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超声辅助提取血柚皮多糖工艺优化

及其对自由基的清除作用

陈文娟1,陈建福2

(1. 漳州城市职业学院食品工程系,福建 漳州 363000)
(2. 福州大学化学化工学院,福建 福州 350108)

[摘要] 摇 以漳州血柚皮为原料,采用超声波辅助热浸提法对血柚皮多糖进行提取,并以苯酚—硫酸法测定多糖

提取率. 分别对超声功率、超声温度、料液比、超声时间进行单因素和正交试验,并通过极差、方差分析对提取过

程显著影响提取率的因素进行统计分析. 结果表明,超声波辅助热浸提取血柚皮中多糖的最佳工艺条件为:超声

功率 80 W、超声温度 65 益 、料液比 1 颐30、超声时间 70 min. 该工艺条件下血柚皮多糖的提取率为 18. 51% ,该方

法的提取率比无超声波辅助的热浸提法提高了 2. 24% . 以抗坏血酸为对照,考察了其羟自由基清除能力、DPPH
自由基清除能力以及超氧阴离子自由基清除能力,结果显示,多糖对自由基的清除能力很强,但其对各自由基的

清除能力均小于抗坏血酸. 表明血柚皮多糖作为天然的抗氧化剂有一定的应用前景.
[关键词] 摇 血柚皮,多糖,超声波辅助,自由基清除

[中图分类号]R284. 2;O636. 1;TS201摇 [文献标志码]A摇 [文章编号]1001-4616(2014)01-0141-06

Optimization of Ultrasonic鄄Assisted Extracting and Free Radicals
Scavenging of Polysaccharides from Blood Pummelo Peel
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Abstract:The polysaccharides from blood pummelo peel was abstracted by ultrasonic鄄assisted heat extraction,and the
extraction yield was measured by coloration method with phenol鄄sulfuric acid. The effects of extraction yield on the
parameters including ultrasonic power,ultrasonic temperature,material鄄to鄄liquid ratio,ultrasonic time were investigated
by single factor test and orthogonal array design methods. And the notability difference was analyzed with the statistic
method of range and variance. Results showed that the optimal conditions were as follows:ultrasonic power was 80 W,
ultrasonic temperature was 65 益 ,material鄄to鄄liquid ratio was 1 颐30,ultrasonic time was 70 min. The extraction yield of
the polysaccharides from blood pummelo peel was reached up to 18. 51% and it increased 2. 24% compared to the heat
extraction without ultrasonic鄄assisted. Hydroxyl radical scavenging ability,DPPH scavenging ability and reducing capacity
of polysaccharide were studied by taking ascorbic acid as a referential substance. The result showed that it had good free
radicals scavenging activity,however,weaker antioxidant activity than ascorbic acid. These results clearly established the
possibility that polysaccharide from blood pummelo peel should be effectively employed as the type of natural antioxidant.
Key words:blood pummelo peel,polysaccharides,ultrasonic鄄assisted,free radicals scavenging

红肉蜜柚是由漳州平和琯溪蜜柚品种芽变株系选育而成的,其肉色血红,故坊间将其形象地称之为

“血柚冶 . 随着血柚年产量的增加,占整个血柚 40%的血柚皮等废弃物量也逐年增多,血柚皮中除含有多种

人体必需的营养素外,还含有多糖、黄酮等多种可抗病毒、抗过敏、抗氧化、抗衰老的非营养性、生理活性物

质[1] . 植物多糖具有多种生理功能,且种类繁多,来源广泛,已成为食品领域研究的热点[2-4] . 提取多糖的
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方法有多种,传统的热水浸提法操作简单,但提取时间长、能耗高,且提取率低[5] . 超声波具有空化作用,
能产生强烈的搅拌、振动,加速细胞结构的破坏,促进细胞与溶剂间的渗透和毛细血管效应[6,7],有效地提

高了生物活性物质溶出的效率. 本文以血柚皮为原料,采用超声波辅助热浸提法对血柚皮多糖进行提取,
并对提取工艺参数进行优化,优选出超声波辅助热浸提取血柚皮多糖的最佳提取工艺,并对多糖体外抗自

由基作用进行了评价,以期为血柚皮深加工及资源化利用提供依据.

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

UV-2000 型紫外可见分光光度计,尤尼柯(上海)仪器有限公司;DSA100-GL2 型超声波清洗仪,德森

精工有限公司;FD-1C-80 冷冻干燥机,北京博医康实验仪器有限公司;Q-250B3 型万能粉碎机,永康哈

瑞工贸有限公司;SHZ鄄D 循环水式真空泵,郑州长城科工贸有限公司;旋转蒸发仪,上海亚荣生化仪器厂;
电子天平,赛多利斯科学仪器有限公司.

羟自由基测定试剂盒,抗超氧阴离子自由基与产生超氧阴离子自由基试剂盒,南京建成生物工程研究

所;1,1-二苯基-2-苦肼自由基(DPPH·),美国 Sigma 公司;浓硫酸、苯酚、石油醚、无水乙醇、乙醚、葡萄

糖、正丁醇、氯仿等均为分析纯.
血柚皮:漳州市售平和琯溪血柚.

1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 血柚皮多糖的提取工艺

将市场采购的血柚剥皮,自然晾干,于 50 益干燥箱中干燥至恒重,冷却,粉碎,过 100 目筛备用. 准确

称取一定量的血柚皮置于装有冷凝管的 250 mL 三角烧瓶中并加入一定量的水,将其置于可恒温的超声波

仪器中,按工艺条件进行恒温提取,之后加入 Sevage 试剂(正丁醇 颐氯仿=1 颐4)混合震荡 30 min,离心除去

蛋白及有机溶剂,后抽滤,滤液于旋转蒸发仪中浓缩,冷冻干燥得血柚皮多糖.
1. 2. 2摇 多糖含量的测定

采用苯酚—硫酸法[5]测定血柚皮中多糖的含量,以葡萄糖为标准样品.
1. 2. 3摇 血柚皮多糖的清除自由基能力

1. 2. 3. 1摇 DPPH自由基清除能力[8]

用无水乙醇将 DPPH·配制成 1. 3伊10-3 mol / L 的母液,使用时用无水乙醇稀释 20 倍,浓度为 65 滋mol / L.
取 2 mL 样品溶液,加入 65 滋mmol / L DPPH·乙醇溶液 2 mL,室温下避光静置 30 min 后,于 517 nm 处测吸

光度.
DPPH 自由基清除率按以下公式计算:

清除率=[1-(Ai-A j) / A0]伊100% .
式中,A0:2. 0 mL DPPH·溶液+2. 0 mL 无水乙醇的吸光值;
Ai:2. 0 mL DPPH·溶液+2. 0 mL 样品液的吸光值;
A j:2. 0 mL 无水乙醇+2. 0 mL 样品液的吸光值.

1. 2. 3. 2摇 超氧阴离子自由基清除能力

按照试剂盒说明书依次加入试剂和一定浓度的多糖(抗坏血酸)乙醇液、混匀,37 益恒温 40 min,加入

显色剂和三氯甲烷,混匀,3 500 r / min 离心 10 min,吸取上清液于 550 nm 处测定吸光度,以蒸馏水代替样

品为空白,试验重复 3 次,取平均值.
超氧阴离子自由基清除率按以下公式计算:

清除率=对照管 OD-测定管 OD
对照管 OD 伊100% .

1. 2. 3. 3摇 羟自由基清除能力

按照试剂盒说明书加入试剂,37 益预热 3 min,加入一定浓度的多糖(抗坏血酸)乙醇液、应用液,混
匀,37 益反应 1 min 后立即加入显色剂,混匀,室温放置 20 min,用分光光度计在波长 550 nm 处测定吸光

度,以蒸馏水代替样品为空白,试验重复 3 次,取平均值.
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羟自由基清除率按以下公式计算:

清除率=对照管 OD-测定管 OD
对照管 OD 伊100% .

2摇 结果与讨论

2. 1摇 影响血柚皮多糖提取率的单因素试验

2. 1. 1摇 超声功率对多糖提取率的影响

超声波具有空化效应,能产生强烈的振动,使组织中细胞膜的结构受到破坏,减少了溶剂和组织细胞

之间的传质阻力,加速细胞中多糖分子的溶出. 固定超声温度 70 益,料液比 1 颐30,超声时间 80 min,考察

超声功率对血柚皮中多糖提取率的影响,如图 1 所示,随着超声波功率的提高,血柚皮中多糖提取率逐渐

增大,当超声波功率达到 80 W 时,多糖提取率达到最大,超过 80 W 以后,多糖提取率又开始下降. 这是因

为超声功率较小时,空化作用小,提取率较小,随着超声功率的增大,超声波的空化作用增强,植物组织细

胞膜更容易破裂,加速了血柚皮颗粒与溶剂之间的扩散,使得多糖更容易溶出,但当超声波功率大于 80 W
后,过高的超声波功率引起局部溶液瞬时升温过热,造成了部分多糖分子结构的断裂[9],反而使其提取率

降低. 因此最佳的超声波功率选择为 80 W.
2. 1. 2摇 超声温度对多糖提取率的影响

超声温度对多糖的提取率有着重要的影响,温度的升高能降低反应体系中溶剂的表面张力和黏度,能促

使溶剂的蒸气压升高,使得超声波更容易产生空化效应,从而使血柚皮颗粒内部的多糖物质更容易溶出.
固定超声功率 80 W,料液比 1 颐30,超声时间 80 min,考察超声温度对血柚皮中多糖提取率的影响,如

图 2 所示,随着超声温度的增加,多糖提取率增大,当超声温度超过 70 益时,多糖提取率反而降低. 这是因

为随着温度的升高,血柚皮颗粒逐渐发生变形和软化,溶剂分子的热效应加速,使得溶剂进入血柚皮颗粒

内部与多糖物质接触的机会和次数增加,提高了多糖的渗透力和溶解力,使多糖更容易充分地释放[10] . 但
是当温度超过 70 益时,温度过高,在温度和超声波的共同作用下,多糖的热不稳定及降解性更加地明显,
从而导致了血柚皮中多糖提取率的减少. 因此最佳的超声温度选择为 70 益 .

图 1摇 超声功率对多糖提取率的影响

Fig. 1摇 Effect of ultrasonic power on extraction
yield of polysaccharides

图 2摇 超声温度对多糖提取率的影响

Fig. 2摇 Effect of ultrasonic temperature on extraction
yield of polysaccharides

2. 1. 3摇 料液比对多糖提取率的影响

固定超声功率 80 W,超声温度 70 益,超声时间 80 min,考察料液比对血柚皮中多糖提取率的影响,如
图 3 所示,随着料液比的增加,多糖提取率增大,当料液比超过 1 颐30 后,多糖提取率反而降低,这是因为料

液比较小时,溶剂量较少,溶剂中多糖溶解量较大,柚皮颗粒两相界面浓度差小,扩散阻力大,多糖溶出率

较小;随着料液比的增大,血柚皮与溶剂边界层接触面浓度差增大,增加了溶出传质推动力,有利于多糖分

子的传质扩散. 而当料液比超过 1 颐30 后,多糖提取率反而降低,是因为溶剂用量过大,溶剂对超声波有一

定的吸收损耗,导致血柚皮颗粒对超声波的能量吸收减少,破壁不完全,多糖难以溶出,且溶液体积过大不

利于后续的浓缩和醇沉,使得提取成本增加[6] . 因此最佳的料液比选择为 1 颐30.
2. 1. 4摇 超声时间对多糖提取率的影响

固定超声功率 80 W,超声温度 70 益,料液比 1 颐30,考察超声时间对血柚皮中多糖提取率的影响,如
图 4 所示,随着超声时间的增加,多糖提取率增大,当超声时间超过 80 min 时,多糖的提取率反而降低. 这
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是因为反应开始时,随着超声时间的延长,血柚皮颗粒破碎程度增强,颗粒内部的多糖更加充分地溶出,当
超声时间达到 80 min 时,多糖提取率达到最大,此后,多糖提取率又开始下降,这是因为过长时间的超声

与加热,颗粒内大量粘性物质溶出,使溶剂中杂质增多,黏度增大,影响了多糖类物质的溶出,且长时间的

超声会使部分多糖分子链断裂成小分子[11,12],加大醇沉过程的损失,从而造成多糖提取率的下降. 因此最

佳的超声时间选择为 80 min.

图 4摇 超声时间对多糖提取率的影响

Fig. 4摇 Effect of ultrasonic time on extraction
yield of polysaccharides

图 3摇 料液比对多糖提取率的影响

Fig. 3摇 Effect of solid鄄liquid ratio on extraction
yield of polysaccharides

表 1摇 正交实验因素水平表 L16(45)

Table 1摇 Factor levels of orthogonal experiments L16(45)

水平
因素

A
超声功率 / W

B
超声温度 / 益

C
料液比

D
超声时间 / min

1 100 75 1 颐20 60
2 90 70 1 颐25 70
3 80 65 1 颐30 80
4 70 60 1 颐35 90

2. 2摇 正交试验优选血柚皮多糖提取工艺

在单因素实验的基础上,采用 L16(45)正

交表进行正交试验,以超声功率、超声温度、料
液比、超声时间为试验因素,每个因素取 4 个

水平进行优选,以多糖提取率为考察指标,并
进行极差和方差分析确定超声波提取血柚皮

多糖的最佳工艺参数,其结果见表 1 ~ 3.
表 2摇 多糖提取工艺正交试验结果

Table 2摇 Orthogonal array design matrix and results

序号
A

超声功率 / W
B

超声温度 / 益
C

料液比
D

超声时间 / min
E

空列
多糖提取率 / %

1 1 1 1 1 1 12. 94
2 1 2 2 2 2 17. 06
3 1 3 3 3 3 18. 20
4 1 4 4 4 4 16. 13
5 2 1 2 3 4 13. 95
6 2 2 1 4 3 14. 81
7 2 3 4 1 2 18. 15
8 2 4 3 2 1 17. 44
9 3 1 3 4 2 16. 29
10 3 2 4 3 1 17. 29
11 3 3 1 2 4 18. 40
12 3 4 2 1 3 17. 47
13 4 1 4 2 3 14. 19
14 4 2 3 1 4 17. 01
15 4 3 2 4 1 17. 99
16 4 4 1 3 2 14. 44
K1 64. 33 57. 37 60. 59 65. 57 65. 66
K2 64. 35 66. 17 66. 47 67. 09 65. 94
K3 69. 45 72. 74 68. 94 63. 88 94. 67
K4 63. 63 65. 48 65. 76 65. 22 65. 49
軈K1 16. 08 14. 34 15. 15 16. 39 16. 41
軈K2 16. 09 16. 54 16. 62 16. 77 16. 48
軈K3 17. 36 18. 18 17. 23 15. 97 16. 17
軈K4 15. 91 16. 37 16. 44 16. 30 16. 37
R 1. 45 3. 84 2. 09 0. 80 0. 32

摇 摇 由表 2 的极差分析结果可知,影响血柚皮中多糖提取工艺各影响因素的主次关系为:B>C>A>D,即超

声温度>料液比>超声功率>超声时间,最佳工艺为 B3C3A3D2,即超声温度 65 益、料液比 1 颐30、超声功率

80 W、超声时间 70 min. 将结果进一步进行方差分析,其结果如表 3 所示,超声温度和料液比均有极显著
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差异(F0逸F0. 01),而超声功率和超声时间差异显著(F0. 05臆F0<F0. 01),从表中的 F 值大小可以看出影响血

柚皮多糖提取的 4 个因素主次排序为 B>C>A>D;这与极差分析结果相一致.
表 3摇 正交试验结果方差分析

Table 3摇 Variance analysis for the orthogonal array design experimental results

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A 5. 4441 3 1. 8147 24. 3638 *
B 29. 7374 3 9. 9125 133. 0828 **
C 9. 2340 3 3. 0780 41. 3245 **
D 1. 3054 3 0. 4351 5. 8418 *

误差 0. 2235 3 0. 0745
总和 45. 9442

摇 摇 F0. 05(3,3)= 9. 28;F0. 01(3,3)= 29. 46;*、**分别表示差异达 0. 05、0. 01 显著水平.

2. 3摇 最佳工艺验证
表 4摇 最佳工艺验证

Table 4摇 The experiment of best techniques

序号 提取率 / % RSD / %

1 18. 54
2 18. 47
3 18. 53
4 18. 51
5 18. 50

平均值 18. 51 0. 03

摇 摇 取一定量的血柚皮样品,根据正交极差法得到的

最佳工艺条件做 5 组平行实验,并计算相对标准偏

差,其结果如表 4 所示,血柚皮多糖的平均提取率为

18. 51% ,RSD 为 0. 03% ,表明所确定的最佳工艺条

件稳定可靠,且所测得的多糖提取率均大于正交设计

表中其他提取条件下多糖的提取率,与无超声波辅助

的热浸提法[5](提取率 16. 27% )相比提高了 2. 24% .
2. 4摇 血柚皮多糖的自由基清除能力

2. 4. 1摇 DPPH 自由基清除能力

DPPH 自由基是一种比较稳定的自由基,能快速

地反映样品的抗氧化活性[13] . 血柚皮多糖和抗坏血酸对 DPPH 自由基的清除能力的结果如图 5 所示,血
柚皮多糖对 DPPH 自由基有一定的清除能力,且清除率与多糖含量存在一定的量效关系,随着浓度的增

加,清除率逐渐增大,当血柚皮多糖浓度为 1mg / mL 时,它对 DPPH 自由基的清除率为 44. 5% . 在相同浓度

下,血柚皮多糖对 DPPH 自由基的清除能力要弱于抗坏血酸.
2. 4. 2摇 超氧阴离子自由基清除能力

超氧阴离子自由基是生命代谢过程中产生的一种重要的自由基,在氧化反应中扮演着非常重要的角

色. 血柚皮多糖和抗坏血酸对超氧阴离子自由基的清除能力如图 6 所示,随着血柚皮多糖和抗坏血酸浓度

的增加,超氧阴离子自由基的清除能力均增强,血柚皮多糖和抗坏血酸对超氧阴离子自由基的 IC50分别为

0. 41 mg / mL 和 0. 24 mg / mL,表明血柚皮多糖对邻苯三酚自氧化产生的超氧阴离子具有较好的清除作用.
但在浓度相同的情况下,血柚皮多糖对超氧阴离子的清除能力弱于抗坏血酸.

图 5摇 多糖和抗坏血酸对 DPPH·的清除能力

Fig. 5摇 The DPPH·scavenging of polysaccharide
and ascorbic acid

图6摇 多糖和抗坏血酸对 O2-·的清除能力

Fig. 6摇 The O2-·scavenging of polysaccharide
and ascorbic acid

2. 4. 3摇 羟基自由基清除能力

羟基自由基是一种强活性的自由基[14],它可以破坏细胞内的核酸、蛋白质、脂类化合物,使得细胞的

结构与功能受到损害,导致各种疾病的发生,因此羟基自由基的清除率是抗氧化的重要指标. 血柚皮多糖
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图 7摇 多糖和抗坏血酸对·OH 的清除能力

Fig. 7摇 The·OH scavenging of polysaccharide
and ascorbic acid

对·OH 的清除能力如图7所示,血柚皮多糖和抗坏血酸对

·OH 均有较强的清除作用,并与其浓度呈正相关. 在一定范

围内,随着血柚皮多糖和抗坏血酸的增加,羟自由基的清除

能力显著增强,血柚皮多糖和抗坏血酸对羟自由基的 IC50分

别为 0. 21 mg / mL 和 0. 11 mg / mL. 但是到一定浓度时,其清

除率的增加缓慢;在相同浓度时,血柚皮多糖对·OH 的清除

率小于抗坏血酸对·OH 的清除能力.

3摇 结论

采用超声波辅助热浸提法处理血柚皮,并提取血柚皮

中的多糖,考察了超声功率、超声温度、料液比、超声时间对

多糖提取率的影响,通过单因素和正交试验,优选出提取血柚皮多糖的最佳工艺条件为:B3C3A3D2,即超

声功率 80 W、超声温度 65 益、料液比 1 颐30、超声时间 70 min. 方差分析结果显示,超声温度和料液比均有

极显著差异(F0逸F0. 01),而超声功率和超声时间差异显著(F0. 05臆F0 <F0. 01) . 最佳工艺条件验证发现,血
柚皮多糖的平均提取率为 18. 51% ,RSD 为 0. 03% ,与无超声波辅助的热浸提法相比提高了 2郾 24% . 以抗

坏血酸作为对比考察了血柚皮多糖的抗氧化性能,结果表明,血柚皮多糖具有清除 DPPH 自由基、羟基自

由基以及超氧阴离子自由基的能力,且清除能力与多糖的浓度呈正相关,但均弱于抗坏血酸,表明血柚皮

多糖具有较强的抗氧化能力.
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