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酶解法提取胡芦巴种子中薯蓣皂苷元的工艺研究

张黎明, 张露亿, 杜连祥
(天津科技大学食品科学与生物工程学院,天津 300222)

摘　要: 研究了酶解结合水浸提法从脱脂胡芦巴种子中提取薯蓣皂苷元的工艺。以薯蓣皂苷元的提取率为指标,优化了该

法制备薯蓣皂苷元的工艺条件,得到以下结论: 与水浸提法相比,采用酶解法有利于提高皂苷元的提取率; 确定料液比为

1∶14,纤维素酶 (每克原料 10U , pH 值 4. 6, 45℃)酶解 6 h 为最佳工艺条件。在此基础上考察了酶解结合水浸提法对皂苷

元提取率的影响,发现酶解后升温至 90～ 100℃,保温水浸提 70 m in,可使薯蓣皂苷元的提取率由 83. 8%提高到 92. 9%。
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0　引　言

酶工程技术用于天然产物有效成分提取的研究始

于 20世纪 90年代,由于植物细胞壁主要是由纤维素组

成的,纤维素酶可以催化纤维素 Β2D 2葡萄糖苷键的裂
解,破坏植物细胞壁,促进植物有效成分的浸出,因此国

内外学者的研究主要集中在利用纤维素酶法提取植物

有效成分方面[ 1 ] ,已经有纤维素酶法从葛根中提取葛根

总黄酮、从金银花中提取绿原酸和从三七中提取三七总

皂苷的报道。张彩霞等[ 1 ]将纤维素酶用于穿山龙的提

取,结果在纤维素酶的作用下,提高了薯蓣皂苷元的得

率。而纤维素酶用于胡芦巴种子中提取薯蓣皂苷元的研

究尚未见报道。

胡芦巴 (T rig onella f oenum 2g raecum L. )系豆科

蝶形花亚科一年生草本植物,其种子含有0. 2%～ 0. 8%

的薯蓣皂苷元[ 2 ]。从胡芦巴种子中提取提取薯蓣皂苷元

与从盾叶薯蓣 (穿山龙、黄姜等)中提取的工艺有很大的

区别,前者薯蓣皂苷元存在于种子中,要考虑胡芦巴种

子中的豆胶 (半乳甘露聚糖)、蛋白质及其它化学成分的

综合利用问题,因此采用先提取总皂苷,再用酸水解的

工艺。而后者皂苷元存在于植物的根茎,用预发酵、直接

酸水解盾叶薯蓣的根茎的方法生产。

薯蓣皂苷元是合成甾体激素的主要原料,我国主要

以穿龙薯蓣和盾叶薯蓣为原料进行生产。由于薯蓣植物

生长周期长,采挖时又会造成薯蓣植物毁灭性破坏,影

响生态环境,因而胡芦巴植物作为薯蓣皂苷元新资源的

研究在国内也得到广泛的关注[ 3, 4 ]。胡芦巴在我国黑龙

江、吉林、安徽、宁夏、新疆等地种植面积较大,它作为薯

蓣的补充资源加以开发利用,不但可以缓解薯蓣皂苷元

原料的不足,而且还可以起到保护生态环境的作用。

考虑到胡芦巴种子中残留的半乳甘露聚糖会增大

提取液粘度,妨碍薯蓣皂苷的分离,胡芦巴总皂苷的提

取温度不宜过高,一般在 40～ 50℃。而此温度范围正好

是纤维素酶活性温度的范围,纤维素酶可以促进植物有

效成分的浸出,同时还能促进残留半乳甘露聚糖主链Β2
D 2甘露糖苷键的水解,降低提取液的粘度。因此本文旨

在探讨纤维素酶对胡芦巴种子中薯蓣皂苷元浸出的影

响。

1　材料与方法

1. 1　试验原料、仪器与试剂

脱豆胶胡芦巴豆粉 (天津药业集团有限公司提供)

40 目,在提取薯蓣皂苷元之前,置于索氏萃取器中, 用

石油醚 (沸程 60～ 90℃)作溶剂提取 8 h,回收石油醚得

胡芦巴油及脱脂胡芦巴豆粉; 纤维素酶 (天津市利华酶

制剂技术有限公司, 酶活力 40000 U ·g - 1) ; 标准薯蓣

皂苷元 (天津药典标准仪器药品开发公司)。710型紫外

可见分光光度计 (上海分析仪器厂) ; SXFT 2IR 型红外

光谱仪 (美国尼高力仪器公司) ; 熔点用XT 6 型显微熔

点测定仪 (北京市科仪电光仪器厂)。

1. 2　纤维素酶法提取薯蓣皂苷元的试验

1. 2. 1　料液比对薯蓣皂苷元提取率的影响

称取胡芦巴豆粉 25 g,分别按料液比 (每克胡芦巴

豆粉加水的毫升数) 1∶8、1∶10、1∶12、1∶14和 1∶16

加水至胡芦巴豆粉中, 热水浴 (50℃)中搅拌提取 4 h,

纱布过滤至滤液无固形物,用 100 mL 去离子水分两次

洗涤滤渣,合并滤液,真空浓缩至 100 mL。按文献[5 ]所

述方法,加浓硫酸 2. 1 mL ,石油醚 100 mL ,于电热套中

回流 4 h 水解薯蓣皂苷,倾出、冷却、分层,取石油醚层,

先用碳酸钠溶液洗至中性,再用蒸馏水洗,得薯蓣皂苷

元的石油醚溶液,定容于 250. 0 mL 容量瓶。测定薯蓣

皂苷元的含量,选择最佳料液比。
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1. 2. 2　纤维素酶最适酶解 pH 值的选取

称取胡芦巴豆粉 25 g,选择料液比 1∶14,纤维素

酶以每克原料 10 U 的量加入,用N aA c2HA c缓冲液调

节 pH 值分别为 4. 2、4. 6、5. 0和 5. 5,热水浴 (50℃)中

搅拌提取 4 h 后迅速升温至 90～ 100℃,保温 10 m in,

使酶失活, 室温下纱布过滤至滤液无固形物, 其余按

1. 2. 1操作得薯蓣皂苷元,测定其的含量,选择纤维素酶

的最适 pH 值。

1. 2. 3　纤维素酶最适酶解温度的选取

称取胡芦巴豆粉 25 g, 选择料液比 1∶ 14, 用

N aA c2HA c缓冲液调节 pH 值为 4. 6,纤维素酶以每克

原料 10U 的量加入,分别在 40℃、45℃、50℃和 55℃热

水浴中搅拌提取 4 h 后迅速升温至 90～ 100℃,保温 10

m in,使酶失活,其余按 1. 2. 2操作得薯蓣皂苷元,测定

其的含量,选择纤维素酶的最适酶解温度。

1. 2. 4　纤维素酶最适作用时间的选取

称取胡芦巴豆粉 25 g, 选择料液比为 1∶14, 用

N aA c2HA c缓冲液调节 pH 值为 4. 6,纤维素酶以每克

原料 10 U 的量加入,于 45℃分别酶解 2 h、4 h、6 h、8 h

后迅速升温至 90～ 100℃,保温 10 m in,使酶失活。其余

按 1. 2. 2操作得薯蓣皂苷元,测定其的含量,选择纤维

素酶的最适作用时间。

1. 2. 5　纤维素酶最适酶用量的选取

称取胡芦巴豆粉 25 g, 选择料液比为 1∶14, 用

N aA c2HA c缓冲液调节 pH 值为 4. 6,调节每克原料加

入纤维素酶的量分别为 2 U、6 U、10 U、14 U、18 U ,于

45℃分别酶解 6 h 后迅速升温至 90～ 100℃, 保温 10

m in,使酶失活。其余按 1. 2. 2操作得薯蓣皂苷元,测定

其的含量,选择纤维素酶的最佳酶用量。

1. 2. 6　酶解法与酶解结合水浸提法两种工艺对薯蓣皂

苷元提取效果比较

各取胡芦巴豆粉 25 g,选择料液比为 1∶14,分别

采用酶解法 (调节pH 值为 4. 6,每克原料加入纤维素酶

的量为 10 U , 45℃酶解 6 h)和酶解结合水浸提法 (按纤

维素酶解工艺条件酶解后升温至 90～ 100℃, 保温 10

m in 使酶失活,在该条件下继续浸提 60 m in)提取皂苷

元。通过测定皂苷元的含量,比较两种工艺的提取效果。

以上试验均做 3次重复,结果取平均值。

1. 3　薯蓣皂苷元的定量测定方法

采用分光光度法[ 6 ]。

1. 3. 1　标准曲线的绘制

精确称取标准薯蓣皂苷元 25. 00 m g,用少量石油

醚溶解,然后用石油醚定容至 100 mL。分别准确吸取

0. 10, 0. 20, 0. 30, 0. 40, 0. 50, 0. 60, 0. 80 mL 于磨口具

塞试管中,水浴挥干溶剂。分别加入新配制 5%香荚兰

醛冰醋酸溶液 0. 20 mL ,高氯酸 0. 80 mL ,在 70℃水浴

中加热 15 m in,冰水冷却,加冰醋酸使其定容至 10. 00

mL ,放置 30 m in 后,以不含皂苷元的随行试剂作参比,

用分光光度计在波长 530 nm 处测定其吸光值A ,绘制

浓度 (C ) 与吸光度 (A ) 的标准曲线。结果表明薯蓣皂苷

元浓度在 1. 00～ 20. 00 m göL 范围内与吸光度呈良好

线性关系,得出回归方程为: A = 0. 0169C - 0. 0082,

r = 0. 9960。

1. 3. 2　样品含量测定

准确吸取酶解法或水浸提法所提取的薯蓣皂苷元

石油醚溶液 5. 00 mL ,水浴挥干溶剂。按标准曲线绘制

方法测定皂苷元的浓度,然后换算出 25g 胡芦巴豆粉中

皂苷元的提取量。胡芦巴豆粉中皂苷元含量的测定按文

献[6 ]的方法:即准确称取脱脂胡芦巴豆粉 25. 00 g,酸

解,加饱和石灰水中和至pH 值等于 7,过滤后残渣再用

蒸馏水洗涤三次,抽滤,残渣在 80℃下充分干燥。将干

燥后的残渣置索氏萃取器的滤纸筒中,在萃取器的底部

烧瓶中加入适量石油醚及少量活性炭,加热回流 5h,使

提取脱色一次完成。滤出活性炭,用新鲜石油醚洗涤 4

～ 6次,以确保活性炭中所吸附的皂苷元完全被洗脱下

来。合并滤液及洗涤液, 并用新鲜石油醚定容到 250

mL。按 1. 3. 1测定薯蓣皂苷元的含量。皂苷元的提取率

为酶解法或水浸提法所得薯蓣皂苷元占胡芦巴豆粉中

皂苷元含量的百分数。

1. 4　红外光谱分析及熔点测定

薯蓣皂苷元用 KB r 压片, SXFT 2IR 型红外光谱仪

测定;熔点用XT 6型显微熔点测定仪测定 (温度计未校

正)。

2　结果与讨论

2. 1　料液比对薯蓣皂苷元提取率的影响

料液比对薯蓣皂苷元提取率的影响见表 1。由表 1

可知料液比由L 1 递增到L 4 时,薯蓣皂苷元的提取率从

27. 2%增加到 50. 6% , L 1、L 2、L 3 和L 4 两两间存在显著

差异;而从L 4 到L 5 时薯蓣皂苷元的提取率增加相对缓

慢,两者之间差异在 Α= 0. 01水平不显著,故本实验选

择 1∶14作为最佳料液比。
表 1　料液比对薯蓣皂苷元提取率的影响 (重复次数 n = 3)

T ab le 1　Effect of so lu te m assöso lven t vo lum e rat io (gömL )

on the ex tract ion rat io of dio sgen in (n = 3)

料液比 (m öv)

ög·mL - 1
皂苷元质量3

öm g
提取率

ö%
标准偏差

ö%

1∶8 (L 1) 68. 0 27. 2eD 1. 91
1∶10 (L 2) 90. 5 36. 2dC 1. 76
1∶12 (L 3) 108. 3 43. 3cB 2. 05
1∶14 (L 4) 126. 5 50. 6bA 2. 11
1∶16 (L 5) 131. 8 52. 7aA 1. 50

注: 3 25. 0 g 胡芦巴豆粉所得皂苷元质量,表 2至表 5与此相同; 同

列数字后有相同大、小写字母分别表示差异未达到0. 01和0. 05

的显著水平,表 2至表 5与此相同。

2. 2　纤维素酶最适 pH 值的选取

酶解 pH 值对薯蓣皂苷元提取率的影响见表 2 所

示。由表 2中数据可以看出,与表 1水浸提法结果相比,

酶解法可以提高薯蓣皂苷元的提取率。在pH 值 4. 6酶

解和 pH 值 4. 2、5. 0和 5. 5 条件的结果存在极显著差

异,薯蓣皂苷元提取率从 pH 值 4. 2 到 4. 6 随酶解 pH

值的增加而逐渐增加到最大, pH 值超过 4. 6后开始减

小,当 pH 值为 5. 5时,提取率递减至 64. 7% ,因此选择

纤维素酶的最适 pH 值为 4. 6。
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表 2　酶解 pH 值对薯蓣皂苷元提取率的影响 (重复次数 n = 3)

T ab le 2　Effect of the pH value of enzym atic hydro lysis

on the ex tract ion rat io of dio sgen in (n = 3)

酶解 pH 皂苷元质量3 öm g 提取率ö% 标准偏差ö%

4. 2 147. 5 59. 0dD 2. 22

4. 6 210. 3 84. 1aA 2. 09

5. 0 195. 1 78. 0bB 1. 87

5. 5 161. 8 64. 7cC 1. 46

2. 3　纤维素酶最适酶解温度的选取

酶解温度对薯蓣皂苷元提取率的影响见表 3所示。

由表中结果可知,酶解温度为 40℃、45℃、50℃和 55℃

彼此间存在显著性差异, 纤维素酶的最适酶解温度为

45℃,在该温度下薯蓣皂苷元的提取率为 83. 3% ,而在

40℃、50℃和 55℃下酶解提取胡芦巴豆粉中皂苷元的

提取率都偏低, 故选择纤维素酶的最适酶解温度为

45℃。

表 3　酶解温度对薯蓣皂苷元提取率的影响 (重复次数 n = 3)

T ab le 3　Effect of the temperatu re of enzym atic hydro lysis

on the ex tract ion rat io of dio sgen in (n = 3)

酶解温度ö℃ 皂苷元质量3 öm g 提取率ö% 标准偏差ö%

40 130. 5 52. 2dD 1. 96

45 208. 3 83. 3aA 2. 06

50 187. 8 75. 1bB 1. 55

55 165. 0 66. 0cC 2. 26

2. 4　纤维素酶最适作用时间的选取

纤维素酶的酶解作用时间与薯蓣皂苷元提取率的

关系见表 4,从表 4可以看出,纤维素酶解时间 2 h、4 h、

6 h 彼此间存在极显著差异,从 2 h 变化到 6 h 时,薯蓣

皂苷元的提取率时随酶解时间的增加提取率逐渐增大,

增加幅度较大; 而 6 h 和 8 h 之间差异不显著,说明纤

维素酶作用 6 h 时已经基本发挥作用,因而选择 6 h 作

为纤维素酶的最适作用时间。

表 4　酶解作用时间对薯蓣皂苷元提取率的影响

(重复次数 n = 3)

T ab le 4　Effect of the t im e of enzym atic hydro lysis on the

ex tract ion rat io of D io sgen in (n = 3)

酶解时间öh 皂苷元质量3 öm g 提取率ö% 标准偏差ö%

2 129. 0 51. 6cC 1. 82

4 183. 3 73. 3bB 2. 07

6 202. 0 80. 8aA 1. 43

8 207. 5 83. 0aA 1. 90

2. 5　纤维素酶最佳酶用量的选取

纤维素酶的用量对薯蓣皂苷元提取率的影响列入

表 5,从该表所列出的数据可以看出,纤维素酶的用量

为每克胡芦巴豆粉 2U、6U、10U 彼此间存在显著差异,

而用量为每克胡芦巴豆粉 10U、14U , 18U 彼此之间无

明显差异。因此说明 10U 纤维素酶是 1 g 胡芦巴豆粉的

最佳酶用量。
表 5　酶用量对薯蓣皂苷元提取率的影响 (重复次数 n = 3)

T ab le 5　Effect of the amoun t of cellu lase on the

ex tract ion rat io of dio sgen in (n = 3)

酶用量öU·g- 1 皂苷元质量3 öm g 提取率ö% 标准偏差ö%

2 161. 3 64. 5cC 1. 79

6 175. 8 70. 3bB 1. 99

10 206. 7 82. 7aA 1. 65

14 210. 3 84. 1aA 2. 04

18 203. 8 81. 5aA 1. 56

2. 6　酶解与酶解结合水浸提两种方法对薯蓣皂苷元提

取效果比较

对酶解法与酶解结合水浸提法两种工艺对薯蓣皂

苷元提取效果进行比较。本实验采用酶法提取薯蓣皂苷

元的方法包括酶促反应和热浸提两个阶段。第一阶段主

要作用是酶解植物细胞壁,大部分中药材的细胞壁是由

纤维素构成的,植物的有效成分往往包裹在细胞壁内,

用纤维素酶可促进 Β2D 2葡萄糖苷键的水解而破坏植物
细胞壁,进而有利于有效成分的提取; 第二阶段通过热

水浸提,既具有灭酶活的作用,同时又可增加薯蓣总皂

苷的溶出率,在酶法提取工艺中两个阶段同样重要。从

两种方法的皂苷元的提取效果看,酶解结合水浸提工艺

的提取率明显高于单纯酶解, 前者的平均提取率为

92. 9% ,标准偏差为 1. 32% ; 而后者的平均提取率只有

83. 8% ,标准偏差为 1. 30% ,用 q 检验法进行检验 (P

< 0. 01) , 两种方法处理差异极显著,酶解结合水浸提

工艺的提取效果好。

2. 7　薯蓣皂苷元的定性分析

用 SXFT 2IR 型红外光谱仪测定从胡芦巴豆粉提

取的薯蓣皂苷元 (KB r压片) ,其结果见图 1。从图 1可

以看出,红外光谱官能团的特征吸收频率 Μm ax , cm - 1∶

3451 (OH ) , 1241, 1051 (3Β2OH , C25, 6 位双键) , 982 和

919 处小于 898 和 865 处的吸收强度 (C225 位为 R 构

型, 螺甾烷) ,这些都是薯蓣皂苷元的特征峰; 而 1273、

1225、1170和 960 cm - 1处出现的吸收峰在薯蓣皂苷元

的标准图谱中不存在; 薯蓣皂苷元标准品的熔点为 202

～ 204℃,而实验测得从胡芦巴种子中得到的薯蓣皂苷

元的熔点为 169. 5～ 179. 2℃,因此可推断所提取的薯

蓣皂苷元中含有杂质。文献报道[ 7, 8 ]这些杂质是雅姆、替

告和芰托等皂苷元。

图 1　从胡芦巴豆粉提取的薯蓣皂苷元的红外光谱图

F ig. 1　 Infrared abso rp t ion spectrum of disogen in

ex tracted from fenugreek seeds
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3　结　论

与单纯水浸提法相比,采用纤维素酶法提取脱脂胡

芦巴豆粉中的薯蓣皂苷元,能够提高皂苷元的提取率。

纤维素酶作用的最优条件是:料液比 1∶14,调节pH 值

4. 5,每克胡芦巴豆粉加纤维素酶 10U ,在 45℃下酶解 6

h。在加酶提取后提高温度,采用热水浸提可进一步提

高薯蓣皂苷元提取率。
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Technology for extracting d iosgen in from seeds of
Trigonella f oenum -g raecum through enzymatic hydrolysis

Zha ng L im ing , Zha ng Luy i, D u L ia nx ia ng

(S chool of F ood S cience and B ioeng ineering , T ianj in U n iversity of S cience and T echnology , T ianj in 300222, Ch ina)

Abstract: A techno logy fo r ex tract ing dio sgen in from fenugreek seeds w as stud ied by u sing enzym atic hydro lysis

and w ater ex tract ion m ethods. To take the ex tract ion ra t io of d io sgen in as an index, the op t im al enzym o lysis

condit ion s fo r im p roving the yield of d io sgen in w ere invest iga ted. T he conclu sion can be draw n as fo llow s:

com pared w ith the sim p le w ater ex tract ion m ethods, the enzym e trea tm en t w as beneficia l to increasing yield of

d io sgen in; and the op t im um enzym o lysis param eters are: add ing 14 t im es vo lum e of w ater as m uch as tha t of

sam p le and adding cellu lase 10U per gram degreased fenugreek seeds, hydro lyzing fo r 6 h a t 45℃ (pH 4. 6). T he

fu rther w ater2ex tract ing resu lts ind ica te tha t the ex tract ion ra t io of d io sgen in cou ld be increased by 9. 1% , w hen

the pow dered fenugreek seed w as ex tracted fo r 70 m in at 90～ 100℃ after being enzym e2hydro lyzed.

Key words: T rig onella f oenum 2g raecum L ; cellu lase; d io sgen in; ex tract ion techno logy
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