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正交试验优化纤维素酶法提取
牛蒡根皮中绿原酸工艺

林春梅，周鸣谦

(淮海工学院食品科学与工程学院，江苏 连云港 222005)

摘  要：目的：研究纤维素酶法提取牛蒡根皮中绿原酸的提取工艺。方法：通过单因素试验探讨纤维素酶用量、

料液比、酶解温度、酶解时间、pH值对绿原酸提取率的影响，并通过正交试验对影响绿原酸提取率的参数进行

优化。结果表明牛蒡根皮中绿原酸提取的最佳工艺条件为纤维素酶用量4mL、酶解温度60℃、酶解时间1.5h、

pH6.0、料液比1:20，此条件下绿原酸提取率为1.45%。 
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牛蒡(Arctium Lappa L.)，别名大力子、蒡翁菜、火

山药、东洋参等，是一种常用的中药。现代药理分析表

明，牛蒡根中含有丰富的B族维生素、人体必需的17种氨

基酸、蛋白质、黄酮、生物碱、牛蒡苦素、碳水化合物等

化学成分，具有抗菌、抗突变和防癌、抗疲劳、抗衰老、

抗氧化、降血糖、降血脂、抑制癌细胞增生与扩散等作

用[1-4]。从九十年代初开始，我国开始大规模人工栽培牛

蒡，在山东烟台、青岛、日照、江苏连云港等东部沿海城

市中有很多从事蔬菜加工的外资食品企业加工其根作为蔬

菜出口日本及欧洲等国，牛蒡加工过程中产生大量的根皮

副产物，这些副产物一部分被附近奶牛养殖户拉走饲喂奶

牛，可提高奶牛的产奶量，说明这些根皮中不乏丰富的营

养成分，大部分被丢弃，造成资源浪费。

绿原酸(chlorogenic acid)是牛蒡叶、牛蒡根中皆含有

的一种多酚类物质，属于咖啡酰奎尼酸衍生物，是植物

体在有氧呼吸过程中经莽草酸途径产生的一种苯丙素类

化合物。绿原酸具有抗病毒、抗氧化能力、抗致畸、抗

过敏、抗肿瘤细胞株毒活性、对透明质酸酶和葡萄糖-6-

磷酸酶的抑制作用等功能[5]。目前，很多学者研究从植物

中提取绿原酸这一课题，经研究发现用有机溶剂法、超声

波法、微波超声协同法、纤维素酶法等，从金银花[6-9]、

杜仲叶[10-11]、葵粕[12]、稻壳[13]、甘薯叶[14]、蒲公英[15]、杭

白菊 [16]、牛蒡叶 [5,17-18]等植物中可以提取绿原酸成分，

这些植物都可以作为提取绿原酸的材料，但利用牛蒡

加工副产物根皮中提取绿原酸的研究未见报道，本实

验利用牛蒡加工副产物牛蒡根皮为原料，采用纤维素

酶法提取其中的绿原酸，考察了牛蒡根皮中绿原酸含

量，并与传统溶剂提取法做比较，对影响绿原酸提取

率的因素进行了初步探讨，优化了绿原酸提取的工

艺，为提高牛蒡的综合利用价值提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

牛蒡根皮由连云港富士食品有限公司提供，低温烘
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干粉碎过40目筛；纤维素酶(35ku) 北京梦怡美生物科

技有限公司分装；绿原酸标准品(纯度＞98%) 北京中

科三捷生物有限公司；无水甲醇、无水乙醇、盐酸均为

分析纯。

1.2 仪器与设备

数显恒温水浴锅 浙江舟山市定海区海源仪器厂；

电子分析天平 赛多利斯科学仪器(北京)有限公司；T6

新世纪紫外-可见分光光度计 北京普析通用仪器有限

公司；PHS-3C型精密酸度计 上海精密科学仪器有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 醇法提取[19]

工艺流程：选材→称量→加60%乙醇溶液→水浴保

温→抽滤→取滤液挥干定容→紫外-分光光度法测绿原酸

提取率。

方法：准确称取1g牛蒡根皮干粉3份，置3个50mL三

角瓶中，分别加入60%乙醇溶液12mL，0.6mol/L HCl溶

液调pH4，密封60℃恒温水浴保温2.5h，过滤取上清液，

置100mL容量瓶中蒸馏水定容，摇匀，待测。

1.3.2 纤维素酶法提取

1.3.2.1 工艺流程

选材→称量→加蒸馏水→加酶液→水浴保温→高温

灭酶→抽滤→取滤液定容→紫外-分光光度法测绿原酸提

取率

1.3.2.2 单因素试验

准确称取1g牛蒡根皮干粉，置50mL三角瓶中，分

别加入20mL蒸馏水浸润，然后，分别加入0.1%的纤

维素酶液3.0mL，摇匀，0.6mol/L HCl溶液调pH5，密

封置水浴锅中50℃水浴保温2h，取出置80℃水浴灭酶

15min，取出冷却，抽滤，滤液置50mL的容量瓶中蒸馏

水定容，摇匀，待测。固定其他条件，分别考察纤维

素酶用量(0～4.0mL)、酶解温度(30～70℃)、酶解时间

(0.5～2.5h)、pH值(2～6)、料液比(1:10～1:30)对绿原酸

提取率的影响。

1.3.2.3 正交试验

表 1 正交试验因素与水平

Table 1 Factors and levels of orthogonal tests 

水平
A纤维素酶
用量/mL

B酶解温
度/℃

C酶解
时间/h D pH E料液比

(g/mL)
1
2
3
4

2.5
3.0
3.5
4.0

30
40
50
60

0.5
1.0
1.5
2.0

3.0
4.0
5.0
6.0

1:15
1:20
1:25
1:30

在上述根据单因素试验基础上，进行工艺优化试

验。选择纤维素酶用量、酶解温度、酶解时间、pH值、

料液比进行五因素四水平L16(4
5)正交试验，以绿原酸的提

取率为评价指标，评价各号试验的提取率效果。并在最

佳工艺条件下进行绿原酸提取试验，重复3次，绿原酸提

取率结果取均值。因素与水平见表1。

1.3.3 绿原酸提取率的计算[14]

测定波长的选择：用万分之一的天平精密称取绿原

酸42.5mg，50%甲醇溶液溶解，并定容于1000mL的容量

瓶中，摇匀，得到绿原酸标准液(42.5mg/L)。取适量绿原

酸标准液于500～200nm范围内扫描，以50%的甲醇溶液

作参比，得到绿原酸在327nm处有最大吸收峰，故选择

于327nm处测量绿原酸的吸光度。

标准曲线的制定：精密吸取以上绿原酸标准液

0.00、1.00、2.00、3.00、4.00、5.00mL，分别置于10mL

容量瓶中，加50%甲醇溶液定容，摇匀。以327nm分别

测定不同质量浓度标准溶液的吸光度，以绿原酸标准

样品质量浓度(X，µg/mL)为横坐标，吸光度(Y)为纵坐

标绘制标准曲线，得到绿原酸标准曲线回归方程为：

Y=0.2292X＋0.0285，相关系数r=0.9971。结果表明绿原

酸在4.25～21.25μg范围内有良好的线性关系。

样品测定：量取醇法以及酶法中获得的样品溶液

200μL于10mL容量瓶中，置干燥箱中60℃挥干，50%甲

醇定容，以50%甲醇溶液作参比，327nm处测定吸光度，

带入标准曲线方程，计算绿原酸提取率。

2 结果与分析

2.1 醇法提取试验

醇法提取牛蒡根皮中绿原酸提取率为1.51%。

2.2 纤维素酶法提取单因素试验

2.2.1 纤维素酶用量对绿原酸提取率的影响
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图 1 纤维素酶用量对绿原酸提取率的影响

Fig.1 Effect of cellulase addition amount on extraction rate of 

chlorogenic acid

由图1可知，不加酶条件下，绿原酸提取率最低，随

着纤维素酶用量的增加，绿原酸提取率呈上升趋势，当

酶用量超过3mL，绿原酸提取率增加缓慢。原因是牛蒡

根皮细胞壁主要由纤维素构成，其有效成分被包裹在细

胞壁内。纤维素则是由β-D-葡萄糖以1,4-β-葡萄糖苷键连

接，用纤维素酶酶解可以破坏β-D-葡萄糖苷键，使牛蒡

根皮细胞壁破坏，增加绿原酸的溶出率。随着酶用量的
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增加，牛蒡根皮中大部分绿原酸溶出，所以，酶用量继

续增加不再显著增加绿原酸提取率。

2.2.2 酶解温度对绿原酸提取率的影响
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图 2 酶解温度对绿原酸提取率的影响

Fig.2 Effect of extraction temperature on extraction rate of chlorogenic acid

由图2可知，绿原酸提取率在温度30～50℃之间明显

上升，在50℃达到最大值，在50～70℃之间开始下降。

因为酶的本质是一种蛋白质，遇高温容易变性失活，绿

原酸在温度比较高的情况下也容易被氧化破坏。

2.2.3 酶解时间对绿原酸提取率的影响
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图 3 酶解时间对绿原酸提取率的影响

Fig.3 Effect of enzymolysis time on extraction rate of chlorogenic acid

由图3可知，绿原酸提取率在时间为0.5～2h之间上

升，2h之后开始略有下降，原因可能是长时间加热情况

下，绿原酸结构中的酯键不稳定发生分解，所以，确定

提取时间为2h。

2.2.4 pH值对绿原酸提取率的影响
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图 4 pH值对绿原酸提取率的影响

Fig.4 Effect of pH on extraction rate of chlorogenic acid

由图4可知，绿原酸提取率在pH3～5之间上升，随后

开始略有下降，说明酸性pH值有利于绿原酸的提取，可

能与绿原酸呈弱酸性有关，本课题所用纤维素酶的最佳

pH值为4.5～6.0，在这样一个酸度范围内，酶保持较高活

力，更有利于牛蒡根皮细胞壁的降解和绿原酸的溶出。

2.2.5 料液比对绿原酸提取率的影响
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图 5 料液比对绿原酸提取率的影响

Fig.5 Effect of material-liquid ratio on extraction rate of chlorogenic acid

由图5可知，随提取液使用量的增大，绿原酸提取率

呈现比较稳定的状态，从成本考虑，选用1:20作为最佳料

液比。

2.2.6 正交试验结果与分析

表 2 正交试验设计及结果

Table 2 Results of orthogonal tests 

试验号
A纤维素酶

用量
B酶解
温度

C酶解
时间

D pH E料
液比

提取
率/%

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

k1

k2

k3

k4

R

1

1

1

1

2

2

2

2

3

3

3

3

4

4

4

4

0.560

0.501

0.985

1.179

0.678

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

0.807

0.794

0.804

0.821

0.027

1

2

3

4

2

1

4

3

3

4

1

2

4

3

2

1

0.760

0.841

0.852

0.772

0.092

1

2

3

4

 3

4

1

 2

4

3

2

1

2

1

4

3

0.718

0.738

0.872

0.899

0.181

1

2

3

4

4

3

2

1

2

1

4

3

3

4

1

2

0.762

0.904

0.728

0.833

0.176

0.381

0.611

0.590

0.659

0.628

0.455

0.473

0.448

1.22

0.96

0.895

0.867

0.998

1.15

1.26

1.31

表 3 方差分析表

Table 3 Analysis of variance for the extraction rate of chlorogenic acid

因素 偏差平方和 自由度 F值 P值 显著性

纤维素酶用量 1.301 3 1301.0000 2.41×10-18 *
酶解温度 0.001 3 1.000 0.42
酶解时间 0.026 3 26.000 3.42×10-6 *

pH 0.101 3 101.000 3.58×10-10 *
料液比 0.073 3 73.000 3.55×10-9 *
误差 0.00 3

注：F0.05=9.280 ；F0.01=29.500 ；*. 差异显著 (P ＜ 0.05)。
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由表2可看出，根据R值，可看出，各因素对绿原酸

提取率的影响程度依次为A＞D＞E＞C＞B。在5个影响

因素中，通过k值可看出，纤维素酶用量、pH值、料液

比对提取率影响较大，其次是酶解时间，影响最小的是

酶解温度。以绿原酸提取率为考察指标，5个因素的最优

水平组合是A4B4C3D4E2，即纤维素酶用量4mL、酶解温度

60℃、酶解时间1.5h、pH6.0、料液比1:20。此条件下，

进行3次验证实验，绿原酸提取率平均值为1.45%，高于

其他组合。由表3看出，把影响程度较小的因素酶解温度

归入误差列，结果表明，纤维素酶用量、酶解时间、pH
值及料液比对提取率的影响达到显著差异水平(P＜0.05)，
酶解温度对提取率的影响最小。

3 讨论与结论

纤维素酶是将纤维素水解成葡萄糖的一组酶的总

称，它不是单种酶，主要有3个组分组成：①内切葡聚

糖酶，即C1酶；②纤维二糖水解酶，即CX酶；③ β-葡萄

糖苷酶。在适当的条件下，它们协同作用，将天然纤维

素水解成葡萄糖。纤维素是由β-D-1,4-葡糖糖苷键组成的

多糖。纤维素酶的作用方式首先由内切葡聚糖酶作用于

微纤维的非结晶区，使其露出许多末端供外切型酶作用, 

纤维二糖水解酶从非还原性末端依次分解，产生纤维二

糖，然后，部分降解的纤维素进一步由内切葡聚糖酶和

纤维二糖水解酶协同作用，分解生成纤维二糖、三糖等

低聚糖，最后由β-葡萄糖苷酶作用分解成葡萄糖。纤维

素酶在食品工业有广泛应用，利用它处理原料，可改变

细胞壁的通透性，提高细胞内含物的提取率[20]。

本实验将纤维素酶应用于牛蒡根皮中绿原酸的提

取，结果表明，影响纤维素酶法提取牛蒡根皮中绿原酸

的主要因素：纤维素酶用量、酶解温度、酶解时间、pH

值和料液比，5个因素影响大小顺序为：纤维素酶用量、

pH值、料液比、酶解时间、酶解温度。以绿原酸提取率

为考察指标，五个因素的最优水平组合是A4B4C3D4E2，

即纤维素酶用量4mL、酶解温度60℃、酶解时间1.5h、

pH6.0，料液比1:20，正交试验结果与单因素结果不完全

一致，单因素试验中，绿原酸提取最适pH值为5.0，这

与正交试验设计中考虑的是多因素多水平的综合影响有

关，纤维素酶作为一个复合酶系，作用最适pH值有一个

变化区间，本课题所购纤维素酶最适pH4.5～6.0，所以，

在多因素多水平综合影响情况下，体系最适pH值可能发

生改变。在正交最优条件下，3次验证实验绿原酸提取

率平均值为1.45%，高于其他组合。可见，纤维素酶对

牛蒡根皮细胞壁有分解作用，增加细胞内容物绿原酸的

溶出效果较明显，与应用有机溶剂法提取绿原酸的效果

(1.51%)相当。与有机溶剂法相比，酶法提取条件温和，

活性物质不易破坏，成本低，无溶剂残留，工艺也更为

简单。

牛蒡全身都是宝，其叶中含有丰富的多酚化合物，

如绿原酸、黄酮等，根中提取菊糖后的牛蒡渣中还可以

提取高活性膳食纤维[18]，牛蒡根皮中的绿原酸含量与金

银花、杜仲叶都为5%左右[14]，牛蒡叶中3%左右的含量相

比而言较低[21]，但牛蒡根皮以其量大的优势仍然可以作

为一种理想的提取绿原酸的材料。
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