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摘要： 目的　 优化纤维素酶辅助提取藕节多糖工艺， 并研究其动力学、 热力学。 方法　 在单因素试验基础上， 以加酶

量、 介质 ｐＨ、 酶解温度、 酶解时间为影响因素， 多糖得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 对提取期

间的动力学、 热力学进行分析。 结果　 最佳条件为加酶量 ０􀆰 ９％ ， 介质 ｐＨ ５􀆰 ０， 酶解温度 ４７ ℃， 酶解时间 ２􀆰 ５ ｈ， 多糖

得率为 ５􀆰 ８６％ 。 加入纤维素酶后， 多糖得率、 提取速率常数 （ｋ）、 表面扩散系数 （Ｄｓ） 提高。 提取过程符合一级动力

学模型， 吸热熵增加， 放热熵减小， 为自发过程。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于纤维素酶辅助提取藕节多糖。
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植物， 其干燥根茎节部入药， 称为藕节， ２０１５ 年

版 《中国药典》 也有收载［１］， 具有收敛止血、 清

热凉血、 通便止泻、 健脾益气之功效， 用于治疗肺

结核咯血、 胃出血、 鼻出血、 吐血、 便血等病症。

近年来， 国内外学者发现藕节中含有大量多酚、 生

物碱、 多糖， 其中多糖类成分已引起广泛关注［２⁃３］。
在天然活性成分的提取过程中， 水酶法提取是

将生物酶作为一种生物催化剂来破坏植物细胞壁结

构， 提高细胞膜、 细胞壁通透性， 降低底物传质阻
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力， 加快细胞中活性物质溶出， 该方法操作安全，
易于控制， 提取效率高， 已在生产实践中得到大量

应用［４⁃９］。
天然活性成分从实验材料到提取介质中的溶出

过程比较复杂， 会受到各种因素的影响， 但其本质

都是溶质从物料的固相到溶剂的液相转运过程。 一

般认为， 有效成分从物料内部到物料表面扩散的过

程是控制该步骤的关键［１０］， 但纤维素酶法提取多

糖类成分时溶质转运过程的动力学、 热力学研究尚

未见报道。 本实验采用响应面法优化纤维素酶辅助

提取藕节多糖工艺， 通过 Ｆｉｃｋ 扩散公式、 Ｖａｎ’ ｔ
Ｈｏｆｆ 方程分析该成分从材料固相到溶剂液相传递过

程中的动力学、 热力学， 为工业化生产提供技术参

考， 也为药材资源开发利用提供理论依据。
１　 材料

藕采自微山湖， 手工取其根茎节部后洗净、 烘

干， 经枣庄学院闫志佩教授鉴定为正品。 ＴＵ⁃
１８００ＳＰＣ 型紫外⁃可见分光光度计 （上海普析通用

仪器有限公司）； ＡＬＣ⁃１１０４ 型电子天平 （北京赛

多利斯仪器系统有限公司）； ＧＺＸ⁃９２４０ＭＢＥ 型电热

恒温鼓风干燥箱 （上海博讯实业有限公司医疗设

备厂）； ＲＥ⁃２０００Ａ 型旋转蒸发器 （上海亚荣生化

仪器厂）； ＨＨ⁃６ 型数显恒温水浴锅 （常州国华电

器有限公司）。 葡萄糖对照品 （纯度＞９８％ ， 批号

１１０８３３⁃２０１８０５） 购自中国食品药品检定研究院；
纤维素酶 （酶活性≥２０ ０００ Ｕ ／ ｇ） 购自郑州宇控生

物科技有限公司。 ３， ５⁃二硝基水杨酸、 无水乙醇、
碳酸钠、 浓硫酸、 苯酚、 抗坏血酸、 磷酸盐等试剂

均为分析纯， 购自天津市天力化学试剂有限公司。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 多糖含有量测定　 采用苯酚⁃硫酸法［１１⁃１２］测定

总糖含有量。 将 Ｄ⁃无水葡萄糖干燥至恒重后精密

称取 ５０ ｍｇ， 小烧杯溶解， 置于容量瓶中定容至

１００ ｍＬ， 作为葡萄糖贮备液， 依次稀释成 １０、 ２０、
３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ μｇ ／ ｍＬ， 以蒸馏水为对照，
各量取 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 具塞试管中， 加入 ５％ 苯

酚溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 充分振摇后再滴加 ５􀆰 ５ ｍＬ 浓硫

酸， 混合均匀， 室温下静置 ３０ ｍｉｎ， 于 ４９０ ｎｍ 波

长处测定吸光度。 以吸光度为纵坐标 （Ａ）， 溶液

质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝
０􀆰 ０７９ ２Ｘ － ０􀆰 ００５ ５ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ５ ）， 在 １􀆰 ４３ ～
１０ μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。

采用 ＤＮＳ 显色法［１３⁃１４］ 测定还原糖含有量。 精

密量取 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 葡萄糖溶液 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、

０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０ ｍＬ 于试管中， 蒸馏水补至 １􀆰 ０ ｍＬ，
加入 ２􀆰 ０ ｍＬ ３， ５⁃二硝基水杨酸 （ＤＮＳ） 显色剂，
沸水浴 ５ ｍｉｎ， 冷却， 蒸馏水补至 １０ ｍＬ 后于

５４０ ｎｍ波长处测定吸光度。 以吸光度为纵坐标

（Ａ）， 溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得

方程为 Ａ＝ ０􀆰 ０１７ ２Ｘ－０􀆰 １８６ ２ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ３）， 在 ５～
５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

再计算总糖含有量与还原糖含有量的差值， 即

为多糖含有量。
２􀆰 ２　 多糖得率测定　 精密称取粉碎至 ４０ 目的藕节

粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 置于三颈圆底烧瓶中， 加入纤维素酶

至设定加酶量， 加入一定 ｐＨ 值磷酸盐缓冲液使料

液比达到设定值， 酶解反应到设定时间， 其间温度

保持恒定。 提取结束后， 将提取物转移至烧杯中，
沸水浴灭酶 １０ ｍｉｎ， 抽滤， 定容至 ２５０ ｍＬ， 作为

供试品溶液， 计算多糖得率， 公式为多糖得率 ＝
（多糖含有量 ／药材质量） ×１００％ 。
２􀆰 ３　 单因素试验　 本实验考察了加酶量 （０􀆰 ２％ 、
０􀆰 ４％ 、 ０􀆰 ６％ 、 ０􀆰 ８％ 、 １􀆰 ０％ 、 １􀆰 ２％ ）、 料 液 比

（１ ∶ ８、 １ ∶ １２、 １ ∶ １６、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ２４、 １ ∶ ２８）、
介质 ｐＨ （ ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７）、 酶解温度 （ ２０、
３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃）、 酶解时间 （１􀆰 ０、 １􀆰 ５、
２􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ３􀆰 ０、 ３􀆰 ５ ｈ） 对多糖得率的影响， 将其

中 １ 个作为单因素时， 其他 ４ 个分别固定为加酶量

０􀆰 ８％ 、 料液比 １ ∶ ２０、 介质 ｐＨ ５、 酶解温度

５０ ℃、 酶解时间 ２􀆰 ５ ｈ。
２􀆰 ３􀆰 １　 加酶量 　 图 １ 显示， 当加酶量为 ０􀆰 ２％ ～
０􀆰 ８％时， 多糖得率随着其增加而升高； 超过 ０􀆰 ８％
后， 逐渐趋于平缓， 表明已达到饱和状态， 考虑到

生产成本， 确定加酶量在 ０􀆰 ８％ 左右。

图 １　 加酶量对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ３􀆰 ２　 料液比　 图 ２ 显示， 随着提取溶剂用量增

加， 多糖得率呈先升后降的趋势， 当料液比为１ ∶ ２０
时达到最大值， 其原因是提取溶剂用量较大时有利

于溶质从固相向溶剂相转移， 加速多糖溶出， 得率

也随之提高； 超过 １ ∶ ２０ 后， 由于后期处理过程中
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有损耗， 导致多糖得率不升反降， 故确定料液比在

１ ∶ ２０ 左右。

图 ２　 料液比对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ３􀆰 ３　 介质 ｐＨ　 图 ３ 显示， 随着介质 ｐＨ 升高，
多糖得率呈先升后降的趋势， 在 ５ 时达到最大值，
其原因是磷酸盐缓冲液 ｐＨ 值对生物酶的影响较

大， 大于或小于最适 ｐＨ 值都会降低后者活性， 故

选择介质 ｐＨ 在 ５ 左右。

图 ３　 介质 ｐＨ 对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｐＨ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ３􀆰 ４　 酶解温度　 图 ４ 显示， 当酶解温度为 ２０ ～
５０ ℃ 时， 多糖得率随着其增加而逐渐升高， 在

５０ ℃时达到最大值； 超过 ５０ ℃后， 多糖得率呈降

低趋势， 其原因是酶解温度过高时生物酶活性受到

抑制， 不能充分发挥作用， 导致其得率降低， 故确

定酶解温度在 ５０ ℃左右。

图 ４　 酶解温度对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ３􀆰 ５　 酶解时间　 图 ５ 显示， 当酶解时间为 １􀆰 ０ ～
２􀆰 ５ ｈ 时， 多糖得率随着其延长而逐渐升高， 在

２􀆰 ５ ｈ 达到最大值； 超过 ２􀆰 ５ ｈ 后， 多糖得率几乎

不再提高， 考虑到实际生产， 确定酶解时间在

２􀆰 ５ ｈ左右。

图 ５　 酶解时间对多糖得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ

２􀆰 ４　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化 　 在单因素试验

基础上， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件进行 Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面设计， 选择加酶量 （Ｘ１）、 介质 ｐＨ
（Ｘ２）、 酶解温度 （Ｘ３）、 酶解时间 （Ｘ４） 作为影

响因素， 多糖得率 （Ｙ） 作为评价指标， 共设立 ２９
个处理组， 因素水平见表 １， 结果见表 ２。

表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

因素
水平

－１ ０ １
Ｘ１ 加酶量 ／ ％ ０􀆰 ６ ０􀆰 ８ １􀆰 ０
Ｘ２ 介质 ｐＨ ４ ５ ６
Ｘ３ 酶解温度 ／ ℃ ４０ ５０ ６０
Ｘ４ 酶解时间 ／ ｈ ２􀆰 ０ ２􀆰 ５ ３􀆰 ０

表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４
Ｙ 多糖得

率 ／ ％
１ ０ ０ １ －１ ４􀆰 ４２
２ －１ ０ －１ ０ ３􀆰 １３
３ －１ ０ １ ０ ４􀆰 １４
４ －１ ０ ０ －１ ２􀆰 ９４
５ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ４７
６ ０ ０ １ １ ３􀆰 ５９
７ １ －１ ０ ０ ４􀆰 ６８
８ ０ １ ０ －１ ４􀆰 ０２
９ １ ０ ０ １ ５􀆰 １５
１０ １ ０ －１ ０ ５􀆰 ２８
１１ ０ １ １ ０ ３􀆰 ７０
１２ １ １ ０ ０ ４􀆰 ９４
１３ １ ０ ０ －１ ４􀆰 ６９
１４ ０ －１ －１ ０ ４􀆰 ６２
１５ ０ １ －１ ０ ４􀆰 ５８
１６ ０ ０ －１ １ ４􀆰 ５７
１７ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ６２
１８ ０ １ ０ １ ４􀆰 ８２
１９ －１ －１ ０ ０ ３􀆰 ８１
２０ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ８６
２１ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ５９
２２ －１ ０ ０ １ ４􀆰 ８３
２３ ０ －１ ０ １ ４􀆰 ４７
２４ ０ －１ １ ０ ４􀆰 ０２
２５ １ ０ １ ０ ４􀆰 ５７
２６ ０ ０ ０ ０ ５􀆰 ８６
２７ －１ １ ０ ０ ３􀆰 １１
２８ ０ －１ ０ －１ ４􀆰 ３１
２９ ０ ０ －１ －１ ３􀆰 ８７
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　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件进行拟合， 得二

次回归方程为 Ｙ ＝ ５􀆰 ６８＋０􀆰 ６１Ｘ１－０􀆰 ０６２Ｘ２－０􀆰 １３Ｘ３ ＋
０􀆰 ２７Ｘ４＋０􀆰 ２４Ｘ１Ｘ２ －０􀆰 ４３Ｘ１Ｘ３ －０􀆰 ３６Ｘ１Ｘ４ －０􀆰 ０７Ｘ２Ｘ３ ＋
０􀆰 １６Ｘ２Ｘ４ － ０􀆰 ３８Ｘ３Ｘ４ － ０􀆰 ６９Ｘ２

１ － ０􀆰 ７２Ｘ２
２ － ０􀆰 ７９Ｘ２

３ －
０􀆰 ６４Ｘ２

４， 方差分析见表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １， 决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９０９ ５， 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５，
表明方程拟合情况良好； Ｘ１、 Ｘ２

１、 Ｘ２
２、 Ｘ２

３、 Ｘ２
４ 对

多糖得率有极显著影响 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｘ４、 Ｘ１Ｘ３、
Ｘ３Ｘ４ 对其有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 各因素影响程

度依次为加酶量＞酶解时间＞酶解温度＞介质 ｐＨ。
响应面分析见图 ６。

由此可知， 最优提取工艺为加酶量 ０􀆰 ９％ ， 介

质 ｐＨ ５􀆰 ０７， 酶解温度 ４７􀆰 ４ ℃， 酶解时间 ２􀆰 ５８ ｈ，
多糖得率为 ５􀆰 ８７％ ， 考虑到实际操作， 将其修正

为加酶量 ０􀆰 ９％ ， 介质 ｐＨ ５􀆰 ０， 酶解温度 ４７ ℃，
酶解时间 ２􀆰 ５ ｈ。 进行 ３ 次验证试验， 测得多糖平

均得率为 ５􀆰 ８６％ ， 与预测值 ５􀆰 ８７％ 接近， 表明工

艺稳定可靠。

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １６􀆰 ２２ １４ １􀆰 １６ １０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ１ ４􀆰 ５０ １ ４􀆰 ５０ ３９􀆰 ０６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２ ０􀆰 ０４６ １ ０􀆰 ０４６ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ５３９ ４
Ｘ３ ０􀆰 ２２ １ ０􀆰 ２２ １􀆰 ８７ ０􀆰 １９２ ６
Ｘ４ ０􀆰 ８４ １ ０􀆰 ８４ ７􀆰 ３２ ０􀆰 ０１７ １
Ｘ１Ｘ２ ０􀆰 ２３ １ ０􀆰 ２３ ２􀆰 ００ ０􀆰 １７９ ３
Ｘ１Ｘ３ ０􀆰 ７４ １ ０􀆰 ７４ ６􀆰 ４２ ０􀆰 ０２３ ９
Ｘ１Ｘ４ ０􀆰 ５１ １ ０􀆰 ５１ ４􀆰 ４４ ０􀆰 ０５３ ７
Ｘ２Ｘ３ ０􀆰 ０２０ １ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 １７ ０􀆰 ６８６ ３
Ｘ２Ｘ４ ０􀆰 １０ １ ０􀆰 １０ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ３６１ ９
Ｘ３Ｘ４ ０􀆰 ５９ １ ０􀆰 ５９ ５􀆰 ０８ ０􀆰 ０４０ ８
Ｘ２

１ ３􀆰 １１ １ ３􀆰 １１ ２６􀆰 ９５ ０􀆰 ０００ １
Ｘ２

２ ３􀆰 ３２ １ ３􀆰 ３２ ２８􀆰 ８４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

３ ４􀆰 ０４ １ ４􀆰 ０４ ３５􀆰 ０８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｘ２

４ ２􀆰 ６６ １ ２􀆰 ６６ ２３􀆰 １１ ０􀆰 ０００ ３
残差 １􀆰 ６１ １４ ０􀆰 １２ — —
失拟项 １􀆰 ４９ １０ ０􀆰 １５ ４􀆰 ９５ ０􀆰 ０６８ ４
误差项 ０􀆰 ２１ ４ ０􀆰 ０３０ — —
总离差 １７􀆰 ８３ ２８ — — —

图 ６　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ５　 提取过程动力学分析　 本实验假设整个提取体

系温度分布一致， 搅拌良好， 忽略传质过程中的外

部阻力， 将原料粉末近似看作球形构造， 表面光滑。
多糖从固相向溶剂相的溶出只与径向相关， 扩散速

率通常用 Ｆｉｃｋ 扩散公式描述［１５］， 为了方便表达， 假

设 Ｙ＝ ｌｎ ［Ｃ∞ ／ （Ｃ∞ －Ｃ） ］， 完整表达为Ｙ＝ ｋｔ ＋ｌｎ
［π２Ｃ∞ ／ ６ （Ｃ∞ －Ｃ０） ］ 且 ｋ＝π２ＤＳ ／ ｒ２ （Ｃ∞ 为传质达

到平衡时介质中多糖含有量， 单位 ｍｇ ／ ｍＬ； Ｃ 为 ｔ
时刻介质中多糖含有量， 单位 ｍｇ ／ ｍＬ； Ｃ０ 为介质中

多糖初始含有量， 单位 ｍｇ ／ ｍＬ； ｋ 为提取速率常数，
９３８
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单位 ｍｉｎ－１； ＤＳ 为表面扩散系数， 单位 ｃｍ２ ／ ｍｉｎ； ｒ
为近似球形的材料半径， 单位 ｃｍ）。

精密称取 ４０ ｇ 藕节粉末 （ ｒ 约为 ０􀆰 ０５ ｃｍ），
设定纤维素酶加入量 ０􀆰 ９％ ， 介质 ｐＨ ５， 料液比

１ ∶ ２０， 在 ７ 种温度 （３０５、 ３１０、 ３１５、 ３２０、 ３２５、
３３０、 ３３５ Ｋ） 下水浴提取， 相同条件下另设不加纤

维素酶的体系。 从开始反应的０􀆰 ５ ｈ开始， 每隔

０􀆰 ２５ ｈ 取样 ０􀆰 ５ ｍＬ， 直至 ３􀆰 ５ ｈ 提取完全为止， 测

定提取样品中多糖含有量， 得到多糖得率随提取时

间的变化规律， 结果见图 ７。
由此可知， 无论是否加入纤维素酶， 多糖得率

都随着提取时间延长而升高； 在最适酶解温度下，
加入纤维素酶后多糖得率最高， 提取过程达到平衡

时间最短， 其原因是纤维素酶有其最佳酶解温度，
低于或者超过该温度时活性均会受到限制， 导致其

得率下降， 达到提取平衡时间延长； 但在各提取温

度下， 加入纤维素酶后多糖得率均高于未加入纤维

素酶， 表明纤维素酶有助于提高其得率。 提取过程

动力学方程 （Ｘ 为提取时间， Ｙ 为多糖得率） 及动

力学参数见表 ４。

图 ７　 不同温度下多糖得率与提取时间的关系

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｙｉｅｌｄ
ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒ⁃
ａｔｕｒｅｓ

表 ４　 提取过程动力学方程及动力学参数

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ
是否加入纤维素酶 酶解温度 ／ Ｋ 拟合方程 ｋ ／ （１·ｍｉｎ－１） ＤＳ（×１０－６） ／ （ｃｍ２·ｍｉｎ－１） Ｒ２

加入 ３０５
３１０

Ｙ＝ ０􀆰 ０１４ ３Ｘ＋１􀆰 ６６４ ５
Ｙ＝ ０􀆰 ０１５ ８Ｘ＋１􀆰 ７６０ ４

０􀆰 ０１４ ３
０􀆰 ０１５ ８

３􀆰 ６２５ ９
４􀆰 ００６ ３

０􀆰 ９６５ ５
０􀆰 ９６５ ７

３１５ Ｙ＝ ０􀆰 ０１５ ９Ｘ＋２􀆰 ３２９ ３ ０􀆰 ０１５ ９ ４􀆰 ０３１ ６ ０􀆰 ９１８ ４
３２０ Ｙ＝ ０􀆰 ０１６ １Ｘ＋２􀆰 ９７４ ４ ０􀆰 ０１６ １ ４􀆰 ０８２ ３ ０􀆰 ９０８ ９
３２５ Ｙ＝ ０􀆰 ０１５ ８Ｘ＋２􀆰 ６４４ ８ ０􀆰 ０１５ ８ ４􀆰 ００６ ３ ０􀆰 ９３１ ３
３３０
３３５

Ｙ＝ ０􀆰 ０１５ ７Ｘ＋２􀆰 ０２６ ７
Ｙ＝ ０􀆰 ０１２ ９Ｘ＋１􀆰 ６６１ ８

０􀆰 ０１５ ７
０􀆰 ０１２ ９

３􀆰 ９８０ ９
３􀆰 ２７０ ９

０􀆰 ９５１ ７
０􀆰 ９５２ ０

未加入 ３０５
３１０

Ｙ＝ ０􀆰 ００２ ８Ｘ＋０􀆰 １６３ ６
Ｙ＝ ０􀆰 ００３ ０Ｘ＋０􀆰 １８５ ７

０􀆰 ００２ ８
０􀆰 ００３ ０

０􀆰 ７１０ ０
０􀆰 ７６０ ７

０􀆰 ９８４ １
０􀆰 ９８２ ４

３１５ Ｙ＝ ０􀆰 ００３ １Ｘ＋０􀆰 ２２７ ０ ０􀆰 ００３ １ ０􀆰 ７８６ ０ ０􀆰 ９５７ ０
３２０ Ｙ＝ ０􀆰 ００３ ２Ｘ＋０􀆰 ２７０ ２ ０􀆰 ００３ ２ ０􀆰 ８１１ ４ ０􀆰 ９２８ ０
３２５ Ｙ＝ ０􀆰 ００３ ３Ｘ＋０􀆰 ３０１ ８ ０􀆰 ００３ ３ ０􀆰 ８３６ ８ ０􀆰 ９０１ ３
３３０
３３５

Ｙ＝ ０􀆰 ００３ ４Ｘ＋０􀆰 ３５４ ８
Ｙ＝ ０􀆰 ００３ ５Ｘ＋０􀆰 ３９４ ３

０􀆰 ００３ ４
０􀆰 ００３ ５

０􀆰 ８６２ １
０􀆰 ８８７ ５

０􀆰 ９１９ ４
０􀆰 ９０４ ０

　 　 由此可知， 在不同提取温度下无论是否加入纤

维素酶， 决定系数 Ｒ２ 均不小于 ０􀆰 ９０１ ３， 表明方程

拟合情况良好， 提取过程符合一级传质动力学模

型； 加入纤维素酶后， 在提取温度 ３０５ ～ ３３５ Ｋ 范

围内提取速率常数 （ｋ） 先升后降， 在 ３２０ Ｋ 达到

最大值， 证实将其作为最佳酶解温度时既可保证较

好的提取效果， 又能达到节约资源的目的； 相同提

取温度下加入纤维素酶后的 ｋ 值均大于未加入纤维

素酶， 表面扩散系数 （ＤＳ） 亦然。

２􀆰 ６　 提取过程热力学分析　 当提取过程达到动态

平衡时， 可通过 Ｖａｎ’ ｔ Ｈｏｆｆ 方程计算热力学参数

ΔＨ、 ΔＳ、 ΔＧ［１６⁃１７］， 计算公式为 ｌｎ （Ｃ ／ Ｃ∞ －Ｃ） ＝
－ΔＧ ／ ＲＴ ＝ －ΔＨ ／ ＲＴ＋ΔＳ ／ Ｒ ［ΔＧ 为提取过程的自由

能， 单 位 ｋＪ ／ ｍｏｌ； ΔＳ 为 提 取 过 程 的 熵， 单 位

Ｊ ／ （ｍｏｌ·Ｋ）； ΔＨ 为提取过程的焓， 单位 ｋＪ ／ ｍｏｌ；
Ｒ 为摩尔气体常数， 数值 ８􀆰 ３１４ Ｊ ／ （ｍｏｌ·Ｋ）； Ｔ 为

提取温度， 单位 Ｋ］。
加入纤维素酶后， 在提取温度 ３２０ Ｋ 时多糖提
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取达到平衡， 即 Ｃ＝Ｃ∞ ， 将 ｌｎ ［Ｃ ／ （Ｃ∞ －Ｃ） ］ 对

１ ／ Ｔ 作线性拟合， 可得 ２ 组线性方程， 即 ｌｎ ［Ｃ ／
（Ｃ∞ －Ｃ） ］ ＝ －７􀆰 ８４１ ３Ｘ＋０􀆰 ０２９ ８ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８８ １）、
ｌｎ ［Ｃ ／ （ Ｃ∞ － Ｃ）］ ＝ １５􀆰 ４６８ ８Ｘ － ０􀆰 ０４２ ３ （ Ｒ２ ＝
０􀆰 ９８７ ３）， 由此计算 ΔＨ、 ΔＳ、 ΔＧ。 由于提取温度

３２０ Ｋ 时 ｌｎ ［Ｃ ／ （Ｃ∞ －Ｃ）］ 无意义， 故只计算 ３０５、
３１０、 ３１５、 ３２５、 ３３０、 ３３５ Ｋ 下热力学参数， 结果

见表 ５。
表 ５　 不同提取温度下热力学参数

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

提取温度 ／ Ｋ
ΔＨ ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ΔＳ ／

［ Ｊ·（ｍｏｌ·Ｋ） －１］

ΔＧ ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
３０５ ６５􀆰 １９２ ６ ２４７􀆰 ７５７ ２ －１０􀆰 ３７３ ４
３１０ －１１􀆰 ６１２ ２
３１５ －１２􀆰 ８５０ ９
３２５ －１２８􀆰 ６０７ ６ －３５１􀆰 ６８２ ２ －１４􀆰 ３１２ ６
３３０ －１２􀆰 ５５４ １
３３５ －１０􀆰 ７９５ ７

　 　 由此可知， 提取温度为 ３０５ ～ ３１５ Ｋ 时， ΔＨ、
ΔＳ 均大于 ０， 表明提取过程中吸热熵增加［１７］； 为

３２５～３３５ Ｋ 时， ΔＨ、 ΔＳ 均小于 ０， 表明提取过程

中放热熵减小； 不同提取温度下 ΔＧ 均小于 ０， 表

明提取过程为自发过程， 其中在 ３２０ Ｋ 前 ΔＧ 值减

小， 表明提取过程容易进行［１７］， 而超过 ３２０ Ｋ 后

ΔＧ 值反而增大， 表明提取过程不容易进行， 从而

印证了最佳提取温度确定为 ３２０ Ｋ （４７ ℃） 的合

理性。
３　 讨论

水酶法是在机械破碎的基础上， 利用酶 （蛋
白酶、 淀粉酶、 纤维素酶等） 破坏细胞壁结构，
提高植物细胞膜、 细胞壁通透性， 加快内容物溶

解， 从而增加提取效率、 产物得率。 文献报道， 采

用该方法提取油橄榄叶［１８］、 菊苣根［１９］、 半边

莲［２０］等药材中的多糖时得率高， 安全可控。 本实

验通过纤维素酶法辅助提取藕节多糖， 并结合工业

生产可行性和成本应用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法对提

取工艺进行优化， 发现所建立的模型稳定可靠。
目前， 已有关于天然产物提取过程中动力学、

热力学的研究［１０，１６⁃１７］， 天然活性成分从实验材料中

的溶出过程比较复杂， 会受到有效成分分子量大

小、 药材粉末颗粒形态、 药材质地、 细胞破碎程度

等诸多因素的影响［１０］， 但有效成分向外扩散过程

是关键。 因此， 本实验采用 Ｆｉｃｋ 扩散公式、 Ｖａｎ’ ｔ
Ｈｏｆｆ 方程分析有效成分向外扩散过程的动力学、 热

力学， 发现纤维素酶能提高藕节多糖提取过程中提

取速率常数 （ｋ）、 表面扩散系数 （ＤＳ）， 从而加快

溶出速率。 另外， 纤维素酶法提取天然活性成分

时， 应在其最适温度下进行， 这样才能充分发挥生

物酶的高效性。
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摘要： 目的　 优化小构树总黄酮提取工艺， 并评价其抗氧化、 美白活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分

数、 液料比、 提取温度、 提取时间为影响因素， 总黄酮得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 检测

总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力， 以及对酪氨酸酶活性的抑制作用。 结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ９０％ ，
液料比 ３５ ∶ １， 提取温度 ８５ ℃， 提取时间 ８０ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 ５５􀆰 １４ ｍｇ ／ ｇ。 总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基及酪氨

酸酶单酚酶、 二酚酶的 ＩＣ５０值分别为 １５１􀆰 ７０、 ２４２􀆰 ２０、 ２４􀆰 ３７、 １５􀆰 ６４ μｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取具

有良好抗氧化、 美白活性的小构树总黄酮。
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