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超声辅助提取红豆多糖及其生物活性研究
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摘要!以超声波辅助水提取红豆多糖为原料"采用响应面

法对提取工艺进行优化"并评价其抗氧化性及抑菌活性#

响应面分析结果表明"红豆多糖的最佳提取工艺为%料液

比&

0

红豆
jS

水'
%j!2

&

8

)

4-

'"超声温度
*%g

"超声时间

1&46<

"此条件下多糖提取率为&

1?1!i"?"&

'

P

"与模型

预测值基本一致#红豆多糖具有较强的总还原能力和清

除*

NT

!

)(B+

_

*能力"且清除能力与浓度呈量效关

系#此外"红豆多糖对
&

种供试菌均有抑菌活性"且对金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌活性最强#

关键词!红豆$多糖$超声波辅助提取$抗氧化$抑菌
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红豆!

S&

E

'//'

E

*D/=&G ^?

#%属豆科豇豆属%又名红

小豆+小豆+赤小豆+赤豆%在中国陕西+江苏+广西等地方

分布较广)

%

*

&红豆药用价值高%具有良好的健脾止泻+解

毒消肿+预防肝硬化等功效)

!

*

&其食用价值也极高%含有

丰富的蛋白质+碳水化合物%还含有多酚+多糖+黄酮等多

种生物活性成分)

'

*

&

多糖是由
%"

个以上单糖组成的聚合物高分子碳水

化合物%在自然界来源广泛&研究表明%多糖具有抗氧

化)

&

*

+抑菌)

*

*

+抗癌)

2

*

+降血糖)

#

*等功能&在红豆各营养

成分中多糖含量最高%其中淀粉含量约为
2"P

&目前对

红豆的研究多集中在红豆饮料制备工艺)

$Y1

*

%红豆黄酮

提取工艺)

%"

*

+红豆淀粉提取工艺)

%%

*

+红豆多酚抗氧化活

性分析)

%!

*等方面%而有关红豆多糖!

W@AC@5<

J

E7

G

I5==;5/

F6A@I

%

W([

#提取工艺优化及生物活性研究极少&李粉玲

等)

%'

*采用超声辅助法从红豆中提取多糖%抗氧化活性结

果表明红豆多糖有较好的清除
N

Y

!

自由基+羟基自由基

!.

NT

#的能力以及较好的总还原能力%清除率最大为

*2?%P

%但由于没有优化提取工艺%多糖提取率不高%导致

自由基清除能力较低&任花)

%&

*和郝继伟)

%*

*分别采用正

交试验优化大豆多糖的微波辅助法和超声辅助法提取工

艺%多糖提取率分别为
2?2&P

和
#?'2P

%但由于没有进行

脱蛋白+除低聚糖等小分子杂质处理%多糖纯度较低&目

前%采用响应面优化红豆多糖的超声辅助提取工艺尚未

见报道&

试验拟以红豆为原料%采用超声辅助提取法%以料液

比+超声温度+超声时间为考察因素%采用响应面法优化

提取工艺%经脱蛋白+醇沉+透析工艺处理后%评价红豆多

糖的抗氧化及抑菌活性%以期提高红豆多糖提取率%为红

豆的进一步开发利用提供参考依据&

%

!

材料与方法
%?%

!

材料与仪器

%?%?%

!

材料与仪器

红豆"湖北恩施生产$

#'!
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第
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卷第
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期 总第
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期
"

!"!%

年
!

月
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透析袋"西安优博生物科技有限公司$

葡萄糖"标准品%美国
+6

8

45

公司$

乙醇+磷酸二氢钠+磷酸氢二钠+铁氰化钾+冰乙酸+

三氯化铁+

'"P

双氧水+硫酸亚铁+水杨酸+过硫酸钾等试

剂"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

!

%

!/

联 氮
/

二 !

'/

乙 基
/

苯 并 噻 唑
/2/

磺 酸#二 铵 盐

!

)(B+

#"标准品%上海源叶生物科技有限公司$

胰蛋白胨大豆琼脂!

B+)

#+胰蛋白胨大豆肉汤!

B+(

#

培养基"青岛海博生物技术有限公司$

金黄色葡萄球菌!

2*'$

#+大肠杆菌!

!*1!!

#"美国标

准生物品收藏中心$

沙门氏菌+枯草芽孢杆菌"由实验室保藏&

%?%?!

!

主要仪器设备

高速粉碎机"

O.X/'""

型%温岭市林大机械有限公司$

电子分析天平"

)-!"&

型%梅特勒'托利多仪器上海

有限公司$

超声波清洗机"

,c!!""O3

型%昆山市超声仪器有限

公司$

旋转蒸发器"

W3/*!))

型%上海亚荣生化仪器厂$

紫外'可见分光光度计"

d\/%#*"

型%日本岛津

公司$

手提式压力蒸汽灭菌锅"

BM/!&-Ob

型%江阴滨江医

疗设备有限公司$

超净工作台"

\O/%'!"

型%北京东联哈尔仪器制造有

限公司$

生化培养箱"

+T[/!*"

型%上海精宏实验设备有限

公司&

%?!

!

方法

%?!?%

!

原料预处理
!

红豆样品粉碎打粉后过
2"

目筛%红

豆粉用
$"P

乙醇溶液回流
&;

以脱色并除去小分子多糖

等%抽滤后将滤渣用无水乙醇+丙酮和乙醚分别清洗%粉

末置于室温下
!&;

阴干%得红豆粉末待用)

%2Y%#

*

&

%?!?!

!

红豆多糖的提取工艺流程

红豆粉末
&

超声波处理浸提
&

抽滤除渣
&

离心

&

$"""F

)

46<

"

%"46<

'

&

取上清液
&

在上清液中加入
*P

三

氯乙酸至提取液不混浊&除蛋白'

/

%$

0

&

离心&

$"""F

)

46<

"

!"46<

'

&

取上清液
2"g

下旋蒸至其体积的
%

)

&

左右
&

加入
'

倍体积的
1*P

乙醇静置
!&

"

&$;

&

抽滤
&

滤渣离

心&

$"""F

)

46<

"

!"46<

'后取沉淀
&

用无水乙醇洗涤并

收集沉淀
&

将沉淀溶于蒸馏水透析
&$;

&

冷冻干燥
&

得

红豆粗多糖

%?!?'

!

红豆多糖含量的测定
!

采用苯酚'硫酸分光光度

法)

%2

*

&以葡萄糖浓度!

4

8

(

4-

#为横坐标%吸光度为纵坐

标%绘制标准曲线
)

]*P!$2HY"P"%#

%

Q

!

]"P111!

&

取
!4-

稀释提取液%加入体积分数
*P

苯酚溶液

%4-

和浓
T

!

+N

&

*4-

%充分混匀%室温静置
'"46<

%于

&1"<4

处测定吸光度%并使用标准曲线计算红豆多糖含

量)

%1

*

&按式!

%

#计算多糖提取率&

N]

A S̀ '̀

0 %̀"""

%̀""P

% !

%

#

式中"

N

'''多糖提取率%

P

$

S

'''多糖溶液的体积%

4-

$

A

'''葡萄糖的质量浓度%

4

8

(

4-

$

'

'''稀释倍数$

0

'''红豆粉的质量%

8

&

%?!?&

!

红豆多糖提取单因素试验
!

准确称取
*

8

红豆粉

末%用蒸馏水作溶剂%在
%""^

下进行超声提取%测定红

豆多糖提取率&

!

%

#料液比"固定超声温度
&"g

%超声时间
1"46<

%

考察料液比)

0

红豆
jS

水 分别为
%j$

%

%j%2

%

%j!&

%

%j

'!

%

%j&"

!

8

(

4-

#*对红豆多糖提取率的影响&

!

!

#超声温度"固定料液比!

0

红豆
jS

水#
%j!&

!

8

(

4-

#%

超声时间
1"46<

%考察超声温度!

!"

%

'"

%

&"

%

*"

%

2"g

#对

红豆多糖提取率的影响&

!

'

#超声时间"固定料液比!

0

红豆
jS

水#
%j!&

!

8

(

4-

#%

超声温度
&"g

%考察超声时间!

'"

%

2"

%

1"

%

%!"

%

%*"46<

#

对红豆多糖提取率的影响&

%?!?*

!

响应面法优化试验设计
!

在单因素试验基础上利

用响应面法设计超声波辅助提取的试验方法%选取料液

比+超声温度+超声时间为影响因素%以红豆多糖提取率

作为试验设计的响应值%根据
(EL/(@<;<a@<

试验设计%

利用三因素三水平的试验设计优化超声波辅助提取红豆

多糖工艺参数&

%?!?2

!

红豆多糖体外抗氧化活性评价
!

根据文献)

!"

*进

行%测 定 红 豆 多 糖 的 总 还 原 能 力%以 及 对 .

NT

和

)(B+

_

.的清除率&

%?!?#

!

红豆多糖抑菌活性的测定

!

%

#菌种活化"取各待测菌株于
B+)

培养基上
'#g

下倒置培养
!&;

%用生理盐水洗斜面上的菌%充分震荡使

菌悬液的浓度为
%"

$

S.d

(

4-

%备用)

!%

*

&

!

!

#抑菌活力的测定"采用文献)

!%

*中牛津杯法测定

红豆多糖对金黄色葡萄球菌+大肠杆菌+沙门氏菌和枯草

芽孢杆菌的抑菌活性&将熔化并冷却的
B+)

培养基倒入

平板内约
%*4-

%待凝固后加入
%""

#

-

的
%"

$

S.d

(

4-

菌

悬液采用涂布法涂布均匀%在平板标记处放置牛津杯%并

于每个牛津杯中吸入
!""

#

-

经
"?!!

#

4

过滤器过滤的

%"4

8

(

4-

多糖溶液!每组
'

个平行#&于
'#g

培养箱培

养
!&;

后%采用十字交叉法测量抑菌圈直径%以抑菌圈直

径作为抑菌活性的测定指标&

!

'

#最低抑菌浓度!

QUS

#的测定"参照李彦坡等)

!!

*

的方法并根据实际情况有所调整&将红豆多糖分别制成

$'!

提取与活性
3MBW)SBUNV R )SBU\UBX

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



"?2!*

%

%?!*"

%

!?*""

%

*?"""

%

%"?"""

%

!"?"""4

8

(

4-2

个浓

度梯度%采用涂布法测定%将
%4-

不同浓度多糖溶液与

!*4-

培养基混匀%待培养基凝固后%加入
&

种供试菌的

菌悬液
%""

#

-

%涂布均匀后%倒置培养
!&;

%每组试验平

行测定
'

次&

%?!?$

!

数据处理
!

采用
3L=@7!"%"

处理数据和统计分析%

NF6

8

6<$?"

进行绘图&试验数据均重复
'

次%以平均值
i

标

准偏差表示%以
[

%

"?"*

表示差异显著且具有统计意义&

!

!

结果与分析

!?%

!

红豆多糖的提取工艺优化

!?%?%

!

单因素试验结果
!

由图
%

可知%料液比!

0

红豆
j

S

水#选择
%j%2

"

%j'!

!

8

(

4-

#较合适$超声温度选择

&"

"

2"g

较合适$超声时间选择
2"

"

%!"46<

比较合适&

图
%

!

'

个因素对红豆多糖提取率的影响

.6

8

>F@%

!
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G
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J
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G
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!?%?!

!

响应面试验方案设计及结果
!

在单因素试验基础

上%利用软件
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

中的
(EL/(@;<a@<

模式

对料液比+超声温度+超声时间进行三因素三水平的响应

面试验设计!见表
%

#%试验设计方案及结果如表
!

所示&

!?%?'

!

回归模型及方差分析
!

由表
!

可知%对试验数据

进行多元回归拟合)

!'

*

%得到红豆多糖提取率对料液比+超

声温度+超声时间的二次多项回归方程"

N]1?$*_"?*!8 _"?'1T _"?%1I Y"?&*8T Y

"?"28IY"?%#TIY"?$%8

!

Y%?&"T

!

Y"?2*I

!

& !

!

#

!!

由表
'

可知%回归模型的
?

值为
*%?*!

%

[

%

"?"""%

%

该模型达到极其显著水平$失拟项
[]"?211!

#

"?"*

%该

模型失拟项不显著%方程拟合度高%该模型可用来预测各

因素对红豆多糖提取率的影响)

!&

*

&模型相关系数
Q

!

]

"?1$*%

%校正系数
Q

!

)A

e

为
"?122"

%表明模型预测值和实测

值有较好的拟合度)

!*

*

&一次项
S

显著!

[

%

"?"*

#%一次项

)

+

(

和二次项
)

!

+

(

!

+

S

!极显著!

[

%

"?"%

#&根据
?

值可

知%

'

个因素对红豆多糖提取率影响排序为
)

!料液比#

#

(

!超声温度#

#

S

!超声时间#&

!?%?&

!

因素交互作用分析
!

由图
!

可知%料液比和超声

温度的交互作用极显著!

[

%

"?"%

#%料液比和超声时间+

表
%

!

响应面试验因素及水平

B5C7@%

!

.5=DEFI5<A7@H@7I6<F@I

J

E<I@I>FK5=@5<57

G

I6I

水平
)

料液比!

8

(

4-

#

(

超声温度(
g S

超声时间(
46<

Y% %j%2 &" 2"

" %j!& *" 1"

% %j'! 2" %!"

超声温度和超声时间的交互作用不显著!

[

#

"?"*

#%该结

论与方差分析结果一致&

!?%?*

!

最佳工艺条件的确定
!

利用
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

软件分析得到红豆多糖的最佳提取工艺条件为"料液比

!

0

红豆
jS

水#

%j!2?''

!

8

(

4-

#%超声温度
*"?$&g

%超声

表
!

!

红豆多糖响应面试验方案及结果

B5C7@!

!

W@I

J

E<I@I>FK5=@ A@I6

8

< 5FF5<

8

@4@<D5<A

F@I>7DIEKF@AC@5<

J

E7

G

I5==;5F6A@I

试验号
) ( S

多糖提取率(
P

% " Y% Y% #?"1

! " % % $?%#

' " " " %"?"!

& % " Y% $?$&

* Y% % " $?"#

2 " " " %"?"&

# " " " 1?1$

$ " " " 1?2&

1 " % Y% $?"'

%" % % " $?%*

%% % " % 1?"!

%! Y% " % $?"*

%' " " " 1?*#

%& Y% " Y% #?2'

%* % Y% " $?%%

%2 Y% Y% " 2?!'

%# " Y% % #?1"

%'!

"

\E7?'#

"
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邵
!
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表
'

!

回归方程各项的方差分析h

B5C7@'

!

\5F65<=@5<57

G

I6IEKF@

8

F@II6E<@

f

>5D6E<

来源 平方和 自由度 均方
?

值
[

值 显著性

模型
%$?2# 1 !?"# *%?*!

%

"?"""%

''

) !?%& % !?%& *'?!" "?"""!

''

( %?%1 % %?%1 !1?2& "?""%"

''

S "?'" % "?'" #?&2 "?"!1'

'

)( "?$% % "?$% !"?%! "?""!$

''

)S "?"% % "?"% "?'2 "?*2$#

(S "?%% % "?%% !?#1 "?%'1"

)

!

!?## % !?## 2$?$!

%

"?"""%

''

(

!

$?!& % $?!& !"&?*$

%

"?"""%

''

S

!

%?$" % %?$" &&?21 "?"""'

''

残差
"?!$ # "?"&

((((((((((((((((((((((

失拟项
"?"$ ' "?"' "?*% "?211!

不显著

纯误差
"?!" & "?"*

总和
%$?1* %2

!

h

!

[

%

"?"%

为极显著%用
''

表示$

[

%

"?"*

为显著%用
'

表

示$

[

#

"?"*

为不显著&

时间
1'?2146<

%此条件下预测的最佳提取率为
1?1*P

&

虽然表
!

中试验号
'

和
2

提取率
#

%"P

%但考虑到试验样

品的随机性%以及预测值与试验号
'

和
2

提取率值无显

著性差异!

[

#

"?"*

#%故以
O@I6

8

</3L

J

@FD$?"?2

软件分析

得出的最佳提取工艺条件进行验证实验&考虑到实际情

况%将工艺条件适当调整为"料液比!

0

红豆
jS

水 #

%j

!2

!

8

(

4-

#%超声温度
*%g

%超声时间
1&46<

%在该条件

下进行
'

次平行试验%红豆多糖提取率平均值为!

1?1!i

"?"&

#

P

%与预测最佳提取率基本一致%说明该模型优化结

果可靠&

!?!

!

红豆多糖的抗氧化活性

!?!?%

!

总还原能力
!

由图
'

可知%红豆多糖的总还原能

力与多糖浓度之间均呈现一定的量效关系&当多糖质量

浓度为
%

"

*4

8

(

4-

时%随着浓度升高%多糖的总还原能

力显著增加%与李粉玲等)

%'

*的结论一致&当红豆多糖

质量浓度为
*4

8

(

4-

时%总还原能力最强%吸光值达

图
!

!

响应面及等高线图

.6

8

>F@!

!

W@I

J

E<I@I>FK5=@5<A=E<DE>F

J

7EDI

&'!

提取与活性
3MBW)SBUNV R )SBU\UBX

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



图
'

!

红豆多糖总还原能力

.6

8

>F@'

!

B;@DED57F@A>=6<

8

5C676D

G

EKF@A

C@5<

J

E7

G

I5==;5F6A@I

!

"?&$2i"?""#

#&表明红豆多糖有较好的抗氧化能力%但

显著弱于维生素
S

的抗氧化能力!

[

%

"?"*

#&

!?!?!

!

清除.

NT

能力
!

由图
&

可知%当多糖质量浓度为

%

"

*4

8

(

4-

时%随着浓度升高多糖对.

NT

清除率逐渐

增大&当质量浓度为
*4

8

(

4-

时%多糖对.

NT

清除率达

!

1"?!*i%?'$

#

P

%显著低于同浓度下维生素
S

对.

NT

清

除率!

[

%

"?"*

#&试验结果显著高于李粉玲等)

%'

*研究的红

豆多糖和钟葵等)

!2

*研究的绿豆多糖在同质量浓度下的

.

NT

清除率%表明红豆多糖对.

NT

有较强的清除能力&

!?!?'

!

清除
)(B+

_

.能力
!

由图
*

可知%当多糖质量浓

度低于
%?*4

8

(

4-

时%多糖对
)(B+

_

.清除能力存在量

效关系%随着浓度升高%多糖对
)(B+

_

.清除能力增大$

当多糖质量浓度为
%?*

"

!?"4

8

(

4-

时%对
)(B+

_

.清除

率的增长趋缓&当多糖质量浓度为
!?"4

8

(

4-

时%红豆多

糖对
)(B+

_

.清除能力达到最大值!

12?!"i'?!*

#

P

%与维

生素
S

的
)(B+

_

.清除能力无显著性差异!

[

#

"?"*

#&

许海燕等)

!#

*研究显示桦菌芝多糖在
!?"4

8

(

4-

时对

)(B+

_

.清除率为
1"P

%低于试验结果%表明一定质量

浓度下红豆多糖对
)(B+

_

.有较强的清除能力&

!?'

!

红豆多糖的抑菌活性

!?'?%

!

抑菌圈直径
!

由表
&

可知%红豆多糖对金黄葡萄

图
&

!

红豆多糖对*

NT

清除率的影响

.6

8

>F@&

!

3KK@=DE<

*

NTI=5H@<

8

6<

8

5C676D

G

EKF@A

C@5<

J

E7

G

I5==;5F6A@I

图
*

!

红豆多糖对
)(B+

_

*清除率的影响

.6

8

>F@*

!

3KK@=DE<)(B+

_

*

I=5H@<

8

6<

8

5C676D

G

EKF@A

C@5<

J

E7

G

I5==;5F6A@I

球菌+大肠杆菌+沙门氏菌+枯草芽孢杆菌具有不同程度

的抑制作用%其中%红豆多糖对金黄色葡萄球菌的抑制作

用最强%抑菌直径为!

1?*&i"?!!

#

44

%与许海燕等)

!#

*桦

菌芝多糖对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径接近$对沙门

氏菌和枯草芽孢杆菌的抑制较弱%抑菌圈直径分别为

!

$?!&i"?"2

#%!

$?%1i"?%#

#

44

&红豆多糖对
&

种供试

菌的抑制作用强弱顺序为金黄色葡萄球菌
#

大肠杆菌
#

沙门氏菌
#

枯草芽孢杆菌%表明红豆多糖具有良好的抑

菌效果&

!?'?!

!

最小抑菌浓度
!

由表
*

可知%红豆多糖对金黄色

葡萄球菌+大肠杆菌+沙门氏菌+枯草芽孢杆菌的
QUS

值

表
&

!

红豆多糖对
&

种供试菌的抑菌圈直径h

B5C7@&

!

O654@D@FEK6<;6C6D6E<:E<@EKF@AC@5<

J

E7

G

I5=/

=;5F6A@E<&D@ID@AC5=D@F65 44

组别
金黄色葡

萄球菌
大肠杆菌 沙门氏菌

枯草芽

孢杆菌

红豆多糖
1?*&i"?!!$?##i"?'%$?!&i"?"2$?%1i"?%#

无菌水!对照组# ' ' ' '

!

h

!

/'-表示没有抑菌圈&

表
*

!

红豆多糖对
&

种供试菌的
QUS

h

B5C7@*

!

QUSEKF@AC@5<

J

E7

G

I5==;5F6A@IE<D;@

KE>FD@ID@AC5=D@F65

红豆多糖浓度(

!

4

8

.

4-

Y%

#

金黄色葡

萄球菌
大肠杆菌 沙门氏菌

枯草芽

孢杆菌

"?2!*

' ' ' '

%?!*"

' ' ' '

!?*"" _

' ' '

*?""" _ _

' '

%"?""" _ _ _ _

!"?""" _ _ _ _

!

h

!

/'-表示无抑菌作用$/

_

-表示有抑菌作用&

''!
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"
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分别为
!?*""

%

*?"""

%

%"?"""

%

%"?"""4

8

(

4-

%说明红豆多

糖金黄色葡萄球菌的抑菌作用最强%对沙门氏菌和枯草

芽孢杆菌的抑菌活性最弱&结果表明红豆多糖的抑菌活

性随着浓度增大而增强%且对革兰氏阳性菌的抑制作用

强于革兰氏阴性菌&

'

!

结论
通过单因素和响应面试验确定了红豆多糖的最佳提

取工艺条件为"料液比!

0

红豆
jS

水#

%j!2

!

8

(

4-

#%超声

温度
*%g

%超声时间
1&46<

%此条件下多糖提取率为

!

1?1!i"?"&

#

P

&对红豆多糖的抗氧化及抑菌活性结果

显示"

'

红豆多糖具有较强的总抗氧化活性%但总还原能

力及对羟基自由基+

)(B+

_自由基清除能力均低于维生

素
S

$

(

红豆多糖对金黄色葡萄球菌+大肠杆菌+沙门氏

菌和枯草芽孢杆菌均有一定的抑制作用%且对金黄色葡

萄球菌的抑菌活性最强&此外%目前关于红豆多糖的相

关报道较少%后期研究可以从以下方面入手"

'

试验初探

了红豆多糖的抗氧化及抑菌活性%后面可对红豆多糖抗

氧化活性成分构效关系及抑菌机理展开研究$

(

试验提

取的红豆多糖为粗多糖%纯度为
2!P

%后续可对红豆多糖

进一步分离纯化%提高多糖纯度&
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