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摘要  [ 目的] 采用复合酶法提取桑叶中多糖。[ 方法] 通过单因素试验和正交试验研究了酶的浓度、酶作用的时间、酶作用的温度以及
酶作用的pH值对桑叶粗多糖提取率的影响。[ 结果] 通过复合酶法提高了桑叶多糖的提取率。[ 结论] 提取的最佳工艺条件为 :温度50
℃、pH 值为4 .5、酶用量1 .0 %、提取时间1 h ;提取桑叶多糖的收率可达14 .32 %。
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Opti mization Techniques for the Extraction of Polysaccharides from Mulberry Leaves by Complex Phosphoesterasum
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Abstract  [ Objective] The Complex Phosphoesterasumwas used inthe experi ment to extract polysacchari de from mulberry leaves . [ Method] Single fac-
tor tests and orthogonal experi ment design methods were applied to analyze the influence of the factors such as the concentration, ti me , temperature and pH
value of the enzyme onthe extractionratio of polysaccharides from mulberry leaves . [ Results] The adoption of newextraction methods i mproved the extrac-
tion ratio of the target products . [ Conclusion] The best conditions are as follows : temperature is 50 ℃ ,pHvalue is 4 .5 , the concentrationof cell ulose en-
zyme is 1 .0 % and the extracting ti me is 1 h.The extraction ratio of Polysaccharides in mulberry leaves is up to 14 .32 % .
Key words  Complex Phosphoesterasum; Extraction ; Mulberry leaf ; Polysaccharide ; Orthogonal experi mental design �

作者简介  夏平( 1958 - ) , 男 , 浙江湖州人 , 教授 , 从事化学合成方面

的研究工作。

收稿日期  2008-10-27

  多糖是生命有机体的主要能量来源和组成结构材料 ,

能增强生物体免疫调节功能, 作为广谱免疫促进剂; 具有抗

感染、抗凝血、降血糖、降血脂、促进核酸与蛋白质的生物合

成作用; 能控制细胞分裂和分化 , 调节细胞的生 长与衰

变[ 1 - 3] 。现代药理研究表明,桑叶活性成分之一桑叶多糖具

有显著的降血糖作用,而且多糖作为药物对人和动物没有毒

副作用。我国桑叶资源丰富 , 若能加以利用 ,从桑叶中提取

天然药用成分如多糖等制备药品或保健品, 将会造福人

类[ 4 - 6] 。因此,笔者选用绿色工艺酶法对桑叶多糖提取的条

件进行正交试验优化,以最大限度地提高桑叶利用率。

1  材料与方法

1 .1 材料  

1 .1.1 试验材料。桑叶采自浙江省湖州长兴县。

1 .1.2 主要试剂。浓度为95 %乙醇、无水乙醇、丙酮均为分

析纯; 盐酸、氢氧化钠为分析纯,0 .1 mol/ L ; 三氯甲烷、正丁醇

为分析纯; 纤维素酶、果胶酶由广州市亚强生物技术有限公

司生产。

1 .1.3 仪器与设备。pH 计由上海雷磁生产; 恒温水浴锅由

成都科析仪器成套公司生产;可控电炉、恒温鼓风干燥箱、电

子天平由上海精密实验设备有限公司生产; 低速离心机由中

佳有限公司生产;R-200 旋转蒸发仪由上海智理科学仪器有

限公司生产。

1 .2 方法

1 .2.1 桑叶多糖提取的工艺流程。工艺流程见图1。

复合酶预处理

    ↓

桑叶预处理→混匀→调pH 值→酶提取多糖→煎煮→离心→

萃取→离心→抽滤→浓缩→乙醇沉淀→洗涤→烘干→称量

图1 桑叶多糖提取的工艺流程

Fig .1 Extractiontechniques of polysaccharide frommulberryleaves

1 .2 .1.1 桑叶预处理。将干燥的桑叶粉碎过100 目筛, 每次

准确称量10 g , 按重量比1∶20 的加入蒸馏水煮沸后冷却放

置, 备用。

1 .2.1.2 复合酶预处理。精确称取一定量的复合酶( 纤维素

酶∶果胶酶= 1∶1) ,按重量比1∶10 加入蒸馏水, 使蒸馏水浸没

酶, 置于水浴锅里40 ℃条件下活化30 min。

1 .2.1.3 煎煮。控制加热温度,并使样品的水量在200 ml 的

情况下 ,保持在微沸的状态浸提2 h。

1 .2.1.4 萃取。用三氯甲烷∶正丁醇为4∶1 的混合液将离心

后的沉淀物在分液漏斗中萃取3 次, 取上清液。

1 .2 .2 单因素试验。酶作用时pH 值分别采用4 .0、4 .5、5 .0、

5 .5 4 个水平,酶浓度分别采用0 .8 % 、1 .0 %、1 .2 %、1 .4 %4 个

水平, 时间分别采用0 .5、1 .0、1 .5、2 .0 h 4 个水平 , 温度分别

采用35、40、45、50、55、60、65 ℃7 个水平进行单因素试验。研

究这4 个因素对桑叶多糖提取率的影响。

1 .2.3 正交试验。以上述单因素试验结果为依据,选定4 因

素3 水平作正交试验,确定提取桑叶多糖的最佳工艺参数。

2  结果与分析

2 .1 pH 值对桑叶多糖提取率的影响 由表1 可知, 复合酶

在pH 值为4 .5 左右活性最大,所提取多糖的量也最大。

表1 不同pH值对桑叶多糖提取率的影响

Table1  The effect of pH value on the extraction ratio of amylose from

mulberryleaf %

pH值 pHvalue 提取率Extractionratio

4 .0         11.54

4 .5 13.98

5 .0 11.11

5 .5 9.77

2 .2 酶浓度对桑叶多糖提取率的影响  从表2 可以看出 ,

酶用量与多糖含量关系呈正相关, 即酶用量越高, 所提取多

糖的量也就越大, 但是多糖含量提高的趋势越来越小。

2 .3 提取温度对桑叶多糖提取率的影响 从表3 可看出 ,

开始时随着温度的增加, 提取多糖的含量增加 ,直至最大值 ,

但是过了50 ℃以后, 提取多糖的量逐渐减少。因为温度过

高, 纤维素酶就会变性, 影响其活性。所以温度的调整要适
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当, 最好在45～50 ℃范围之内。

表2 不同酶浓度对桑叶多糖提取率的影响

 Table 2 Theeffect of enzymelevel ontheamylose extractionratio %

浓度Concentration 提取率Extractionratio

0 .8 12 .70

1 .0 13 .94

1 .2 14 .01

1 .4 14 .03

表3 不同提取温度对桑叶多糖提取率的影响

Table 3 Theeffect of reactiontemperature onthe amylose extractionratio

温度Temperature ∥℃ 提取率Extraction ratio∥%

35        13 .44

40 13 .58

45 13 .72

50 13 .99

55 13 .82

60 12 .76

65 7 .10

2 .4 酶提取时间对桑叶多糖提取率的影响  从表4 可看

出,酶提取时间与多糖含量关系呈正相关。随着酶提取时间

的延长, 提取多糖的量逐渐增加, 但是多糖量提高的趋势越

来越小。

表4 不同酶提取时间对桑叶多糖提取率的影响

Table 4 Theeffect of reactionti me onthe amylose extractionratio

时间Ti me∥h 提取率Extraction ratio∥%

0 .5 13 .68

1 .0 13 .95

1 .5 13 .98

2 .0 14 .00

2 .5 正交试验结果  在上述单因素试验的基础上, 选定4

因素3 水平作正交试验, 因素水平、试验结果及分析见表5。

从表5 得出影响指标的主次因素依次为B、C、D、A ,即时间>

温度> 酶用量> pH 值 , 可知各因子的优化水平组合为 A2、

B2、C2、D2 , 即温度50 ℃、pH 值为4 .5、酶浓度为1 .0 %、提取时

间为1 h。

2 .6 验证试验

①按照最佳提取工艺提取温度50 ℃、pH 值为4 .5、酶用

表5 多糖提取的正交试验结果

Table 5 Orthogonal experi mental results of amyloseextraction

试验
Experi ment
no .

因子Factor

温度∥℃
A

Temperature

pH值
B

pHvalue

酶用量∥%
C

Enzyme dosage

时间∥h
D

Ti me

多糖提
取率∥%
Amylose
extraction

ratio
1 1(45) 1(4 .0) 1(0 .8) 1(0 .5)   9 .67
2 1(45) 2(4 .5) 2(1 .0) 2(1 .0) 14 .03
3 1(45) 3(5 .0) 3(1 .2) 3(1 .5) 11 .23
4 2(50) 1(4 .0) 2(1 .0) 3(1 .5) 11 .83
5 2(50) 2(4 .5) 3(1 .2) 1(0 .5) 13 .07
6 2(50) 3(5 .0) 1(0 .8) 2(1 .0) 10 .44
7 3(55) 1(4 .0) 3(1 .2) 2(1 .0) 11 .72
8 3(55) 2(4 .5) 1(0 .8) 3(1 .5) 13 .00
9 3(55) 3(5 .0) 2(1 .0) 1(0 .5) 10 .21

R 0 .14 3 .30 1 .98 1 .08

 注 : R 为极差值 , R= 最大平均值 - 最小平均值。

 Note : R means range , R = Mean of maxi mum- mean of mini mum.

量1 .0 % 、提取时间1 h、其他按照“2 .1”的流程进行提取。②

不用酶进行提取, 即流程为 :煎煮→离心→萃取→离心→抽

滤→浓缩→乙醇沉淀→洗涤→烘干→称量。按照方法①得

到的桑叶多糖的收率为14 .32 % , 按照方法②得到的桑叶多

糖的收率为10 .33 %。

3  结论与讨论

笔者尝试利用复合酶法提取桑叶多糖, 对影响多糖提取

率的主要因素酶的浓度、酶作用的时间、酶作用的温度以及

酶作用的pH 值进行分析, 通过单因素试验和正交试验确定

了最佳提取条件为温度50 ℃、pH 值为5 .0、酶用量为1 .0 % 、

提取时间为1 h ,在此条件下, 试验得出平均提取率为11 .8 % ,

桑叶多糖的得率提高了38 .63 %。还可以考虑复合酶:纤维素

酶+ 果胶酶+ 木瓜蛋白酶在桑叶多糖提取中的应用。
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