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3．57 mg，置1 mL量瓶中，加至刻度，摇匀，即得。

2．3供试品溶液的制备：取克心疼缓释片，研细，精

密称定1．012 g，用50 mL甲醇回流提取2次，每次

20 rain，挥干甲醇，用水饱合正丁醇溶解后，以0．26

mol／L Na。CO。溶液萃取完全，合并碱液，调pH 2，

乙醚萃取，合并乙醚液，挥于乙醚，用甲醇转移至5

mL量瓶中，加至刻度，备用。

2．4标准曲线的制备：取阿魏酸对照品溶液50、

70、100、120、150 FL，分别置5 mL量瓶中，用甲醇

稀释并加至刻度，依次进样。以阿魏酸质量浓度为横

坐标，峰面积与迁移时间比值为纵坐标，进行回归，

得回归方程为Y一2．481 9 X一3．711 3，r一

0．999 7，线性范围：35．7～107．1 t-tg／mL。

2．5精密度试验：取71．4 t-g／mL阿魏酸对照品溶

液，重复进样5次，测定峰面积，计算峰面积与迁移

时间的比值，计算得其RSD为0．46％。

2．6重现性试验：精密称取同一批样品5份，制备

供试品溶液，计算峰面积与迁移时间的比值，其

RSD为1．0％。

2．7稳定性试验：取供试品溶液，分别在0、2、4、6

h测定峰面积与迁移时间的比值，其RSD为1．5％。

表明供试品溶液在6 h内稳定性较好。

2．8加样回收率试验：取含阿魏酸75．28 mg／g的

克心疼缓释片样品5份，各约0．5 g，各加入3．57

mg／mL阿魏酸对照品溶液2．0 mL，制备供试品溶

液，测定回收率为98．4％，RSD为3．73％。

2．9样品测定：吸取供试品溶液10弘L进样，每批

取3份，测定峰面积与迁移时间的比值，按照标准曲

线法计算样品中阿魏酸的质量分数，结果见表1。

表1克心疼缓释片中阿魏酸的测定结果(忍一3)

Table 1 Determination of ferulic acid in Kexinteng

Sustained—release Tablet(万一3)

批号 阿魏酸／(mg·g_1)

3讨论

3．1缓冲液pH值的确定：阿魏酸的荷电性随pH

的不同而异，pH<7时，阿魏酸以中性分子存在。在

毛细管区带电泳模式下，中性组分之间难以分离，这

样当缓冲液pH<7时，阿魏酸会与样品中其他中性

组分同时出峰，使分离和定量困难。而当pH>7时，

阿魏酸以羧酸根阴离子存在，在中性组分之后出峰，

易于分离和定量。为使阿魏酸既能迅速出峰，又能与

其他峰分离完全，本实验选择缓冲液pH 9．0。

3．2 同存成分的干扰：克心疼缓释片中含有延胡

索，其主要成分为总生物碱，为排除其影响，样品处

理采用甲醇提取后，挥干甲醇，用水饱合正丁醇溶解

后，Na。CO。碱液萃取的办法。实验表明，既不破坏

被测成分阿魏酸，又有效排除了同存成分的干扰。
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利用板蓝根水提醇沉物生产产朊假丝酵母
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摘 要：目的 以板蓝根的水提醇沉物为原料培养产朊假丝酵母。方法 将原料液化、糖化处理后，以此水解液为

发酵液进行液态发酵，并对该菌在水解液中的生长特性及发酵条件进行研究。结果 优化后的培养条件为：水解液

还原糖含量2．65％，温度28℃，pH值5．5～6．5，接种量9％，装液量100 mL(500 mL三角瓶)。在优化培养条件

下培养20 h后，产朊假丝酵母的生长达到稳定期，其活菌数达到6．61×108／mL。经检测，干燥后的菌粉中靛玉红达

0．45 ptg／g。结论 以板蓝根水提醇沉物为原料生产产朊假丝酵母是可行的。
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板蓝根是传统的清热解毒良药，临床上广泛用

于治疗多种疾病如流感、腮腺炎、乙脑、肝炎等，是公

认的具有较好抗病毒效果的少数中药之一[1]。板蓝

根醇沉物是采用传统的水提醇沉工艺生产板蓝根颗

粒过程中产生的泥状沉淀物，其中含有大量的淀粉、

多糖及蛋白质等，是微生物可以利用的营养物质，同

时也残留一部分药效成分。板蓝根醇沉物一直作为

废料被扔掉，不仅污染环境，而且浪费资源。为了使

板蓝根资源得到更加充分合理的应用，本实验对板

蓝根醇沉药渣进行了分析，并对其采用液态发酵培

养产朊假丝酵母，以期为板蓝根的综合利用进行有

益的探索。

1仪器与试药

Biotronik 3020高效液相色谱仪，WU一875紫

外检测器；往复式摇床、水浴摇床、血球计数板，产朊

假丝酵母(中国工业微生物菌种保藏中心)，斜面保

藏培养基(11。Be麦芽汁琼脂)，摇瓶种子培养基(1l。

Be麦芽汁)，板蓝根水提醇沉物(天津兴达中药材加

工厂)，耐高温a一淀粉酶(1×105 U／mL)，糖化酶

(2×104U／mL)。靛玉红对照品(中国药品生物制品

检定所)。

2方法与结果

2．1靛玉红的HPLC法测定

2．1．1 色谱条件：色谱柱：Spherisorb C18柱(250

mm×4．6 mm，10弘m)；流动相：甲醇一水(80：20)；

体积流量：1．0 mL／min；柱温：室温；检测波长：292

nm；进样量：20肛L。

2．1．2 标准曲线的绘制：称取靛玉红对照品5．0

mg，加少量氯仿，加热溶解，定容至50 mL。分别吸

取0．05、0．1、0．2、0．4、0．6、0．8、1．0 mL置5 mL量

瓶中，用氯仿稀释至刻度，进样测定。以峰面积对质

量浓度进行回归，计算得回归方程为y一3．08 X一

8．26，r一0．992 4，表明靛玉红在2．0～16弘g／mL

与峰面积线性关系良好。

2．1．3供试品溶液的制备：称取干燥、粉碎的板蓝

根醇沉物及发酵后的菌粉各25 g，加氯仿250 mL，

回流提取6 h，经微孑L过滤膜滤过，滤液浓缩并定容

至5 mL，备用。

2．2板蓝根水提醇沉物的组成：取适量的板蓝根水

提醇沉物，采用苯酚一浓硫酸法[2]测定总糖，菲林试

剂法[33测定还原糖，微量凯氏定氮法[3]测定粗蛋白，

中性甲醛滴定法[33测定a一氨基氮，重量法[3]测定含

水量，HPLC法测定靛玉红。结果总糖、还原糖、粗蛋

白、a一氨基氮、水分、靛玉红的质量分数分别为

25．7％、8．5％、6．4％、0．3％、51％、2．53 pg／g。可

见，醇沉物中除水分以外主要为多糖和粗蛋白，还原

糖的质量分数只有8．5％。药效成分靛玉红的质量

分数比较高。

2．3活菌数的测定：用血球计数法[4]测定。

2．4板蓝根醇沉物水解液的制备：称取一定量的醇

沉物，加水溶解，搅拌均匀，配制成25％水溶液。90

。C、pH 6．5、加酶量10 U／g、液化2 h，60℃、pH

5．0、加酶量200 U／g、糖化4 h，得到含一定还原糖

的水解液。经测定水解液中还原糖的质量分数可达

17％，能够满足菌体生长的需要。

2．5菌种种子液的制备：取活化好的斜面菌种一环

接种于种子培养基中，装液量40 mL／250 mL三角

瓶，于28 oC、150 r／rain、培养16～18 h。在种子培养

过程中每隔2 h取样1次，做出菌株的生长曲线，见

图l。可见，菌种在种子培养基中生长4 h后进入对

数生长期，18 h后便进入稳定期。镜检发现菌体细

胞呈假丝状，生长旺盛，出芽率高。此时种子液中活

菌数达1×108／mL，因此确定培养18 h的种子为最

佳接种龄。

2．6发酵方法：将培养至含活菌数为1×108／mL、

出芽率大于20％、死亡率不超过1％、处于对数生长

末期的种子培养液以一定的接种量接种于醇沉物水

解液中，在一定的温度及转速下振荡培养24 h，测定

其中的活菌数。

2．6．1水解液中还原糖对菌体生长的影响：将醇沉

物水解液配制成体积分数分别为7．5％、15％、

22．5％、30Voo，进行培养，测定发酵液中的活菌数，结

果活菌数分别为3．68×108、5．34×108、5．12×108、

4．87×108／mL。可以看出，当水解液体积分数为
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1一活西数2-pH值

1一cell number 2一pH value

图1产朊假丝酵母种子生长曲线

Fig．1 Growth curve of C．utilis seed

15％时，发酵液中活菌数最高，此时发酵液中还原糖

质量分数为2．65％。继续增加水解液体积分数不利

于菌体生长。这一现象符合克雷布特效应[5](the

Crebtree effect)，即在有氧条件下，较高质量分数的

糖抑制酵母菌的呼吸作用，当葡萄糖质量分数大于

5％时，就会使酵母菌细胞中的呼吸酶合成和线粒体

形成受到抑制，酵母生长速率明显下降。

2．6．2培养温度对菌体生长的影响：温度的高低与

发酵中的酶反应速率、氧在培养液中的溶解度和传

递速率等密切相关，从而影响菌体生长和产物合成。

在水解液中，改变培养温度，使其分别在22、25、28、

31、34℃下培养，测得活菌数分别为4．52×108、

5．33×108、5．64×108、5．26×108、4．91×108／mL。

该菌的最佳生长温度为25～28℃。

2．6．3初始pH值对菌体生长的影响：在水解液

中，将初始pH值分别调至4．5、5．0、5．5、6．0、6．5，

接种进行培养，测得活菌数分别为4．21×108、4．83

×108、5．62×108、5．54×108、5．67×108／mL。可见，

当培养基的初始pH值为5．5～6．5时，发酵液中活

菌数最高。

2．6．4不同接种量对菌体生长的影响：在水解液

中，改变摇瓶接种量，使接种量分别为3％、6％、

9％、12％、15％，测定发醇液中的活菌数，分别为

3．76×108、5．21×108、6．17×108、6．11×108、

5．89×108／mL，结果表明当接种量为9％时，发酵液

中的活菌数最高。

2．6．5装液量对菌体生长的影响：溶解氧是需氧菌

发酵的必备条件，摇瓶装液量直接影响氧的传递。在

优化培养基中改变装液量，使装液量分别为50、75、

100、125、150 mL，进行接种培养，测得活菌数分别

为4．36 x 108、5．61×108、5．78 x 108、5．23×108、

3．74×108／mL。当装液量为100 mL时，发酵液中的

活菌数最高。

2．7在优化培养条件下菌种的发酵动力学曲线：以

15％醇沉物水解液为发酵培养基、接种量为9％、初

始pH 6．0、装液量100 mL、28℃下培养，每隔2 h

测定发酵液中的相关参数，绘制发酵动力学曲线，见

图2。产朊假丝酵母在优化的培养条件下，6 h进入

对数生长期。随着菌体的大量繁殖，发酵液pH值迅

速下降，还原糖和总糖不断减少，而蛋白的量逐渐增

加。在20 h左右进入稳定期，还原糖几乎被耗尽，发

酵液pH值有所上升，此时测得其平均活菌数为

6．61×108／mL，蛋白的质量浓度为0．838 g／lOO mL

发醇液。
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1一活菌数2一还原糖3一粗蛋白4总糖5 pH值

1-cell number 2 reduced sugar 3-crude protein

4-total sugar 5-pH value

图2产朊假丝酵母在优化培养条件下的发酵动力学曲线

Fig．2 Fermentation kinetic curves of C．utilis

under optimal conditions

2．8产品成分分析：将发酵液离心，取沉淀摊平于

35℃下鼓风干燥制成菌粉。发酵前后每100 mL发

酵液中的干物质及各成分的比例见表1。可见，发酵

后的产品中蛋白质比原料提高105％，总糖在发酵

过程中由于菌体生长而大部分被消耗掉，质量分数

有所降低。产品中药效成分靛玉红损失较为严重，可

能是原料水解及发酵液灭菌过程受热所致。发酵得

率为42．6 g菌粉／100 g原料干基。

表1产品成分分析

Table 1 Product ingredient analysis

项目干重／g粗蛋白／％总糖／％不溶物／％靛玉红／(pg·g-1)

发酵前7．35 13．1 52．4 32．8 2．53

茎登星!：!! !!：! !!：! !!：! !：!1

3讨论

板蓝根醇沉物为板蓝根颗粒水煎醇沉制备工艺

中的遗弃物，其质量与板蓝根颗粒剂前浸膏相当。板

蓝根木质部的薄壁细胞中含有大量的淀粉粒，煮沸

提取过程中树脂状物、植物蛋白和淀粉粒大量溶出，

并进一步糊化。醇沉时，由于大量沉淀物的吸附和包

3

2

1

0

一。一Ⅲ．色一×一＼簌坦烬
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裹作用，使得醇沉物中留有较大量的靛玉红[6]。研究

结果表明，板蓝根醇沉物具有明显的清热解毒作用，

并对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等的生长均有明显

的抑制作用，其作用强度与同剂量板蓝根颗粒剂前

浸膏相当[7]。板蓝根醇沉物中靛玉红的量明显高于

板蓝根颗粒剂前浸膏，说明板蓝根醇沉物中含有一

定的药理活性物质。

对原料及成品的主要成分进行比较可以看出，

产品的含氮量明显高于原料。作为饲料添加剂，既含

有大量的蛋白质，菌体中又富含维生素、多种酶及辅

助因子等成分，可为动物生长提供丰富的营养。同

时，醇沉物经过发酵后有效成分靛玉红的质量分数

仍然高达0．45 btg／g，残留的靛玉红也可发挥清热

解毒的作用。

醇沉物中的糖分以多糖为主，而多数微生物只

能以小分子的单糖、双糖作为碳源，因此需要对其中

的多糖进行水解，成为可发酵性糖。多糖水解分为酶

水解和酸水解两种，考虑到酸水解条件比较剧烈，温

度高，时间长，所需pH值在1．5～1．8，水解结束后

调节pH值会带入较多的金属离子，不利于菌体的

生长，因此选择条件较温和的双酶法进行水解。

高质量浓度的还原糖对酵母菌生长具有抑制作

用，应当将发酵液初始还原糖质量浓度控制在5％

以下。在对数生长后期，随着菌体的大量繁殖，发酵

液中还原糖等营养物质被耗尽，有害代谢产物不断

积累，使得菌体的生长速率下降。为了提高培养液中

的菌体数，可在对数生长后期，采用分批补料或流加

补料的方式，向发酵液中补加还原糖，以延长菌体的

对数生长期，从而获得高密度培养液。

我国是中草药种植、生产加工和消费的大国，近

年来随着对中药资源开发力度的不断加大，中药材

加工产生的废弃物也越来越多。这些药渣中的绝大

多数均作为废料被扔掉或烧毁，这其中有尚未提取

完全的有效成分及未开发的新用途。本研究中探讨

了利用板蓝根醇沉物培养益生菌的方法，不仅有效

解决了污染问题，并且使原料资源得到了更充分合

理有效的利用，提高了产品的附加值，同时为采用相

似工艺进行生产的其他中药的综合利用提供参考。
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桑叶中多糖提取分离工艺的研究

张琳华，高瑞昶，许明丽

(天津大学化工学院，天津300072)

摘要：目的优选桑叶多糖提取分离最佳工艺。方法 比较稀酸、稀碱、蒸馏水3种提取方法，采用L。(34)正交试

验，对影响多糖的水提取工艺和醇沉分离工艺的因素水平进行了研究，并比较了不同蛋白去除法对多糖提取分离

的影响。结果 桑叶多糖的最佳提取工艺为用10倍量蒸馏水在70℃下提取2次，每次1．5 h。醇沉分离最佳工艺

为醇沉时乙醇体积分数80％，药液浓缩至1 mL药液儋生药，pH值为4。用三氯乙酸(TCA)法去除蛋白质的效果

优于传统的Savage法。结论优选的桑叶多糖提取分离工艺稳定可行。

关键词：桑叶；多糖；提取分离；正交试验
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