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　　摘要：在单因素试验的基础上，利用Ｍｉｎｉｔａｂ１５软件设计了响应面试验，研究超滤操作压力、料液中皂苷浓度、超
滤时间、操作温度对超滤膜通量的影响，并确定最佳工艺参数。结果表明：操作压力 ０．４２ＭＰａ、料液中皂苷浓度
０．７４ｍｇ／ｍＬ、超滤时间１３．７ｍｉｎ、操作温度２７．９３℃时，膜通量最大值预测结果为０．１５ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），实际测得膜
通量值为０．１３ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），与预测值基本相符，该条件下皂苷纯度达到６９．７５％，达到纯化目的。
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木属（ＡｒａｌｉａＬ．）植物皂苷具有抗氧化、降血脂、降血
糖、强壮、抗癌等活性［１－５］，是非常重要的生物活性成分。科

研工作者对该属植物皂苷活性单体的结构研究较多［６－８］，但

关于其提取纯化工艺研究报道较少，制约了它在药品和功能

食品领域的深加工利用。目前，植物皂苷的提取纯化［９－１０］主

要采用溶剂提取和大孔树脂纯化相结合的方法。超滤技术利

用外界能量或化学位差为推动力，利用膜的孔径不同对成分

进行分离、提纯和富集，具有不需添加化学试剂、操作条件简

便等优点，应用越来越广泛［１１］，为提高皂苷的纯度，笔者所在

课题组采用超滤法［１２－１３］对其进行纯化，在单因素试验的基础

上，采用响应面法分析了各因素及其交互作用在超滤过程中

对膜通量的影响，并最终优化了工艺条件，旨在为该资源在工

业上的深加工利用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
长白

!

木（人工栽培品种）嫩芽，由沈阳农业大学园艺学

院提供，阴干粉碎后备用。齐墩果酸标准品（中国生物药品

制品检定所）；无水乙醇、石油醚（沸程６０～９０℃）、香草醛、
冰醋酸、高氯酸、乙酸乙酯、考马斯亮蓝等均为分析纯试剂；

ＡＢ－８大孔吸附树脂（河北省沧州宝恩化工有限公司）。
７２００型可见分光光度计［尤尼柯（上海）有限公司］；

ＴＤＬ－５０００Ｂ型离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＲＥ－５２型旋
转蒸发仪（上海博通经贸有限公司）；ＳＨＺ－Ⅲ型循环水真空
泵（上海华琦科学仪器有限公司）；自动柱层析系统（上海沪

西分析仪器厂）；ＳｔｉｒｒｅｄＣｅｌｌｓ８０００系列超滤搅拌设备（密理
博中国有限公司）；醋酸纤维素超滤平膜（截留分子量１０ｋｕ）
（北京伯乐生命科学发展公司）。

１．２　方法
１．２．１　长白

!

木嫩芽皂苷的提取　取长白
!

木嫩芽干粉

１００ｇ，加入８倍量体积分数为７０％的乙醇，６０℃水浴浸提３
次，每次２ｈ，合并醇提液，将醇提液回收乙醇，得长白

!

木嫩

芽皂苷粗提液。

１．２．２　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷操作条件的单因素试验

１．２．２．１　超滤压力的考察　固定料液中皂苷浓度
０．６ｍｇ／ｍＬ，操作温度 ３５℃，分别在操作压强 ０．３０、０．３５、
０４０、０．４５、０．５０ＭＰａ下超滤１５ｍｉｎ，测定膜通量。
１．２．２．２　料液浓度的考察　分别选择料液中皂苷浓度０．２、
０．４、０．６、０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ于操作压力０．４０ＭＰａ、操作温度
３５℃ 条件下超滤１５ｍｉｎ后测定膜通量。
１．２．２．３　超滤时间的考察　固定料液中皂苷浓度
０．６ｍｇ／ｍＬ、操作压强０．４０ＭＰａ、操作温度３５℃，分别测定操
作５、１０、１５、２０、２５ｍｉｎ后样液的膜通量。
１．２．２．４　超滤温度的考察　固定操作压力０．４０ＭＰａ、料液
中皂苷浓度０．６ｍｇ／ｍＬ，分别在操作温度２５、３０、３５、４０℃下
超滤１５ｍｉｎ，测定膜通量。
１．２．３　超滤纯化长白

!

木嫩芽皂苷响应面试验设计　采用
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计法（表１），设计响应面试验（采用真实值
代码），对提取工艺进行优化。模型通过最小二乘法拟合，二

次多项方程可表达为ｙ＝Ａ０＋∑Ａｉｘｉ＋∑Ａｉｘｉｉ＋∑Ａｉｊｘｉｘｊ。

表１　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷响应面试验设计因素及水平

水平

因素

ｘ１：超滤压力
（ＭＰａ）

ｘ２：皂苷浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

ｘ３：超滤时间
（ｍｉｎ）

ｘ４：操作温度
（℃）

１ ０．３５ ０．４ １０ ２５
２ ０．４０ ０．６ １５ ３０
３ ０．４５ ０．８ ２０ ３５

１．２．４　皂苷的测定　采用香草醛高氯酸法，按文献［１４］建
立的长白

!

木总皂苷含量测定方法进行测定。

皂苷透过率＝超滤后透过液中的皂苷的质量
超滤前样液中皂苷的质量

×１００％。

１．２．５　膜通量的计算［１１］

ＪＶ＝
Ｖ
Ｓ×ｔ。

—４０３— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１１期



式中：ＪＶ表示膜通量［ｍＬ／（ｃｍ
２·ｍｉｎ）］；Ｖ表示超滤流出体

积（ｍＬ）；Ｓ表示超滤膜面积（ｃｍ２）；ｔ表示超滤所用时间
（ｍｉｎ）。

２　结果与分析

２．１　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷操作条件的单因素试验

２．１．１　超滤压力对膜通量的影响　由图１可以看出，随着超
滤压力增大，膜分离过程的推动力增加，膜通量逐渐增大。当

压力达到０．４ＭＰａ后，随着压力继续增加，大分子溶质在膜表
面吸附积聚逐渐形成致密的凝胶层，导致传质阻力增加，膜通

量增加缓慢。

２．１．２　料液中皂苷浓度对膜通量的影响　由图２可知，料液
中皂苷浓度升高，增大了皂苷透过膜的推动力，但也使得料液

中更多的大分子溶质吸附积聚在膜表面，当料液皂苷浓度达

到０．６ｍｇ／ｍＬ后，膜通量开始下降。

２．１．３　超滤时间对膜通量的影响　从图３中可以看出，随着
超滤时间延长，膜表面逐渐形成致密的大分子凝胶层，膜污染

的情况越来越严重，膜孔堵塞，导致传质阻力增加，膜通量一

直呈现下降的趋势。

２．１．４　超滤温度对膜通量的影响　由图４可知，随着超滤温
度升高，料液黏度下降，流动性增强，传质能力加强，膜通量增

大。３５℃后，继续升高温度，膜通量呈下降趋势，可能是因为
膜表面对大分子溶质的吸附随温度升高而增加，膜孔堵塞，加

重了膜的污染。

２．２　拟合模型的建立及方差分析
由表２、表３可以看出，回归方程的Ｐ＜０．０１，说明膜通量

所建立的二次多项模型具有高度显著性，线性和平方模型的

Ｐ＜０．０１也说明模型具有高度显著性。模型的总决定系数达
０．９６４１，说明拟合方程可信度达 ９６．４１％。失拟项的 Ｐ＞
００５，不显著，表明方程有较好的精确度和可靠性，对试验拟
合良好，可以用该回归模型代替真实试验点对试验结果进行

分析和预测。

表２　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷响应面试验设计与结果

试验

号

因素（未编码值）

ｘ１：压力
（ＭＰａ）

ｘ２：皂苷浓度
（ｍｇ／ｍＬ）

ｘ３：时间
（ｍｉｎ）

ｘ４：温度
（℃）

ｙ：膜通量
［ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ）］

１ ０．４０ ０．６ １０ ３５ ０．１２０３７５
２ ０．４５ ０．６ １５ ３５ ０．０９７３３７
３ ０．４０ ０．６ １５ ３０ ０．１１６９５０
４ ０．４５ ０．４ １５ ３０ ０．１０３６６７
５ ０．４０ ０．６ ２０ ２５ ０．０７０３３０
６ ０．４０ ０．８ ２０ ３０ ０．０６３３３８
７ ０．４０ ０．４ ２０ ３０ ０．０９５０８３
８ ０．３５ ０．４ １５ ３０ ０．０７９９３９
９ ０．３５ ０．６ １５ ３５ ０．０７９０５８
１０ ０．４５ ０．６ １５ ２５ ０．１０３９５０
１１ ０．４０ ０．６ ２０ ３５ ０．０８８１００
１２ ０．３５ ０．６ １５ ２５ ０．０７３４４８
１３ ０．４０ ０．８ １５ ２５ ０．０９７９０４
１４ ０．４０ ０．８ １５ ３５ ０．０９１２００
１５ ０．４０ ０．４ １５ ２５ ０．０９２７２１
１６ ０．４０ ０．４ １５ ３５ ０．１０４７８６
１７ ０．４０ ０．６ １５ ３０ ０．１１６２０１
１８ ０．４５ ０．６ １０ ３０ ０．１１８５８９
１９ ０．４０ ０．４ １０ ３０ ０．１０５３４６
２０ ０．３５ ０．８ １５ ３０ ０．０６１０９１
２１ ０．３５ ０．６ ２０ ３０ ０．０５６２０９
２２ ０．３５ ０．６ １０ ３０ ０．１０８９６７
２３ ０．４０ ０．６ １０ ２５ ０．１１６８６９
２４ ０．４０ ０．６ １５ ３０ ０．１０３４９８
２５ ０．４５ ０．８ １５ ３０ ０．１０５３７７
２６ ０．４５ ０．６ ２０ ３０ ０．０９５１００
２７ ０．４０ ０．８ １０ ３０ ０．１４６０５８
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表３　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷响应面试验回归模型方差分析

来源 自由度 ＳｅｑＳＳ ＡｄｊＳＳ ＡｄｊＭＳ Ｐ 显著性

回归 １４ ０．０１０７６１０．０１０７６１０．０００７６９０．０００ 
线性 ４ ０．００７４８２０．００７４８２０．００１８７１０．０００ 
平方 ４ ０．００１４７００．００１４７００．０００３６８０．００１ 

交互作用 ６ ０．００１８０９０．００１８０９０．０００３０１０．００１ 
残差误差 １２ ０．０００４０１０．０００４０１０．００００３３
失拟 １０ ０．０００２８７０．０００２８７０．００００２９０．８１３
纯误差 ２ ０．０００１１４０．０００１１４０．００００５７
合计 ２６ ０．０１１１６２

　　对表２数据进行回归分析，获得二次多元回归方程：
ｙ＝０．１１２２１６＋０．０１３７７６ｘ１ －０．０２０６７０ｘ３ －

０．０１５５５２ｘ１
２－０．００７５７９ｘ２

２－０．００８８８３ｘ４
２＋０．５１３９２７ｘ１ｘ２＋

０．００７３１７ｘ１ｘ３－０．０１８１１４ｘ２ｘ３－０．００４６９２１９ｘ２ｘ４。
由表４可知，ｘ１（超滤压力）、ｘ３（超滤时间）和 ｘ１

２（超滤

压力）、ｘ４
２（料液浓度）、ｘ２ｘ３（皂苷浓度与超滤时间）交互项对

膜通量影响极显著；ｘ２
２（皂苷浓度）、ｘ１ｘ３（超滤压力与超滤时

间）交互项、ｘ２ｘ４（皂苷浓度与超滤温度）交互项对膜通量影响
显著，其他项不显著。表明该方程不是简单的线性关系，二次

项和交互作用影响很大，与模型检验结果相符合。

表４　超滤纯化长白
!

木嫩芽皂苷响应面试验回归方程系数显著性检验

项 系数 系数标准误 Ｐ 显著性

常量 ０．１１２２１６ ０．００３３３８ ０．０００ 
ｘ１ ０．０１３７７６ ０．００１６６９ ０．０００ 
ｘ２ －０．００１３８１ ０．００１６６９ ０．４２４
ｘ３ －０．０２０６７０ ０．００１６６９ ０．０００ 
ｘ４ ０．００２１３６ ０．００１６６９ ０．２２５
ｘ１２ －０．０１５５５２ ０．００２５０４ ０．０００ 
ｘ２２ －０．００７５７９ ０．００２５０４ ０．０１１ 
ｘ３２ －０．００２８４８ ０．００２５０４ ０．２７８
ｘ４２ －０．００８８８３ ０．００２５０４ ０．００４ 
ｘ１ｘ２ ０．００５１３９ ０．００２８９１ ０．１０１
ｘ１ｘ３ ０．００７３１７ ０．００２８９１ ０．０３４ 
ｘ１ｘ４ －０．００３０５５ ０．００２８９１ ０．３１１
ｘ２ｘ３ －０．０１８１１４ ０．００２８９１ ０．０００ 
ｘ２ｘ４ －０．００４６９２ ０．００２８９１ ０．０１３ 
ｘ３ｘ４ ０．００３５６６ ０．００２８９１ ０．２４１

　　注：Ｒ－Ｓｑ＝９６．４１％，Ｒ－Ｓｑ（预测）＝８２．８９％，Ｒ－Ｓｑ（调整）＝
９２．２１％；“”表示在０．０５水平显著，“”表示在０．０１水平显著。

２．３　响应面图分析
膜通量受超滤压力与超滤时间交互作用、皂苷浓度与超

滤时间交互作用、皂苷浓度与超滤温度交互作用的影响。超

滤操作时间越长，膜通量随超滤压力的增大而增大的变化趋

势越明显（图５）；超滤操作时间越长，膜通量随皂苷浓度的升
高而下降的趋势越明显（图６）；而超滤温度越高，膜通量随皂
苷浓度的升高而下降的趋势越明显（图７）。
　　利用Ｍｉｎｉｔａｂ１５软件对试验模型进行优化分析，确定超滤
工艺条件是超滤压力０．４２ＭＰａ，料液皂苷浓度０．７４ｍｇ／ｍＬ，超
滤时间１３．７ｍｉｎ，温度２７．９３℃，预测膜通量最高理论值为
０．１５ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），实际测定膜通量达到０．１３ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），
优化条件下皂苷透过率７５．９８％，皂苷纯度可到６９．７５％。

３　结论

在单因素基础上用响应面对长白
!

木嫩芽皂苷超滤提纯

工艺进行优化，确定优化条件为操作压力０．４２ＭＰａ、料液中
皂苷浓度 ０．７４ｍｇ／ｍＬ、超滤时间 １３．７ｍｉｎ、操作温度
２７．９３℃，膜通量最大值预测结果为０．１５ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），
实际测得膜通量值为０．１３ｍＬ／（ｃｍ２·ｍｉｎ），与预测值基本相
符，该条件下皂苷透过率为７５．９８％，纯度达到６９．７５％，达到
纯化目的。
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碱不溶性酵母胞壁多糖的提取条件
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乙醚洗涤后干燥即得碱不溶性酵母胞壁多糖。在此提取条件下，碱不溶性酵母胞壁多糖的得率为２．２３％，其多糖含
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　　酵母细胞壁中存在碱不溶性葡聚糖、碱溶性葡聚糖、酸溶
性葡聚糖、连接有蛋白质的无定性的碱溶性甘露聚糖等。其

中不溶性葡聚糖除因不溶使其在抗肿瘤等的临床应用上受到

限制外，高度的黏性、持水性和热稳定性以及制备工艺简单等

方面的优点，使其在食品、医药、化妆品、造纸和建筑材料等行

业广泛应用［１］。啤酒工厂主要副产物———啤酒酵母泥中就

含有具有这种特性的胞壁多糖。我国酵母资源丰富，年产啤

酒沉淀酵母泥３万～５万 ｔ（干基）［２］。啤酒酵母细胞壁中含
有大量的多糖，约为酵母细胞干重的４０％［３］，目前对其综合

利用主要是从中提取蛋白质、核酸、谷胱苷肽等［４］，对其胞壁

多糖的研究还不多见。本研究对从废啤酒酵母中提取碱不溶

性酵母胞壁多糖的工艺条件进行了研究，为酵母多糖的进一

步研究和废啤酒酵母的综合利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
废啤酒酵母（湖北金龙泉啤酒有限公司）；试剂均为国产

分析纯；ｐＨ计［３２０－Ｓ型，梅特勒 －托利多仪器（上海）有限
公司］；真空干燥箱（ＤＺＴ－６０２０型，上海精宏实验设备有限
公司）；可见光分光光度计（７２２Ｓ型，上海精密科学仪器有限
公司）；红外消化炉（ＨＮ－１２Ａ，上海勇规分析仪器有限
公司）。　

标准葡萄糖溶液制备：取１０５℃干燥至恒重的 Ｄ－葡萄
糖，精密称重，配成３．６２ｍｇ／ｍＬ的标准储备液。使用前用蒸
馏水稀释配制成标准葡萄糖使用液（０．０３６２ｍｇ／ｍＬ）。
８０％苯酚：８０ｇ苯酚（分析纯重蒸馏试剂）加２０ｇ水使之

溶解，可置冰箱中避光长期贮存。

６％苯酚：临用前以８０％苯酚配制。
１．２　方法
１．２．１　酵母胞壁多糖提取与纯化方法　碱不溶性葡聚糖提
取与纯化工艺流程如下：废啤酒酵母→碱液处理→中和→溶
剂洗涤→干燥→酵母胞壁多糖。

用一定浓度的１０００ｍＬ碱液（ＮａＯＨ）对１００ｇ废啤酒酵
母处理多次，每次均是在沸水浴中加热处理一定时间，冷却后
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