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　　摘要：利用水酶法，以油茶籽粕为原料，采用正交试验法优化了纤维素酶酶解提取茶皂素工艺，并对壳聚糖－蛋白
酶联用纯化茶皂素进行了研究。结果表明，蛋白酶处理可显著降低提取液中蛋白质含量和壳聚糖絮凝时茶皂素损失

率；各因素对油茶皂素提取率影响顺序为酶添加量 ＞料液比 ＞提取温度 ＞提取时间，最佳提取工艺为酶添加量
６ｍｇ／ｇ，料液比１ｇ∶２５ｍＬ，提取温度５０℃，提取时间１２０ｍｉｎ。
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　　茶皂素别称茶皂苷，是存在于山茶科（茶、油茶、山茶）植
物中的一类五环三萜皂苷类物质，是一种性能优良的天然非

离子型表面活性剂，在工业、医药、农业等领域有广泛用

途［１－２］。目前，提取茶皂素的方法主要有水浸提法、有机溶剂

提取法、吸附法、超声波提取法、微波辅助提取法等，其中有机

溶剂提取法应用广泛，但存在工艺复杂、条件要求高、能耗高、

环境不友好等问题，限制了其产业化规模。因此寻找简单、经

济、高效且适合工业化生产的茶皂素提取纯化方法非常必要。

本研究以油茶籽粕为原料，以水代替有机试剂进行油茶皂素

提取，探索酶解工艺、壳聚糖絮凝工艺在茶皂素提取上的应

用，旨在为茶皂素工业化生产提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
油茶籽粕由湖北省广水市涂氏农业开发有限公司提供，

７０℃ 烘干后粉碎，过４０目筛，置于干燥器中备用。１５０００μ／ｇ
纤维素酶（国药控股有限公司）、１００００μ／ｇ木瓜蛋白酶（上
海沃凯生物技术有限公司）、茶皂素标准品（纯度９８％、上海
紫一试剂厂）；试剂均为分析纯。ＨＷ．ＳＹ２１－Ｋ电热恒温水
浴锅（北京市长风仪器仪表公司）、ＦＡ１００４Ｂ分析天平（上海
越平科学仪器有限公司）、ＧＬ－２５ＭＳ高速冷冻离心机（上海
卢湘离心机仪器有限公司）、ＴＵ－１８１０型紫外可见分光光度
计（北京普析通用仪器有限责任公司）。

１．２　试验设计
１．２．１　单因素试验　研究酶添加量、料液比、酶解温度、酶解
时间等４个因子对茶皂素溶出率的影响。
１．２．１．１　酶添加量对茶皂素溶出率的影响　在料液比为
１ｇ∶１０ｍＬ，酶解温度为 ５５℃，酶解时间２．５ｈ条件下，考察

酶添加量对油茶皂素提取率的影响。

１．２．１．２　料液比对茶皂素溶出率的影响　在酶用量
４ｍｇ／ｇ，酶解温度５５℃，酶解时间２．５ｈ条件下，考察料液比
对油茶皂素提取率的影响。

１．２．１．３　酶解温度对茶皂素溶出率的影响　在酶用量
４ｍｇ／ｇ，料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，酶解时间２．５ｈ条件下，考察
酶解温度对油茶皂素提取率的影响。

１．２．１．４　酶解时间对茶皂素溶出率的影响　在酶用量
４ｍｇ／ｇ，料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，酶解温度为５５℃条件下，考察
酶解时间对油茶皂素提取率的影响。

１．２．２　多因素正交试验　通过以上单因素试验，得出每个单
因素的最佳值，设定不同酶的添加量、提取时间、提取温度、料

液比进行Ｌ９（３
４）正交试验。

１．３　测定方法
１．３．１　油茶籽粕成分分析　测定油茶籽粕中水分、总糖、蛋
白质、脂肪、粗纤维、茶皂素含量。

１．３．２　茶皂素提取方法　称取处理后的油茶籽粕５０ｇ置于
１０００ｍＬ烧杯中，按试验设计的料液比加入蒸馏水、纤维素
酶，设定提取温度与提取时间，提取完成后离心，取上清液

备用。

　茶皂素提取率＝提取液中茶皂素浓度×提取液体积
原料质量

×１００％；（１）

１．３．３　蛋白酶酶解方法　取提取液离心后得到的上清液
５００ｍＬ，调节ｐＨ值为６．５，加入木瓜蛋白酶以除去提取液中
的蛋白质，酶解条件为：酶添加量１％，酶解温度５０℃，酶解
时间２ｈ，计算酶解前后提取液中蛋白质含量和蛋白质去
除率。

蛋白质去除率＝酶解前提取液中蛋白质浓度－酶解后提取液中蛋白质浓度
絮凝前提取液中茶皂素浓度

×１００％；

（２）
１．３．４　壳聚糖絮凝　取蛋白酶酶解前后的提取液１００ｍＬ，
考察１％壳聚糖溶液添加量及絮凝时间对皂素纯化效果
影响。

茶皂素损失率＝絮凝前提取液中茶皂素浓度－絮凝后提取液中茶皂素浓度
絮凝前提取液中茶皂素浓度

×１００％；

（３）
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蛋白质去除率＝絮凝前提取液中蛋白质浓度－絮凝后提取液中蛋白质浓度
絮凝前提取液中茶皂素浓度

×１００％。

（４）
１．３．５　其他指标　参照ＧＢ５００９．３—２０１０《食品安全国家标
准 食品中水分的测定》规定的方法测定水分含量；采用索式

提取法测定脂肪含量；采用浓硫酸 －香草醛法［３］测定茶皂素

含量。采用双缩脲法［４］测定蛋白质含量。采用 ＧＢ／Ｔ６４３４—
２００６《饲料中粗纤维测定方法》规定的方法测定粗纤维含量。
采用苯酚硫酸法测定总糖含量。

２　结果与分析

２．１　油茶籽粕主要成分
由表１可知，油茶籽粕总糖含量为３１．０７％，粗纤维含量

１７．６９％，蛋白质含量１３．６０％，总糖、蛋白质含量较高会对茶
皂素提取、纯化产生影响。粗纤维主要由细胞壁成分组成，其

存在会影响皂素溶出，因此，通过添加纤维素酶使粗纤维酶解

从而促进茶皂素溶出。

表１　油茶籽粕主要成分含量

指标 含量（％）
水分 ８．３２
总糖 ３１．０７
蛋白质 １３．６０
脂肪 ６．５０
粗纤维 １７．６９
茶皂素 １３．０９

２．２　单因素试验结果
２．２．１　酶添加量对油茶皂素提取率的影响　不同酶的添加量
对油茶皂素提取率的影响如图１所示，油茶皂素提取率随纤维
素酶添加量的增加先升高后降低，酶添加量为４ｍｇ／ｇ时提取
率最高，达到１２．７９％。纤维素酶可破坏植物的细胞壁，从而促
使茶皂素等成分溶出；另一方面，茶皂素具有亲脂性，酶添加量

增加时茶皂素提取率降低可能和脂肪浸出率增加有关。

２．２．２　料液比油茶皂素提取率的影响　从图２可以看出，随
着料液比的增加，茶皂素提取率随之增加，考虑到后续浓缩成

本，选择１ｇ∶２０ｍＬ作为最佳料液比。
２．２．３　提取温度对油茶皂素提取率的影响　由图３可知，随
着提取温度的增加，茶皂素提取率先升高后降低，提取温度达

到５５℃时，提取率最高，因此茶皂素提取工艺的提取温度确
定为５５℃。在一定范围内，温度升高时酶活性增大，水活度
增加也更有利于成分溶出；温度达到一定高度会抑制酶活性，

导致提取率降低。

２．２．４　提取时间对油茶皂素提取率的影响　由图４可知，茶
皂素提取率与提取时间呈正相关，即提取时间越长油茶皂素

提取率越高，但９０ｍｉｎ后油茶皂素提取率增加趋势趋缓，提
取时间延长会增加能耗，因此选择１２０ｍｉｎ作为正交试验提
取温度。

２．３　正交试验结果
在单因素试验基础上，对选定的酶添加量、料液比、提取

时间、提取温度等４个因素进行 Ｌ９（３
４）正交试验，考察酶添

加量、料液比、提取时间、提取温度的综合作用。试验因素水

平见表２，试验结果见表３。从表２、表３可看出，各因素对油
茶皂素提取率影响由大到小为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，试验最优条件
为Ａ３Ｂ３Ｃ１Ｄ２，即酶添加量６ｍｇ／ｇ，料液比１ｇ∶２５ｍＬ，提取温
度５０℃，提取时间１２０ｍｉｎ。
２．４　壳聚糖絮凝纯化茶皂素工艺

壳聚糖在烯酸溶液中分子链中带有大量的正电荷，是天

然絮凝剂，可以对蛋白质、核酸、多糖等大分子絮凝回收。由

图５、图６、图７可知，酶解前，随着壳聚糖添加量增大，茶皂素
损失率增加，添加 ３ｍＬ１％壳聚糖溶液时茶皂素提取率为
９５７％，蛋白质含量下降至１４０μｇ／ｍＬ，茶皂素损失率在２５％
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表２　茶皂素水酶法提取工艺正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：酶添加量
（ｍｇ／ｇ）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：提取温度
（℃）

Ｄ：提取时间
（ｍｉｎ）

１ ２ １∶１５ ５０ ９０
２ ４ １∶２０ ５５ １２０
３ ６ １∶２５ ６０ １５０

表３　茶皂素水酶法提取工艺正交试验结果与极差分析

编号
Ａ：酶添
加量

Ｂ：料液
比

Ｃ：提取
温度

Ｄ：提取
时间

提取率

（％）

１ １ １ １ １ １１．１９
２ １ ２ ２ ２ １１．６４
３ １ ３ ３ ３ １１．９３
４ ２ １ ２ ３ １１．７５
５ ２ ２ ３ １ １２．３５
６ ２ ３ １ ２ １２．９８
７ ３ １ ３ ２ １２．１６
８ ３ ２ １ ３ １２．７１
９ ３ ３ ２ １ １３．１０
ｋ１ １１．５８７ １１．７００ １２．２９３ １２．２１３
ｋ２ １２．３６０ １２．２３３ １２．１６３ １２．２６０
ｋ３ １２．６５７ １２．６７０ １２．１４７ １２．１３０
Ｒ １．０７０ ０．９７０ ０．１４６ ０．１３０

左右；酶解后壳聚糖絮凝时茶皂素损失率显著降低，添加

３ｍＬ１％壳聚糖时蛋白酶对蛋白质酶解效率较高，酶解后提
取液中蛋白含量下降至６３μｇ／ｍＬ左右，茶皂素损失率约为
１０％，相比酶解前蛋白含量下降更显著，同时茶皂素损失率较

低。絮凝时间延长，茶皂素损失率增大，同时蛋白质等杂质的

去除率也增大，由试验可知，添加３ｍＬ壳聚糖溶液，絮凝４ｈ
即可取得较好的效果。

３　结论

纤维素酶是酶的一种，在分解纤维素时起生物催化作用，

可以将纤维素分解成寡糖或单糖，在食品行业和环境行业均

有广泛应用［５－９］。提取茶皂素时，纤维素酶的加入可增大茶

皂素分子向溶剂溶出的通道，从而提高茶皂素提取率。本研

究结果表明，纤维素酶的加入可提高茶皂素水提取的得率，最

佳提取工艺为酶添加量６ｍｇ／ｇ，料液比１ｇ∶２５ｍＬ，提取温度
５０℃，提取时间１２０ｍｉｎ。壳聚糖的加入可有效去除提取体
系中的蛋白质等杂质，在未经蛋白酶酶解的提取体系中，壳聚

糖絮凝蛋白质等大分子易导致茶皂素损失率较大，这可能与

茶皂素与糖类大分子、蛋白质的结合有关［１０］。蛋白酶酶解

后，添加壳聚糖絮凝时茶皂素损失率下降，表明蛋白酶处理可

作为壳聚糖絮凝除杂前的必要步骤。
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