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摘要!研究了纤维素酶@微波辅助提取银杏叶总黄酮的工艺#并对乙醇提取法$纤维素酶辅助提取法$微波辅助提取法和纤

维素酶@微波辅助提取法 A 种工艺进行了对比#结果表明#采用纤维素酶@微波辅助提取法工艺效果最佳#最佳条件为!纤维素酶

质量分数为 >[&与银杏叶的质量比'#酶解时间为 ) /#酶解温度为 >(i#累计微波时间为 ' 01-#乙醇质量分数为 Q([#液料比

为 !(�)#此时#银杏叶总黄酮的提取率达到 !Z:"[#是乙醇提取法提取率的 'Z" 倍"
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99银杏叶提取物广泛用于心脑血管疾病的治

疗*)+

#其中银杏黄酮具有清除自由基$抗氧化$改善

心脑血管循环等多种功能*'+

#广泛应用于医药$食

品技术等各个行业" 目前#国内生产厂家多采用有

机溶剂乙醇提取法提取银杏叶黄酮#而银杏叶中黄

酮类化合物主要包裹在以纤维素为主构成的细胞壁

内#造成乙醇提取法提取时间长$提取率低等特

点*! @A+

" 而银杏黄酮的功能基团酚羟基也会因为提

取时间过长发生不同程度的氧化#降低其使用效果"

因此#近几年出现了可大幅度降低提取时间的酶辅

助提取法*>+

$超声波辅助提取法*"+

$微波辅助提取

法*Q+以及超临界辅助提取法*S+等提取工艺#但具有

生产工艺复杂$设备成本高等缺点" 笔者采用工艺

简便$提取时间短的纤维素酶@微波辅助提取银杏

叶总黄酮#并结合 KG#观察其微观结构#探讨了其

提取机理#最后研究了提取物体外抗氧化性能/对

羟基和超氧自由基的清除能力"

;<材料与方法

;>;<材料与仪器

银杏叶#市售#产自江苏徐州#干银杏叶于 "(i

烘箱内烘 'A /#粉碎#过 "( 目分样筛%纤维素酶&活

性 )�> ((('#北京奥博星生物科技有限公司生产%

\.&抗坏血酸'#天津博迪化工有限公司生产"

仪器!;" 系列紫外可见分光光度计#北京普析

通用仪器有限责任公司生产%微电脑微波化学反应

,Q",
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器#aec]@'(> 型#巩义科瑞仪器有限公司生产%K@

AS(( 扫描电子显微镜#日本日立公司生产"

;>=<实验方法

)Z'Z)9芦丁标准曲线的制作

以芦丁为标准品#采用硝酸铝显色法测定银杏

叶总黄酮的提取率*:+

!

提取率 l

*提取液中的黄酮质量&E'B银杏叶质量&E'+ k)(([

)Z'Z'9乙醇提取法

准确称取 )( E银杏叶干粉与 Q([乙醇水溶液

'(( 0b#于 Q(i回流提取 ! /#提取 ' 次合并滤液抽

滤#滤液用石油醚萃取 ' 次去叶绿素和脂质#取水层

浓缩得产品"

)Z'Z!9纤维素酶辅助提取法

称取 )( E银杏叶干粉#加入 >[&酶质量与银杏

叶粉末质量比'的纤维素酶于 "( 0bLY为 AZS 的乙

酸钠@乙酸缓冲溶液中酶解#>(i水浴中酶解 ) /

后#加入 )A( 0b无水乙醇#使提取体系为 Q([乙醇

溶液"

)Z'ZA9微波辅助提取法

准确称取 )( E银杏叶干粉与 Q([乙醇水溶液

'(( 0b#微波提取 ' 01-得产品备用"

)Z'Z>9纤维素酶@微波辅助提取法

称取 )( E银杏叶干粉#加入纤维素酶于 LYl

AZS 的水体系中进行酶水解反应#然后进行微波乙

醇水溶液体系提取制得产品"

)Z'Z"9银杏叶提取物的抗氧化性能测试

按照文献*)(+所述的方法测定\.和银杏叶提

取物对羟基自由基和超氧自由基的清除率"

=<结果与分析

=>;<芦丁标准曲线

吸光度.与芦丁质量浓度@&0EB0b'的工作曲

线如图 ) 所示" 由图 ) 可知#回归方程式为 .l

SZAA: >@#X

'

l(Z:SS >#吸光度与芦丁质量浓度呈

直线关系#线性关系良好"

图 )9芦丁标准曲线

=>=<提取方法对提取率的影响

A 种不同提取方法下提取时间和所对应的提取

率如表 ) 所示"

表 ;<不同提取方法对比表

提取方法
乙醇

提取法

微波辅助

提取法

纤维素酶

辅助提取法

纤维素酶@微波

辅助提取法

所用时间 " / ' 01- Q / ' 01-

提取率B[ )Z>) 'Z)' 'Z!> !Z:"

由表 ) 可知#与乙醇提取法和微波辅助提取法

相比#微波辅助提取法可将提取时间由 " / 降低到

' 01-#而提取效率却由 )Z>)[升高到 'Z)'[#表明

微波辅助不仅可大幅度降低提取时间#还可提高提

取效率" 对比纤维素酶辅助提取法和乙醇提取法#

在相近的提取时间内#纤维素酶辅助提取法可将提

取率提高 >"[#表明纤维素酶辅助法可大幅度提高

提取率" 而纤维素酶@微波辅助提取法便是结合了

微波辅助和纤维素酶辅助提取的优点#降低了提取

时间#提取率是常规提取方法/乙醇提取法的

'Z" 倍"

=>?<纤维素酶N微波辅助提取法工艺研究

影响纤维素酶@微波辅助提取法的因主要素有

纤维素酶质量分数&纤维素酶质量B银杏叶粉末质

量'$酶解时间$酶解温度$累计微波时间$乙醇质量

分数和料液比#为探索最佳提取工艺#进行单因素

试验"

'Z!Z)9酶质量分数对提取率的影响

纤维素酶质量分数&占银杏叶粉末质量'对银

杏叶总黄酮提取率的影响如图 ' 所示"

图 '9酶质量分数对提取率的影响图

由图 ' 可知#随着酶质量分数的增加#提取率先

增加后降低#这是由于随着原料粉末与酶接触几率

的增加#促进有效成分的溶出#银杏黄酮的提取率明

显增加#当酶质量分数为 >[时提取率最高#此时酶

解基本完全#再增加酶的量#过高的酶质量分数反而

会抑制酶解#导致提取率降低" 综合分析#纤维素酶

最佳质量分数为 >["

'Z!Z'9酶解时间对提取率的影响

酶解时间对银杏叶总黄酮提取率的影响如图 !

,S",
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所示" 由图 ! 可知#当酶解 ) / 时#酶解已经反应完

全#有效成分已经溶解于溶剂中#而酶解时间过长会

加大提取液中黄酮与空气接触时间而被氧化#而且

导致细胞内更多其他成分的溶出#因此#最佳酶解时

间为 ) /"

图 !9酶解时间对提取率的影响

'Z!Z!9酶解温度对提取率的影响

酶解温度对提取率的影响如图 A 所示"

图 A9酶解温度对提取率的影响

由图 A 可知#随着温度从 !(i到 >(i不断增

加#提取率不断增加#说明温度较低时#达不到纤维

素酶的最佳催化温度%而当温度为 >(i时#达到酶

最适活性温度%而超过 >(i之后#纤维素酶受热反

而使得活性降低#故最佳酶解温度 >(i"

'Z!ZA9累计微波时间对提取率的影响

累计微波时间对提取率的影响如图 > 所示"

图 >9累计微波时间对提取率的影响

由图 > 可以看出#随着微波时间的增加#提取率

逐渐降低#说明微波时间为 ' 01- 已经足够#再增加

微波时间反而会提取出较多其他杂质#而且温度不

宜控制#对银杏黄酮的成分会造成破坏#导致提取率

降低*))+

" 综合分析#最佳微波时间为 ' 01-"

'Z!Z>9乙醇质量分数对黄酮类化合物提取的影响

乙醇质量分数对提取率的影响如图 " 所示" 由

图 " 可以看出#银杏叶中黄酮化合物在乙醇质量分

数为 Q([时的溶解度最高#在乙醇质量分数较低

时#不能使银杏叶黄酮的成分全部溶解出来#微波只

对有极性的溶剂有吸收作用#增加乙醇质量分数反

而会降低溶液对微波的吸收能力#反不利于银杏叶

中极性较大的黄酮苷的溶出#使得提取率降低"

图 "9乙醇质量分数对提取率的影响

'Z!Z"9料液比对提取率的影响

料液比对提取率的影响如图 Q 所示"

图 Q9料液比对提取率的影响

由图 Q 可以看出#当液料比从 )(�)增加到 !(�)

时#提取率逐渐增加#在溶液较少时#银杏叶细胞组

织中的溶液与外周溶液浓度过早达到平衡#细胞中

的黄酮成分不能充分扩散到溶液" 当液料比大于

!(�)时#银杏叶黄酮成分已经提取充分#提取率基本

不变#为节省原料#最佳料液比为 !(�)"

?<提取机理研究

银杏叶及其残渣扫描电镜照片如图 S 所示" 从

图 S 中可以看出#银杏叶粉末微观结构比较紧密#乙

醇主要是利用溶剂的扩散渗透作用#根据细胞内外

的浓度差#将有效成分溶解出来#溶剂对原料的细胞

壁成分破坏有限%由图 S&2'可以看出#微波能快速

加热细胞内的水等极性分子#使得银杏叶细胞内压

力迅速上升#冲破细胞壁使有效成分流出%纤维素酶

将细胞壁水解#破坏细胞壁的组织结构#使其有效成

分暴露出来" 由图 S&+'可以看出#银杏叶微观形态

变得更加疏松#部分区域瓦解至絮状#银杏叶细胞微

观结构遭到破坏#更多有效成分溶出" 此外#纤维素

酶处理的样品明显更为疏松#对银杏叶细胞壁的破

壁程度要大于微波辐射的作用%由图 S&,'可以看

出#在纤维素酶和微波辅助的作用下#银杏叶细胞壁

的破裂更为完全#更多的有效成分容易被溶剂吸收$

溶解#减少了溶质由固体向主体溶剂扩散的传质阻

力#从而提高提取率"

,:",
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&$'银杏叶原料粉末 &N'Q([乙醇提取残渣

&2'微波 ' 01-提取残渣 &+'纤维素酶提取残渣

&,'酶微波辅助提取残渣

图 S9银杏叶及其残渣扫描电镜照片

@<抗氧化性能研究

取纤维素酶@微波辅助干燥后提取物的抗氧化

实验结果如图 : 和图 )( 所示"

)/提取物对,WY的清除率%'/\.对,WY的清除率

图:9提取物对羟基自由基清除能力

)/提取物对W

'

,的清除率%'/\.对W

'

,的清除率

图)(9提取物对超氧自由基清除能力

由图 :$图 )( 可以看出#样品对羟基自由基和

超氧自由基具有较强的清除能力#且清除能力强于

\." 随着样品质量浓度的增加#清除率随之提高#

呈现出良好的量效关系" 当质量浓度为 A 0EB0b

时#其对羟基自由基和超氧自由基的清除率分别达

到 S>Z(([和 S"Z)"[#说明银杏叶提取物中有优异

的清除自由基效果"

G<结论

&)'对比醇提取法$纤维素酶辅助提取法$微波

辅助提取法和纤维素酶@微波辅助提取法 A 种不同

提取方法#得到纤维素酶@微波辅助提取银杏叶总

黄酮的最佳工艺为!纤维素酶质量分数为 >[#酶解

时间为 ) /#酶解温度为 >(i#累计微波时间为

' 01-#乙醇质量分数为 Q([#液料比为 !(�)#此条

件下银杏叶黄酮的提取率达到 !Z:"[" 经扫描电

镜观察微观结构发现#微波和纤维素酶对银杏黄酮

的辅助提取均能够不同程度地破坏银杏叶细胞的微

观结构#提高提取率"

&''经抗氧化试验发现#银杏叶黄酮提取液对羟

基自由基$超氧阴离子自由基有较强的清除作用#且其

清除能力大于\.#银杏黄酮提取液对自由基清除率都

随其浓度的增大而增大#呈现出良好的量效关系"
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