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柑橘皮渣中非水溶性抗氧化膳食纤维提取工艺优化
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摘要!用酶法提取榨汁后剩余柑橘皮渣中的非水溶性抗氧化

膳食纤维!

X'-,

#$并以提取物对
-HHJ

自由基的清除能力

作为抗氧化指标进行单因素和响应曲面优化试验%结果表

明"在料液比
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#$蛋白酶用量
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0皮

渣$淀粉酶作用温度
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$糖化酶作用温度
")b

条件下$所

提取的
X'-,

抗氧化效果最显著$为
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柑橘是世界第一大+中国第二大水果&在柑橘加工过程

会生成
)%M

"

*%M

的皮渣副产物%其中橘皮!黄皮层和白皮

层#几乎为全果的
$*M
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&膳食纤维!

@37>2G

P

S3Q7G
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#凭借

其特殊的结构组成和生理功效得到了学术界的广泛关注&

作为人体必不可少的0第七营养素1%膳食纤维因其丰富而独

特的性质备受关注)

$

*

&然而%尽管诸多学者有研究果蔬!柑

橘#

)

#C)

*以及粮食谷物)

*C"

*中的膳食纤维提取%但是均以提

取率为最终的指标%而忽略了膳食纤维中多酚物质所赋予其

的抗氧化性&据报道)

(C!

*

%柑橘果皮中的膳食纤维中含有丰

富的生物活性物质%主要包括酚酸和黄酮类化合物等自然抗

氧化物质&
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*基于此提出了一个新概念'''

抗氧化膳食纤维!
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#%即大量天

然抗氧化剂结合到
-,

基质中的产物&

'-,

按水中溶解性

的不同分为水溶性膳食纤维!
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#和非水溶性膳食纤维!

38<B4;Q4728>3B_3@28>@30

7>2G

P

S3Q7G

%

X'-,

#%其中
X'-,

中富含黄酮类!花色素苷+黄

烷+黄酮+黄酮醇+黄烷醇#+酚酸!没食子酸+阿魏酸#以及缩

合单宁!聚合的原花色素和高分子量水解鞣质#等天然抗氧

化成分)
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&目前%植物性膳食纤维已被证实具有显著的

抗氧化活性)

&#

*

%并且已广泛应用于食品保鲜与功能食品研

发等领域)

&)C&*

*

&国外对于抗氧化膳食纤维的研究多集中于

葡萄皮渣)

&%

*和芒果皮渣)

&"

*的应用研究%而有关柑橘皮渣中

'-,

的报道较少&从国内的研究情况来看%已有学者探讨

了植物性食品中膳食纤维的抗氧化活性)

&)

*

%但
'-,

这一概

念仅在谌小立等)

&#

*综述中有提出%而针对柑橘皮渣中
X'-,

的研究暂未查阅到&此外%关于
X'-,

的提取%国内外学者

多以提取率为指标%而本试验以
X'-,

的抗氧化性为基准%

对
X'-,

的提取方法进行优化%具有一定的创新性&本研究

拟从
'-,

角度出发%以
-HHJ

清除率为指标初步确定

X'-,

的提取工艺%并通过单因素试验和响应曲面试验优化

提取工艺%以期为日后柑橘皮渣中
X'-,

的成分测定+提取

利用及功能研究提供依据和参考&
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材料与方法

&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

材料与试剂

柑橘皮渣"重庆市柑橘研究所$

!

0

淀粉酶!中温#"酶活
&*%%V

(

9

%北京奥博生物技术有

限公司$

&*&



酸性 蛋 白 酶 和 糖 化 酶"酶 活 分 别 为
#

万
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和
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万
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(

9

%上海博蕴生物科技有限公司$

&

%

&0

二苯基苦基苯肼!

-HHJ

#"分析纯%美国
F3

9

12

公司$

甲醇+

JL4

+丙酮+无水乙醇+

E2

$

L[

#

+

E2[J

+

E2

$

JH[

)

和
E2J

$

H[

)

"分析纯%成都市科龙化工试剂厂&

&?&?$

!

主要仪器设备

数显恒温磁力搅拌器"

!*0$

型%金坛市易晨仪器制造有

限公司$

台式离心机"

RWK0&"W

型%上海安亭科学仪器厂$

循环水式多用真空泵"

FJN0XXX

型%郑州长城科工贸有限

公司$

鼓风烘箱"

-JW0.$)%'

型%上海一恒科技有限公司$

可见分光光度计"

($$

型%上海现科分光仪器有限公司$

电热恒温水浴锅"

JgF0$"

型%上海齐欣科学仪器有限

公司$

旋转蒸发器"

Z/0*$.!

型%上海亚荣生化仪器厂&

&?$

!

试验方法

&?$?&

!

柑橘皮渣预处理
!

将柑橘皮渣切碎!

&A1`&A1

#%

!%b

烫漂
#%<

%离心脱水后%于
"*b

鼓风烘箱内干燥
)!6

&

干燥后的皮渣用粉碎机粉碎%过
"%

目筛%密封于塑料袋中%

置于阴凉干燥处备用&

&?$?$

!

柑橘皮渣化学组成的测定

!

&

#水分"参照文献)

&(

*&

!

$

#总灰分"参照文献)

&!

*

&C$

&

!

#

#脂类"参照文献)

&!

*

)#C)"

&

!

)

#粗蛋白"参照文献)

&!

*

#)C)$

&

!

*

#可溶性糖"参照文献)

&.

*&

!

"

#可提多酚"根据
Fq8A6750'4B8<B

等)

&%

*方法%修改如

下"样品液的制备"称取
&?%%%%

9

柑橘皮渣粉!干重#%加入

)%1K

甲醇(水!体积比
&

&

&

#%用
JL4

!

#1B4

(

K

#调
I

J

至

$?%

&将混合体系在室温搅拌
&6

%之后以
$*%%`

9

离心

&%138

%收集上清液&向所得残渣中加入
)%1K

丙酮(水!体

积比
(

&

#

#%在室温下振荡
&6

%再以
$*%%̀

9

离心
&%138

%

重复两次操作&将所得上清液合并%于
*%b

旋转蒸发%冷冻

干燥后溶解于
&%1K

无水乙醇&

多酚的测定"取样品液
%?&1K

%加入
$1K

蒸馏水和

&1K,B4380L3BA24>7;

试剂!稀释
&%

倍#%室温静置
"138

后%

向混合体系中加入
%?.1K(*1

9

(

1K

的
E2

$

L[

#

溶液%定容

至
&%1K

&混合体系静置
$6

后%于波长
(*%81

处测定吸光

值%用蒸馏水作为空白对照&总多酚的量用没食子酸当量

!

W'/

%

1

9

(

9

.干重#来表示&

!

(

#水溶性膳食纤维"参照
'['L

法)

$%

*

&

!

!

#非水溶性抗氧化膳食纤维的制备"参照
J2<<28

等)

$%

*方法%修改如下"称取脱脂的干燥样
&?%%%%

9

%溶于

*%1K

I

J"?%

!

%?$1B4

(

K

#的
HNF

中%加入
%?$1K

的
!

0

淀粉

酶溶液!

*%1

9!

0

淀粉酶溶解于
&1K

I

J"?%

的
HNF

中#%盖

上铝箔%于
"%b

磁力搅拌
&*138

%然后从水浴中移出%冷却

到室温&用
%?#$*1B4

(

K

的盐酸调节混合体系
I

J

至
$?%

"

#?%

%加入
%?$1K

的蛋白酶溶液!

*%1

9

蛋白酶溶解于
&1K

I

J"?%

的
HNF

中#%盖上铝箔%于
#!b

磁力搅拌
%?*6

%去除

样品中的蛋白质&待样品冷却至室温%用
%?$(*1B4

(

K

的

E2[J

!约
&%1K

#将上述溶液
I

J

调节至
)?%

"

)?*

%加入

%?#1K

(

9

糖化酶溶液
&1K

%

"%b

水浴
#%138

%将所得的混

合体系过滤%过滤后所得的残渣分别用蒸馏水+丙酮洗涤%于

&%*b

烘至恒重即可!最终的结果应当用样品中残留的不能

消化的蛋白质的含量和灰分的含量进行校正%总膳食纤维是

消化后的残留物的质量减去不能消化的蛋白质和灰分质量

的差值#&

&?$?#

!

单因素试验

!

&

#

!

0

淀粉酶作用时间"考察
!

0

淀粉酶作用时间分别为

*

%

&%

%

&*

%

$%

%

$*138

时%对
X'-,

抗氧化性的影响&其他反

应条 件 为"料 液 比
*%

&

&

!

1K

(

9

#%

!

0

淀 粉 酶 溶 液 用 量

%?&1K

(

9

.皮渣%

!

0

淀粉酶作用温度
"%b

%用
JL4

调节
I

J

至
$?%

"

#?%

%蛋白酶溶液用量
%?&1K

(

9

.皮渣%

#! b

水浴

#%138

%

E2[J

调节溶液
I

J

至
)?$

"

)?"

%糖化酶溶液

%?#1K

(

9

%

"%b

水浴
#%138

&

!

$

#蛋白酶作用时间"考察
#!b

蛋白酶作用时间分别

为
*

%

&%

%

&*

%

$%

%

$*138

时%对
X'-,

抗氧化性的影响&

!

0

淀

粉酶作用时间为
&*138

%其他反应条件同
&?$?#

!

&

#&

!

#

#糖化酶作用时间"考察
"%b

糖化酶作用时间分别

*

%

&%

%

&*

%

$%

%

$*138

时%对
X'-,

抗氧化性的影响&蛋白酶

用作用时间为
&%138

%其他反应条件同
&?$?#

!

$

#&

!

)

#

!

0

淀粉酶溶液用量"考察
!

0

淀粉酶溶液用量分别为

%?%*

%

%?&%

%

%?&*

%

%?$%

%

%?$*1K

(

9

.皮渣时%对
X'-,

抗氧化

性的影响&糖化酶作用时间为
&% 138

%其他反应条件同

&?$?#

!

#

#&

!

*

#酸性蛋白酶溶液用量"考察蛋白酶溶液用量分别为

%?%*

%

%?&%

%

%?&*

%

%?$%

%

%?$*1K

(

9

.皮渣时%对
X'-,

抗氧化

性的影响&

!

0

淀粉酶溶液用量为
%?&1K

(

9

.皮渣%其他反应

条件同
&?$?#

!

)

#&

!

"

#糖化酶用量"考察糖化酶溶液用量分别为
%?%*

%

%?&%

%

%?&*

%

%?$%

%

%?$*1K

(

9

.皮渣时%对
X'-,

抗氧化性的影

响&酸性蛋白酶溶液用量为
%?$%1K

(

9

.皮渣%其他反应条

件同
&?$?#

!

*

#&

!

(

#料液比"考察料液比分别为
#%

&

&

%

#*

&

&

%

)%

&

&

%

)*

&

&

%

*%

&

&

!

1K

(

9

#时%对
X'-,

抗氧化性的影响&糖化酶

溶液用量为
%?&*1K

(

9

.皮渣%其他反应条件同
&?$?#

!

"

#&

!

!

#

!

0

淀粉酶作用温度"考察
!

0

淀粉酶作用温度分别为

*%

%

**

%

"%

%

"*

%

(%b

时%对
X'-,

抗氧化性的影响&其他反应

条件同
&?$?#

!

(

#%料液比为
#*p&

!

1K

(

9

#&

!

.

#糖化酶作用温度"考察糖化酶作用温度分别为
*%

%

**

%

"%

%

"*

%

(%b

时%对
X'-,

抗氧化性的影响&

!

0

淀粉酶作

用温度为
"*b

%其他反应条件同
&?$?#

!

!

#&

&?$?)

!

试验优化设计
!

采用中心组合试验设计!

A78>G24

AB1

I

B<3>7@7<3

9

8

%

LL-

#原理%结合单因素试验结果%以抗氧

化性为响应值%对
!

0

淀粉酶溶液用量+

!

0

淀粉酶作用时间+蛋

白酶作用时间+糖化酶溶液用量和糖化酶作用时间进行优化&

$*&

提取与活性
!

$%&"

年第
!

期



在
!

0

淀粉酶用量!

%?&1K

(

9

.皮渣#与作用时间!

&*138

#+蛋白

酶作用时间!

&%138

#+糖化酶用量!

%?&*1K

(

9

.皮渣#与作用

时间!

&%138

#固定条件下%考察料液比+酸性蛋白酶用量+淀

粉酶作用温度+糖化酶作用温度对
-HHJ

自由基清除率的

影响&

&?$?*

!

非水溶性抗氧化膳食纤维对
-HHJ

.的清除能力

采用以下基于固体粉末抗氧化测定的方法对
X'-,

中

结合态多酚的抗氧化性进行评价&试验均以溶于乙醇的

RGB4B_

溶液作为标准物绘制标准曲线&样品抗氧化能力用

RGB4B_

等价抗氧化能力!

RGB4B_7

O

;3T2478>28>3B_3@28>A20

I

2A3>

P

%

R/'L

#表示%即
RGB4B_

#

1B4

(

9

X'-,

!干重#%乙醇作

为空白对照&

测定方法根据
F7G

I

78

等)

$&

*报道%修改如下"取
&%1

9

X'-,

%加入
&?(1K-HHJ

.试剂以进行反应)

%?%$)1

9

(

1K

的
-HHJ

乙醇!

.*M

#溶液*&测定操作以
-HHJ

.的加入为

起始%待混合物反应
%

%

&*

%

$*138

时分别振荡
#138

%使得样

品与
-HHJ

试剂充分反应&将该混合物以
.$%%`

9

离心

$138

%收集上清液于
(#)81

处比色%测定吸光值&测定总

时间准确控制为
#%138

&

&?$?"

!

数据处理
!

用
FHFF&"?%

和
-7<3

9

8/_

I

7G>(?&

进行数

据分析&方差分析!

H

%

%?%*

为显著差异#%用
R;Gh7

P

6

<JF-

进行分析%数据以平均值
e

标准偏差表示&

$

!

结果与讨论

$?&

!

柑橘皮渣中的化学成分

由表
&

可知%柑橘皮渣中总可提取酚含量有!

$?*"e

%?%#

#

M

%可溶性糖含量约占
#*M

%基本与前人结果一致&膳

食纤维含量近
!%M

%其中可溶性膳食纤维略高于王菁等)

$$

*

的研究结果%可能是此次试验材料不是纯的柑橘皮%还包括

榨汁后的瓤肉&

表
&

!

柑橘皮渣中的化学成分

R2Q47&

!

LB1

I

B878><BSBG28

9

7

I

B12A7

#

*c#

$

M

成分 含量 成分 含量

灰分
#?%"e%?%"

总多酚
$?*"e%?%#

脂肪
$?.#e%?&*

可溶性膳食纤维
)%?*)e%?"*

粗蛋白
%?&*e%?%&

不溶性膳食纤维
#!?*)e%?#.

可溶性糖
#)?*!e%?)$

总膳食纤维
(.?&%e%?.%

$?$

!

优化试验结果

根据单因素试验结果%按照中心组合试验设计%设定不

同料液比+蛋白酶加入量+淀粉酶作用温度以及糖化酶作用

温度!见表
$

#%进行四因素五水平的优化试验%结果见表
#

&

对表
#

数据进行多元回归拟合%获得抗氧化性!

%

#的二次多

项回归方程为"

%c#?&(f%?$$R

&

f%?$)R

$

f%?#)R

#

C%?%"$R

)

C

%?&)R

&

R

$

C%?#!R

&

R

#

f%?&.R

&

R

)

f%?%((R

$

R

#

f%?&&R

$

R

)

C%?)!R

#

R

)

C%?$*R

$

&

C%?$(R

$

$

C%?$*R

$

#

C%?*!R

$

)

&

!

&

#

表
$

!

中心组合设计因素水平表

R2Q47$

!

,2A>BG<28@47T74<BSA78>G24AB1

I

B<3>7@7<3

9

8

水平
m

&

料液比

!

1K

(

9

#

m

$

酸性蛋白酶添

加量(!

1K

.

9

C&

#

m

#

淀粉酶作

用温度(
b

m

)

糖化酶作

用温度(
b

C$ #&

&

& %?&" "& "&

C& ##

&

& %?&! "# "#

% #*

&

& %?$% "* "*

f& #(

&

& %?$$ "( "(

f$ #.

&

& %?$) ". ".

表
#

!

抗氧化性的中心组合试验方案与结果

R2Q47#

!

L78>G24AB1

I

B<3>7@7<3

9

828@G7<;4><BS

28>3B_3@28>2A>3T3>

P

试验号
m

&

m

$

m

#

m

)

R/'L

(!

&%

C$

11B4

RGB4B_

.

9

C&

X'-,

#

& C& C& C& C& %?.!(##$

$ & C& C& C& &?&$(%).

# C& & C& C& &?#%)%$)

) & & C& C& &?$&%!(.

* C& C& & C& $?!%#"*&

" & C& & C& $?"&(#"$

( C& & & C& $?!)%.%.

! & & & C& $?)((")*

. C& C& C& & %?(!$)&)

&% & C& C& & #?%!#%!*

&& C& & C& & &?&")#%(

&$ & & C& & $?!!()!&

&# C& C& & & &?&#"#")

&) & C& & & &?%!%)((

&* C& & & & $?(*(%(.

&" & % % % &?#!(!*)

&( C$ % % % &?$.)(%.

&! $ % C& % $?.$)(#.

&. % C$ % % &?&!$.#"

$% % $ % % $?!#&*.*

$& % % C$ % &?&.$$*%

$$ % % $ % $?...$**

$# % % % C$ %?!!)!(#

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

$* % % % % $?.!%"$"

$" % % % % $?."&..(

$( % % % % #?$".#()

$! % % % % #?%"))*"

$. % % % % #?"*&$"(

#% % % % % #?%"))*"

!!

由方差分析可知%模型的
H

值极显著&拟合不足!

K2Ah

BS,3>

#检验的
Hc%?%*."

!

H

)

%?%*

#%模型失拟不显著%未知

#*&

第
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因素对试验结果干扰小&且
H

$

c!(?(!M

说明模型拟合程度

良好%试验误差小%模型选择合适&由此可用该模型来分析

和预测不同反应条件下所制备的
X'-,

的抗氧化性&由表
)

可知%方程中
m

#

+

m

&

m

#

+

m

#

m

)

+

m

$

$

+

m

$

)

对
-F

的影响极显著

!

H

%

%?%&

#%

m

&

+

m

$

+

m

$

&

+

m

$

#

对
-F

的影响显著!

H

%

%?%*

#%说明

该设计中因素对响应值的影响不是简单的线性关系%交互项

和二次项都有显著影响&

!!

由图
&

!

2

#可知%在料液比小于
#*?(

&

&

!

1K

(

9

#时%随着

料液比的增加%产品抗氧化性
X'-,

的抗氧化性增加&当料

液比大于
#*?(

&

&

!

1K

(

9

#以后%抗氧化性随着其用量增加有

降低的趋势&同时%随着蛋白酶量的增加%更有利于
X'-,

的提取%但当酶加入过多时!

)

%?$&1K

(

9

.皮渣#%抗氧化性

出现下降的趋势&

由图
&

!

Q

#可知%当料液比一定时%淀粉酶作用温度的升

高能够促进所提
X'-,

的抗氧化性$当淀粉酶作用温度一定

时%随着料液比的增加%所提
X'-,

的抗氧化性明显增高&

在料液比
#)?"!

&

&

!

1K

(

9

#%淀粉酶作用温度达
""?"b

时%

X'-,

的
-HHJ

.清除率出现最大值&

由图
&

!

A

#可知%当料液比一定时%随着糖化酶作用温度

的升高%所提
X'-,

的抗氧化性呈上升趋势$但温度过高后%

可能会导致
-,

中的抗氧化物质如酚类被溶出%或者所提

X'-,

中的结合酚被破坏&

图
&

!

料液比(蛋白酶用量(淀粉酶作用温度(糖化酶作用温度交互响应面图
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表
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抗氧化性的二次响应模型方差分析k
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值
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&
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#?#& &* %?$$

"""""""""""""""""""""""

失拟
$?.( &% %?#% #?"& %?%*."

纯误差
%?#) * %?%".

总变异
$(?&$ $.

!

k

!$$

为差异极显著!

H

%

%?%&

#$

$

为差异显著!

H

%

%?%*

#&

!!

由图
&

!

@

#可知%当淀粉酶作用温度控制在
""?*b

以下

时%提高蛋白酶加入量%

X'-,

的抗氧化性有上升的趋势%当

蛋白酶用量过高%会阻碍所提
X'-,

抗氧化性的发挥&

由图
&

!

7

#可知%当蛋白酶加入量一定时%随着糖化酶作

用温度的增加%能够有效地提取
X'-,

%并且很可能对其结合

的酚类等抗氧化物质起到活化作用&

由图
&

!

S

#可知%淀粉酶作用温度一定时%随着糖化酶作

用温度的升高%

X'-,

的抗氧化性上升&当淀粉酶的作用温

度约在
"(b

%糖化酶作用温度约在
")b

时%

X'-,

的
-HHJ

清除率出现最大值&

利用
-7<3

9

8/_

I

7G>(?%

软件进行工艺参数的优化%得优化

条件为"料液比
##?*!

&

&

!

1K

(

9

#%蛋白酶用量
%?$&1K

(

9

.皮

渣%淀粉酶作用温度
"(b

%糖化酶作用温度
")b

&对此优

化结果进行验证实验%测得产品抗氧化性为
#?*$% 11B4

RGB4B_

(

&%%

9

X'-,

%与预测值!

#?**" 11B4RGB4B_

(

&%%

9

X'-,

#基本一致%再次验证了回归方程的正确性!相对误

差
&M

#&

'-,

的抗氧化性主要依赖于其中所含的多酚类物质%这

些多酚物质分为可提取多酚!

/HH

#和不可提取多酚!

E/HH

#%

其中
/HH

较易提取%且具有很强的抗氧化活性)

&%

*

%而
E/HH

一般与膳食纤维+细胞壁+蛋白质结合紧密%难溶于有机溶剂

和水&多数学者)

(

%

$#

*将抗氧化膳食纤维的抗氧化功能归结于

其中的
/HH

%但也有学者)

&$

*通过研究其中的
E/HH

发现%

E/HH

猝灭过氧化自由基方面比单体酚有效
&*

"

#%

倍&目前

来讲%文献对
/HH

和
E/HH

活性的报道不完全一致%推测其原

因可能是与其中所含酚类的种类和含量有关&

#

!

结论
酶法能够有效提取柑橘皮渣中的

X'-,

&优化试验表明

料液比
##?*!

&

&

!

1K

(

9

#%蛋白酶用量
%?$&1K

(

9

.皮渣%淀

粉酶作用温度
"(b

%糖化酶作用温度
")b

条件下%所提取

的
X'-,

抗氧化效果最显著%为
#?*$%11B4RGB4B_

(

&%%

9

X'-,

&该研究从0

'-,

1这一概念出发%以
X'-,

的抗氧化性

为指标进行工艺优化%此内容尚未见有报道&因此%本课题

的研究将为包括柑橘皮渣在内的植物性食品中
X'-,

及其

产品的研发+应用与推广提供理论参考和创新依据&除此之

外%由于柑橘皮渣中
X'-,

抗氧化活性可能与其中所含的酚

类以及吸附螯合有机物的理化特性相关%具体的作用机理也

将是日后进一步研究的方向&
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