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蓝莓多糖的优化提取及抗氧化性研究

孟宪军 , 　孙希云 , 　朱金艳 , 　李 斌 , 　高哓旭
(沈阳农业大学 食品学院 , 辽宁 沈阳 110161)

摘 　要 : 研究了将纤维素酶法和超声波辅助法用于从提取花色苷后的蓝莓残渣中提取多糖的工

艺 ,以达到优化工艺的目的 ;同时将粗多糖脱色脱蛋白后经二乙氨基乙基纤维素 DE52 柱层析纯化

得到的精多糖 SP Ⅰ进行抗氧化试验 ,检测其抗氧化性。通过正交试验设计 ,确定了最佳酶解提取

工艺。结果为 :酶法 :酶解时间为 100 min ,酶解温度为 40 ℃,酶添加量为 016 % ,料水比为 1 g ∶60

mL ,条件最佳 ,蓝莓多糖的得率为 21319 %。超声波辅助法 :提取时间为 40 min ,提取温度为 50

℃,超声波功率为 80 W ,料水比为 1 g ∶60 mL ,条件最佳蓝莓多糖的得率为 21335 %。工艺比传统

水提法简单 ,得率高 ;抗氧化试验显示 SP Ⅰ具有较强的抗氧化性质。
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Extraction and Antioxidant Capabil ity of Blueberry Polysaccharides

M EN G Xian2jun , 　SUN Xi2yun , 　ZHU Jin2yan , 　L I Bin , 　GAO Xiao2xun
(Shenyang Agriculture University ,College of Food , Shenyang 110161 ,China)

Abstract : The ext raction technology of polysaccharides f rom blueberry after ext racting

ant hocyanin by cellulase and ult rasonic was st udied in t his manuscript . Also ,decolorizate rough

polysccharides and remove protein , t hen t hrough column chromatograp hy , finally test t he

antioxidant capability of the refined polysccharides SP. t he optimum conditions for p rocess was

determined by Ort hogonal test experiment and listed as follows : time 100 min , temperat ure 40 ℃

and enzyme additive 0. 6 % , t he ext raction percent 2. 319 %. In t he ext raction p rocess by

ult rasonic , t he optimum conditions were : t he ext raction time 40min , temperature 50 ℃, power

80 W , t he ext raction percent 2. 335 %. Compared with that of t he t raditional ext raction process

by water , t he p rocess suggested in this manuscript has been proven easier manip ulation and get

higher ext raction yield. Furt hermore , t he result s also st rong demonst rated t hat SP Ⅰhas st ronger

antioxidant activity.

Key words : blueberry , ploysaccharides , exraction , cellulase , ult rasonic , antioxidant capability

　　蓝莓 ( blueberry) ,又称越橘、蓝浆果 ,属杜鹃 花科越橘属多年生落叶或常绿灌木。蓝莓是一种
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耐寒性极强的野生植物 ,可抵御零下 - 50 ℃的严

寒 ,原产于北美、苏格兰和俄罗斯 ,是一种森林中天

然生长的野生资源[ 1 ] 。蓝莓因具有独特风味及营

养保健功能 ,如抗氧化防衰老、改善记忆和视力、消

炎抗菌、治疗心血管疾病等 ,被联合国粮农组织列

为人类五大健康食品之一[2 ] 。在我国古代医学书

籍中 ,有很多关于越橘入药的记载 ,而现在欧美国

家对蓝莓的营养保健功能也进行了大量研究 ,其含

有花色苷 ,SOD 等都得到广泛的研究[3 ] ,目前国际

市场上开发利用的蓝莓保健品主要就是花色苷的

提取物 ,在进行大量提取后会产生部分副产物 ,如

不能对这部分加以充分合理利用 ,势必造成蓝莓果

的大量浪费 ,因此对于这部分副产物的综合利用以

及其中活性成分的研究是很有意义的。目前 ,蓝莓

中多糖研究国内外尚未见报道 ,鉴于此 ,作者探索

纤维素酶法和超声波辅助法用于从脱去花色苷的

蓝莓残渣中提取多糖的工艺 ,提高多糖得率 ,同时

验证蓝莓多糖是否有功能性质 ,为蓝莓多糖的生产

和应用提供一定的理论依据。

1 　材料与方法

111 　主要材料与试剂

蓝莓残渣 :沈阳农业大学食品学院蓝莓脱花色

苷后所得 ;纤维素酶 ( 酶活性 ≥15 000 u/ g , 生化

级) :国药集团化学试剂有限公司产品 ;二乙氨基乙

基纤维素 D E52 :中国医药上海化学试剂公司产品 ;

乙酸钾 :国药集团化学试剂有限公司产品 ; 聚酰胺 :

国药集团化学试剂有限公司产品 ; 邻苯三酚 :国药

集团化学试剂有限公司产品 ; 三羟甲基氨基甲烷 :

国药集团化学试剂有限公司产品 ;邻氮二菲 :国药

集团化学试剂有限公司产品 ;抗坏血酸 :国药集团

化学试剂有限公司产品 ;葡萄糖 ,浓硫酸 ,盐酸 ,磷

酸 ,苯酚 ,乙醇 ,ED TA ,丙酮 ,均为分析纯试剂。

112 　主要仪器与设备

7200 型可见分光光度计 ,尤尼柯 (上海) 有限公

司产品 ;电热恒温水浴锅 ,常州国华电器有限公司

产品 ;RE - 52 型旋转蒸发仪 :上海博通经贸有限公

司产品 ; SHZ - IIIB 型循环水真空泵 :上海华琦科

学仪器有限公司产品 ; TDL - 5000B 型离心机 :上海

安亭科学仪器厂产品 ;DZF6050 真空干燥箱 :上海

一恒科技有限公司产品 ;粉碎机 :上海世邦有限公

司产品 ;数显 P H 计 :上海精密科学仪器有限公司

产品 ;SBS - 100 数控计滴自动部分收集器 :上海青

浦沪西仪器厂产品 ; HL - 2 恒流泵 :上海青浦沪西

仪器厂产品 ;超声波反应器 ( KQ - 250A 型) :昆山

市超声仪器有限公司产品。

113 　多糖提取

11311 　多糖含量测定 　采用硫酸 —苯酚法。准确

称取 105 ℃烘干至恒重的标准葡萄糖 2510 mg 于

250 mL 容量瓶中 ,加水至刻度并摇匀 ,分别取 011、

012、013、014、015、016、017、018 mL 葡萄糖标准溶

液 ,分别加水补至 110 mL ,然后加入质量分数 5 %

苯酚 116 mL 及浓硫酸 710 mL ,充分摇匀 ,室温放

置 25 min 以后于 490 nm 测吸光度 ,以蒸馏水按同

样显色操作为空白 ,以多糖质量浓度 ( x) 为横坐标 ,

吸光度 ( y) 为纵坐标 ,绘制标准曲线 ,计算出回归方

程。

精确吸取多糖样品溶液 110 mL ,加入质量分数

5 %苯酚 116 mL 及浓硫酸 710 mL ,同标准曲线之

操作 ,测定吸光度值。将其代入回归方程 ,即可得

多糖的含量。

样品多糖得率 ( %) = 多糖质量∕样品质量 ×

100 %

11312 　从蓝莓果与蓝莓残渣中提取多糖的得率比

较 　分别取 10 g 蓝莓果和蓝莓残渣粉 ,加入 600

mL 蒸馏水 , 90 ℃水浴 4 h ,醇沉 (醇体积分数达

80 %) ,离心去沉淀 ,经丙酮 ,乙醇洗涤抽滤 ,真空干

燥得粗多糖 ,溶解于水中的多糖含量。

11313 　酶法优化蓝莓多糖的提取

1) 提取工艺 　蓝莓残渣 →粉粹 →加水 60 倍搅

拌均匀 →将 p H 值调至 710 →加入纤维素酶 →100

℃灭酶 15 min →水浸 1 h →3 000 r/ min 离心 10

min →醇沉 (醇体积分数达 80 %) →3 000 r/ min 离

心 10 min →丙酮 ,乙醇洗涤抽滤 →真空干燥得粗

多糖。

2) 正交试验 　选择纤维素酶对多糖提取有显

著影响的三项因素 ,做 L 9 (33 ) 正交试验 ,得出酶法

优化多糖提取的最佳工艺条件。

11314 　超声波辅助提取蓝莓多糖

1) 提取工艺 　称取干燥至恒重的一定条件下

粉碎的蓝莓 10 g ,溶于 60 mL 蒸馏水中 ,不同超声

功率、超声时间 ,超声温度处理 ,并不断搅拌 ,取出

后再以 3 000 r/ min 离心 10 min ,弃去下层不溶物 ,

取上清液 ,加入无水乙醇至乙醇体积分数为 80 % ,

冰箱中静置过夜 ,取出 ,以 3 000 r/ min 离心 10

min ,取沉淀 ,先后用丙酮、乙醚、乙醇冲洗抽滤 ,真

空干燥得粗多糖。

2) 正交试验 　选取超声波对多糖提取有显著

影响的三项因素 ,做 L9 (33) 正交试验 ,因素水平范

围如下 :时间 (A)分别为 40、60、80 min ;温度 (B) 分
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别为 :40、50、60 ℃;时间 ( C) 分别为 : 40、60、80 w。

得出超声波辅助提取多糖的最佳工艺条件。

114 　多糖分离纯化

采用聚酰胺脱色法 ,将一定量质量浓度为1 000

mg/ L 、p H 值为 7 的多糖溶液加入到已处理好聚酰

胺中 ,震荡 10 min ,静置过夜 ,取上清液 ;向上清液

中加入乙酸钾至乙酸钾浓度为 2 mol/ L ,4 ℃下静

置过夜 ,3 000 r/ min 离心 10 min ,取沉淀 ,真空干燥

后溶于一定量的水中 ,蒸馏水透析过夜 ,真空干燥 ;

将所得多糖配成 5 mg/ mL 的溶液 ,过二乙氨基乙

基纤维素 D E52 柱 ,采用 013 mol/ L 的 NaCL 洗脱 ,

测定得到两组多糖 SP Ⅰ, SP Ⅱ,前者较多 ,后者

较少。

115 　多糖抗氧化测定

11511 　消除羟自由基能力的测定 　利用 Fenton

反应原理。取 1 mL 0175 mol/ L 邻二氮菲溶液于

试管中依次加入 2 mL 012 mol/ L 磷酸盐缓冲液

p H 714 和 1 mL 蒸馏水 ,充分混合均匀加入 1 mL

0175 mol/ L FeSO4 混合后 ,加入 1 mL 0101 mol/ L

双氧水 ,置于 37 ℃水浴中 60 min 后 , 536 nm 测

A损 。未损伤管以 1 mL 蒸馏水代替 1 mL 0101

mol/ L ,测A未损 ,样品管以 1 mL 样品代替损伤管中 1

mL 蒸馏水 ,测 A样 。

抑制率 ( %) =
( A样 - A损 )

( A未损 - A损 ) ×100 %

11512 　消除超氧自由基能力测定 　利用邻苯三酚

自氧化原理。415 mL 011 moL/ l Tris2HCl 缓冲液

(p H 812) ,依次加入 1100 mL 015mol/ L ED TA 溶

液 ,1 mL 样品溶液 ,214 mL 蒸馏水混匀于 25 ℃水

浴中反应 10 min ,再加入 100μL 9 mmol/ L 邻苯三

酚 ,加入时计时 ,混匀 ,准确反应 60 min ,加入 50μL

12 mol/ L HCl 溶液终止反应 ,325 nm 处测定吸光

度 A S ,空白以 1 mL 蒸馏水代替 1 mL 样品 ,测 AC 。

抑制率 ( %) =
( A c - A s)

A c
×100 %

2 　结果与分析

211 　苯酚 —的硫酸法测定多糖含量标准曲线

按照本实验方法 ,所得标准曲线见图 1。回归

方程为 : y = 61836 9 x + 01089 7 , r = 01999 0。

212 　蓝莓果与蓝莓残渣中提取多糖的得率比较

实验测得蓝莓多糖得率得率为 21332 % ,蓝莓

残渣多糖得率为 21108 %。除去花色苷的蓝莓残渣

多糖含量与蓝莓果中的多糖含量相差不大 ,蓝莓中

90 %的多糖都残留在残渣中。重要是因为提取花

色苷的工艺对多糖的溶解并不算高 ,使多糖遗留在

残渣中。所以从蓝莓残渣中提取多糖可以达到资

源再利用的效果 ,减少资源浪费。

图 1 　葡萄糖标准曲线

Fig. 1 　The standard curve of glucose

213 　酶解条件对蓝莓多糖得率的影响

根据以上单因素试验结果 ,确定因素水平范围

如表 1 ,正交试验的结果如表 2 ,方差分析如表 3。
表 1 　蓝莓多糖提取试验因素水平

Tab. 1 　Level and factor on extraction test of blueberry poly2

saccharides

因素

水平

酶解

时间 A/ min

酶解

温度 B/ ℃

酶的

添加量 C/ %

1 100 30 0. 4

2 120 40 0. 6

3 140 50 0. 8

表 2 　正交试验方案及结果分析

Tab. 2 　The schemes and results analysis of orthogonal design

序号
A 酶解

时间/ min

B 酶解

温度/ ℃

C酶的

添加量/ %

得率/

%

1 1 (100) 1 (30) 1 (0. 4) 0. 864

2 1 2 (40) 2 (0. 6) 2. 319

3 1 3 (50) 3 (0. 8) 1. 390

4 2 (120) 1 2 1. 953

5 2 2 3 1. 207

6 2 3 1 1. 785

7 3 (140) 1 3 1. 463

8 3 2 1 1. 317

9 3 3 2 1. 763

K1 4 . 572 4 . 281 3 . 966

K2 4 . 944 4 . 842 6 . 072

K3 4 . 542 4 . 938 4 . 059

k1 1 . 524 1 . 427 1 . 322

k2 1 . 648 1 . 614 2 . 012

k3 1 . 514 1 . 646 1 . 353

R 0. 134 0. 219 0. 690
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表 3 　蓝莓多糖得率方差分析

Tab. 3 　Varianceanalysis for yield of blueberry polysaccha2
rides

因素 偏差
平和 自由度 F比 临界值

F
显著性 S

A 0. 033 2 0. 096 5. 140 3
B 0. 084 2 0. 245 5. 140 3 3
C 0. 910 2 2. 658 5. 140 3 3 3

误差 1. 03 6

　　从正交试验和方差分析可以看出 : R酶的添加量 >

R酶解温度 > R酶解时间 ,说明酶的添加量 ( C) 对多糖得率

的影响最为显著 ,其次是酶解温度 ( B ) 和酶解时间

( A ) 。根据正交试验得到的最佳工艺条件为

A 1 B2 C2 :即酶解时间为 100 min ,酶解温度为 40 ℃,

酶添加量为 016 % ,蓝莓多糖的得率为 21319 %。

214 　超声波辅助提取蓝莓多糖

根据以上单因素试验结果 ,确定因素水平范

围 ,正交试验的结果如表 4 ,方差分析如表 5。
表 4 　正交试验方案及结果分析

Tab. 4 　The schemes and results analysis of orthogonal design

序号 时间 A /
min

温度 B/
℃

功率 C/
W

得率/
%

1 1 1 1 1. 589

2 1 2 2 1. 545

3 1 3 3 1. 918

4 2 1 2 1. 414

5 2 2 3 2. 335

6 2 3 1 1. 472

7 3 1 3 1. 662

8 3 2 1 1. 545

9 3 3 2 1. 335

K1 5 . 052 4 . 665 4 . 635

K2 5 . 220 5 . 424 4 . 293

K3 4 . 542 4 . 725 5 . 916

k1 1 . 684 1 . 555 1 . 535

k2 1 . 740 1 . 808 1 . 431

k3 1 . 514 1 . 575 1 . 972

R 0. 226 0. 253 0. 541

表 5 　蓝莓多糖得率方差分析

Tab. 5 　Varianceanalysis for yield of blueberry polysaccharides

因素 偏差平和 自由度 F比 临界值 F 显著性

A 0 . 083 2 0. 358 5 . 140 3

B 0 . 119 2 0. 514 5 . 140 3 3

C 0. 493 2 2. 128 5. 140 3 3 3

误差 Er 0. 70 6

　　从正交试验和方差分析可以看出 :功率 > 温度

> 时间 ,说明超声波功率 ( C) 对多糖得率的影响最

为显著 ,其次是提取温度 ( B) 和提取时间 ( A) 。根据

正交试验得到的最佳工艺条件为 A 2 B2 C3 :即提取

时间为 40 min ,提取温度为 50 ℃,超声波功率为 80

W ,蓝莓多糖的得率为 21335 %。

215 　抗氧化性的测定

21511 　消除羟自由基能力的测定 　由图 2 可以看

出 ,SPⅠ的抑制率在 012～110 mg/ L 质量浓度范围内 ,

随质量浓度的上升而不断增强 ,在低质量浓度范围内

它与 VC 的抗氧化能力接近 ,质量浓度大于 018 mg/

mL 以后抑制率将明显低于 VC ,这说明 SPⅠ在低质量

浓度范围内就具有较强的消除羟基自由基的能力。

图 2 　SPⅠ和 VC清除羟自由基的能力的比较

Fig. 2 　The comparison of scavenging hydroxyl radicals

between SPⅠand VC

21512 　消除超氧自由基能力的测定 　由图 4 可

知 ,在邻苯三酚自氧化反应体系中 , SP Ⅰ具有消除

超氧自由基的能力 ,并随质量浓度的上升 ,消除能

力增强 ;与 VC 的抑制率略低 ,质量浓度越高 ,两者

的抑制率越接近。说明 SP Ⅰ同样具有较强的消除

超氧自由基的能力。

图 3 　SPⅠ和 VC清除超氧自由基的能力的比较

Fig. 3 　The comparison of scavenging superoxide anion

between SPⅠand VC

3 　讨　论

1) 在提取蓝莓粗多糖时 ,发现酶法和超声波法

辅助提取多糖比传统的水浸法提取多糖得率都要

高 ,并且工艺简单 ,能耗比较低 ,是可以考虑的优化

工艺。需要探索的地方在于 ,酶法和超声波法相结
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合 ,是否可以更好地提高蓝莓多糖的提取率 ,设定

相关联的条件 ,是两者有机结合 ,有待进一步研究。

2) 作者就蓝莓多糖 SPⅠ清除自由基能力进行测

定 ,结果表明其具有一定得清除能力 ,需要进一步研

究的是对经 Sephacryl S - 300 柱层析所得的精多糖 ,

测定其抗氧化能力是否有提高 ,抗肿瘤 ,抗病毒能力

如何 ,也可对其进行化学修饰 ,引入其他官能团 ,测定

是否提高其活性 ,以充分利用蓝莓多糖资源。

4 　结　语

1) 除去花色苷的蓝莓残渣多糖含量与蓝莓果

中的多糖含量相差不大 ,所以从蓝莓残渣中提取多

糖可以达到资源再利用的效果 ,减少资源浪费。

2) 酶法提取多糖单向试验和正交试验的分析

结果可以看出 ,酶的添加量对多糖得率的影响最为

显著 ,其次是酶解温度和酶解时间 ,最佳酶解时间

为 100 min ,酶解温度为 40 ℃,酶添加量为 016 % ,

蓝莓多糖的得率为 21319 % ,此水浸提取法相比 ,温

度 ,时间都减少了很多 ,使得提取工艺简洁 ,能量消

耗减少 ,并且多糖得率有所提高 ,是一种良好的提

取工艺。

3) 超声波提取多糖单向试验和正交试验的分

析结果可以看出 ,超声波功率 ( C) 对多糖得率的影

响最为显著 ,其次是提取温度 ( B) 和提取时间 ( A ) 。

根据正交试验得到的最佳工艺条件为 A2B2 C3 :即

提取时间为 40 min ,提取温度为 50 ℃,超声波功率

为 80 W ,蓝莓多糖的得率为 21335 % ,可以看出超

声波对蓝莓多糖提取的影响比酶法更显著 ,并且在

资源和能耗方面也很简单 ,适合用蓝莓多糖的提取。

4) 通过清除自由基试验可以看出 , SP Ⅰ具有

一定的抗氧化活性 ,这为蓝莓多糖生物活性的研究

进一步研究提供了借鉴意义。
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