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酶辅助提取莲房原花青素工艺及其抗氧化活性研究

禹华娟 ,孙智达 3 ,谢笔钧
华中农业大学食品科技学院 ,武汉 430070

摘　要 :主要用纤维素酶和果胶酶对莲房组织进行酶解 ,以提高莲房原花青素提取率。采用四因素三水平正交

实验对酶解时间、加酶量和酶解温度等提取工艺参数进行优化 ,获得了最佳工艺参数为纤维素酶添加量为

017% ,果胶酶添加量 011% ,酶解温度 55 ℃,酶解时间 2. 5 h,优化后的提取工艺与直接醇提法相比 ,能将莲房

原花青素的提取率提高约 48%。在此基础上采用 DPPH法进行了抗氧化性的对比 ,结果表明酶辅助提取和醇

提法提取的原花青素有着相同的抗氧化性。
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Abstract: To increase the extraction ratio of p rocyanidins from Seedpod of the lotus (LSPC) , the cellulase and pectase

have been used in the extraction p rocess. An orthogonal experiment is carried out to op tim ize the parameters of enzyme

time, temperature and so on. The best technic parameters are like this: the amount of cellulase is 0. 7% , the amount of

pectase is 0. 1% , enzyme temperature is 55 ℃, enzyme time is 2. 5 h. Compare with the method of ethanol extraction, the

technic after op tim ize can increase the extraction ratio greatly. The inoxidability of samp les has been compared by DP2
PH, the result indicate that all samp les have same inoxidability.
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　　原花青素 ( Procyanidins,简称 PC)是一类多酚

化合物的总称 ,由不同数量的儿茶素或表儿茶素缩

合而成 ,广泛存在于植物类食品中 ,尤其是水果蔬菜

中含量丰富。各国学者对上百种植物原花青素尤其

对葡萄籽原花青素进行了广泛而深入的研究 ,发现

具有抗氧化、抗衰老、增强心血管活性等多种生物活

性和药理作用 [ 1 ]。

莲房是莲科植物莲 (Nelumbo nucifera Gaertn. )

的成熟花托 (又名莲蓬壳 , Seedpod of the lotus,简称

LS) ,莲房作为传统中药材 ,功效已为人所熟知。本

实验室分离并证明了原花青素是莲房的主要活性成

分之一 ,并且鉴定其有抗氧化 [ 2 ] ,免疫调节 [ 3 ]等多

种生理功能。莲原花青素的提取主要有水浸提

法 [ 4 ]和有机溶剂提取法 [ 5 ]
,但由于原花青素与莲房

的纤维组织结合较紧密 ,不容易溶出 ,所以提取率较

低 ,只有 10% ～15%。植物细胞壁主要成分是纤维

素 ( cellulose) ,还有半纤维素和果胶质 (pectin)。选

用纤维素酶和果胶酶的复合酶作用于莲房 ,可以使

细胞壁及细胞间质中的纤维素、半纤维素、果胶等物

质降解 ,引起细胞壁及细胞间质结构产生局部疏松、

膨胀、崩溃等变化 ,从而增大有效成分的扩散面积 ,

促进有效成分提取率提高 [ 6 ]。因此 ,本实验采用纤

维素酶和果胶酶对莲房原花青素的提取工艺进行优

化 ,对其结构进行了鉴定 ,且对其抗氧化活性进行了

比较。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

新鲜莲房 (武植 2号 ) , 2008年 7月采自武汉汤

逊湖。

葡萄籽原花青素标准品 (天津市尖峰天然产物



研究开发有限公司 ) ; AB 28大孔吸附树脂 (南开大

学化工厂 ) ; DPPH· ( Sigma公司产品 ) ;儿茶素 ,表

儿茶素 ( Sigma公司产品 ) ;维生素 C (中国医药集团

上海化学试剂有限公司 ) ;甲醇、乙醇、盐酸、铁氰化

钾均为分析纯。

1. 2　仪器与设备

电热恒温水浴锅 (江苏省医疗器械厂 ) ;旋转蒸

发仪 (瑞士 BUCH I公司 RE2111型 ) ; 755B紫外可见

分光光度计 (上海菁华 ) ;电子天平 (德国 Sartori2
us) ;W aters高效液相色谱仪 (沃特世科技有限公

司 )

1. 3　实验方法

1. 3. 1　莲房原花青素的酶辅助提取

称取 50 g新鲜莲房 ,手工撕碎 ,加入 500 mL蒸

馏水 ,加入酶作用一段时间 ,过滤 ,滤液用旋转蒸发

仪蒸干大部分水分 ,余下的滤液配成 500 mL 60%的

乙醇溶液在 60 ℃条件下浸提 2 h,在 50 ℃条件下用

旋转蒸发仪将乙醇蒸出 ,所剩体积约为原体积的五

分之一 ,过滤后定容 ,即得提取液。将提取液稀释一

定的倍数 ,测定原花青素的含量。

1. 3. 2　莲房原花青素酶辅助提取工艺优化

其他条件一致时 ,分别研究酶解时间 ,酶解温

度 ,纤维素酶添加量 ,果胶酶添加量对原花青素提取

含量的影响。在单因素实验结果的基础上 ,用正交

实验设计方法对主要因素进行优化分析 ,以确定最

佳的酶辅助提取的工艺。

1. 3. 3　莲房原花青素的纯化

在最优工艺的条件下提取莲房原花青素 ,提取

液上 AB 28大孔吸附树脂 ,采用 10倍量蒸馏水和

50%的乙醇分步洗脱 ,将洗脱液真空浓缩 ,冷冻干燥

并测定原花青素的含量。

1. 4　测定方法

1. 4. 1　铁盐催化法测定原花青素含量

以葡萄籽原花青素为标准品 ,分别配置浓度为

0. 01, 0. 025, 0. 05, 0. 1, 0. 15 mg/mL的标准甲醇溶

液 ,将样品配成 0. 1 mg/mL的甲醇溶液 ,采用铁盐

催化比色法 [ 7 ]在 546 nm处比色 , ,测定样品中原花

青素含量。做标准曲线并得回归方程为 y =

511435x + 0. 0067, r
2 = 0. 9992. 计算出得率和纯度。

得率 ( % ) =
样品中原花青素质量

莲房质量
×100%

纯度 ( % ) =
样品中原花青素质量

样品质量
×100%

1. 4. 2　液相色谱分析

标准溶液的配制 :标准溶液为 25 ×10
26

mg/L的

儿茶素 (C)和 35 ×10
26

mg/L的表儿茶素 ( EC)甲醇

溶液 ,样品溶液为 1 mg/mL的甲醇溶液。

样品处理 :称取一定质量的样品 ,逐滴加入蒸馏

水至刚好溶解 ,用三倍体积的乙酸乙酯萃取三次 ,合

并萃取液 ,用旋转蒸发仪蒸干乙酸乙酯 ,定容至 10

mL。稀释一定的倍数做液相色谱分析。

色谱条件 :色谱柱 :岛津 C18液相色谱柱 ( 4. 6

×150 mm , 5μm )。流动相 : (A )液 : 0. 2%乙酸 2去
离子水溶液 , (B )液 : 0. 2%乙酸 2乙腈溶液。梯度洗

脱条件为 0～15 m in, A: 95% ～85% , B: 5% ～15% ;

15～45 m in, A: 85% ～50% , B: 15% ～50%。流速 : 1

mL /m in。进样量 : 20μL。检测波长 : 284 nm。

1. 4. 3　抗氧化性 ———清除 DPPH·自由基的 IC50值

及清除率的计算

DPPH·法是简单有效的测定天然产物抗氧化

活性的方法之一。通过比较两种提取方法的莲房原

花青素对 DPPH·自由基的清除效果 ,计算其抗氧

化能力 ,并计算出自由基清除率为 50%时的自由基

清除剂的浓度 ,即 IC50 —半数抑制率浓度。

取不同稀释度的提取液 2 mL和 2 ×1024 mol/L

的 DPPH·甲醇溶液 2 mL,加入同一具塞试管中 ,摇

匀 ,在室温避光反应 30 m in后于 515 nm处测其吸

光度 ,并用维生素 C溶液作为阳性对照 ,计算原花

青素对 DPPH·的清除率 [ 8 ] ,公式如下 :

清除率 ( % ) = (1 -
A i - A j

A0

) ×100%

式中 , A0 为对照组吸光值 ; A i 为样品组吸光值 ;

A j 为空白组吸光值。 (对照组为 DPPH·分解溶液

+ 2 mL水 ;空白组为 2 mL分解 + 2 mL样品。)

2　结果与讨论

2. 1　单因素实验结果

在其他条件一致的情况下 ,研究纤维素酶添加

量 ,果胶酶添加量 ,酶解时间和酶解温度对原花青素

提取含量的影响。其结果见下图 :

　　由图 1～4可知 ,随着酶解时间 ,酶解温度和酶

的添加量的增加 ,原花青素的得率也是相应增加的 ,

但当纤维素酶添加量超过 0. 5% ,果胶酶添加量超

过 0. 3% ,酶解时间超过 1. 5 h,酶解温度超过 55 ℃

的时候 ,原花青素的得率反而开始下降。所以取酶

解时间为 0. 5～2. 5 h,酶解温度为 45～65 ℃,纤维
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图 4　酶解温度对原花青素提取率的影响

Fig14　Effect of enzyme temperature on the extraction of PC

注 :酶解时间 2 h;纤维素酶添加量 0. 5% ;果胶酶添加量 0. 3% Note:

time 2 h; cellulase 0. 5% ; pectase 0. 3%

素酶添加量为 0. 3% ～0. 7% ,果胶酶的添加量为

011% ～0. 5%进行正交实验。

2. 2　正交实验结果

酶辅助提取原花青素的正交实验在单因素实验

的基础上 ,选择 4个因素酶解时间 (A )、酶解温度

(B)、纤维素酶添加量 (C)和果胶酶添加量 (D)为研

究对象 ,采用 4因素 3水平的正交实验来研究莲房

原花青素酶辅助提取的效果 ,并且每个条件下做三

个平行实验。以原花青素浓度为指标 , 4因素 3水

平表如表 1所示 :

　　根据正交实验和分析结果可知 ,酶解温度 ,酶解

时间 ,纤维素酶添加量和果胶酶添加量对实验结果

的影响按大小依次为 :酶解时间 >果胶酶的添加量
表 1　正交实验因素水平表

Table 1　Factors and levels of orthogonal test

因素
Factor

A 酶解温度
Temperature

(℃)

B 酶解时间
Time ( h)

C纤维素酶量
Quantity( % )

D果胶酶量
Quantity( % )

水平 (1) 45 (1) 0. 5 (1) 0. 3 (1) 0. 1

Level (2) 55 (2) 1. 5 (2) 0. 5 (2) 0. 3

(3) 65 (3) 2. 5 (3) 0. 7 (3) 0. 5

表 2　正交实验结果

Table 2　Results of orthogonal test

实验序号 No. A B C D 实验结果 Result

1 (1) (1) (1) (1) 3. 031 3. 088 3. 047

2 (1) (2) (2) (2) 3. 366 3. 654 3. 435

3 (1) (3) (3) (3) 3. 952 4. 014 3. 948

4 (2) (1) (2) (3) 3. 513 3. 677 3. 716

5 (2) (2) (3) (1) 4. 231 4. 32 4. 151

6 (2) (3) (1) (2) 3. 409 3. 405 3. 564

7 (3) (1) (3) (2) 3. 378 3. 253 3. 127

8 (3) (2) (1) (3) 3. 577 3. 674 3. 735
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9 (3) (3) (2) (1) 4. 329 4. 052 4. 293

K1 3. 504 3. 314 3. 392 3. 860

K2 3. 776 3. 794 3. 804 3. 399

K3 3. 735 3. 907 3. 819 3. 756

R 0. 272 0. 593 0. 427 0. 461

表 3　方差分析结果

Table 3　Analysis of variance

方差来源
O rigin

自由度 v 平方和 SS
离差平方和

Anova SS
均方

mean square
F值

F value
Pr > F

显著性
Significant

模型 8 4. 280 - 0. 535 36. 81 < 0. 0001 3 3

A 2 - 0. 388 0. 194 13. 36 0. 0003 3

B 2 - 1. 782 0. 891 61. 32 < 0. 0001 3 3

C 2 - 1. 056 0. 528 36. 34 < 0. 0001 3 3

D 2 - 1. 053 0. 527 36. 24 < 0. 0001 3 3

　　注 : 3 显著 , 3 3 极显著。

>纤维素酶添加量 >酶解温度。根据 K值分析的

结果 , 酶辅助提取莲房原花青素的最佳条件为

A2 B3 C3 D1 ,即酶解温度为 55 ℃,酶解时间 2. 5 h,纤

维素酶添加量为 0. 7% ,果胶酶的添加量为 0. 1% ,

在此条件下 ,提取液中原花青素的平均浓度为

41334 mg/mL。

方差分析结果如表 3所示 ,通过 F值和显著性

的分析可知 ,本实验数据稳定可靠 ,具有统计学意

义 ,并且各因素对实验结果均有显著性影响。

2. 3　验证实验结果

根据正交分析的结论 ,采用最佳条件对分析结

果进行验证。在最佳条件下 ,酶辅助提取原花青素

的平均浓度为 4. 334 mg/mL,优于正交实验中的任

意一组 ,因此正交分析结果可信。

并且 ,采用普通醇提法提取的原花青素平均浓

度为 2. 93 mg/mL,酶辅助提取法与之相比 ,将提取

率提高了约 48%。

2. 4　莲房原花青素的纯化

采用大孔吸附树脂对提取液进行纯化 ,其结果

图 5　标准品 C + EC色谱图

Fig15　Chromatogram map of standard substance C and EC

表明 AB 28对莲房原花青素有很好的富集作用。在

最佳的酶辅助提取条件下 ,纯化后的原花青素纯度

可达 98% ,得率为 3. 86%。

2. 5　液相色谱分析

　　由图 5可知 ,儿茶素的保留时间为 13. 66 m in,

表儿茶素的保留时间为 17. 63 m in。由图 6和图 7

可知 ,莲房提取物原花青素的主要成分为儿茶素 ,此

外还含有原花青素的低聚体和高聚体 [ 9 ]。并且两
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种提取方法所得样品在主要组成成分上没有差异。

2. 6　抗氧化性比较

分别对酶辅助醇提取的样品和普通醇提法提取

的样品进行了抗氧化性的比较 ,并以 VC 作为阳性

对照。结果如图 8所示。

图 8　莲房原花青素清除 DPPH的能力

Fig18　 Inhibitory effect of LSPC on DPPH·

　　由图 5可以看出 ,酶辅助提取的莲房原花青素

与直接醇提法提取的原花青素在对 DPPH·自由基

的清除上有着相同的效果 ,酶辅助提取的原花青素

清除 DPPH·的 IC50值为 6. 59 mg/L ,普通方法提取

的原花青素 IC50值为 7. 83 mg/L, VC 的 IC50值为

111169 mg/L。说明不同提取方法提取的原花青素

有着相同的抗氧化性 ,且都强于 VC。

3　结论

由单因素实验和正交实验可知 ,酶辅助提取原

花青素的最佳工艺条件为 :酶解温度为 55 ℃,酶解

时间 2. 5 h,纤维素酶添加量为 0. 7% ,果胶酶的添

加量为 0. 1% ,在此条件下 ,提取液中原花青素的含

量为 4. 334 mg/mL。高效液相色谱分析结果可知 ,

提取物的主要成分为儿茶素及其低聚体。经 DPPH

实验证实 ,不同提取方法提取的原花青素有着相同

的抗氧化性 ,且比 VC 的抗氧化性强。
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