
西北林学院学报 2020,35(5):219-224
Journal

 

of
 

Northwest
  

Forestry
 

University

  doi:10.3969/j.issn.1001-7461.2020.05.34

辣木茶多糖的提取工艺优化及抗氧化活性研究

 收稿日期:2019-06-26 修回日期:2020-06-04
 基金项目:广西区直属公益性科研院所基本科研业务费专项(GXNYRKS201910),(GXNYRKS201911);广西区自然科学基金面上项目

(2020GXNSFAA259069)。
 作者简介:张秀芬。研究方向:天然产物化学。E-mail:xiufenzhang2012@163.com
*通信作者:李恒锐。研究方向:作物栽培研究。E-mail:442670063@qq.com

张秀芬,何 文,莫周美,黄珍玲,杨海霞,梁振华,谢君锋,黎 萍,
刘连军,施泽升,李恒锐*

(广西南亚热带农业科学研究所,广西
 

龙州
 

532415)

摘 要:为充分开发利用辣木茶资源,以辣木茶为原料,优化辣木茶多糖的提取工艺,并考察其体外

抗氧化活性。通过单因素和正交试验研究料液比、浸提时间、浸提温度对辣木茶多糖提取率的影

响,优化最佳提取工艺条件;考察辣木茶多糖清除
 

̇
 

OH自由基、
 

̇
 

O-
2 自由基、DPPH自由基的效

果。结果表明,最优提取工艺参数为料液比1∶60,浸提时间105
 

min,浸提温度80℃,此时提取率

最大为145.14
 

mg·g-1;辣木茶多糖对
 

̇
 

OH、
 

̇
 

O-
2 、DPPH具有较好的清除作用。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

fully
 

utilize
 

the
 

Moringa
 

oleifera
 

tea
 

resources,the
 

extraction
 

technology
 

of
 

polysac-
charides

 

from
 

the
 

tea
 

was
 

studied
 

and
 

the
 

antioxidant
 

activity
 

was
 

researched.Based
 

on
 

the
 

single-factor
 

experiments,the
 

effect
 

of
 

solid
 

to
 

liquid
 

ratio,extraction
 

time
 

and
 

temperature
 

on
 

the
 

extraction
 

rate
 

were
 

studied
 

and
 

the
 

extraction
 

process
 

was
 

optimized
 

by
 

orthogonal
 

array
 

design.The
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

tea
 

polysaccharides
 

was
 

evaluated
 

by
 

assaying
 

its
 

scavenging
 

activities
 

to
 

the
 

free
 

radicals
 

of
 

OH,̇
 

O-
2 ,and

 

DPPH.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimum
 

extraction
 

conditions
 

were
 

solid
 

to
 

liquid
 

ratio:1∶60,extrac-
tion

 

time:105
 

min,and
 

extraction
 

temperature:80℃.In
 

these
 

conditions,the
 

extraction
 

yield
 

of
 

polysaccha-
rides

 

reached
 

145.14
 

mg·g-1.The
 

obtained
 

extract
 

had
 

a
 

better
 

scavenging
 

effect
 

against
 

three
 

kinds
 

of
  

free
 

radicals
 

mentioned
 

above,and
 

DPPH.
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  辣木(Moringa
 

oleifera)别名嚤啰豆、鼓槌树、
洋椿树、牛奶树、马萝卜等,原产印度、非洲,因其根

部有辣味而得名,属辣木科(Moringaceae)辣木属

(Moringa)。辣木适应性好、易栽种,全身都可食

用,辣木中富含Ca、K、Zn、Fe、维生素、不饱和脂肪

酸以及蛋白质等,还含有多种人体必需氨基酸,具有

很高的营养价值[1-3]。我国自20世纪60年代在台

湾、云南、广东、广西、福建等地开始引进种植[4],目
前已经研发出辣木菜、辣木油、辣木酸奶、辣木蛋糕、
辣木饼、辣木果冻、辣木乳饮料、辣木茶等新型食

品[5]。多糖是由10个以上的单糖组成的高分子化

合物,具有抗炎、抗癌、抗病毒、抗氧化、降血糖及免

疫调节等生理活性[4]。辣木多糖为辣木中重要的有

效成分之一,其含量为8.16%~33.61%,具有降血



糖、抗氧化、抗病毒等功能[6-7]。
茶是一种健康自然饮品,受到人们的欢迎。辣

木茶作为一种新型花草茶,是以辣木鲜叶为原料制

成的绿茶,含有多种营养成分,有的成分可以减轻和

预防疾病[8-9],具有独特的香味和口感,对健康有益,
受到广大消费者的喜爱。茶多糖是一种复合多糖,
易溶于热水。近年来发现,茶多糖是茶叶中一种具

有重要生理活性的物质,具有抗氧化、抗肿瘤、降血

糖等功能。关于辣木茶多糖的研究,具有广阔的前

景。本试验以广西南亚热带农业科学研究所自制的

辣木茶为原料,以水为溶剂提取辣木茶多糖,利用单

因素和正交试验设计对辣木茶多糖提取工艺进行优

化研究,采用苯酚-硫酸法测定辣木茶多糖含量,通
过对羟基自由基̇

 

OH、超氧阴离子自由基̇
 

O-
2 、1,2-

二苯基-2-苦肼基(DPPH)的清除试验探究其抗氧化

活性,为辣木茶资源开发利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

辣木茶产于广西南亚热带农业科学研究所;苯
酚;硫酸;硫酸亚铁、双氧水、磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠、盐酸、1,10-菲咯琳、邻苯三酚、葡萄糖、Trizma
 

base、1,2-二苯基-2-苦肼基均为分析纯。

1.2 仪器与设备

电子分析天平,丹佛仪器(北京)有限公司;T6
新世纪紫外可见分光光度计,上海圣科仪器设备有

限公司;HH2型数显恒温水浴锅,金坛市科析仪器

有限公司;FW135型中草药粉碎机,天津市泰斯特

仪器有限公司;鼓风干燥箱,上海精宏实验设备有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 辣木茶多糖提取率的测定 
1.3.1.1 葡萄糖标准曲线的绘制 参考张涛等[10]

和张强等[11]葡萄糖标准曲线的绘制方法,并根据实

际情况进行改进。方法如下:称经105℃烘干4
 

h后

的葡萄糖0.100
 

g,溶解后定容至100
 

mL,得到1
 

mg·mL-1 的葡萄糖标准储液。分别量取2.0、

4.0、6.0、8.0、10.0
 

mL葡萄糖标准储液至100
 

mL
容量瓶中,用水定容后得到质量浓度为20、40、60、

80、100
 

μg·mL
-1 的葡萄糖标准液。量取标准品

溶液0.5
 

mL于15
 

mL试管中,加入0.5
 

mL
 

6%
(质量分数)苯酚溶液,摇匀,再加入2.5

 

mL浓硫

酸,纯水作空白对照。30
 

min后分别测490
 

nm处

的吸光度(A),以葡萄糖浓度(μg·mL
-1)为横坐

标,吸光度为纵坐标,绘制标准曲线。

1.3.1.2 样品中茶多糖的提取及含量测定 将辣

木茶用中草药粉碎机粉碎,得到辣木茶粉,称取一定

量的辣木茶粉,置于250
 

mL三角锥瓶中,以超纯水

为溶剂,按不同的料液比、浸提温度和浸提时间进行

水浴浸提。浸提完成后,抽滤,收集滤液,得到辣木

茶多糖提取液。
取稀释50倍后的辣木茶浸提滤液0.5

 

mL,加

0.5
 

mL
 

6%(质量分数)苯酚溶液,摇匀,然后加入

2.5
 

mL
 

浓硫酸,30
 

min后测490
 

nm处的吸光度。
由标准曲线回归方程计算出茶多糖提取物的浓度,
代入式(1)计算茶多糖的提取率。

R=(ρ×v×n)/(m×1000)
式中:R 为茶多糖提取率/(mg·g-1);ρ 为提取液

中茶多糖浓度/(μg·mL
-1);v 为茶多糖提取液体

积(mL);n 为稀释倍数;m 为辣木茶粉质量(g)。

1.3.2 单因素试验 
1.3.2.1 料液比对提取率的影响 量取60

 

mL超

纯水,按照料液比(g∶mL)分别为1∶20、1∶30、

1∶40、1∶50、1∶60,称取对应质量的辣木茶粉,于

80℃水浴浸提60
 

min,抽滤得到澄清液,测其多糖

含量,确定最佳料液比。

1.3.2.2 浸提温度对提取率的影响 称取1.2
 

g
辣木茶粉,料液比(g∶mL)1∶50,分别于50、60、

70、80、90、100℃,水浴浸提60
 

min,抽滤得到澄清

液,测其多糖含量,确定最佳浸提温度。

1.3.2.3 浸提时间对提取率的影响 称取1.2
 

g
辣木茶粉,料液比(g∶mL)1∶50,分别100℃水浴

浸提30、60、90、120、150
 

min,抽滤得到澄清液,测
其多糖含量,确定最佳浸提时间。

1.3.3 正交试验 在单因素试验基础上,选取料液

比、浸提时间、浸提温度3个因子为考察因素,以茶

多糖提取率为研究对象,采用三因素三水平L9 (33)
 

进行正交试验以期获得不同提取方法中各因素对提

取茶多糖质量分数的贡献率及浸提率较高的试验组

合。辣木茶多糖提取条件工艺优化正交因素水平

(表1),正交试验组合(表2)。
表1 正交试验因素水平

Table
 

1 Factors
 

and
 

levels
 

of
 

orthogonal
 

experiment

水平

因素

A料液比
(g∶mL)

B浸提时间
/min

C浸提温度
/℃

1 40 75 80

2 50 90 90

3 60 105 100

1.3.4 辣木茶多糖的制备 称取25.0
 

g辣木茶

粉,按正交试验优化的最佳提取工艺进行浸提,浸提

结束后,抽滤,收集滤液,经旋转蒸发仪浓缩至100
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mL,转移至细胞培养皿中,60℃烘干得到辣木茶多

糖样品,-20℃保存待用。

1.3.5 辣木茶多糖抗氧化活性的测定 测定辣木

茶多糖抗氧化活性的方法见参考文献[12]。

1.3.5.1 辣木茶多糖清除̇
 

OH的能力 用超纯水

溶解1.3.4中获得的多糖样品,配制成不同质量浓

度梯度(0.312
 

5、0.625、1.25、2.5、5.0
 

mg·mL-1)
的溶液。测定过程如下:取2.0

 

mL
 

PBS磷酸盐缓

冲溶液(0.2
 

mol·L-1,pH=7.4,下同)加于15
 

mL
试管中,再加入8.0

 

mL 蒸馏水,作空白参比管

(A空参);依次向15
 

mL试管中加2.0
 

mL
 

PBS,1.5
 

mL
 

1,10-菲 咯 琳(5.0
 

mmol·L-1,下 同),1.0
 

mLFeSO4(0.75
 

mmol·L-1,下同)和5.5
 

mL蒸馏

水,混匀,作未损伤管(A未损);依次向15
 

mL试管中

加入2.0
 

mL
 

PBS,1.5
 

mL1,10-菲咯琳,1.0
 

mL
 

FeSO4,4.5
 

mL蒸馏水和1.0
 

mL
 

H2O2(0.1
 

%),
混匀,作损伤管(A损);依次量取

 

2.0
 

mL
 

PBS,1.0
 

mL辣木茶多酚浸提液和7.0
 

mL
 

蒸馏水于15
 

mL
试管中,作样品参比管(A样参);依次量取2.0

 

mL
 

PBS,3.5
 

mL蒸馏水,1.5
 

mL
 

1,10-菲咯琳,1.0
 

mL
 

FeSO4,1.0
 

mL 辣 木 茶 多 酚 浸 提 液 和1.0
 

mL
 

H2O2 于15
 

mL试管中,作样品管(A样品)。将上述

试管置于37℃恒温水浴锅中反应60
 

min,测536
 

nm波长处的吸光度A 值。以不同质量浓度的 Vc
作为阳性对照。设置3组平行试验,用其平均值按

式(2)计算̇
 

OH清除率(%)。
清除率D=[(A样品-

 

A样参)-(A损-
 

A空参)]/
(A未损-

 

A损)×100%
 

(2)

1.3.5.2 辣木茶多糖清除̇
 

O-
2 的能力 用超纯水

溶解
 

1.3.4
 

中获得的多糖样品,配制成不同质量浓

度梯度(0.312
 

5、0.625、1.25、2.5、5.0
 

mg·mL-1)
的溶液。辣木茶多酚清除̇

 

O-
2 能力的测定方法如

下:依次加入2.55
 

mL
 

Tris-HCl(0.05
 

mol·L-1,

pH=8.2,下同)溶液,0.05
 

mL邻苯三酚(45
 

mmol
·L-1,下同)溶液,0.4

 

mL蒸馏水于10
 

mL试管

中,反应4
 

min,测反应体系于325
 

nm处的吸光度

值B0;按照上述方法,用样品溶液替换蒸馏水,反应

4
 

min后测325
 

nm波长处的吸光度值B1;同样按

照上述方法,依次加入2.55
 

mL
 

Tris-HCl溶液,0.4
 

mL样品,0.05
 

mL蒸馏水,反应4
 

min,测其吸光度

值B2;以不同质量浓度的Vc作为阳性对照。设置

3组平行试验,用其平均值按式(3)计算对̇
 

O-
2 的清

除率D(%)。
D=[B0-(B1-

 

B2)]/B0×100% (3)
式中,B0 为邻苯三酚在325

 

nm处的吸光度,B1 为

样品和邻苯三酚在325
 

nm处的吸光度,B2 为样品

在325
 

nm处的吸光度。

1.3.5.3 辣木茶多糖清除̇
 

DPPH的能力 用超纯

水溶解
 

1.3.4
 

中获得的多糖样品,配制成不同质量

浓度梯度(0.312
 

5、0.625、1.25、2.5、5.0、10.0
 

mg
·mL-1)的溶液。测定方法如下:向10

 

mL试管中

依次加入2.0
 

mL
 

̇
 

DPPH溶液(0.1
 

mmol·L-1,下
同)和

 

1.0
 

mL
 

70%(体积分数)乙醇,避光静置30
 

min后于517
 

nm 处测定其吸光度C0;测定1
 

mL
多糖样品溶液与2.0

 

mL
 

70%乙醇混合液的吸光度

C1;再测定1.0
 

mL多糖样品溶液及2.0
 

mL
 

̇
 

DP-
PH溶液的吸光度C2;以不同质量浓度的Vc作为

阳性对照。平行测定3次,用其平均值按式(4)计算
 

̇
 

DPPH清除率。

D=[C0-(C2-C1)]/C0×100% (4)
式中,C0 为空白对照液的吸光度,C1 为样品的本底

吸光度,C2 为加入样品后的吸光度。

2 结果与分析

2.1 葡萄糖标准曲线的绘制结果

以葡萄糖浓度(μg·mL
-1)为横坐标,吸光度

为纵坐标,绘制标准曲线,得标准曲线方程:Y=
0.0141X+0.1165,R2=0.999(图1)。表明在0~
100

 

μg·mL
-1 的葡萄糖浓度范围内,质量浓度与

吸光度值呈良好的线性关系。

图1 葡萄糖标准曲线

Fig.1 The
 

standard
 

curve
 

of
 

glucose

2.2 单因素试验结果

2.2.1 不同料液比对辣木茶多糖提取率的影响 
由图2可见,随着溶剂增加,茶多糖提取率先增大后

降低。当料液比为1∶50,茶多糖提取率达最大,为
122.28

 

mg·g-1,之后呈下降趋势,这是因为原料

里的多糖含量是有限的,当达到一定的料液比时,多
糖基本全部溶出,此时,原料表面与溶剂之间的浓度

差不再是影响得率的主要因素。同时溶剂溶解的其

他杂质也增多,多糖得率反而下降[13]。故提取辣木

茶多糖适宜的料液比为1∶50。

2.2.2 不同浸提温度对辣木茶多糖提取率的影响

 由图3可知,随着浸提温度不断升高,辣木茶多糖
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提取率呈增大趋势;在100℃时,茶多糖提取率达最

大,为153.46
 

mg·g-1,可能是高温有利于溶剂的

渗透,利于多糖释放。故最佳浸提取温度为100℃。

图2 料液比对茶多糖提取率的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

solid
 

to
 

liquid
 

ratio
 

of
 

tea
 

polysaccharides
 

extraction
 

rate

图3 浸提温度对茶多糖提取率的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

extraction
 

temperature
 

on
 

tea
 

polysaccharides
 

extraction
 

rates

2.2.3 不同浸提时间对辣木茶多糖提取率的影响

 由图4可知,浸提时间<90
 

min时,随着浸提时

间的延长,辣木茶多糖提取率增大;在90
 

min时,提
取率达最大,为140.89

 

mg·g-1;浸提时间>90
 

min时,随着浸提时间的延长,提取率呈降低趋势,
时间过长不利于多糖的提取,可能是由于时间延长,
溶质在两相中的浓度差减小,多糖不再析出,同时继

续加热的话,可能会导致多糖水解及发生氧化反应,
导致多糖提取率下降。故提取辣木茶多糖适宜的浸

提时间是90
 

min。

2.3 正交试验结果

正交试验结果见表2,通过极差R 的大小可得

出各因素对茶多糖提取率的影响顺序依次为:料液

比>浸提温度>浸提时间,其中料液比对茶多糖的

提取 率 影 响 最 大,最 优 提 取 工 艺 的 水 平 选 定 为

A3B3C1,即料液比是1∶60,浸提时间105
 

min,浸
提温度80℃,在此条件下进行平行验证试验,得到

辣木茶多糖提取率为145.14
 

mg·g-1。
 

由表3可知,料液比对提取率影响显著(P<
0.10),浸提时间和浸提温度对提取率影响不显著

(P>0.10),F 值大小为FA>FC>FB,这与表2的

结果一致。

图4 浸提时间对茶多糖提取率的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

extraction
 

time
 

on
 

tea
 

polysaccharides
 

extraction
 

rates

表2 正交试验设计及结果

Table
 

2 Results
 

and
 

design
 

of
 

orthogonal
 

experiment

试验号
A

料液比
(g∶mL)

B
浸提时间
/min

C
浸提温度
/℃

提取率

/(mg·g-1)

1 1∶40 75 80 103.58

2 1∶40 90 90 91.64

3 1∶40 105 100 100.99

4 1∶50 75 90 108.79

5 1∶50 90 100 85.59

6 1∶50 105 80 108.44

7 1∶60 75 100 115.45

8 1∶60 90 80 124.51

9 1∶60 105 90 125.59
K1 98.737 109.273 112.177
K2 100.940 100.580 108.673
K3 121.850 111.673 100.677

R 22.113 11.093 11.500
最优水平 A3 B3 C1
  注:K1、K2、K3 代表该因素水平1、2、3所对应的茶多糖提取率

平均值,R 为各因素不同水平下茶多糖提取率的极差。

2.4 辣木茶多糖抗氧化活性

2.4.1 辣木茶多糖清除̇
 

OH 由图5可知,辣木茶

多糖对̇
 

OH有一定的清除作用,随着辣木茶多糖浓

度增大,对̇
 

OH 的清除率增大,当辣木茶多糖浓度

为5
 

mg·mL-1 时,清除率可达到83.18%,清除率

具有剂量依赖性。在0.3~2.5
 

mg·mL-1 浓度

时,辣木茶多糖清除̇
 

OH的效果优于Vc,当浓度为

5
 

mg·mL-1 时,Vc对̇
 

OH 的清除效果比辣木茶

多糖的清除效果好。

2.4.2 辣木茶多糖清除̇
 

O-
2  由图6可知,辣木茶

多糖对̇
 

O-
2 有一定的清除作用,在1.25~5.0

 

mg·

mL-1 时表现出清除̇
 

O-
2 的能力,且随着浓度增大,

清除自由基的作用增强。相同浓度时,Vc清除̇
 

O-
2

的能力优于辣木茶多糖,当 Vc浓度>1.25
 

mg·

mL-1 时,清除率趋于平缓。
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表3 方差分析结果

Table
 

3 Analysis
 

of
 

variance

因素 偏差平方和 自由度 均方和 F 值 F 临界值 显著性

料液比 976.309 2 488.1545 11.972 9.000 *
时间 204.396 2 102.198 2.506 9.000
温度 208.470 2 104.235 2.556 9.000
误差 81.55 2 40.775

  注:P<0.10:显著“*”;P>0.10:不显著。

图5 辣木茶多糖对̇
 

OH清除率的影响

Fig.5 ̇
 

OH
 

free
 

radical-scavenging
 

activities
 

of
 

tea
 

polysaccharides

图6 辣木茶多糖对̇
 

O-
2 清除率的影响

Fig.6 ̇
 

O-2 free
 

radical-scavenging
 

activities
 

of
 

tea
 

polysaccharides

2.4.3 辣木茶多糖清除DPPH 由图7可知:辣木

茶多糖对DPPH 有一定的清除作用。当辣木茶多

糖浓度<1.25
 

mg·mL-1 时,随着辣木茶多糖浓度

增大,清除DPPH 的能力增强,当浓度为1.25
 

mg
·mL-1 时,清除率达到最大,为84.2%,当浓度继

续增大时,清除DPPH 的能力逐渐减弱,当浓度为

10
 

mg·mL-1 时,清除率降低至44.5%。Vc在低

浓度时对DPPH的清除率已≥95%,随着 Vc浓度

增加,清除率趋于平缓。浓度相同时,辣木茶多糖对

DPPH的清除作用不及Vc。

3 结论与讨论

本试验利用热水法提取辣木茶多糖,在单因素

试验的基础上,通过正交试验确定提取辣木茶多糖

的最佳工艺条件为:料液比1∶60(g∶mL),温度

80℃,时间105
 

min,此时辣木茶多糖的提取率为

145.14
 

mg·g-1。各因素对提取率的影响为:料液

比>浸提温度>浸提时间。抗氧化试验表明,辣木

茶多糖具有一定的抗氧化性,对̇
 

OH、̇
 

O-
2 、DPPH

都有很好的清除作用。

图7 辣木茶多糖对DPPH清除率的影响

Fig.7 DPPH
 

free
 

radical-scavenging
 

activities
 

of
 

tea
 

polysaccharides

陈瑞娇[14]报道热水法提取辣木叶多糖时,最优

条件为:料液比1∶20(g∶mL),温度80℃,水浴90
 

min,提取3次,提取率为158.6
 

mg·g-1,本试验中

提取1次,提取率达到145.14
 

mg·g-1,跟文献中

提取率差异不大,节省了时间,节约了能源。
抗氧化试验中,辣木茶多糖能够很好的清除̇

 

OH、̇
 

O-
2 及 DPPH,在浓度5

 

mg·mL-1 时对̇
 

OH、̇
 

O-
2 的清除率分别为70.66%、99.87%,梁鹏

等[15]研究辣木茎叶中水溶性多糖提取物对̇
 

OH、̇
 

O-
2 的清除率随浓度的增大而增加,在浓度6

 

mg·

mL-1 时对̇
 

OH、̇
 

O-
2 的清除率分别为33.99%、

84.9%,由此可以推断,相同浓度时辣木茎叶中水溶

性多糖提取物对̇
 

OH、̇
 

O-
2 的清除效果均不及辣木

茶多糖。岳秀洁[16]的试验结果表明辣木叶多糖对

DPPH有良好清除效果,与本试验结果具有一致性。
另一方面,辣木茶多糖提取物对自由基清除效果普

遍都低于Vc对照,这可能与提取物的纯度有关,下
一步试验将对提取物进行纯化处理,以提高对自由

基的清除率。
本试验提取方法条件简单,可控性高,提取剂成

本低廉,无毒且易于回收,便于实施和推广,为广西

产辣木茶开发和深加工提供重要的参考依据。
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