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发芽糙米多糖双水相萃取工艺优化及其抗氧化活性
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摘要!以发芽糙米为原料!采用超声波辅助双水相法萃取对

发芽糙米多糖的分配系数进行研究!多糖得率作为考察目

标!通过正交试验确定超声波辅助双水相萃取发芽糙米多糖

的最佳提取工艺条件#结果表明&发芽糙米多糖最优提取工

艺为选用
W(c$"""

"

W(c$"""

添加量
#:79?

"硫酸铵添加量

#;75?

"萃取时间
;"*,2

!该条件下多糖得率为
5#7"9?

#并

采用
ZWWV

法"邻苯三酚自氧化法和邻二氮菲法检测提取的

多糖抗氧化活性#研究发现发芽糙米多糖对
ZWWV

自由基"

超氧阴离子自由基以及羟基自由基均有较强的抗氧化作用#

关键词!发芽糙米%多糖%超声波%双水相萃取%抗氧化性
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糙米是稻谷在加工过程中保留果皮+种皮+糊粉层和胚$

经砻谷仅脱去颖壳后的谷粒%糙米是一种全粮食品$是功能

食品最好的来源$并且普遍具有多项保健功能)

#

*

%糙米发芽

时大量酶被激活和释放$生成
"

)

氨基丁酸等有益的生物活性

成分)

!Q<

*

$使发芽糙米具有抗氧化$降低血脂+降血压+降血

糖等作用$已被作为功能性食品配料和营养强化剂而广泛应

用于食品+医药等行业中)

;

*

%

双水相萃取是一种新型的生物分离技术$具有分离条件

温和+传质速度快+成相时间短+能耗低+适合大规模操作+生

物亲和性好等优点)

:Q$

*

$已经广泛应用于食品化工+细胞生

物学+生物工程+植物有效成分的分离等)

9

*

%孙亚莉等)
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*利

用双水相体系萃取分离葡萄籽多糖$分别考察了
W(c

质量

分数+硫酸铵质量分数和萃取温度
<

个因素对葡萄籽多糖的

影响$最佳萃取率可达
::7#?

%

k,2

A

>,+2*,2

等)
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*采用双水

相萃取超滤膜结合的方法提取芦荟多糖$结果显示芦荟多糖

纯度高$富含甘露糖单糖$且葡萄糖残留物较少%刘琳等)
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*

利用乙醇'
&

!

X_

<

双水相实现一步操作分离提取桦褐孔菌发

酵液中的三萜化合物和多糖$此方法分离效果好$有利于产

品的后续纯化%

目前对发芽糙米的研究主要集中在发芽工艺)

##Q#<
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+
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)

氨基丁酸富集)

#;Q#:

*

+糙米发芽后营养物质的变化情

况)

#$Q#9

*及以发芽糙米为原料的各种食品制作上)
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中国尚无发芽糙米多糖提取的研究$因此$本试验以发芽糙

米为原料$采用聚乙二醇!

W(c

#'硫酸铵双水相体系对萃取

发芽糙米多糖的提取条件进行优化$并对多糖抗氧化性进行

研究$以期为发芽糙米多糖的开发利用提供理论依据%

#

!

材料与方法

#7#

!

试验材料

稻谷"龙粳$黑龙江省农业科学院%

#7!
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试验仪器

超声波细胞粉碎仪"
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Z

型$宁波新芝生物科技股

份有限公司(

紫外可见分光光度计"

PW)9:!WX

型$上海光谱仪器有限

公司(

台式高速离心机"

DcB)#$c

型$湖南星科科学仪器有限

公司(

电热恒温水浴锅"

VVP)#!

型$上海东星建材实验设备

有限公司(

电子分析天平"

P̀!!;P

型$赛多利斯科学仪器有限公司%

#7<

!

试验方法

#7<7#

!

糙米发芽
!

龚谷机去除稻谷外壳得到糙米$去除不完

整的米粒和杂质$将糙米放入去离子水中浸泡
!E

$取出均匀

平铺托盘上$在恒温恒湿箱中进行发芽!温度
<" @

+湿度

'5?

+发芽
!;E

#

)
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*

%

5" @

恒温干燥箱中灭酶
<"*,2

后$

::@

恒温烘干$粉碎过筛!

5"

目#备用%

#7<7!

!

总糖含量测定
!

采用苯酚硫酸法)

#'

*

%

#7<7<

!

双水相萃取体系的制备
!

取发芽糙米粉
#"7"

A

$加入

蒸馏水$料液比
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#$超声功率
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超声
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$超声温度
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$冷却至室温$

<"""H

'
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离心

!"*,2

$取上清液$蒸馏水定容至
#"""*B

$待用%单因素试

验时每次取样
!"*B

$称取一定质量的
W(c

$溶解后称取不

同质量的硫酸铵$振荡混合$静置
;"*,2

%分相后记录上下

相体积$

$!"2*

波长下检测$计算出多糖在不同双水相体系

中的含量)
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式中"

>

&&&发芽糙米多糖在
W(c

'硫酸铵两相体系中的分配

系数(

P

&&&上下相体积之比(

"

&&&多糖在上相中的得率$
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&&&上相中多糖质量浓度$
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&&&下相中多糖质量浓度$
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发芽糙米多糖单因素优化

!

#

#

W(c

分子质量"发芽糙米多糖提取液
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$硫酸

铵添 加 量
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A

$分 别 加 入
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A
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+

W(c5"""

+

W(c#""""

$形成双水相体系$于分液漏

斗中萃取
;"*,2

%分相完全后$记录上下相体积$研究发芽

糙米中多糖的得率%

!

!

#

W(c

添加量"发芽糙米多糖提取液
!"*B

$硫酸铵

添加量
:7"

A

$

W(c$"""

添加量分别为
<7"

$
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$

;7"

$

;7:

$
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A

$形成双水相体系$于分液漏斗中萃取
;"*,2

%分相完

全后$记录上下相体积$研究发芽糙米中多糖的得率%

!

<

#硫酸铵添加量"发芽糙米多糖提取液
!" *B

$
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添加量
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A

$硫酸铵添加量分别为
<7"

$
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$
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$

$7"

$

97"

A

$形成双水相体系$于分液漏斗中萃取
;"*,2

%分

相完全后$记录上下相体积$研究发芽糙米中多糖的得率%

!

;

#萃取时间"发芽糙米多糖提取液
!"*B

$硫酸铵添加

量
:7"

A

$

W(c$"""

添加量
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A

$形成双水相体系$于分液漏

斗中萃取
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$
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$
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$

$"*,2

%分相完全后$记录上下相体

积$研究发芽糙米中多糖的得率%
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发芽糙米多糖抗氧化性的测定

!
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#
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,清除率的测定"参照文献)
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$

,

&&&多糖样品吸光值(

$

<

&&&多糖样品对照组吸光值%

!

!

#超氧阴离子!

_

Q
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#清除率的测定"参照文献)
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#羟基自由基!,

_V

#清除率的测定"参照文献)
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结果与分析
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葡萄糖标准曲线绘制

葡萄糖标准曲线见图
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图
#

!

葡萄糖标准曲线

a,

A

4H1#

!

DE16G+2L+HL84HK1/J

A

-48/61

!!

葡萄糖回归方程"

+

["7"#!TQ"7""<:

$

P

!

["7'5'$

$曲

线相关性较好%

!7!

!

双水相萃取发芽糙米的分配平衡单因素试验

!7!7#

!

W(c

分子量对发芽糙米多糖得率的影响
!

发芽糙米

中多糖在不同双水相体系中上下相溶液中的含量及多糖得

率的结果见图
!

"

;

%

图
!

!

分配系数
>

与
W(c

分子量的关系

a,

A

4H1!

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

+HG,G,/28/1JJ,8,12G>+2L

W(c*/-184-+H01,

A

EG

图
<

!

上下相体积比与
W(c

分子量的关系

a,

A

4H1<

!

DE18/HH1-+G,/2/JK/-4*1H+G,/+2LW(c

*/-184-+H01,

A

EG

图
;

!

多糖得率与
W(c

分子量的关系

a,

A

4H1;

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

/-

I

6+88E+H,L16

I

,1-L+2L

W(c*/-184-+H01,

A

EG

!!

由图
!

"

;

可知$在硫酸铵添加量一定的情况下$

W(c

相

对分子质量的变化$使得上下相体积比
P

有微小波动$但总

体变化不大%而多糖分配系数
>

和多糖得率受
W(c

分子

量影响较大$随着
W(c

相对分子质量的增大$双水相黏度增

大$成相物质分子的空间阻碍作用增加)

5

*

$导致
>

值呈现先

增后减的趋势$在
W(c$"""

处有最大值$因此$

W(c$"""

最

有利于发芽糙米多糖在上相富集$得率为
9:7!9?

%

!7!7!

!

W(c

添加量对发芽糙米多糖得率的影响
!

发芽糙米

中多糖在不同双水相体系中上下相溶液中的含量及得率见

图
:

"

9

%

!!

由图
:

"

9

可知$随着
W(c

添加量的增加$上下相体积

比
P

变化幅度不大$而分配系数
>

则呈现明显的先增后减

的趋势$受此影响$多糖得率表现出同样的走势$并在
W(c

添加量达到
#:79?

时出现最大值!

$:7"<?

#$继续增加
W(c

添加量会导致溶液的黏度很大$给生产过程带来不利影响$

并且多糖得率开始降低$与马新辉等)

!5

*的试验结果相近%

图
:

!

分配系数
>

与
W(c

添加量的关系

a,

A

4H1:

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

+HG,G,/28/1JJ,8,12G>+2L

W(c8/2812GH+G,/2

图
$

!

上下相体积比与
W(c

添加量的关系

a,

A

4H1$

!

DE18/HH1-+G,/2/JK/-4*1H+G,/+2LW(c

8/2812GH+G,/2

图
9

!

多糖得率与
W(c

添加量的关系

a,

A

4H19

!
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M

/-

I

6+88E+H,L16

I

,1-L+2L

W(c8/2812GH+G,/2
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!7!7<

!

硫酸铵添加量对发芽糙米多糖得率的影响
!

发芽糙

米多糖在不同双水相体系中上下相溶液中的含量及得率见

图
5

"

#"

%

!!

由图
5

"

#"

可知$硫酸铵的添加量对上下相体积比和分

配系数有较大影响$

!

组数据都随着硫酸铵添加量的增加呈

现先增后减的趋势(添加量为
#;75?

时$分配系数有最大$而

上下相体积比最大值则出现在添加量为
!"7$?

处%由此$综

合
!

组数据所得多糖得率总体变化不大$在硫酸铵添加量为

#;75?

处有最大值!

9<7!:?

#%考虑到双水相体系中硫酸铵

添加量过大时$会造成硫酸铵不溶解$影响
W(c

的回收)

!9

*

$

故选择硫酸铵添加量为
#;75?

%

!7!7;

!

萃取时间对发芽糙米多糖得率的影响
!

发芽糙米中

多糖在不同双水相体系中上下相溶液中的含量及得率见

图
##

"

#<

%

!!

由图
##

"

#<

可知$时间因素对于整个双水相萃取过程

影响不大$上下相体积比和分配系数都随萃取时间的延长逐

渐增大$但变化幅度较小$当时间增加至
;"*,2

时$曲线趋

图
5

!

分配系数
>

与硫酸铵添加量的关系

a,

A

4H15

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

+HG,G,/28/1JJ,8,12G>+2L

8/2812GH+G,/2/J+**/2,4*64-J+G1

图
'

!

上下相体积比与硫酸铵添加量的关系

a,

A

4H1'

!

DE18/HH1-+G,/2/JK/-4*1H+G,/+2L8/2812GH+G,/2

/J+**/2,4*64-J+G1

图
#"

!

多糖得率与硫酸铵添加量的关系

a,

A

4H1#"

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

/-

I

6+88E+H,L16

I

,1-L+2L

8/2812GH+G,/2/J+**/2,4*64-J+G1

图
##

!

分配系数
>

与萃取时间的关系

a,

A

4H1##

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

+HG,G,/28/1JJ,8,12G>+2L

1.GH+8G,/2G,*1

图
#!

!

上下相体积比与萃取时间的关系

a,

A

4H1#!

!

DE18/HH1-+G,/2/JK/-4*1H+G,/+2L

1.GH+8G,/2G,*1

图
#<

!

多糖得率与萃取时间的关系

a,

A

4H1#<

!

DE18/HH1-+G,/2/J

M

/-

I

6+88E+H,L16

I

,1-L+2L

1.GH+8G,/2G,*1

于平缓$不再增加$甚至还有较小程度的降低%原因可能是

超声波对多糖得率的影响起初起到促进作用$超过一定时间

后$超声波会导致多糖的部分降解%所以确定萃取时间为

;"*,2

最适宜%

!7<

!

超声波辅助双水相萃取多糖的正交试验结果

在单因素试验的基础上$以多糖得率为评价指标$对

W(c

分子量+

W(c

质量分数+硫酸铵质量分数+萃取时间进

行正交试验$试验设计与结果见表
#

+

!

%

!!

由表
!

可知$各因素对多糖得率的影响大小顺序为"

W(c

分子量
#

硫酸铵质量分数
#

W(c

质量分数
#

萃取时

间%正交试验最优组合
U

!

`

<

X

!

Z

!

$即选用
W(c$"""

+

W(c$"""

添加量
#:79?

+硫酸铵添加量
#;75?

+萃取时间

;"*,2

$在此条件下进行验证实验$重复
<

次$取其平均值$

多糖得率为
5#7"9?

%

!7;

!

发芽糙米多糖抗氧化活性

!7;7#

!

ZWWV

法测定发芽糙米多糖抗氧化性
!

发芽糙米多

糖浓度与
ZWWV

,的清除关系见图
#;

%

!:#

提取与活性
!

!"#9
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9
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表
#

!

正交设计试验

D+F-1#

!

_HGE/

A

/2+-+HH+

I

L16,

A

2

水平
UW(c

分子量

`W(c

质量

分数'
?

X

硫酸铵质

量分数'
?

Z

萃取时

间'
*,2

# ;""" #;7< ##7: <"

! $""" #:79 #;75 ;"

< 5""" #97! #975 :"

表
!

!

多糖提取条件优化正交试验结果与分析

D+F-1!

!

(.

M

1H,*12G+-L16,

A

2+2LH164-G6/J

M

/-

I

6+88E+H,L1

JH/*

A

1H*,2+G1LFH/02H,81

试验号
U ` X Z

得率'
?

# # # # # $<75$

! # ! ! ! $'7<"

< # < < < $<7:"

; ! # ! < 997"<

: ! ! < # 9$7!:

$ ! < # ! 9;7$<

9 < # < ! $:79$

5 < ! # < $57:<

' < < ! # $97":

O

#

"7$;! "7$99 "7$9: "7$99

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

O

!

"79!$ "7$9$ "7$5" "7$9'

O

<

"7$$; "7$9' "7$99 "7$9$

P "7"5; "7""! "7"": "7""!

图
#;

!

多糖浓度与
ZWWV

-清除的关系

a,

A

4H1#;

!

P8+K12

A

,2

A

1JJ18G/J

M

/-

I

6+88E+H,L1JH/*

A

1H*,)

2+G1LFH/02H,81F

I

ZWWV

-

*1GE/L

!!

由图
#;

可知$

ZWWV

,的清除率随着发芽糙米多糖浓度

的增加而增大$呈现剂量依赖性$当葡萄糖浓度为
"7$*

A

'

*B

时$

ZWWV

,清除率达到
5#75:?

%说明发芽糙米多糖具有良

好的
ZWWV

,清除活性%

!7;7!

!

邻苯三酚自氧化法测定发芽糙米多糖抗氧化性
!

发

芽糙米多糖浓度与超氧阴离子自由基!

_

Q

!

,#的清除关系见

图
#:

%

!!

由图
#:

可知$多糖浓度
$

"7<*

A

'

*B

时$对超氧阴离子

自由基的清除能力基本保持在
::?

左右$之后继续增大多糖

浓度$其清除超氧阴离子自由基的能力逐渐增强$当浓度达

到
"7$*

A

'

*B

时$超氧阴离子自由基清除率达到
$5799?

$说

明发芽糙米多糖对超氧阴离子自由基具有较好清除作用%

图
#:

!

多糖浓度与超氧阴离子自由基清除的关系

a,

A

4H1#:

!

P8+K12

A

,2

A

1JJ18G/J

M

/-

I

6+88E+H,L1JH/*

A

1H*,)

2+G1LFH/02H,81F

I

_

Q

!

-

*1GE/L

!7;7<

!

邻二氮菲法测定发芽糙米多糖抗氧化性
!

发芽糙米

多糖浓度与羟基自由基!,

_V

#的清除关系见图
#$

%

!!

由图
#$

可知$对羟基自由基的清除能力随多糖浓度升

高逐渐增强$当发芽糙米多糖浓度达到
"7:*

A

'

*B

时$趋于

稳定$羟基自由基清除率约为
:<?

$抗氧化性最强%与黄越

等)

!'

*的研究结果相似%

图
#$

!

多糖浓度与羟基自由基清除的关系

a,

A

4H1#$

!

P8+K12

A

,2

A

1JJ18G/J

M

/-

I

6+88E+H,L1JH/*

A

1H*,)

2+G1LFH/02H,81F

I

-

_V *1GE/L

<

!

结论
经对影响多糖得率的因素进行单因素试验$并通过正交

试验确定超声波辅助双水相法萃取发芽糙米多糖的最佳工

艺条件为"选用
W(c$"""

+

W(c$"""

添加量
#:79?

+硫酸铵

添加量
#;75?

+萃取时间
;" *,2

$此条件下多糖得率为

5#Y"9?

%萃取过程简单可行$可以进一步优化双水相的组

分以期得到收率更高的发芽糙米多糖%

发芽糙米多糖具有较强的抗氧化作用$对
ZWWV

自由

基+超氧阴离子以及羟基自由基清除率分别达到
5#75:?

$

$5799?

$

:<7""?

%发芽糙米多糖可以作为一种良好的抗氧

化剂进行开发利用%
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