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摘要!以油茶籽饼为原料"优化脂肪酶#蜗牛酶提取茶籽多糖的条件"探讨酶提茶籽多糖的抗氧化

作用$ 通过单因素试验和正交试验分析酶解温度和 UP&酶解时间&酶添加量&脂肪酶和蜗牛酶质量

比对茶籽多糖得率的影响'测定和比较酶提茶籽多糖与水提茶籽多糖对 ^
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)A 种自由基的清除率'采用 =5M))+烘箱法研究酶提茶籽多糖对油脂的抗氧化作用$ 结果

表明(脂肪酶#蜗牛酶提取茶籽多糖的最佳工艺条件为酶解温度 0Zb&UP14"&酶解时间 !4Z M&酶

添加量 !4";&脂肪酶和蜗牛酶质量比 !o0"在此条件下茶籽多糖得率可达 Z4Y0;'酶提茶籽多糖的

抗氧化作用强于水提茶籽多糖$ 酶提茶籽多糖具有作为油脂抗氧化剂的潜质$

关键词!茶籽多糖'脂肪酶'蜗牛酶'抗氧化
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1 R/F/S/I/F(*G/S )GS 56(U)F/S4<M/)GI*6V*S)GI/JJ/5IH6JQ̂ =N/VIF)5I/S T.+*U)H/#HG)*+)H/

6G 6*+HR/F/*GO/HI*:)I/S T.=5M))+6O/G (/IM6S4<M/F/H-+IHHM6R/S IM)IIM/6UI*()+56GS*I*6GH6JQ̂ =N

/VIF)5I/S T.+*U)H/#HG)*+)H/R/F/6TI)*G/S )HJ6++6RH( /G9.(6+.H*HI/(U/F)I-F/0Zb' UP 14"'

/G9.(6+.H*HI*(/!4Z M' /G9.(/S6H):/!4"; )GS ()HHF)I*66J+*U)H/I6HG)*+)H/!o04fGS/FIM/H/

56GS*I*6GH' IM/.*/+S 6JQ̂ =NR)HZ4Y0;4<M/)GI*6V*S)GI/JJ/5I6JQ̂ =N/VIF)5I/S T.+*U)H/#HG)*+)H/
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)GI*6V*S)GIJ6F6*+H4

<+- ,'27.((.!/001. 20/13/4. H//S U6+.H)55M)F*S/H#Q̂ =N$! +*U)H/! HG)*+)H/! )GI*6V*S)I*6G

??油茶#(.!/001. 20/13/4.$是起源地和主产地均在

中国的一种木本油料植物'其种子&&&油茶籽

#(.!/001. 20/13/4. H//S$含油量高达 !Z; [0Z;

*%+

'

榨油后剩余大量的油茶籽饼% 油茶籽饼中含有脂肪

3; [Y;

*!+

"茶皂素 %"; [%Z;"蛋白质 %"; [

!";"糖类物质 0"; [Z";"咖啡碱 "4A;以上*0+

'

其中的多糖&&&茶籽多糖具有降血糖*A #Z+

'清除亚硝
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'抗凝

血和抗血栓*%"+

'提高肉鸡生长性能*%%+

'抗油脂氧

化*%!+

'保护_]@

*%0+

'改善猪的生长性能*%A+等功能%

目前'植源性多糖的提取方法主要有热水浸提

法*Z+

"碱浸提法"酶解法"微波辅助提取法*3+

"超声

辅助提取法*%Z #%3+等% 碱浸提法因提取条件要求高'

A%%
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且碱易破坏多糖活性'而应用较少*%1+

% 酶解法因具

有酶解条件温和"活性物质溶出快速等特点而受到

关注*%Y #!"+

'其中使用纤维素酶和果胶酶提取多糖较

多'蜗牛酶因含有果胶酶"纤维素酶"淀粉酶"蛋白酶

等*!%+多种酶类而被陈文娟等*!!+用于提取白芽奇兰

茶多糖% 目前尚未见使用酶解法提取茶籽多糖及其

抗氧化作用的报道%

茶籽多糖原料油茶籽或油茶籽饼中含油脂'因

此为了更好地提取茶籽多糖'需预先采用乙醇*3+

"

石油醚*!0+

"乙醚*0+或正己烷*1+等有机溶剂对原料进

行脱脂处理'这样就增加了操作时间和工序% 油脂

抗氧化剂是延缓油脂氧化以保证食用油品质的有效

物质'高效"安全的天然油脂抗氧化剂成为油脂抗氧

化剂的重要发展方向% 天然多糖因可通过与金属离

子络合和直接捕获产生的活性氧两种途径抑制脂质

过氧化而作为油脂抗氧化剂被研究*!A+

% 本研究将

脂肪酶和蜗牛酶按一定比例混合后直接作用于油茶

籽饼'将脱脂与提取多糖同步进行'减少了制备茶籽

多糖的操作时间'通过单因素试验和正交试验优化

提取工艺'并比较了酶提茶籽多糖与水提茶籽多糖

的体外抗氧化活性以及茶籽多糖对油脂的抗氧化作

用'为全面探索茶籽多糖的抗氧化功能以及在油脂

抗氧化剂领域的应用提供理论依据%

=>材料与方法

%4%?试验材料

油茶籽饼'江西华尔圣实业有限公司提供% 金

龙鱼食用植物调和油#生产日期(!"%$ 年 %! 月 %3

日$'购于超市!蜗牛酶#最适温度 0" [01b'最适

UPZ4Y [14!$'福建漳州金田生物科技有限公司!

脂肪酶#有效温度 0" [Z"b'最适温度 0Z [AZb'

有效 UP A4" [%!4"'最适 UP Y4" [$4"'酶活

%"" """ f7:$'沧州夏盛酶生物技术有限公司!其他

试剂均为国产分析纯%

f̀ #!%"!4NQ型紫外可见分光光度计'尤尼柯

上海仪器有限公司!NP=c#0E型 UP计'上海仪电

科学仪器股份有限公司!PP#3 数显恒温水浴锅'江

西省博力仪器设备有限公司!@B!"A 型电子天平'梅

特勒#托利多仪器上海有限公司!<KB#%3Q型离心

机'上海安亭科学仪器厂!KLe#$"13XdE型电热恒

温鼓风干燥箱'上海博迅实业有限公司医疗设备厂%

%4!?试验方法

%4!4%?脂肪酶#蜗牛酶提取茶籽多糖及茶籽多糖

得率测定

准确称取经干燥的油茶籽饼 Z :于烧杯中'按

料液比 %o$

*0+加入蒸馏水'然后再加入一定量的脂

肪酶#蜗牛酶'在一定水浴温度"UP条件下搅拌酶

解一定时间#酶解过程中'在 UP计的辅助下'滴加

"4% (6+7BPQ+或 "4% (6+7B])̂P维持 UP在设定

UP的j"4! 范围内$'然后抽滤'滤液在 %""b下被

加热 !" (*G 以灭酶活'浓缩'再加入 A 倍体积无水

乙醇'Ab静置 %! M'A Z"" F7(*G 离心 %" (*G'分别

用丙酮和乙醚洗涤沉淀'沉淀溶于 !Z" (B水'即为

茶籽多糖溶液%

取 %4!4% 的茶籽多糖溶液 Z (B'稀释 %" 倍'然

后按文献*0+操作#葡萄糖标准曲线的线性回归方

程为BmY4ZY0J>"4"03 !'+m"4$$1 Y'线性范围为

" ["4%3" (:7(B$测定茶籽多糖稀释液中的多糖质

量浓度'按式#%$计算茶籽多糖得率#+$%

+m

(7 u!Z"

!u% """

u%""G #%$

式中((为茶籽多糖稀释液中的多糖质量浓度'

(:7(B!7为稀释倍数!!为油茶籽饼质量':%

%4!4!?酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖体外抗氧化

活性的测定

在最佳工艺条件下按 %4!4% 制备酶提茶籽多糖

溶液'按文献*0+制备水提茶籽多糖溶液% 将两种

茶籽多糖溶液适度稀释或浓缩'制得多糖质量浓度

分别为 "4Z "%4" "%4Z "!4" (:7(B的两种茶籽多糖

溶液% 分别按文献*!Z #!1+操作'测定不同质量浓

度的两种多糖溶液对 ^
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1 P̂的清除效果% 每组以同等质量浓度的`

Q

溶液

作阳性对照%

%4!40?酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对油脂抗氧

化作用的测定

将 %4!4!制备的酶提茶籽多糖溶液和水提茶籽

多糖溶液真空冷冻干燥即得酶提茶籽多糖和水提茶

籽多糖% 以 0";乙醇为溶剂'配制质量浓度分别为 Z"

%" (:7(B的水提茶籽多糖溶液和酶提茶籽多糖溶液%

采用 =5M))+烘箱法*%!+研究酶提茶籽多糖和水

提茶籽多糖对食用油脂的抗氧化作用% 准确称取

Z"4" :食用调和油 Y 份'分别置于 !Z" (B锥形瓶

中'其中 ! 份分别加入 % (BZ (:7(B的酶提茶籽多

糖溶液和水提茶籽多糖溶液'使多糖添加量为

"a"%;!! 份分别加入 % (B%" (:7(B的酶提茶籽

多糖溶液和水提茶籽多糖溶液'使多糖添加量为

"a"!;!% 份不添加任何物质作为空白对照!% 份添

加 % (B0";乙醇作为阴性对照!% 份加入 % (B%"

(:7(B柠檬酸的 0";乙醇溶液#添加量 "4"!;$'%

份加入 % (B%" (:7(B特丁基对苯二酚#<dPD$的

Z%%
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0";乙醇溶液#添加量 "4"!;$作为阳性对照% 同

时做一组平行% 将全部样品混合均匀后置于#3Z j

%$b恒温干燥箱中强化贮存'定时振荡混匀并改变

样品在干燥箱中的相对位置'每隔 ! S 取样'按照

Kd7<Z""$401&!""0 测定过氧化值%

?>结果与分析

!4%?酶提茶籽多糖单因素试验

!4%4%?酶解温度和 UP对茶籽多糖得率的影响

因酶活与环境的温度和 UP密切相关'所以本

研究根据试验用酶的条件设置 Z 种酶解温度与 UP

的组合方式(方式 %#酶解温度 0Zb'UP34"$"方式

!#酶解温度 0Zb' UP 14" $"方式 0 #酶解温度

A"b'UP14"$"方式 A#酶解温度 A"b'UPY4"$"方

式 Z#酶解温度 AZb'UPY4"$% 在酶解时间 !4" M"

酶添加量 !4";"脂肪酶和蜗牛酶质量比 %o% 的条

件下'研究酶解温度和 UP对茶籽多糖得率的影响'

结果见图 %%

图 =>酶解温度和1Q对茶籽多糖得率的影响

??由图 % 可知(采用组合方式 !#酶解温度 0Zb'

UP14"$时'茶籽多糖得率最高!采用组合方式 Z#酶

解温度 AZb'UPY4"$时'茶籽多糖得率最低% 这是

因为 0Zb为脂肪酶和蜗牛酶的最适温度'脂肪酶的

有效 UP范围较宽#UPA4" [%!4"$'UP为 14" 虽不

是脂肪酶最适 UP'但依然具有较强的酶活'能有效

降解油脂'使蜗牛酶能与原料充分接触'在最适 UP

条件下高效降解原料中的纤维素"果胶等成分'加速

原料中多糖成分的溶出'多糖得率达到最大% 在酶

解温度 AZb"UPY4" 条件下'虽有利于脂肪酶酶

解'但偏离蜗牛酶最适温度和 UP'使蜗牛酶活性大

大降低'造成原料中多糖成分溶出较少'多糖得率最

低% 因此'确定酶解温度 0Zb"UP14"%

!4%4!?酶解时间对茶籽多糖得率的影响

在酶解温度 0Zb"UP14""酶添加量 !4";"脂

肪酶和蜗牛酶质量比 %o% 的条件下'研究酶解时间

对茶籽多糖得率的影响'结果见图 !%

由图 ! 可知'随着酶解时间的延长'茶籽多糖得

率逐渐增加'在酶解时间 !4Z M 时'茶籽多糖得率达

到最大'再延长酶解时间'茶籽多糖得率开始下降%

蜗牛酶具有同时降解葡聚糖"甘露聚糖和几丁质的

能力*!Y+

% 在酶解提取茶籽多糖过程中'蜗牛酶可能

部分降解茶籽多糖'如果酶解时间较长'酶解后期多

糖溶出较慢'造成蜗牛酶对多糖的降解速度大于多

糖的溶出速度'致使多糖得率开始下降% 因此'确定

酶解时间为 !4Z M%

图 ?>酶解时间对茶籽多糖得率的影响

!4%40?酶添加量对茶籽多糖得率的影响

在酶解温度 0Zb"UP14""酶解时间 !4Z M"脂

肪酶和蜗牛酶质量比 %o% 的条件下'研究酶添加量

对茶籽多糖得率的影响'结果见图 0%

图 @>酶添加量对茶籽多糖得率的影响

??由图 0 可知(随着酶添加量的增加'酶对油脂"

纤维素和果胶等降解更充分'多糖溶出的也更多'多

糖得率呈增加趋势!在酶添加量为 !4";时'茶籽多

糖得率达到最大!再进一步增加酶添加量'在 !4Z M

的酶解时间里'多糖的溶出已基本完全'但被酶降解

的多糖也更多'加大了多糖的损失'多糖得率有所降

低% 因此'确定酶添加量为 !4";%

!4%4A?脂肪酶和蜗牛酶质量比对茶籽多糖得率的

影响

在酶解温度 0Zb"UP14""酶解时间 !4Z M"酶

添加量 !4";的条件下'研究脂肪酶和蜗牛酶质量

比对茶籽多糖得率的影响'结果见图 A%

由图 A 可知(随着脂肪酶在混合酶中占比的逐

渐增大'茶籽多糖得率也逐渐增大!当脂肪酶和蜗牛

酶质量比为 !o0 时'茶籽多糖得率达到最大% 这可

能是因为脂肪酶首先降解油茶籽饼表面的油脂'脂

肪酶用量的增加使得油脂被降解得更快'油茶籽饼
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与蜗牛酶能充分接触'多糖也更易溶出% 当继续增

加脂肪酶用量时'虽然油脂被降解得更快了'但蜗牛

酶量有所减少'造成油茶籽饼内的细胞壁降解变慢'

多糖溶出也减缓'多糖得率缓慢下降% 因此'确定脂

肪酶和蜗牛酶质量比为 !o0%

图 A>脂肪酶和蜗牛酶质量比对茶籽多糖得率的影响

!4!?酶提茶籽多糖正交试验

以茶籽多糖得率为衡量指标'在单因素试验的

基础上'以酶解温度和 UP组合#@$"酶解时间#d$"

酶添加量#Q$"脂肪酶和蜗牛酶质量比#_$为因素'

设计B

$

#0

A

$正交试验% 正交试验因素水平见表 %'

正交试验设计及结果分析见表 !'

表 =>正交试验因素水平

水平 @ d7M Q7; _

% 0Zb'UP14" !4" %4Z !o0

! A"b'UP14" !4Z !4" %o%

0 A"b'UPY4" 04" !4Z 0o!

表 ?>正交试验设计及结果分析

试验号 @ d Q _ 得率7;

% % % % % Z4!Z

! % ! ! ! Z431

0 % 0 0 0 Z40Y

A ! % ! 0 A4$3

Z ! ! 0 % Z4%!

3 ! 0 % ! Z4"Z

1 0 % 0 ! A4A$

Y 0 ! % 0 A4Y$

$ 0 0 ! % Z4"!

N

%

Z4A0 A4$" Z4"3 Z4%0

N

!

Z4"A Z4!0 Z4!! Z4"1

N

0

A4Y" Z4%Z Z4"" Z4"Y

+ "430 "400 "4!! "4"3

??从表 ! 可以看出'A 个因素对茶籽多糖得率影

响的主次顺序依次为酶解温度和 UPl酶解时间 l

酶添加量l脂肪酶和蜗牛酶质量比'脂肪酶 #蜗牛

酶提取茶籽多糖的最佳条件为@

%

d

!

Q

!

_

%

'即酶解温

度 0Zb'UP14"'酶解时间 !4Z M'酶添加量 !4";'

脂肪酶和蜗牛酶质量比 !o0% 在最佳条件下进行 0

次验证试验'茶籽多糖得率分别为 Z41$;"ZaY!;"

Z4YY;'平均值为 Z4Y0;%

采用脂肪酶 #蜗牛酶提取茶籽多糖'将脱脂和

提取同步进行'减少了操作步骤'缩短了操作时间%

与热水回流提取茶籽多糖的工艺*0+相比'脂肪酶 #

蜗牛酶提取茶籽多糖的提取温度更低'减少了能耗!

得率由 !4Z3;大幅度提升到 Z4Y0;'提高了产量%

与微波辅助提取茶籽多糖的工艺#茶籽多糖得率

1a3%;$

*3+相比'脂肪酶 #蜗牛酶提取茶籽多糖的

得率略低'但相较于微波辅助提取茶籽多糖工艺

%o3" 的料液比节省了大量的水资源'而且减少了后

期浓缩时的能耗%

!40?酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖体外抗氧化活

性的比较

酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对^

#

!

1"_NNP1"

1 P̂"@d<=

>

1的清除效果如图 Z [图 Y 所示% 由

图 Z [图 Y 可知'酶提茶籽多糖对 ^

#

!

1"_NNP1"

1 P̂"@d<=

>

1 A 种自由基的清除率均高于同等质

量浓度的水提茶籽多糖'说明酶提法有利于获取高

抗氧化活性的多糖% 这可能是因为酶提法的温度较

水提法低'避免了因高温造成多糖抗氧化活性的损

失% 另外'蜗牛酶是一种混合酶'酶提法在提取多糖

的同时可能对大相对分子质量的多糖进行部分降

解'造成多糖的相对分子质量降低'溶解性增加!蜗

牛酶中含有的蛋白酶对多糖中的蛋白质进行了降

解'提高了多糖的抗氧化活性% 不同质量浓度的两

种茶籽多糖溶液对^

#

!

1"_NNP1"1 P̂"@d<=

>

1

A种自由基的清除效果与多糖质量浓度呈正相关性'

但清除效果要弱于`

Q

% 当茶籽多糖质量浓度为 !4"

(:7(B时'对 ^

#

!

1"_NNP1"@d<=

>

1 0 种自由基

的清除率均达到 Y";以上'接近`

Q

的抗氧化能力%

图 D>酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对"

C

?

'的清除效果

图 G>酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对!IIQ'的清除效果
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图 H>酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对'"Q的清除效果

图 P>酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对

$TLK

b

'的清除效果

!4A?酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对油脂的抗氧

化作用!见图 $#

图 R>酶提茶籽多糖和水提茶籽多糖对油脂的抗氧化作用

??从图 $ 可以看出'酶提茶籽多糖和水提茶籽多

糖均有延缓油脂氧化的作用'且对油脂的抗氧化效

果与多糖的添加量呈正相关% 酶提茶籽多糖对油脂

的抗氧化效果明显强于水提茶籽多糖'这与两种多

糖的体外抗氧化活性的比较试验结果一致'但对油

脂的抗氧化效果要弱于传统的油脂抗氧化剂&&&柠

檬酸和<dPD%

@>结>论

根据单因素试验和正交试验'本研究确定以茶

籽多糖得率为衡量指标的脂肪酶#蜗牛酶提取茶籽

多糖的最佳工艺条件为酶解温度 0Zb"UP14""酶

解时间 !4Z M"酶添加量 !4";"脂肪酶和蜗牛酶质

量比 !o0'在此条件下茶籽多糖得率可达 Z4Y0;% 酶

提茶籽多糖较水提茶籽多糖具有更强的体外抗氧化

活性以及对油脂的抗氧化效果% 酶提茶籽多糖具有

作为油脂抗氧化剂的潜质'但其抗氧化效果还有待于

进一步加强% 将酶提茶籽多糖进行分离纯化'并测定

各组分的相对分子质量'揭示茶籽多糖相对分子质量

与其抗氧化活性之间的关系'是今后研究的方向%
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质量浓度的 `

Q

#$%4%1;$% Ni#!Z 和 `

Q

对羟自

由基清除作用的CQ

Z"

分别为 3Z411"A34A3

"

:7(B%

@>结>论

牡丹叶多糖最佳纯化工艺为L<Q% >% #

!

型天

然澄清剂法脱蛋白和过氧化氢脱色法联用'在此联

用方法下牡丹叶粗多糖蛋白脱除率为 Y$433;"色

素脱除率为 1$40Z;'多糖保留率为 3%4A%;% 采用

不同体积分数的乙醇从精制牡丹叶多糖中依次沉淀

得到 A 个多糖组分'红外光谱实验结果表明 A 个多

糖组分均具有多糖典型的吸收峰'且特殊吸收峰表

明存在
"

#)#吡喃糖环!_NNP自由基和羟自由基

清除能力实验表明Ni#!Z 段多糖组分对自由基的

清除能力最强'但略差于 `

Q

% 综上所述'牡丹叶多

糖Ni#!Z 可作为天然抗氧化剂的良好来源%
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