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酶法生产αＧ熊果苷的纯化工艺
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摘要　采用乙醇发酵去除酶法合成αＧ熊果苷反应液中大部分糖类杂质,以活性炭纤维吸附分离αＧ熊果苷,

选择甲醇Ｇ乙酸乙酯混合溶剂重结晶精制.结果表明,５０％乙醇溶液洗脱部分αＧ熊果苷含量最高,此部分经甲

醇Ｇ乙酸乙酯混合溶剂反复重结晶精制,可制备得到αＧ熊果苷无色针状结晶,HPLC检测纯度达到９９％以上,收
率达到８０％.该工艺简单可行,稳定性高、重复性好,适合大规模制备高纯度αＧ熊果苷.
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　　熊果苷(arbutin),通常指βＧ熊果苷(hydroquiＧ
noneＧβＧDＧglucopyranoside),是一种新兴的皮肤美

白剂,最初来源于杜鹃花科熊果属的多年生常绿小

灌木植物熊果的叶子,后来在杜鹃花科的越桔属、蔷
薇花科的梨属、虎耳草科的耳草属的植物中也有发

现[１].βＧ熊果苷的去色素作用机制是作为酪氨酸酶

的抑制剂,主要阻断多巴及多巴醌的合成从而遏制

黑色 素 的 形 成[２].αＧ熊 果 苷 (hydroquinoneＧαＧDＧ
glucopyranoside)是βＧ熊果苷的同分异构体,研究表

明αＧ熊果苷和βＧ熊果苷具有相似的美白作用,也是

通过抑制酪氨酸酶遏制黑色素合成,但抑制强度是

βＧ熊果苷的１０倍,而且对人体正常细胞没有抑制作

用,因此,αＧ熊果苷比βＧ熊果苷更安全高效[３Ｇ４].αＧ
熊果苷和βＧ熊果苷来源不同;βＧ熊果苷可以通过植

物提取、植物细胞培养和人工化学合成３种方法制

备;而αＧ熊果苷一般认为只能通过来自微生物的酶

催化糖基转移或逆水解反应来制备[５Ｇ６].αＧ熊果苷

做为高级美白化妆品添加剂,由于无刺激、无过敏、
配伍性强,国内外需求量越来越大,因而其合成和纯

化技术也日益受到人们的关注.在前期研究[７]中,
利用大黄欧文氏菌(Erwiniarhapontici)蔗糖异构

酶(sucroseisomerase)的突变体 F１８５I、F３２１I和

F３２１W 酶蛋白催化蔗糖和对苯二酚合成αＧ熊果苷,

αＧ熊果苷含量最高达到２５mg/mL,对苯二酚转化

率７２％~８８％.酶法合成αＧ熊果苷反应产物和βＧ

熊果苷植物抽提物相比有不同的特点,其包含的成

分除了反应不彻底的底物蔗糖和对苯二酚外,还含

有各种蔗糖的酶促转化产物如异麦芽酮糖、葡萄糖、
果糖等,这给αＧ熊果苷纯化分离带来不小难度.酵

母常用于乙醇发酵,可发酵糖生成乙醇.活性炭具

有来源广泛、吸附量大、成本低、再生简单等优点,常
用于制药行业产品脱色以及有效成分分离.重结晶

技术常用于药物的精制.本研究采用酵母发酵、活
性炭吸附分离以及有机溶剂重结晶技术对酶法合成

αＧ熊果苷进行分离纯化,采用高效液相色谱法进行

检测,分析其影响因素,旨在为酶法合成αＧ熊果苷

分离纯化和高纯度αＧ熊果苷规模化生产提供工艺

参数.

1　材料与方法

1.1　材料与设备

αＧ熊果苷标准品纯度≥９９％,帝斯曼(日本)生
产;对苯二酚含量≥９９．０％,分析纯,北京索莱宝科

技有限公司生产;标准糖分子样品购自 Sigma公

司;αＧ熊果苷合成反应液由笔者所在课题组制备;酿
酒高活性干酵母,购自安琪酵母股份有限公司;活性

炭粉末 (powderactivatedcarbon,PAC),孔径 ＜
０．０７４mm,购自江西怀玉山三达活性炭有限公司;
活性炭颗粒(granularactivatedcarbon,GAC),孔径

０．６~２．０mm,购自福建元力活性炭股份有限公司;
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活性炭纤维(activatedcarbonfiber,GAC)SYＧACFＧ
１００３,购自江苏南通森友碳纤维有限公司.

Waters６００E高效液相色谱仪,检测器为 WaＧ
ters２４８９紫外检测器、Waters２４１４示差折光检测

器;MettlerAE２４０电子天平,德国梅特勒Ｇ托利多

公司;REＧ５２A型旋转蒸发仪,上海亚荣;SHZＧ８２恒

温振荡器,常州国华电器有限公司;MIKRO２２０R
离心机,德国 Hettich科学仪器有限公司;BTＧ１００N
数显恒流泵,上海沪西分析仪器厂有限公司;BSZＧ
１００分 部 收 集 器,上 海 青 浦 沪 西 仪 器 厂;DHGＧ
９２４０A鼓风干燥箱,上海天呈实验仪器制造有限

公司.
1.2　酵母发酵处理

将合成反应液 １００ mL 加水稀释 ３ 倍,加入

０．０５％酿酒高活性干酵母(使用前先用１０倍 ３５~
３８℃的２％ 蔗糖水活化３０min),摇匀,塑料膜封

口,置３０℃恒温振荡器１８０r/min培养,每隔１２h
取样,采用 HPLC法检测各成分含量变化.７２h终

止反应,６０００r/min离心１５min去除沉淀,上清液

置旋转蒸发仪加热、真空浓缩至原体积１００mL,冷
却备用.
1.3　活性炭富集工艺

１)活性炭预处理.将活性炭置于烧杯,加入适

量４％盐酸溶液,搅匀,浸泡２h,纯化水洗至中性,
再用等量４％NaOH 溶液浸泡２h,纯化水洗至中

性,沥干水分,８０℃烘箱干燥,备用.

２)活性炭静态吸附量和解吸率测定.参照文献

[８]的方法,分别选用粉末、颗粒和纤维３种活性炭

进行αＧ熊果苷吸附分离.准确称取经过预处理的

活性炭１．０g置于１００mL三角瓶中,平行３份,加
入２５．０mL经本文“１．２”发酵处理的αＧ熊果苷合成

反应液,１５０r/mim 摇床振荡３０min,０．２μm 滤膜

抽滤,再用２５．０mL纯化水洗涤活性炭,合并滤液

定容,稀释２０倍,采用 HPLC法进行检测,计算吸

附量.
吸附量＝１/m(C０ＧC１)×V１ (１)

式(１)中,C０为吸附前合成反应液中αＧ熊果苷

的质量浓度,mg/mL;C１为吸附后滤液中剩余的

αＧ熊果苷质量浓度,mg/mL;m 为预处理的活性炭

质量,g;V１为αＧ熊果苷合成反应液体积,mL.
将上述吸附饱和的活性炭分别装入分离柱,用

８０％乙醇洗脱３个柱床体积(bedvolume,BV,下
同),分别收集洗脱液,取样 HPLC测定αＧ熊果苷含

量,计算８０％乙醇解吸率.
解吸率＝C２×V２/吸附量×１００％ (２)

公式(２)中,C２为洗脱液中αＧ熊果苷质量浓度,

mg/mL,V２为洗脱体积,mL.

３)洗脱液乙醇体积分数.以０．５BV/h流速将

经发酵处理的αＧ熊果苷合成反应液,上样至经过预

处理的活性炭纤维分离柱(径高比为１∶５)上,控制

加入的αＧ熊果苷总量不超过活性炭吸附量上限,平
行设置９份.先用５BV 的水洗涤活性炭柱除杂,
再分别用１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、

８０％、９５％乙醇以１BV/h的体积流量洗脱,收集

３BV的乙醇洗脱液,旋转真空干燥,残渣用２０％甲

醇溶液溶解并转移至２５mL容量瓶中,HPLC测定

αＧ熊果苷和对苯二酚的量.

４)５０％乙醇洗脱用量.取经发酵处理的αＧ熊

果苷合成反应液,分别加于经过预处理的活性炭纤

维柱(径高比为１∶５),以０．５BV/h的体积流量上

样,控制加入的αＧ熊果苷总量不超过活性炭吸附量

上限;依次用５BV纯水、３BV１０％乙醇以１BV/h
的体积流量洗涤活性炭柱除杂,再用５０％乙醇以

１BV/h的体积流量洗脱,分别收集每个柱体积的

５０％乙醇洗脱液,共收集８BV.洗脱液回收乙醇,
真空浓缩干燥,残渣用２０％甲醇溶液溶解并转移至

２５mL容量瓶中,HPLC测定αＧ熊果苷和对苯二酚

的量.重复３次.
1.4　αＧ熊果苷精制

经过活性炭柱吸附分离的αＧ熊果苷粗品,质量

分数可达到８０％~８５％,通过溶剂萃取、重结晶操

作能使αＧ熊果苷质量分数达到９５％以上.在参考

文献[９]的基础上,本研究分别考察乙酸乙酯萃取和

甲醇Ｇ乙酸乙酯混合溶剂结晶这２种精制方法的

效果.
取αＧ熊果苷粗品１g,精密定量,平行２份.其

中１份加５mL水溶解,过滤,加乙酸乙酯８０℃水

浴振摇抽提４次(５０、５０、３０、２０mL),合并乙酸乙

酯.乙酸乙酯减压浓缩,使析出无色针状结晶.另

一份加甲醇５mL溶解,过滤,加入乙酸乙酯,至析

出结晶物;结晶物重新溶于适量甲醇,加入乙酸乙

酯,至析出无色针状结晶.分别取结晶物２５mg,精
密定量,加２０％甲醇溶液配制成０．５mg/mL的溶

液,HPLC法测定αＧ熊果苷含量.
1.5　工艺验证

综合上述试验结果并优化各项工艺参数,对酶

８５
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法合成αＧ熊果苷分离纯化整个工艺过程进行验证,
考察工艺的稳定性,计算产品收率.
1.6　测试方法

αＧ熊果苷和对苯二酚的测定,参照文献[１０Ｇ１１]
的方法,并略作修改,以实现 HPLC同时定量测定

样品中的αＧ熊果苷和对苯二酚.分别精密称取αＧ
熊果苷、对苯二酚对照品４０．００mg和２０．００mg,以

２０％甲醇溶液溶解于同一个２５mL容量瓶中,定容

至刻度,即得混合对照品储备液.精密吸取一定量

的对照品储备液,用２０％甲醇溶液稀释到αＧ熊果苷

质量浓度分别为０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、０．８０、１．６０
mg/mL,对苯二酚质量浓度分别为 ０．０２５、０．０５、

０．１０、０．２０、０．４０、０．８０mg/mL的混合对照品溶液,
混匀,离心,分别取上清液按色谱条件进样２０μL测

定.色谱条件:WatersC１８柱(５μm,４．６mm×２５０
mm);柱 温 ３０ ℃;检 测 波 长 为 ２８２nm;流 速 为

１mL/min;流动相为乙腈与甲醇的混合液(V乙腈 ∶
V甲醇 ∶V水 ＝１０∶１０∶８０).以进样量为横坐标

(X),峰面积积分值为纵坐标(Y),进行线性回归,
得到αＧ熊果苷和对苯二酚的标准曲线及其回归方

程.将待测样品配制成０．１~０．５mg/mL的αＧ熊果

苷或对苯二酚溶液,混匀,离心后,按同样方法检测,
将样品的峰面积积分值代入相应回归方程式,得出

待测样品的含量.
蔗糖、葡萄糖、果糖、异麦芽酮糖液相检测条件,

参照文献[１２].
1.7　数据处理

采用Excel进行数据分析,其中方差分析采用

Anova过 程,显 著 性 分 析 采 用 Duncan’s 检 验,

P＜０．０５表示存在显著性差异.

2　结果与分析

2.1　酵母发酵对合成反应液去除糖分杂质的影响

合成反应液经乙醇发酵处理(发酵时间７２h)
前后成分变化结果见表１,HPLC示差折光分析图

谱见图１.结果显示:乙醇发酵将可发酵糖(蔗糖、
葡萄糖、果糖)转化生成乙醇,而异麦芽酮糖由于不

被酵母利用,含量没有变化;酵母对αＧ熊果苷不发

酵,因此,利用酵母发酵去除αＧ熊果苷合成反应液

中的可发酵糖杂质成分是可行的.由于合成反应液

对苯二酚的质量浓度＞７．０mg/mL,发酵前需要适

当稀释,控制对苯二酚质量浓度＜３．５mg/mL,否则

过高的对苯二酚质量浓度对酵母生长有一定抑制作

用,造成不发酵或发酵过程延长.
表１　发酵前后合成反应液成分变化

Table１　Contentchangesbeforeandafteralcoholicfermentation

成分

Ingredient

发酵前/(mg/mL)
Before

fermentation

发酵后/(mg/mL)
After

fermentation

αＧ熊果苷

αＧArbutin
２４．８０ ２４．９１

对苯二酚

Hydroquinone
７．７６ ７．７３

蔗糖

Sucrose
１９８．０５ ０．００

葡萄糖

Glucose
６．６０ ０．００

果糖

Fructose
１４．２７ ０．００

异麦芽酮糖

Isomaltulose
１７．６０ １７．７１

　A．发酵前;B．发酵后.１．αＧ熊果苷;２．果糖;３．葡萄糖;４．蔗糖;５．异麦芽酮糖.A．Beforealcoholicfermentation;B．Afteralcoholic

fermentation;１．αＧArbutin;２．Fructose;３．Glucose;４．Sucrose;５．Isomaltulose．

图１　乙酵发酵前后转化液成分的HPLC分析图谱

Fig．１　HPLCchromatogramsofthecompositionbeforeandafteralcoholicfermentation

2.2　活性炭静态吸附量和解吸率

３种活性炭对αＧ熊果苷的吸附量和解吸率如表

２所示,结果显示,３种活性炭的８０％乙醇洗脱率没

有显著差异,但相比粉状和颗粒状活性炭,活性炭纤

９５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

维对αＧ熊果苷的吸附量最大,同时由于活性炭纤维

在实际生产上更易于操作,故选择活性炭纤维进行

αＧ熊果苷的富集分离.
表２　３种活性炭对αＧ熊果苷的吸附量及解吸率

Table２　Theadsorptioncapacityandelutionrate

ofthreekindsofactivatedcarbon

种类

Species
吸附量/(mg/g)

Adsorptioncapacity
洗脱率/％

Elutionrate
粉末活性炭

PAC
２８．６２ ８３．８

颗粒活性炭

GAC
１７．２０ ８６．０

活性炭纤维

ACF
３１．２４ ８５．１

2.3　不同体积分数乙醇洗脱液对αＧ熊果苷和对苯

二酚的洗脱效果

　　不同体积分数乙醇洗脱液对αＧ熊果苷和对苯

二酚的洗脱效果见图２.结果显示１０％乙醇洗脱物

中未检出αＧ熊果苷,２０％~３０％乙醇洗脱物中αＧ熊

果苷占上样αＧ熊果苷总量的４０％,４０％乙醇洗脱物

占８０％左右,５０％~８０％乙醇洗脱物则达到９５％以

上.针对主要杂质对苯二酚,５０％乙醇洗脱物中对

苯二酚占上样对苯二酚总量约２０％,８０％乙醇洗脱

图２　不同体积分数乙醇洗脱液对αＧ熊果苷

和对苯二酚的洗脱效果

Fig．２　Effectsofdifferentconcentrationofethanolon
contentsofαＧarbutinandhydroquinone

物占 ９８％ 以 上. 据 此 确 定 水 和 １０％ 乙 醇 以

１BV/h的体积流量洗脱除杂,５０％乙醇洗脱收集

αＧ熊果苷,８０％乙醇洗脱回收对苯二酚和活性炭

柱再生.
2.4　50%乙醇洗脱用量

５０％乙醇洗脱用量对αＧ熊果苷和对苯二酚的

影响见表３,结果显示,２~４BV的５０％乙醇即可洗

脱出９０％以上的αＧ熊果苷,若洗脱体积达５BV以

上,不但加大后续浓缩体积,而且会有更多的对苯

二酚杂质被带到洗脱液中.据此确定采用３BV
５０％乙醇进行洗脱,此用量可以获得较好的洗脱

效果.

图３　不同用量５０％乙醇对αＧ熊果苷和苯二酚量的影响

Fig．３　Effectsofdifferentvolumesof５０％ethanol
oncontentsofαＧarbutinandhydroquinone

2.5　αＧ熊果苷精制方法

采用２种不同的αＧ熊果苷精制方法获得的结果

见表３.结果显示,通过水饱和乙酸乙酯溶液萃取

得到的αＧ熊果苷结晶体纯度为９９．５２％,而通过甲

醇Ｇ乙酸乙酯混合溶液结晶得到的αＧ熊果苷纯度为

９９．２０％,２种精制方法所得产品纯度都大于９９％.
由于水饱和乙酸乙酯溶液载量偏低,造成αＧ熊果苷

结晶产量不高,而甲醇Ｇ乙酸乙酯混合溶液结晶更利

于规模化操作,因此,确定采用这种精制方法用于酶

法生产αＧ熊果苷纯化分离工艺.

表３　不同纯化方法对αＧ熊果苷量的影响

Table３　EffectsofdifferentmethodsofpurificationoncontentsofαＧarbutin

纯化方法 Methodsofpurification 称样量/mgSamplemass αＧ熊果苷/mgαＧArbutinmass 纯度/％ Purity

乙酸乙酯萃取 Ethylacetateextraction ２５．３１ ２５．１９ ９９．５２

甲醇Ｇ乙酸乙酯结晶

RecrystallizationbymethanolＧethylacetate
２５．０９ ２４．８０ ９９．２０

０６
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2.6　工艺验证

综合以上结果,得出酶法合成生产αＧ熊果苷的

纯化工艺:αＧ熊果苷合成反应液稀释３倍,按体积质

量比加入酿酒高活性干酵母 ０．０５％,３０ ℃ 发酵

７２h;减压浓缩,回收乙醇;浓缩液冷却至室温,以

０．５BV/h的体积流量上样至活性炭纤维分离柱,先
用５BV水、再用３BV１０％乙醇溶液以１BV/h的

体积流量通过活性炭分离柱,洗涤除杂,接着用

５０％乙醇洗脱,收集３BV 洗脱液.洗脱液经蒸馏

回收乙醇至无醇味,接着减压浓缩,真空干燥得到

αＧ熊果苷粗品.粗品加入适量甲醇使其完全溶解,
过滤,加入乙酸乙酯,至析出结晶物.结晶物重新溶

于适量甲醇,加入乙酸乙酯,至析出无色针状结晶.
收集结晶物,真空干燥,粉碎,得到高纯度αＧ熊果

苷.验证结果见表４.结果显示:αＧ熊果苷制备工

艺稳定性良好、可重复性强,工艺合理、可行.图４为

表４　验证试验结果

Table４　Resultsofverificationtest

批号

Batchnumber
投入量/L
Input

理论产量/g
Theoreticaltotal

结晶物/g
Crystals

纯度/％
Purity

αＧ熊果苷收率/％
Yield

１ ４５．６ １１２６．３２ ９０２．１８ ９９．１７ ８０．１
２ ４１．０ １１８９．００ ９６９．０３ ９９．３０ ８１．５
３ ４８．３ １２９９．２７ １０８４．８９ ９９．２５ ８３．５

图４　αＧ熊果苷结晶

Fig．４　CrystalofαＧarbutin

αＧ熊果苷结晶产品.

3　讨　论

本研究针对酶法合成αＧ熊果苷的产物特点,采
用乙醇发酵、活性炭柱吸附分离及重结晶技术相结

合对αＧ熊果苷纯化分离工艺进行了优化,得到并验

证了一种酶法合成αＧ熊果苷纯化分离工艺技术方

案.该工艺步骤简单、产品含量高、收率稳定,利于

规模化生产.
目前涉及αＧ熊果苷纯化分离的文献报道不多.

贺绍祥等[１３]采用大孔树脂SＧ８富集分离由米曲霉

生物转化的αＧ熊果苷,有效去除了糖杂质,得到包

含αＧ熊果苷和对苯二酚的混合溶液,再经过硅胶柱

层析分离,得到纯度９９％的αＧ熊果苷晶体,熊果苷

回收率７７％.刘春巧[１４]采用大孔树脂 ABＧ８对由

嗜麦芽黄单胞菌BTＧ１１２菌株发酵法转化得到的αＧ
熊果苷进行吸附分离,３BV３０％乙醇洗脱,αＧ熊果

苷纯度和回收率分别为９９％和８５％.活性炭在食

品和制药工业一般只用于脱色处理,而作为分离柱

填料用于药物纯化的应用不多,主要原因是其虽然

属于广谱性吸附剂,但对多数药物吸附缺少特异性;
另一个重要原因是粉末活性炭用于柱层析并不方

便,流速慢、易堵塞,需要添加硅藻土等其他填充物

以提高分离柱的通过性;而颗粒活性炭吸附率偏低,

１６
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一般多用于空气、水的清洁.近年开发的活性炭纤

维兼具粉末活性炭和颗粒活性炭的优点,吸附量大、
容易操作,在药物纯化分离领域有望得到广泛应用.
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TechnologyforseparatingandpurifyingαＧarbutin
fromenzymaticsynthesis

YANGXiangkai　CHENGChunyan　OUNa　ZHOUZhipeng
WEIXingming　XULiming　ZHOUXing

BiologyInstituteofGuangxiAcademyofSciences,Nanning５３０００７,China

Abstract　ThemajorityofcarbohydrateimpuritiesinthemixtureofαＧarbutinenzymaticsynthesis
reactionwereremovedwithalcoholicfermentation．Anactivatedcarbonfibercolumnwasusedtoenrich
αＧarbutinwithwateranddifferentconcentrationethanolelution．ThefinalrecrystallizationwithmethaＧ
nolＧethylacetatemixedsolventwasusedtoobtainαＧarbutincrystal．Theresultsshowedthatthe５０％
ethanolsolutionelutionparthadthehighestconcentrationofαＧarbutin．Afterconcentratedbyvacuum
concentration,thispartwasrecrystallizedwithmethanolＧethylacetatemixture．Somecolorless,needleＧ
likeαＧarbutincrystalwasobtained．Thepurityofcrystalwasover９９％αＧarbutinbyHPLCanalysis．The
establishedmethodisusefulforindustryproductionwithitssimplicity,lowcostandhighpurifiedprodＧ
uct．Itwillprovidereliableparametersforthemassiveindustryproduction．

Keywords　enzymaticsynthesis;αＧarbutin;activatedcarbon;HPLC;recrystallization
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