声波法提取苦瓜多糖的回归模型,即
Y = 20 - 0郾 381X2 - 3郾 098X3 + 1郾 243X4 - 0郾 850 X2

1 -
3郾 743 X2

2 + 1郾 908 X2X3 - 2郾 788 X2
3 - 2郾 108 X2

4,确定

最佳工艺条件为超声波功率 390 W,纤维素酶量

3 500 U / g,料液比 1颐 38,pH 值 5,提取时间 40 min,
提取温度 56益,该工艺条件下,苦瓜多糖提取率达

21郾 1% ,明显高于单纯的超声波法和纤维素酶法,同
常规的热水浸提取法相比更省时有效,可应用于苦

瓜多糖的工业化生产。
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