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酶法回收胆固醇 -β -环糊精
包合物中的胆固醇

陈翠华 ,王　勤 ,王　璋 ,许时婴
(无锡轻工大学食品学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 霉菌淀粉酶能有效地水解制备低胆固醇蛋制品时所生成的副产物胆固醇 -β -环糊精包

合物中的 α-1, 4糖苷键 .霉菌淀粉酶水解胆固醇 -β-环糊精包合物的最佳条件为底物质量浓度

15 g /dL ,水解时间 3 h,水解温度 56℃ , p H 5. 2.采用酶法技术从 2 kg干基胆固醇 -β -环糊精包

合物中回收制得胆固醇质量分数为 89. 5%的制品 ,胆固醇回收率达 72% .
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胆固醇 ( Cho lesterol)是最常见的甾族化合物 ,它是高等动物体内的主要甾醇 ,在所有的

高等动物体内组织中存在 .在人体内 ,胆固醇具有一系列重要的生理功能 ,如调节消化道中

膳食脂肪的吸收 ,参与胆汁酸、类固醇激素和维生素 D的生物合成
[1, 2 ]
.体内多数的胆固醇

在肝脏中合成 ,但也有一部分从膳食中获取 .商业制备的胆固醇可作为药用辅剂 ,如制备性

激素雄甾酮等 .

蛋黄是富含胆固醇的天然食品原料 ,蛋黄中的胆固醇质量分数在 1. 0%～ 1. 2%之间 ,如

以干基计算 ,则可达到 2. 0% ～ 2. 4% .鸡蛋是公认的易被人体消化吸收且营养丰富的食品 ,

但由于其存在的胆固醇可能危害人体健康 ,因此制备低胆固醇蛋制品成为食品科学界普遍

关注的课题 .当用 β -环糊精包合法包合蛋黄中的胆固醇 ,制成低胆固醇蛋制品时 ,生成了副

产物胆固醇 -β -环糊精包合物 ,该包合物富含胆固醇 ,是制备胆固醇制品的良好来源 .如果不

加以利用 ,一则对环境造成一定程度的污染 ,二则从经济角度考虑是一种浪费 .胆固醇 -β -环

糊精包合物因其特殊的结构 ,一般的萃取脂肪的方法很难萃取其中的胆固醇 .要想提取胆固

醇 -β-环糊精包合物中包合着的胆固醇 ,首先必须破坏胆固醇-β -环糊精包合物的空腔状结

构 ,将胆固醇从包合物中释放出来 .酸虽能使胆固醇 -β-环糊精包合物彻底水解 ,但因水解反

应比较剧烈 ,影响了胆固醇的回收率 ,为此采用水解条件较为温和的酶法技术回收该包合物

中的胆固醇 .
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1　材料与方法

1. 1　实验材料

胆固醇 -β -环糊精包合物　无锡轻工大学食品科学实验室制 ;

胆固醇 (分析纯 )　上海长城生化制药厂提供 .

1. 2　实验方法

1. 2. 1　低胆固醇蛋制品的制备工艺流程　该流程中的固体残渣即胆固醇-β -环糊精包合

物 ,是制备胆固醇制品的实验材料 .见图 1.

图 1　低胆固醇蛋制品的制备

1. 2. 2　酶法水解胆固醇-β -环糊精包合物实验方法　称取一定量的胆固醇-β -环糊精包合物

样品 ,加水调节包合物 (酶反应底物 )的浓度 ,调节酸碱度 ,添加缓冲液 ,在一定温度条件下加

酶水解数小时 .反应结束后称量反应液的质量 ,用 3, 5- 二硝基水杨酸比色定糖法测定还原

糖量 ,确定每克干基胆固醇 -β-环糊精包合物经酶水解后所产生的还原糖量 .

1. 2. 3　酶法水解胆固醇 -β -环糊精包合物正交实验设计　本正交实验采用 L9 ( 3
4 )正交表 ,

正交反应的因素水平如表 1所示 .实验考察指标为胆固醇 -β-环糊精包合物中的α-1, 4糖苷

键打断率 .

胆固醇 -β -环糊精包合物

的 α-1, 4糖苷键的打断率等于

酶法水解每克干基胆固醇 -β -

环糊精包合物所产生的还原糖

量 (以葡萄糖计 )除以酸法完全

表 1　酶法水解包合物中 α-1, 4糖苷键因素水平表

水平
因　　素

A底物质量浓度 /( g /d L) B温度 /℃ C反应时间 /h D pH

1 15 50 3. 0 4. 8

2 20 53 3. 5 5. 0

3 25 56 4. 0 5. 2

水解每克干基胆固醇 -β -环糊精包合物所产生的还原糖量 (以葡萄糖计 ) .

　　酸法完全水解胆固醇 -β -环糊精包合物所产生的还原糖量 (以葡萄糖计 )即 1 g干基胆固

醇 -β-环糊精包合物在 1 mol /L的 HCl溶液中煮沸 2 h后所产生的还原糖量 .

1. 2. 4　酶法回收胆固醇-β -环糊精包合物中胆固醇的工艺流程　见图 2.
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1. 2. 5　还原糖的测定方法　采用 3, 5-二硝基水杨酸比色定糖法
[3 ]
.

图 2　酶法回收包合物中胆固醇的工艺流程

1. 2. 6　胆固醇的测定方法　比色法测定胆固醇含量 [4 ] .

1)试剂配制

KOH溶液 ( 33% ): 10 g KOH溶于 20 mL水中 .

胆固醇标准溶液 ( 0. 4 mg /mL): 100 mg胆固醇溶解于无水乙醇中 ,定容至 250 mL.

改良 Liebermann-Burchard试剂: 20体积乙酸酐冷却至 10℃以下 ,在具塞玻璃容器中

加入 1体积浓 H2 SO4 ,摇匀后冷却 9 min,加入 10体积冰乙酸 ,混合后平衡至室温 ,试剂应在 1

h内应用 .

2)测定方法

取适量的样品于加塞试管中 ,加入 5 m L无水乙醇 ,加适量的质量分数为 33%的 KOH

溶液 ,摇匀 ,于 50℃水浴中保温 1 h,冷却至室温 ,先加 10 mL石油醚摇匀 ,再加 5 m L水摇

匀 ,剧烈振荡 1 min,静止至两液面明显分层 ,石油醚层的合适等份移入 10 mL具塞试管中 ,

在 60℃水浴中用氮气吹干 ,冷至室温 ,用干燥塞塞好 ,准备显色反应 .与制作样品同样的方

法制作空白 .

根据各标样的测定结果 ,计算出相当于 1 mg胆固醇的吸光值 D ' ,用来计算样品的胆固

醇含量 w (每百克样品中的胆固醇毫克数 ) .
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w =
D
D '
×
10
V
×
100
m

D 样品吸光值

V 石油醚相体积 /mL

m 样品质量 /g

3)胆固醇的回收率

样品胆固醇回收率=
胆固醇制品量×制品胆固醇含量

胆固醇-β -环糊精包合物中胆固醇总量

2　结果与讨论

根据厂家提供的霉菌淀粉酶的性质及初步的实验 ,采用四因素三水平的正交实验方案

进行实验 .

2. 1　酶法水解胆固醇 -β-环糊精包合物正交实验分析

实验结果如表 2所示 .

表 2　酶法水解胆固醇 -β-环糊精包合物正交实验结果分析表

水平
因　　素

A底物质量浓度 / ( g /dL) B温度 /℃ C反应时间 /h D pH
α-1, 4糖苷键打断率 /%

1 1( 15) 1( 50) 1( 3. 0) 1( 4. 8) 62. 2

2 1 2( 53) 2( 3. 5) 2( 5. 0) 73. 6

3 1 3( 56) 3( 4. 0) 3( 5. 2) 80. 0

4 2( 20) 1 2 3 48. 4

5 2 2 3 1 42. 9

6 2 3 1 2 59. 8

7 3( 25) 1 3 2 38. 5

8 3 2 1 3 49. 1

9 3 3 2 1 34. 1

k1 71. 9 49. 7 57. 0 46. 4

k2 50. 4 55. 2 52. 0 57. 3

k3 40. 6 58. 0 53. 8 59. 2

极差 R 31. 3 8. 3 5. 0 12. 8

优水平 A1 B3 C 1 D3

　　比较表 2的 4个因子的极差 R ,按极差的大小决定因素的主次顺序为:

主
　　　　　　　　

次

A　　D　　B　　C

根据实验结果 ,选择 A1、D3、B 3和 C1 . 综上分析 ,霉菌淀粉酶作用于胆固醇-β -环糊精包

合物的优化条件为:底物质量浓度为 15 g /d L, pH为 5. 2,反应温度为 56℃ ,反应时间 3 h.

2. 2　胆固醇制品的制备

从胆固醇 -β -环糊精包合物中萃取胆固醇目前尚未见报道 ,文献报道从牛脊髓或羊毛脂

中萃取胆固醇也只简单地提及原料先皂化 ,再加石油醚萃取 .根据胆固醇-β -环糊精包合物

物料特殊的性质 ,先将包合物经酶水解 ,得到胆固醇 -β-环糊精包合物酶水解液 ,此时胆固醇

已从包合物中释放出来 .再提取酶水解液中的油溶性物质 ,然后加碱皂化油溶性物质 ,加石

油醚萃取胆固醇 .经一系列工艺流程制得胆固醇制品 ,试验结果见表 3.
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表 3　酶法回收包合物中胆固醇试验结果

试验编号
2 kg (干基 )包合物
中胆固醇的量 /g

胆固醇制品
的量 /g

胆固醇制品
的纯度 /%

胆固醇制品中
胆固醇的量 /g

胆固醇回收率 /%

1 94. 90 75. 94 89. 51 67. 97 71. 62

2 107. 03 87. 01 90. 08 78. 38 73. 23

　　从试验数据看 ,尽管两次扩大试验采用的是不同批次的胆固醇 -β -环糊精包合物 ,可两

次试验制品的胆固醇纯度和胆固醇回收率的试验数据非常接近 ,说明此工艺流程原料中的

胆固醇含量对此影响较小 ,同时也说明此制备胆固醇的工艺是合理的 .

经本工艺制得的胆固醇制品 ,因含一定的色素杂质 ,制品外观呈蛋黄色 .这些呈色物质

主要包括类胡萝卜素、蛋黄素 ( Lutein)和玉米黄素 ( Zeaxanthin) ,均为四萜类化合物 .

3　结　　论

通过试验 ,霉菌淀粉酶能有效地作用于胆固醇 -β -环糊精包合物 ,将包合物环状结构打

开 ,使胆固醇释放出来 .霉菌淀粉酶水解胆固醇 -β-环糊精包合物的最佳条件为:胆固醇 -β -环

糊精包合物质量浓度 15 g /d L,水解温度 56℃ , pH 5. 2,水解时间 3 h.利用酶法技术得到的

胆固醇 ,纯度为 90% ,回收率达 72% .
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Recovery of Cholesterol from the Inclusion Compound of

Cholesterol andβ-cyclodextrin by Enzymatic Method

CHEN Cui-hua,W ANG Qing ,W ANG Zhang, XU Shi-ying
( School of Food Science and Tech no lo gy , Wux i Univ e rsity of Light Industr y, Jiang su Wuxi 214036)

Abstract: Theα-1, 4 g lycoside linkage of the inclusion compound of cholesterol and β -

cyclodex t rin could be hydro lyzed by mould amylase and the best conditions for mould

amylase to hydro lyze the inclusion compound of cholesterol and β -cyclodex t rin w ere

studied and the results w ere the subst ra te concentration 15% , pH5. 2 , temperature 56℃

and hydroly zing time 3 hours. By enzymatic method 2 000 g inclusion compound o f

cholesterol and β-cyclodex t rin on dry ba se was used in the test . The rate of cholesterol

recovery w as 72% fo r the crude cholesterol product wi th 89. 5% cholesterol content.

Key words: cholesterol; amy lase hydrolysis; inclusion compound of cholesterol and β -

cyclodex t rin
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