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纤维素酶法提取茶多糖
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摘 要：为了保持茶多糖的活性，采用低温水提、酶提二次结合法提取茶多糖 )第一次在 3$ 4、茶

叶与水的质量比为 " 5 "3、水提取 /$ 678，多糖的提取率为 ! ) //9，粗多糖（干重）的提取率为

2 ) 0!9；过滤后，滤渣用 :; # ) 2 的柠檬酸<柠檬酸钠缓冲液加纤维素酶提取，经正交试验确定酶提

最佳工艺参数为 33 4、茶叶与水的质量比为 " 5 "#、酶用量 ! ) !!= > ?（以茶叶质量计），反应时间为

"!$ 678，其多糖的提取率为 $ ) 2#9，粗多糖（干重）的提取率为 " ) ""9，分别占二次总提取量的

!" )39和"# ) $9，而在相同条件下无酶提取，提取率仅为 $ ) /-9和 $ ) 329 )相对水提法，酶法的多

糖提取率分别增加 2/ ) /9 和 -0 ) -9，多糖总提取率达 ! ) -%9，粗多糖（干重）的总提取率为

% ) -/9 )采用酶法提取的茶多糖具有较强抑制"<淀粉酶活力的能力 )
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茶多糖是茶叶中极具开发价值的一种生理活

性物质 !现代药理研究发现，茶多糖具有降血糖、降

血脂、降血压及减慢心率、耐缺氧等作用，在抗凝

血、防血栓形成、保护血相和增强人体非特异性免

疫功能等方面也有明显的效果［"］!
传统的茶多糖提取方法包括煎煮、有机溶剂浸

出等，但提取温度高、提取率低、成本高，而酶工程

技术是近几年来用于天然植物有效成分提取的一

项生物工程技术 ! 选用恰当的酶，可较温和地将植

物组织分解，加速有效成分的释放，从而提高其提

取率 ! #$%&’%()% * 等［+］将卡拉胶酶和纤维素酶同时

作用于红藻 !"#$%&’( )&*(+’(，蛋白质提取率增加

了 ", 倍 !王志民等［-］用 , ! "./的纤维素酶（以滤纸

为底物测得的酶活为 + +,, 0 1 2）在 3. 4、56 3 ! 3
的条件下处理香菇 3 7，可溶性固形物和多糖的提

取率分别为水煮法的 - ! 8" 倍和 + ! -9 倍 ! :%7;<%’2
等［3，.］将红茶浸泡液调至适当的 56 值后，加入单宁

酶和细胞壁水解酶如纤维素酶、果胶酶、半纤维素

酶或丹麦 =>?> 公司的 ?@A)BCD;%!E: 酶，经巴氏

灭菌和离心，制得有良好色泽和澄清度、酸性条件

下稳定的天然即食茶饮料 !但将酶用于茶多糖的提

取还未见报道 ! 作者将纤维素酶用于茶多糖的提

取，以期达到提高提取率、缩短提取时间、减少能耗

和有效保存茶多糖生物活性的目的 !

! 材料与方法

! " ! 实验材料、试剂和仪器

绿茶：江西省婺源绿色企业集团提供；纤维素

酶：F%$$&<’@GHI:（含纤维素酶 " .,, =F0 1 ;:、纤维

二糖酶 +. F<0 1 ;:），耐温!J淀粉酶 H%’;K;D$!E：

丹麦诺维信公司（原诺和诺德公司）提供；可溶性淀

粉：浙江菱湖食品化工联合公司产品 ! 蒽酮、浓硫

酸、无水乙醇、丙酮、乙醚、柠檬酸、柠檬酸钠、氢氧

化钠、碘化钾、碘，磷酸氢二钠、盐酸，均为分析纯 !
9+" 分 光 光 度 计：上 海 第 三 分 析 仪 器 厂 生 产；

#L"",3 电子天平：上海精天电子仪器厂生产；电子

恒温水浴锅：上海宏兴机械仪器实业制造公司生

产；旋转蒸发器：上海申生科技有限公司生产；MNJ
O+L 型真空干燥箱：上海实验仪器总厂生产；:*PJ
"型离心沉淀机：上海医用分析仪器厂生产 !
! " # 测定方法

! !# !! 茶多糖含量测定" 蒽酮J硫酸比色法［8］! 将

醇沉洗涤后的茶叶粗多糖沉淀加蒸馏水复溶、定容

至设定体积，用蒽酮J硫酸显色后测定吸光度（ ,），

由葡萄糖标准曲线得出的回归方程

! Q R , ! ,,+ .- S , ! -"9 , 计算供试液中葡萄糖质

量浓度（!），由精制茶多糖测得茶多糖相对葡萄糖

的换算因子［9］- Q 3 ! +8O !
! !# !# 茶多糖提取率计算

多糖提取率 Q ! T . T - T / （"）

式（"）中，! 为供试液中葡萄糖质量浓度（;2 1 ;:），

. 为多糖的稀释倍数，- 为换算因子，/ 为供试茶

样的质量（2）!
粗多糖（干重）提取率 Q 0 T / （+）

式（+）中，0 为粗多糖干重质量（2），/ 为供试茶样

的质量（2）!
! !# !$ !J淀粉酶酶活力测定" 分光光度计法吸取

可溶性淀粉溶液 +, ! , ;: 和 56 8 ! , 的磷酸缓冲液

. ! , ;: 于试管中，在 9, 4恒温水浴中预热平衡 .
;@(，然后加入到在 .. 4预温 +, ;@( 的混合溶液中

（含 " ;: 经初步纯化的多糖提取液和 " ! ,, ;: 待

测酶液，酶液已稀释至合适浓度），摇匀，准确反应 .
;@( !立即吸取反应液 " ! ,, ;:，加到预先盛有 , ! .
;: 盐酸（, ! " ;B$ 1 :）和 . ! ,, ;: 稀碘液的试管中，

摇匀 !以蒸馏水代替淀粉溶液作空白对照，在 88,
(; 处用 ", ;; 比色皿迅速测定其吸光度（ ,）!
! !# !% 茶多糖对!J淀粉酶酶活抑制效果的计算

其计算公式：

UV Q（ ), R )"）1 ! T 2 （-）

式（-）中：UV 为茶多糖对!J淀粉酶酶活的抑制效

果，即每毫克多糖对酶活单位 0 的降低值；), 为未

加茶多糖的酶液中!J淀粉酶的原始浓度（0 1 ;:），

)" 为经茶多糖抑制后的酶液中!J淀粉酶的活力单

位（0 1 ;:），) 由测得的反应液的吸光度 , 据“吸光

度 ,—酶活力单位 )”附录表查得；! 为经初步纯化

的多糖提取液中茶多糖的质量浓度（;2 1 ;:）；2 为

加入酶液的多糖提取液的体积（;:）!

UVE Q UV 1 ), （3）

式（3）中，UVE 为每毫克茶多糖对!J淀粉酶酶活的

抑制率（/），其余同上式 !
! " $ 试验方法

! !$ !! 茶多糖的纤维素酶法提取工艺流程

称取 3, 目茶粉 . 2，加入 9. ;: 蒸馏水，., 4
水浴加热浸提 -, ;@(，双层滤布过滤，滤渣用热蒸

馏水洗涤—
合并滤液与洗涤液"提取液#
滤渣加 56 3 ! 8 的柠檬酸J[

柠檬酸钠缓

冲液，加一定量酶，水浴加热水解"调 56 值至中性

灭酶，双层滤布过滤"滤渣用热蒸馏水洗涤，合并

滤液与洗涤液，得提取液" !
将提取液#和"分别离心分离，真空浓缩至一
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定体积，加入无水乙醇，低温静置过夜；将醇沉液离

心分离，沉淀依次用无水乙醇、丙酮、乙醚洗涤 !
次，得茶叶粗多糖!（水提）和"（酶提），真空干燥

至恒重，计算粗多糖（干重）得率 "
! "" "# 纤维素酶水解条件的正交设计及试验# 根

据试验，第一次水提时茶叶与水的质量比选 # $ #%，

纤维素酶 &’(()*+,-./0 作用的最适 12 值为 3 " 4，最

适温度为 %% 5，此时多糖提取率最高（见图 # 和图

!）" 在此条件下，选择酶水解时间、酶用量、茶叶与

水的质量比为考察因素，以多糖提取率为考察指

标，根据酶水解单因素试验结果（图 6 7 %），确定各

正交设计因子的水平，见表 # "按 08（63）正交表对酶

法提取工艺进行研究，确定茶多糖纤维素酶法提取

的最佳工艺参数 "
表 ! 正交设计因子和水平表

$%&’! $() *%+,-./ %01 2)3)2/ -* 4).4)015+62%. )74).58)0,

水平
水解时间 ! 9

:,;
酶用量 " 9
（#0 9 <）

茶叶与水的
质量比 &

# => ! " ! # $ #3
! #>> 6 " > # $ #4
6 #!> 6 " = # $ #=

! "" " " 不同茶多糖提取物对$?淀粉酶酶活抑制效

果的对比试验 $?淀粉酶能参与人体的糖代谢过

程，茶多糖对$?淀粉酶水解淀粉的活力进行抑制，

延缓葡萄糖的释放，可能是其降血糖的的机理之

一 "通过测定不同茶多糖提取物对$?淀粉酶酶活的

抑制效果，可从一个侧面反映提取工艺的可行性 "
将不同提取方法得到的茶多糖提取物，经 @’AB< 法

除蛋白，自来水透析 3= C，蒸馏水透析 !3 C 初步纯

化后，取一定体积加入酶液中，按 # " ! " 6 中的方法

测定经茶多糖抑制后的$?淀粉酶的酶活，其对$?淀
粉酶酶活抑制效果根据 # " ! " 3 中的公式计算 "
! "" " 9 与超声波酶法的对比实验# 于淑娟等［=］用

超声波酶法提取灵芝多糖，在酶解的同时协同超声

波振荡提取 6> :,;，然后恒温酶解 6 7 3 C，研究发

现，通过超声振荡可破坏灵芝纤维的细胞壁，扩大

可溶性物质穿过多孔透析膜的通过率，并除去一部

分影响酶接触纤维的妨碍物，从而提高纤维素酶水

解纤维素的效率，尽快释放灵芝多糖 " 作者在纤维

素酶法提取茶多糖最佳工艺的基础上研究了超声

振荡对多糖提取率的影响，另外还与相同条件下无

酶水提法的提取率进行了比较 "

# 结果与讨论

# ’ ! 单因素试验

单因素试验结果见图 # 7 % "

图 ! 多糖提取率与酶解 4: 值的关系

;5<’ ! $() .)2%,5-0 &),=))0 ,() 4).+)0, -* )7,.%+,5-0 -*
$> %01 ,() 3%26) -* 4: -* )0?@8) 15<)/,5-0

图 # 多糖提取率与酶解温度的关系

;5<’ # $() .)2%,5-0 &),=))0 ,() 4).+)0, -* )7,.%+,5-0 -*
$> %01 ,() ,)84).%,6.) -* )0?@8) 15<)/,5-0

图 " 多糖提取率与酶解时间的关系

;5<’ " $() .)2%,5-0 &),=))0 ,() 4).+)0, -* )7,.%+,5-0 -*
$> %01 ,() ,58) -* )0?@8) 15<)/,5-0

图 9 多糖提取率与酶用量的关系

;5<’ 9 $() .)2%,5-0 &),=))0 ,() 4).+)0, -* )7,.%+,5-0 -*
$> %01 ,() %8-60, -* +)2262%/)
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图 ! 多糖提取率与茶叶与水的质量比的关系

"#$% ! &’( )(*+,#-. /(,0((. ,’( 1()2(., -3 (4,)+2,#-. -3
&5 +.6 ,’( )+,#- -3［7］8［9］

: % : 纤维素酶水解条件的正交试验

纤维素酶水解正交实验结果及极差、方差分析

见表 !、表 " #
表 : 正交实验数据及极差分析表

&+/%: &’( 6+,+ -3 1()1(.6#2;*+) (41()#<(., +.6 ,’( +.+*=>#>

-3 6#33()(.2(

试验号
水解时间
! $ %&’

酶用量
" $（!( $ )）

固液比
#

*
（空白）

+, $ -

. .（/0） .（! # !） "（. 1 ./） . 0 # 2!!

! .（/0） !（" # 0） .（. 1 .2） ! 0 # 2/!

" .（/0） "（" # /） !（. 1 .3） " 0 # 40!

2 !（.00） .（! # !） !（. 1 .3） ! 0 # 4/!

4 !（.00） !（" # 0） "（. 1 ./） " 0 # 45/

3 !（.00） "（" # /） .（. 1 .2） . 0 # 452

6 "（.!0） .（! # !） .（. 1 .2） " 0 # 3!2

/ "（.!0） !（" # 0） !（. 1 .3） . 0 # 3"/

5 "（.!0） "（" # /） "（. 1 ./） ! 0 # 322

" . # 2.. . # 3!/ . # 604 . # 342 $ 7 4 # 05.

# . # 662 . # 6!" . # 6!! . # 6."

$ . # 503 . # 620 . # 332 . # 6!2 8, 7 0 # 433
% 0 # 254 0 # ..! 0 # 04/ 0 # 060

因素
主次

! 9 " 9 #

表 ? 方差分析表

&+/%? &’( +.+*=>#> -3 @+)#+.2(

方差
来源

平方和
&’

自由度

( ’
均方

&’
)’
! 表值 ) 显著

性

水解时
间 !

2 # "/ :
.0 ; ! ! ! # .5 :

.0 ; ! 23 # "0 )0 #55（!，!）

7 55 # 0
显著

酶用量
"

! # 2" :
.0 ; " ! . # !! :

.0 ; " ! # 4/ )0 #54（!，!）

7 .5 # 0
固液比

#
4 # 5! :
.0 ; 2 ! ! # 53 :

.0 ; 2 0 # 3" )0 #5（!，!）

7 5 # 0

误差
5 # 24 :
.0 ; 2 ! 2 # 6" :

.0 ; 2

总和
2 # 6/ :
.0 ; ! /

由极差及方差分析可知，影响多糖提取率各因

素的主次关系为：水解时间 9 酶用量 9 固液比 # 由

方差分析得知，水解时间在 4-水平上存在显著性

差异，酶用量、固液比在 .-水平上无差异 #故酶解

提取茶多糖的最佳工艺条件为：! "". #.，即水解时

间 .!0 %&’，酶用量 ! # !!( $ )（以茶叶质量计），固液

比 . 1 .2 #
: % ? 与超声波酶法的对比实验

水提法：20 目茶粉 4 )，水提（茶叶与水的质量

比 . 1 .4，40 <水浴 "0 %&’）"过滤"滤渣水提（茶

叶与水的质量比 . 1 .2，44 <水浴 .!0 %&’）#
超声波=酶提法：20 目茶粉 4 )，水提（茶叶与水

的质量比 . 1 .4，40 <水浴 "0 %&’）"过滤"滤渣超

声酶提（加固液比 . 1 .2 >? 值 2 # 3 缓冲液，酶用量

! # !!( $ )（以 茶 叶 质 量 计），超 声 酶 提（"" @?A、
.00 B超声波振荡 !0 %&’，保持 44 <）"酶提（44
<水浴 .00 %&’）#

酶提=超声波法：20 目茶粉 4 )，水提（固液比 . 1
.4，40 <水浴 "0 %&’）"过滤"滤渣酶提（与 >? 值

2 #3 缓冲液的固液比 . 1 .2，酶用量 ! # !!( $ )（以茶

叶质量计），44 <水浴 /0 %&’）"超声酶提（"" @?A、
.00 B 超 声 波 振 荡 !0 %&’，保 持 44 <）" 酶 提

（44 <水浴 !0 %&’）#
第一次水提取多糖的提取率为 ! # ""-，粗多糖

（干重）的提取率为 3 # /!- #在酶提最佳工艺的基础

上进行改进的对比实验及无酶水提法的第二次提

取多糖提取率结果见表 2 #
表 A 不同提取方法第二次提取的多糖提取率对比

&+/%A &’( 1()2(., -3 (4,)+2,#-. -3 &5 ;>#.$ 6#33()(., (4B
,)+2,#-. <(,’-6> #. ,’( >(2-.6 (4,)+2,#-.

提取方法
多 糖

提取率 $ -
相对无酶法
的增幅 $ -

占总提取量
的比例 $ -

酶解法 0 # 320 3" # " !. # 4

超声=酶解法 0 # 30" 4" # / !0 # 3

酶解=超声法 0 # 333 60 # 0 !! # !

无酶水提法 0 # "5! 0 .2 # 2

由实验结果可知，加入纤维素酶，降解茶叶细

胞壁，可加速茶多糖的释放，提高茶多糖的提取率 #
采用超声波辅助酶法时，超声波=酶提法的多糖提取

率比 酶 解=超 声 法 低 .0 # 2-，比 单 独 酶 解 法 低

3 # .- #这可能是由于加入酶后超声会使一部分酶

变性失活，从而降低提取率；而酶解=超声法先酶提

后超声波辅助提取则可避免此问题，超声振荡可进

一步破坏已被酶解的细胞壁，使通过细胞多孔透析

膜的可溶性物质增加，多糖提取率较高，比单独酶
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解法高 ! " #$ "酶解法的多糖总提取率为 % " &’$ "
此外，在第二次提取时，测得酶解法的粗多糖

（干重）提取率为 # " ##$，而在相同条件下无酶提

取，提取率仅为 ( " )*$，酶解法使粗多糖（干重）提

取率增加 &+ " &$ "酶解法的粗多糖（干重）总提取率

为 ’ " &,$ "
! " # 初步纯化的不同茶多糖提取物对!$淀粉酶酶

活抑制效果

表 ) 表明，第二次用纤维素酶提取的茶多糖的

抑制率比第一次水提取的多糖低 %# " %$，这可能是

由于多糖的相对分子质量或结构发生了一定程度

的变化，或者此混合多糖的相对分子质量分布发生

了改变，掺杂进了一些其它相对分子质量的多糖，

但主要种类未变，具有较强的抑制!-淀粉酶的活

性 "第二次水提取茶多糖的抑制率比第一次水提取

得到的多糖低 ’* " %$，这可能是由于在低温条件下

第二次水提取得到的茶多糖的组成与第一次水提

取的相差很大，其中相对分子质量更大的可溶性纤

维素等有较大增加 "
表 % 不同茶多糖提取物对!$淀粉酶酶活抑制效果比较

&’(" % &)* +,)+(+-+., *//*0-1 ./ 1*2*3’4 5+//*3*,- &6 -.

!$’784’1*

茶多糖
提取物

多糖提取液
质量浓度 .

（/0 . /1）

!-淀粉酶
活力单位
!# .（2 . /1）

抑制效果
（以多糖计）.

（2 . /0）

抑制
率 . $

第一次
水提多糖

# " (*% , " *(! ( " &’( %( " &

第二次
酶提多糖

# " #%& , " ’’# ( " ’*! #* " )

第二次
水提多糖

# " ,!, ! " ,%! ( " %,# ! " &+

9 结 论

#）采用纤维素酶 34556789:;< 1 提取茶多糖可

以在较低的温度下提高多糖的提取率 "由于酶作用

的专一性，不会破坏茶多糖的结构，而且细胞壁降

解产生的高葡萄糖聚合物会被纤维二糖酶进一步

降解为葡萄糖 " 经实验，确定提取工艺为第一次在

)( =、茶 叶 与 水 的 质 量 比 # > #)、水 提 取 时 间 ,(
/9?，过滤后，将滤渣用 @A ! " * 的柠檬酸-柠檬酸钠

缓冲 液 加 纤 维 素 酶 提 取，酶 提 最 佳 工 艺 参 数 为

)) =、固液比 # > #!、酶用量 % " %"1 . 0（以茶叶质量

计），提取时间为 #%( /9? "
%）第一次水提的多糖提取率为 % " ,,$，粗多

糖（干重）的提取率为 * " +%$ "第二次酶提的多糖提

取率为 ( " *!$，粗多糖（干重）的提取率为 # " ##$，

分别占二次总提取量的 %# " )$和 #!$；而在相同条

件下无酶提取，提取率仅为 ( " ,&$和 ( " )*$ "酶法

相对无酶水提法提取率分别增加 *, " ,$和 &+ " &$ "
研究表明，此方法的多糖总提取率达 % " &’$，粗多

糖（干重）的总提取率为 ’ " &,$ "
,）采用超声波辅助酶法提取茶多糖时，第二次

提取 的 多 糖 提 取 率 为 ( " *’$，比 单 独 酶 解 法 高

! " #$，但考虑到设备投资成本，工业化生产不宜采

用 "
!）用酶法提取得到的茶多糖仍具有较强的抑

制!-淀粉酶酶活的活性 "
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