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　　摘要：以茶籽粕为原料，采用微波－超声波协同辅助提取茶皂素，在单因素试验基础上，以茶皂素得率为响应值通
过响应面法优化茶皂素的提取工艺；以反相柱层析法纯化提取的茶皂素，对纯化的茶皂素通过红外、紫外光谱进行表

征；以纯化后的茶皂素与山梨酸钾复配，通过测定试样的菌落总数、挥发性盐基氮（ＴＶＢ－Ｎ）含量，考察复配方对龙岩
风味泡鸭爪的抑菌防腐效果。结果表明，在微波功率７００Ｗ，作用时间２ｍｉｎ的条件下，茶皂素的最优提取工艺为：乙
醇浓度７２％，液料比１１ｍＬ∶１ｇ，超声波功率７９Ｗ，浸提时间７６ｍｉｎ。在优化条件下，茶皂素得率为（１３．５±０．２）％，
纯度为６８．２％，反相柱层析法纯化提取的茶皂素，可得到纯度为９９．２％的茶皂素，茶皂素与山梨酸钾复配使用对龙岩
风味泡鸭爪的防腐抑菌起协同作用，可延长泡鸭爪的保质期。
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　　茶籽粕是食用油茶籽榨油后得到的残渣，富含 １０％ ～
１５％的茶皂素［１］，是提取茶皂素的天然原材料之一。从茶籽

粕中提取得到的茶皂素又叫做茶皂苷，是一类复杂的糖苷化

合物，具有一定的抗细菌效果［２］，对革兰氏阳性细菌金黄色

葡萄球菌有明显的抑制作用，对单细胞真菌酵母菌表现出较

强的抑菌活性［３－４］。

由于超声波在介质传播中产生特殊的“空化效应”，微波

在辐射过程高频电磁波可穿透介质直接作用于植物内部细胞

的效果，近年来，微波提取与超声波提取技术被广泛应用在茶

皂素的提取工艺研究中［５－９］。此外，在食品生产加工中大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉、酵母菌等是常见的腐败菌种，

而山梨酸钾对革兰氏阳性短芽孢杆菌菌株能有效抑制，对肠

杆菌的抑制作用居中，对革兰氏阳性金黄色葡萄球菌的抑制

作用较小［１０］。因此，本试验在固定微波功率７００Ｗ，作用时
间２ｍｉｎ的条件下，通过响应面法优化微波 －超声波协同辅
助提取茶皂素的提取工艺条件；通过茶皂素与山梨酸钾复配，

考察其复配方对龙岩风味泡鸭爪的防腐抑菌效果。

１　材料与方法

１．１　试验仪器
ＫＱ－１００ＤＥ型数控超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限

公司）；ＭＧ０８Ｓ一２０３型微波仪（南京汇研微波系统工程有限
公司）；ＹＰ－Ｂ５００１电子天平（北京赛多利斯天平有限公司）；
ＵＶ－５６００紫外可见分光光度计（上海元析仪器有限公司）；
ＮｉｃｏｌｅｔＡｖａｔａｒ３３０傅立叶红外光谱仪（美国 ＴｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公
司）；ＨＳ－８４０ｕ型水平层流单人净化工作台（苏州净化设备

有限公司）；ＤＲＰ－９２７２型电热恒温培养箱（上海森信实验仪
器有限公司）等。

１．２　试验材料
油茶籽粕（龙岩市茶丽健茶油开发有限公司）；茶皂素标

准品（上海阿拉丁试剂有限公司）；５０μｍＯＤＳ－Ａ反相硅胶
填料（日本ＹＭＣ公司）；鸭爪（龙岩市常爱食品有限公司）；无
水乙醇等化学试剂均为国产分析纯。

１．３　试验方法
１．３．１　茶籽粕中茶皂素的提取　茶籽粕粉碎过８０目筛，称
取３０ｇ于索氏提取器在石油醚中回流脱脂２４ｈ，取出烘干。
重复此操作，制备脱脂茶籽粕若干备用。然后称取５．０ｇ的
脱脂茶籽粕粉末放入１００ｍＬ烧杯中加一定体积浓度的乙醇
溶液，搅拌分散均匀，放入微波仪中，在７００Ｗ功率下微波辐
射２ｍｉｎ，之后取出，在超声仪中在不同超声波功率、超声提取
时间的条件下，进行浸提。浸提完毕，减压抽滤得到茶皂素浸

提液，测定滤液体积Ｖ，装入锥形瓶中。
１．３．２　浸提液中茶皂素含量的测定［１０］　采用８０％的乙醇溶
液为溶剂，称取茶皂素标准品，准确配制１８０、３６０、５４０、７２０、
９００μｇ／ｍＬ的标准溶液。用移液枪取１．００ｍＬ茶皂素标准溶
液加入试管中，往其中加入 １ｍＬ８％香草醛乙醇溶液和
１０ｍＬ７７％硫酸溶液，充分混合摇匀后，置于６０℃恒温水浴
中反应１５ｍｉｎ，取出后置于冰水浴中冷却１０ｍｉｎ，然后放至室
温后，把液体移入玻璃比色皿，以８０％的乙醇溶液为参比，在
波长为５５０ｎｍ处测定溶液的吸光度，以茶皂素质量浓度为纵
坐标，吸光度为横坐标绘制标准曲线。拟合得回归方程为

ｙ＝１２４７．３９９４ｘ－３０．５６０５，ｒ２＝０．９９８７。
准确移取茶皂素滤液１．００ｍＬ至２５０ｍＬ容量瓶中，以

８０％的乙醇溶液为溶剂，定容摇匀待测，取１．００ｍＬ定容后的
稀释茶皂素液加入试管中，采用上述方法测定溶液的吸光度，

根据茶皂素浓度－吸光值标准曲线拟合得到的方程，求得稀
释定容后茶皂素溶液的茶皂素含量，进而求出茶籽粕中茶皂

素提取得率。
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１．３．３　茶皂素的反相柱层析纯化［１１－１２］　以５０μｍＯＤＳ－Ａ
反相硅胶为填料，采用无水乙醇匀浆湿法上柱。称取３ｇ提
取、干燥后的茶皂素溶解于４０ｍＬ５％的甲醇溶液中，通过分
液漏斗控制以１ｍＬ／ｍｉｎ的速度上样，以１．５ｍＬ／ｍｉｎ的洗脱
速度梯度洗脱，先采用５０％的甲醇溶液以 ２倍柱床体积淋
洗；再用６０％的甲醇溶液以２倍柱床体积淋洗，每２ｍｉｎ收集
１份洗脱液，对每份洗脱液进行紫外吸光检测。对２１５ｎｍ处
有强吸收峰的洗脱液进行浓缩、干燥。

１．３．４　茶皂素纯化物表征［１１－１２］

１．３．４．１　紫外扫描　以６０％甲醇溶液为溶剂，将纯化后的
茶皂素配制成浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ的溶液，进行紫外扫描，得
到紫外扫描光谱图。

１．３．４．２　傅立叶红外扫描　取微量纯化后茶皂素样品与
ＫＢｒ混合后压片，进行红外扫描，得到红外扫描光谱图。
１．３．５　茶皂素与山梨酸钾复配防腐剂对龙岩泡鸭爪的抑菌
防腐试验　按我国《食品添加剂使用卫生标准》（ＧＢ２７６０—
２０１４）山梨酸在熟肉制品中添加的最大限量为０．０７５０ｇ／ｋｇ，
本试验配制０．０２００ｇ／ｋｇ的山梨酸钾溶液，取０．０２００ｇ／ｋｇ
的山梨酸钾溶液为溶剂分别配制浓度为１００、８０、６０、４０、２０、
０ｍｇ／ｍＬ的茶皂素、山梨酸钾复配溶液２００ｍＬ分装至４个锥
形瓶中标以Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ，滴加冰醋酸调节 ｐＨ值至３．８０，
加入龙岩市常爱食品有限公司提供的初步加工的鸭爪进行密

封浸泡，以Ｆ组为对照组，每隔２ｄ分别取１次样液检测其细
菌总数和挥发性盐基氮含量，测定５次。菌落总数的检测方
法按照ＧＢＴ４７８９．２—２０１０，采用平板倾注法对试样的菌落总
数进行测定，采用ｌｇＣＦＵ／ｇ表示检测的结果；试样挥发性盐基
氮（ＴＶＢ－Ｎ）的检测方法采用半微量定氮法，结果以
ｍｇ／１００ｍＬ表示［１３］。

２　结果与分析

２．１　微波－超声波辅助单因素浸提茶皂素试验
２．１．１　乙醇浓度对茶皂素浸提得率的影响　按“１．３．１”节
的方法，在液料比为８ｍＬ∶１ｇ，超声波功率为７０Ｗ，浸提时
间为５０ｍｉｎ的条件下考察乙醇浓度对茶皂素浸提得率的影
响，结果如图１所示。茶皂素浸出浓度随乙醇浓度增大而增
大，在乙醇浓度为７０％时，茶皂素浸出浓度达到最大值。但
随乙醇浓度进一步增大，茶皂素浸出浓度略有降低。因此取

乙醇的体积浓度７０％为适宜的浸提液浓度。

２．１．２　液料比对茶皂素浸提得率的影响　在乙醇体积分数
为７０％，超声波功率为７０Ｗ，浸提时间为５０ｍｉｎ的条件下，

按“１．３．１”节的方法，考察不同液料比对茶皂素浸提得率的
影响，结果如图２所示。随料液比增大，茶皂素浸提得率随之
增大，料液比超过１０ｍＬ∶１ｇ后，茶皂素浸提得率随料液比
的增大而略有增加。为了避免溶剂的浪费且降低茶皂素干燥

的能源，因此取料液比１０ｍＬ∶１ｇ较为适宜。

２．１．３　超声波功率对茶皂素浸提得率的影响　在乙醇体积
浓度为７０％，料液比为１０ｍＬ∶１ｇ，浸提时间为５０ｍｉｎ的条
件下，按“１．３．１”节的方法，考察不同超声波功率对茶皂素浸
提得率的影响，结果如图３所示。由图３可知，随超声波功率
增大，茶皂素浸提率随之增大，但超声波功率达到８０Ｗ后，
超声波功率进一步增大，茶皂素浸提得率稍许降低，可能是浸

提液在超声功率８０Ｗ时，超声波的空化趋于饱和，此时进一
步增大超声波强度反而降低了空化强度，对茶皂素浸提得率

的提高反而不利。因此，取８０Ｗ为适宜的超声波功率。

２．１．４　浸提时间对茶皂素浸提得率的影响　在乙醇体积浓
度为７０％，料液比为１０ｍＬ∶１ｇ，超声波功率为８０Ｗ条件
下，按“１．３．１”节的方法，考察不同浸提时间对茶皂素浸提得
率的影响，结果如图４所示。由图４可知，茶皂素浸提得率随
浸提时间的延长而提高，浸提８０ｍｉｎ，茶皂素浸提得率达到最
大值，进一步延长浸提时间，茶皂素浸提得率反而略有降低。

主要是因为在浸提 ８０ｍｉｎ时，茶皂素溶出达到平衡，继续延
长浸提时间，茶籽粕粉中的多糖、蛋白质等水溶性杂质与茶皂

素溶出产生竞争，抑制茶籽粕粉中茶皂素的溶出［７］，所以引

起茶皂素浸提得率略有降低。因此，取８０ｍｉｎ为适宜的浸提
时间。

２．２　响应面法优化微波－超声波辅助浸提茶皂素工艺条件
以茶皂素浸提得率为响应值，茶籽粕粉提取茶皂素的乙

醇浓度、液料比、超声波功率和浸提时间为自变量。在单因素

试验的基础之上，通过Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化茶籽粕粉提取茶皂
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素的工艺条件，设计的因素与水平见表１；按 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
优化的浸提条件进行茶皂素的提取试验，测得不同提取条件

下茶皂素的浸提得率，结果见表２；对茶皂素提取的试验结果
进行回归分析，结果见表３；回归方程的残差正态概率分布图
见图５。

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计因素水平

水平编码
Ａ：乙醇浓度
（％）

Ｂ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：超声波
功率（Ｗ）

Ｄ：浸提时间
（ｍｉｎ）

－１ ６０ ９∶１ ７０ ７０
０ ７０ １０∶１ ８０ ８０
１ ８０ １１∶１ ９０ ９０

　　由表３模型的Ｆ值＝４．２７，表明模型是显著的，由Ｐ值分
析可知Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个因素对模型的影响显著；Ａ、Ｃ，Ｃ、Ｄ双因
素对模型的交互影响显著；Ａ、Ｃ、Ｄ３个因素的平方项对模型的
结果影响显著。对表２试验的结果进行回归分析得到方程：
　　茶皂素浸提得率＝－１６１．６９１６７＋１．５１０６７Ａ＋１０．７５Ｂ＋
１．３０１８３Ｃ＋０．２４８５Ｄ－０．０１５ＡＢ＋２．５Ｅ－３ＡＣ＋４．５Ｅ－３ＡＤ－
０．０２７５ＢＣ＋０．０２７５ＢＤ＋６．００００Ｅ－３ＣＤ－０．０１０３９２Ａ２－
０４２６６７Ｂ２－０．０１０３９２Ｃ２－８．８９１６７Ｅ－３Ｄ２。

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及试验结果

序号
Ａ：乙醇浓
度（％）

Ｂ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：超声波
功率（Ｗ）

Ｄ：浸提时间
（ｍｉｎ）

茶皂素浸

提得率（％）

１ ８０ １０∶１ ９０ ８０ １１．３
２ ８０ ９∶１ ８０ ８０ １０．８
３ ７０ ９∶１ ８０ ９０ ８．６
４ ７０ １０∶１ ７０ ９０ ８．８
５ ６０ １０∶１ ８０ ９０ ８．５
６ ６０ １０∶１ ９０ ８０ ８．３
７ ７０ １０∶１ ９０ ９０ １１．５
８ ７０ １０∶１ ８０ ８０ １２．３
９ ８０ １０∶１ ７０ ８０ １０．７
１０ ７０ １１∶１ ８０ ９０ １１．２
１１ ６０ １０∶１ ７０ ８０ ８．７
１２ ８０ １０∶１ ８０ ９０ １１．２
１３ ７０ ９∶１ ９０ ８０ １０．９
１４ ７０ １０∶１ ８０ ８０ １１．２
１５ ７０ １０∶１ ８０ ８０ １３．５
１６ ７０ １０∶１ ９０ ７０ １２．４
１７ ６０ ９∶１ ８０ ８０ ８．９
１８ ７０ １１∶１ ８０ ７０ １２．４
１９ ７０ １０∶１ ７０ ７０ １２．１
２０ ７０ １１∶１ ９０ ８０ １２．２
２１ ７０ ９∶１ ８０ ７０ １０．９
２２ ７０ ９∶１ ７０ ８０ １０．８
２３ ７０ １０∶１ ８０ ８０ １３．６
２４ ７０ １１∶１ ７０ ８０ １３．２
２５ ７０ １０∶１ ８０ ８０ １３．５
２６ ６０ １０∶１ ８０ ７０ １１．８
２７ ８０ １０∶１ ８０ ７０ １２．７
２８ ６０ １１∶１ ８０ ８０ １２．３
２９ ８０ １１∶１ ８０ ８０ １３．６

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及回归分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ６１．６６ １４ ４．４０ ４．２７ ０．００５２ 
Ａ：乙醇浓度 １１．６０ １ １１．６０ １１．２５ ０．００４７ 
Ｂ：液料比 １６．３ １ １６．３ １５．８４ ０．００１４ 
Ｃ：超声波功率 ０．４４ １ ０．４４ ０．４３ ０．００３９ 
Ｄ：浸提时间 １３．０２ １ １３．０２ １２．６２ ０．００３２ 
ＡＢ ０．０９０ １ ０．０９０ ０．０８７ ０．７７２０
ＡＣ ０．２５ １ ０．２５ ０．２４ ０．０３０１ 
ＡＤ ０．８１ １ ０．８１ ０．７９ ０．３９０５
ＢＣ ０．３０ １ ０．３０ ０．２９ ０．５９６６
ＢＤ ０．３０ １ ０．３０ ０．２９ ０．５９６６
ＣＤ １．４４ １ １．４４ １．４０ ０．０２７１ 
Ａ２ １０．９９ １ １０．９９ １０．６６ ０．００５７ 
Ｂ２ １．１８ １ １．１８ １．１４ ０．３０２７
Ｃ２ ７．００ １ ７．００ ６．７９ ０．０２０７ 
Ｄ２ ５．１３ １ ５．１３ ４．９７ ０．０４２６ 
残差 １４．４４ １４ １．０３
失拟项 １０．０１ １０ １．００ ０．９０ ０．５９４１ 不显著

误差项 ４．４３ ４ １．１１
总离差 ７６．１０ ２８

　　注：Ｐ值
!

０．０５表示影响显著；Ｐ值
!

０．０１影响高度显著；方程的Ｒ２＝０．９８７３。
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　　由失拟项Ｐ值的数值为０．５９４１，为不显著，方程的Ｒ２＝
０．９８７３，图５中回归方程的残差正态图呈一条直线，说明回
归分析得到的方程拟合程度好，可信度高，可以通过拟合的方

程预测茶皂素浸提得率。考虑到 Ａ、Ｃ，Ｃ、Ｄ双因素对模型的
交互影响显著，因此本研究考察 Ａ、Ｃ，Ｃ、Ｄ双因素交互影响
的响应面曲线及对应的等高线图，其结果如图６、图７所示。

　　由图６因素Ａ、Ｃ响应面分析立体图及相应等高线图可
知乙醇浓度在７２％～７５％、超声波功率在７８～８２Ｗ的区间
范围内可达到响应面顶点，等高线图中出现圆心区间，表明在

这个范围内响应值有出现最优点；由图７因素 Ｃ、Ｄ响应面分
析立体图及相应等高线图可知，响应面顶点值出现在因素Ｃ、
Ｄ较大的交互区间，在等高线图上出现较大的椭圆心区，表明
因素Ｃ、Ｄ对响应值茶皂素浸提得率的交互影响更显著。
　　通过响应面法对表２试验结果进行最优化，获得微波 －
超声波辅助从茶籽粕粉浸提茶皂素的最优工艺：７００Ｗ功率
微波辐射 ２ｍｉｎ条件下，乙醇浓度为 ７２．３５％、液料比为
１１ｍＬ∶１ｇ、超声波功率为７８．６８Ｗ、浸提时间为７５．８３ｍｉｎ。

在最优条件下，响应面法预测获得的茶皂素浸提得率为１３．８２％。
２．３　响应面法优化微波 －超声波辅助浸提茶皂素工艺条件
的验证

对响应面法优化微波－超声波辅助浸提茶皂素工艺条件
的可靠性进行验证，７００Ｗ功率微波辐射２ｍｉｎ条件下，取乙
醇浓度为７２％、液料比为１１ｍＬ∶１ｇ、超声波功率为７９Ｗ、浸
提时间为７６ｍｉｎ，从茶籽粕粉微波－超声波辅助浸提茶皂素，
平行试验 ５次，结果取平均值，测得茶皂素浸提得率为
（１３．５±０．２）％，干燥后测得其纯度为６８．２％。与预测值的
相对误差为２．２％，表明响应面法建立茶皂素浸提得率的模
型可信度高，能够指导从茶籽粕粉中采用微波 －超声波辅助
浸提茶皂素。

２．４　反相柱层析纯化后茶皂素的表征
对提取、干燥获得的茶皂素进行反相柱层析纯化，纯化后

样品的红外吸收光谱如图８、紫外吸收光如图９所示。

　　由图８可见，在２９２０、２８５０ｃｍ－１处出现茶皂素烷烃配基
的Ｃ—Ｈ伸缩振动吸收峰。在１６１０ｃｍ－１处出现 Ｃ Ｃ伸缩
振动吸收峰，在１３８５ｃｍ－１处出现—ＯＨ伸缩振动吸收峰，在
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１０７５、１０４５ｃｍ－１与处出现Ｃ—Ｏ伸缩振动强吸收峰，与文献
报道的茶皂素红外光谱值［１４］基本一致。由图９可见反相柱
层析纯化后的样品在紫外吸收光区仅于波长２１５ｎｍ处有最
大吸收峰，与文献［１５］相符，在波长２３０ｎｍ后没有出现明显
的吸收峰，表明茶皂素提取物中的单宁、黄酮等杂质得到了有

效的分离，测得纯化后的样品纯度达９９．２％。

２．５　茶皂素与山梨酸钾复配防腐剂对龙岩泡鸭爪的抑菌防
腐作用

茶皂素与山梨酸钾复配防腐剂对龙岩泡鸭爪的抑菌防腐

作用可通过泡鸭爪样液稀释培养的细菌总数（ｌｇＣＦＵ／ｇ）及样
液挥发性盐基氮（ＴＶＢ－Ｎ）这２个指标进行评价，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、
Ｅ以及对照组Ｆ共６个样的细菌总数（ｌｇＣＦＵ／ｇ）及挥发性盐
基氮（ＴＶＢ－Ｎ）随试样保存时间（ｄ）的变化如图 １０、图 １１
所示。

　　由图１０可见，０．０２００ｇ／ｋｇ山梨酸钾样液浸泡的泡鸭爪
在保存到１０ｄ后菌落已经蔓延，茶皂素与山梨酸钾复配比对
泡鸭爪试样的抑菌效果比单独使用山梨酸钾作防腐剂的抑菌

效果要好，随复配方中茶皂素含量增大，抑菌效果增强；由图

１１可见，泡鸭爪在相同保存天数，茶皂素与山梨酸钾复配可
大幅降低泡鸭爪挥发性盐基氮的含量，复配方中茶皂素含量

达到６０ｍｇ／ｍＬ时，复配方中进一步增加茶皂素含量对泡鸭
爪中挥发性盐基氮含量的降低基本没有影响。结果表明茶皂

素与山梨酸钾复配使用对龙岩风味泡鸭爪的防腐抑菌起协同

作用，可延长泡鸭爪的保质期。

３　结论

通过响应面法优化微波－超声波协同辅助提取茶皂素，

得到浸提最优工艺：微波功率７００Ｗ，辐射２ｍｉｎ条件下，乙醇
浓度为７２％、液料比为１１ｍＬ∶１ｇ、超声波功率为７９Ｗ、浸提
时间 为 ７６ｍｉｎ。在 最 优 条 件 下 茶 皂 素 浸 提 得 率 为
（１３．５±０．２）％，干燥后测得其纯度为６８．２％；通过反相柱层
析纯化提取的茶皂素，可得到纯度为９９．２％的茶皂素；茶皂
素与山梨酸钾复配使用对龙岩风味泡鸭爪的防腐抑菌起协同

作用，可延长泡鸭爪的保质期。
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