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咖啡生豆多糖提取及抗氧化活性
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摘要：目的：为咖啡中多糖成分的研究和天然活性多糖的

开发提供基础数据。方法：研究了云南小粒咖啡生豆多

糖（ＧＢＰ）的水提工艺和抗氧化活性。应用响应面法对咖

啡生豆多糖提取工艺进行优化；运用傅里叶变换红外光

谱（ＦＴＩＲ）和扫描电镜（ＳＥＭ）共同鉴定和表征咖啡生豆

多糖的结构特点。采用ＤＰＰＨ 自由基、ＡＢＴＳ自由基清

除试验和ＦＲＡＰ法评估咖啡生豆多糖体外抗氧化能力。

结果：咖啡生豆多糖水提法的最佳工艺条件：提取温度

５９℃、提取时间４５ ｍｉｎ、液料比（犞水 ∶犿咖啡生豆）２１∶

１（ｍＬ／ｇ）、浓缩体积１／８及乙醇体积分数７５％，该条件

下咖啡生豆多糖得率达９．５６％。多糖样品经红外光谱和

电镜扫描显示咖啡生豆是表面呈不规则的孔状结构的多

糖。咖啡生豆多糖对ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自由基清除能

力分别为２．３２ｍｇ／ｍＬ（ＩＣ５０）、０．０１１ｍｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／ｇＧＢＰ，

铁还原能力为０．９５ｍｍｏｌＦｅ２＋／ｇＧＢＰ。结论：咖啡生豆

多糖是具有抗氧化活性的不规则孔状结构多糖，具有进

一步研究和开发的价值。
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咖啡中含有丰富的蛋白质、氨基酸、脂肪、糖等营养

成分。糖既是咖啡中的主要营养成分，也是咖啡特殊风

味形成的关键物质［１］。多糖是单糖通过糖苷键结合而成

的天然活性大分子化合物［２］，在自然界中广泛存在。研

究表明，多糖作为重要的一类天然活性化合物具有抗氧

化［３］、免疫调节［４］、抗衰老［５］、抗肿瘤［６］、降血糖［７］等多种
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活性，还对神经退行性疾病［８］起到预防和治疗作用。然

而，多糖的这些生物活性受其来源、结构、纯度等因素的

影响［９－１２］。近年来，多糖因其特殊的结构和性质在食品、

化妆品、药品应用方面取得了突出的成果［１３－１４］。其中，

提取方法也是影响多糖活性和利用的一个因素，其会通过

对多糖的结构和理化性质产生影响，进而影响多糖的药理

活性［１５－１６］。目前，大多采用热水提取、酸碱提取、酶解提

取、超声辅助提取、微波辅助提取方法进行多糖的提取。

目前关于咖啡多糖的提取方法、结构特点、分离纯

化、生物活性的研究报道较少。根据文献［１７］，从咖啡渣

中提取的多糖以半乳糖为主，其次为阿拉伯糖、葡萄糖和

甘露糖，具有热稳定性和抗氧化、抑菌活性。研究拟采用

响应面法对采集于云南省保山市的小粒咖啡生豆多糖的

水提工艺进行优化，结合傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）和

扫描电镜（ＳＥＭ）对其结构和微观特征进行表征，并对其

体外抗氧化能力进行评估，旨在为咖啡生豆的综合开发

利用及咖啡健康功能的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　原料

１．１．１　原料与试剂

小粒咖啡生豆：采自云南省保山市新寨村的小粒咖

啡经水洗法制备成生豆；

２，２′联氮双３乙基苯并噻唑啉６磺酸（ＡＢＴＳ）、

１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、２，４，６三吡啶基三嗪

（ＴＰＴＺ）：分析纯，上海瑞永生物科技有限公司；

Ｔｒｏｌｏｘ：分析纯，合肥博美生物科技有限公司；

乙醇：９５％，天津市优普化学试剂有限公司；

Ｋ２Ｓ２Ｏ８、ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·

６Ｈ２Ｏ：分析纯，西陇化工股份有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

旋转蒸发仪：ＲＥ２０００Ｂ型，上海亚荣生化仪器厂；

分光光度计：７２２型，上海箐华科技有限公司；

电动离心机：８００型，常州丹瑞实验仪器设备有限

公司；

傅里叶红外光谱仪：ＢｒｕｋｅｒＴｅｎｓｏｒ２７型，日本岛津

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　提取流程

咖啡生豆→粉碎→提取→冷却→离心→上清液→

５０℃浓缩→加入乙醇沉淀→静置１８ｈ→离心→沉淀→冷

冻干燥→粗多糖

１．２．２　多糖得率计算

犮＝
犿１

犿２
×１００％， （１）

式中：

犮———多糖得率，％；

犿１———咖啡生豆粗多糖质量，ｇ；

犿２———咖啡生豆干重质量，ｇ。

１．２．３　咖啡生豆多糖提取单因素试验

（１）提取温度：称取３ｇ咖啡生豆粉末，液料比

（犞水∶犿咖啡生豆）１５∶１（ｍＬ／ｇ），提取时间９０ｍｉｎ，浓缩体

积１／８，乙醇体积分数７５％，考察提取温度（５０，６０，７０，８０，

９０℃）对多糖得率的影响。

（２）提取时间：称取３ｇ咖啡生豆粉末，液料比１５∶

１（ｍＬ／ｇ），提取温度８０℃，乙醇体积分数７５％，考察提

取时间（３０，４５，６０，７５，９０ｍｉｎ）对多糖得率的影响。

（３）液料比：称取３ｇ咖啡生豆粉末，提取温度８０℃，

提取时间９０ｍｉｎ，浓缩体积１／８，乙醇体积分数７５％，考

察液料比［５∶１，１０∶１，１５∶１，２０∶１，２５∶１（ｍＬ／ｇ）］对

多糖得率的影响。

（４）乙醇体积分数：称取３ｇ咖啡生豆粉末，液料比

１５∶１（ｍＬ／ｇ），提取时间９０ｍｉｎ，提取温度８０℃，浓缩体

积１／８，考察乙醇体积分数（７０％，７５％，８０％，８５％，９０％）

对多糖得率的影响。

１．２．４　咖啡生豆多糖提取响应面试验　根据单因素试验

结果，选取对咖啡生豆多糖得率影响较大的提取温度、提

取时间和液料比３个因素，运用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ设计响应

面试验，以多糖得率为指标进行咖啡生豆多糖提取工艺

优化。

１．２．５　咖啡多糖结构的表征　分别采用傅里叶红外光谱

仪和扫描电子显微镜对咖啡生豆多糖样品进行扫描。

１．２．６　咖啡多糖体外抗氧化活性评价

（１）ＤＰＰＨ自由基清除能力：参照文献［１８］的方法开

展不同质量浓度咖啡生豆多糖（０．０，０．５，１．０，１．５，２，２．５，

３．０，３．５，４．０，４．５，５．０ｍｇ／ｍＬ）ＤＰＰＨ自由基清除试验，按

式（２）计算清除率，结果以ＩＣ５０表示。

犐＝
犃０－犃ｓ

犃０
×１００％， （２）

式中：

犐———ＤＰＰＨ自由基清除率，％；

犃ｓ———含样品的溶液吸光度；

犃０———不含样品的溶液吸光度。

（２）ＡＢＴＳ自由基清除能力：参照文献［１９］的方法开

展咖啡生豆多糖（５ｍｇ／ｍＬ）ＡＢＴＳ自由基清除试验，

Ｔｒｏｌｏｘ为标准品（０，６，１２，１８，２４，３０，３６，４２，４８μｍｏｌ），结

果以Ｔｒｏｌｏｘ当量表示。

（３）ＦＲＡＰ抗氧化能力：参照文献［１９］的方法测定咖

啡生豆多糖（１ｍｇ／ｍＬ）的ＦＲＡＰ抗氧化能力，ＦｅＳＯ４为

标准 品 （０，２０，４０，６０，８０，１００，１２０，１４０，１６０，１８０，

２００μｍｏｌ），结果以Ｆｅ
２＋当量表示。

１．３　数据分析

运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行响应面试验设计
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与分析。所有试验均平行测定３次，以平均值表示测定

结果。

２　结果与分析
２．１　咖啡多糖提取单因素试验

咖啡生豆多糖提取单因素试验结果如图１所示。提

取温度为５０～６０℃时，咖啡生豆多糖得率呈逐渐升高的

趋势；当升高至６０℃时，咖啡生豆多糖得率达到最大。

但是，温度过高又可能引起多糖的氧化和降解，破坏多糖

结构，造成多糖的损失，最终导致多糖得率降低［１９－２０］。

提取时间为３０～４５ｍｉｎ时，咖啡生豆多糖得率随提取时

间的延长而增加；当时间延长到４５ｍｉｎ时，咖啡生豆多糖

得率达到最大。但随着提取的持续进行，咖啡中所含的

其他化学成分也被提取出来。同时，过长的提取时间还

会导致多糖不稳定或发生水解。液料比从５∶１（ｍＬ／ｇ）

增加到２０∶１（ｍＬ／ｇ）时，咖啡生豆多糖得率随液料比的增

大而逐渐升高；当液料比达２０∶１（ｍＬ／ｇ）时，咖啡生豆多

糖得率达到最高。但是，过多的溶剂会使多糖溶解，进而

不易析出沉淀。同时，大量的溶剂会造成浪费和后续浓缩

工作量的增加。乙醇体积分数从７０％升高到７５％时，咖啡

生豆多糖得率逐渐升高；当乙醇体积分数升高至７５％时多

糖得率达到最大。当乙醇体积分数继续升高时，某些特定

结构的多糖会被除去，因而降低了多糖得率。

图１　咖啡多糖提取单因素试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｆｆｅｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．２　咖啡多糖提取的响应面试验

根据单因素试验结果，乙醇体积分数对咖啡生豆多

糖得率的影响相对较小；而提取温度、提取时间和液料比

３个因素对咖啡生豆多糖得率影响相对较大。以咖啡生

豆多糖得率为考察响应指标，响应面试验因素水平见

表１，响应面法设计与结果见表２。

表１　响应面因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌ

水平 Ａ提取温度／℃ Ｂ提取时间／ｍｉｎＣ液料比（ｍＬ／ｇ）

－１ ５０ ３０ １５∶１

０ ６０ ４５ ２０∶１

１ ７０ ６０ ２５∶１

　　由表３可知，总模型极显著（犘＜０．０１），说明不同因

素间差异显著，模型有意义；失拟项不显著（犘＞０．０５），说

明模型误差小、拟合度良好，模型的选择是合适的［２１－２２］。

根据各因素犘 值大小确定３个因素对咖啡生豆多糖得率

的影响顺序为：Ａ＞Ｃ＞Ｂ。

以提取温度（Ａ）、提取时间（Ｂ）、液料比（Ｃ）为自变

量，以多糖得率为因变量，通过ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ对各组合处

理得到的多糖得率进行二次回归分析，建立多元二次响

应面回归模型：

犢＝９．７０－０．４０犃＋０．１１犅＋０．２４犆＋０．３６犃犅＋

０．３０犃犆＋０．１０犅犆－１．３９犃２－１．２１犅２－０．５１犆２。 （３）

　　咖啡生豆多糖提取工艺中各因素交互作用对咖啡生

豆多糖得率的交互作用和响应面图见图２。根据图２可
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表２　响应面试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号 Ａ Ｂ Ｃ 犢 多糖得率／％

１ ０ ０ ０ ９．９０２

２ ０ ０ ０ ９．９１１

３ １ ０ １ ８．２０８

４ １ １ ０ ６．９８６

５ ０ ０ ０ ９．９１９

６ ０ ０ ０ ８．８７５

７ １ －１ ０ ５．８７８

８ －１ －１ ０ ７．９５１

９ ０ －１ １ ８．１１４

１０ ０ －１ －１ ７．８２０

１１ ０ ０ ０ ９．９１２

１２ －１ １ ０ ７．６１７

１３ １ ０ －１ ７．１４２

１４ －１ ０ １ ７．８５９

１５ －１ ０ －１ ７．９９５

１６ ０ １ １ ８．３５８

１７ ０ １ －１ ７．６５６

知，Ａ 和 Ｂ、Ａ 和 Ｃ、Ｂ和 Ｃ均相互影响但交互作用不

显著。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ３ 个 因 素 的 响 应 面 法 优 化 结 果 为：Ａ

（５８．８２℃）、Ｂ（４５．５４ｍｉｎ）、Ｃ（２１．０２∶１）。根据实际控制

表３　咖啡生豆多糖得率方差分析结果


Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｇｒｅｅｎｃｏｆｆｅｅｂｅａｎｓ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 值 犘 值 显著性

回归模型 １９．６３ ９ ２．１８ １０．０１ ０．００３１ 显著

Ａ １．２９ １ １．２９ ５．９０ ０．０４５４ 显著

Ｂ ０．０９ １ ０．０９ ０．４２ ０．５３８３

Ｃ ０．４６ １ ０．４６ ２．１３ ０．１８８０

ＡＢ ０．５２ １ ０．５２ ２．３９ ０．１６６３

ＡＣ ０．３６ １ ０．３６ １．６６ ０．２３８８

ＢＣ ０．０４ １ ０．０４ ０．１９ ０．６７５２

Ａ２ ８．１５ １ ８．１５ ３７．４０ ０．０００５ 显著

Ｂ２ ６．１１ １ ６．１１ ２８．０６ ０．００１１ 显著

Ｃ２ １．１０ １ １．１０ ５．０７ ０．０５９１

残差 １．５２ ７ ０．２２


失拟项 ０．６７ ３ ０．２２ １．０３ ０．４６７８ 不显著

纯误差 ０．８６ ４ ０．２１

总差 ２１．１６ １６

　　犚２＝０．９２７９；犚２Ａｄｊ＝０．８３５３。

提取条件为：提取温度５９℃、提取时间４５ｍｉｎ、液料比

２１∶１（ｍＬ／ｇ）、浓缩体积１／８和乙醇体积分数７５％，进

行３次平行验证实验。结果显示该条件下，咖啡生豆多

糖平均得率９．５６％，相对误差０．０１６％。该优化条件可靠，

可作为咖啡生豆多糖的最佳提取条件。

图２　影响咖啡生豆多糖得率的三维曲面和等高线

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｇｒｅｅｎｃｏｆｆｅｅｂｅａｎｓ
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２．３　咖啡多糖结构特征分析

２．３．１　咖啡多糖红外光谱特征分析　如图３所示，咖啡

生豆多糖样品在３３００ｃｍ－１处有宽、强的 Ｏ—Ｈ伸缩振

动吸收峰；２９３４ｃｍ－１显示糖类甲基Ｃ—Ｈ伸缩振动吸收

峰；１６５６ｃｍ－１ 处 较 弱 的 糖 的 水 化 物 特 征 吸 收 峰；

１３９４ｃｍ－１处显示Ｃ!Ｏ和Ｃ—Ｈ基团的对称伸缩振动

吸收峰；１２７２，１１３１，１０７２ｃｍ－１处显示了α（１→６）糖苷

键的Ｃ—Ｏ—Ｃ、Ｃ—Ｏ—Ｈ 的伸缩振动吸收峰
［２３］。通过

解析，表明咖啡生豆多糖样品的红外光谱图呈现了典型

的多糖红外光谱特征［４］。

图３　咖啡生豆多糖红外光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｇｒｅｅｎ

ｃｏｆｆｅｅｂｅａｎｓ

２．３．２　咖啡多糖扫描电镜结果分析　如图４所示，５００倍

时，观察到紧致且凹凸不平的咖啡生豆多糖表面有褶皱

和大裂缝，表明多糖链已经形成［２４］。２０００倍时，可明显

观察到多糖表面的大量气孔和凹槽。１００００和２００００倍

时，可清晰观察到多糖紧致的表面和孔状形态。咖啡生

豆多糖所呈现出的表面形貌和微观结构特征可能与提取

方式、自身结构、冻干过程等因素有关［２５］。同时，也说明

咖啡生豆多糖是一类具有多孔结构的大分子物质。

图４　咖啡生豆多糖电子扫描电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｆｒｏｍｇｒｅｅｎｃｏｆｆｅｅｂｅａｎｓ

２．４　咖啡生豆多糖抗氧化活性

咖啡生豆多糖对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力见图５，

ＤＰＰＨ自由基清除能力随多糖浓度的增加而增强，ＩＣ５０

为２．３２ｍｇ／ｍＬ；ＦＲＡＰ 法 测 得 铁 还 原 能 力 为

０．９４８ｍｍｏｌＦｅ２＋／ｇＧＢＰ。氧化损伤与多种疾病密切相

关，多糖不仅具有抗氧化作用［２６］，还可以通过抗氧化作用

而发挥其他药效功能［２７］。

图５　咖啡生豆多糖ＤＰＰＨ自由基清除率

Ｆｉｇｕｒｅ ５ 　 ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｇｒｅｅｎｃｏｆｆｅｅｂｅａｎｓ

３　结论
咖啡豆作为咖啡的主要产品，广大消费者除关注其风味

和口感外，同样关注健康功能和价值。咖啡中含有丰富的活

性成分，这些成分显示了多样的生物活性。通过响应面优

化确定了水提咖啡生豆多糖的最佳条件为提取温度５９℃、

提取时间４５ｍｉｎ、液料比（犞水∶犿咖啡生豆）２１∶１（ｍＬ／ｇ）、浓

缩体积１／８及乙醇体积分数７５％，此条件下咖啡生豆多糖得

率为９．５６％。多糖对ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自由基清除能

力分别为２．３２ｍｇ／ｍＬ（ＩＣ５０）、０．０１１ｍｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／ｇＧＢＰ，

铁还原能力为０．９５ｍｍｏｌＦｅ２＋／ｇＧＢＰ。咖啡生豆多糖是

具有抗氧化活性的不规则孔状结构多糖，对其进行必要

的研究是进一步促进咖啡健康功能开发的关键，具有进

一步研究和开发的价值。
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