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柑橘为芸香科柑橘属植物，是世界第一大水果,
在世界 140 多个国家和地区都有栽培, 但主要集中
在巴西、中国、美国以及地中海沿岸的国家[1]。柑橘种
子表面淡黄白色或淡灰白色， 不同柑橘种的种子形
状、大小和多少不尽相同，一般而言，柑橘种子的质
量为单果的 0.1%-4.0%。 2006年中国柑橘产量已接
近 1.8×1013kg，居世界第二位，种植面积已达到 181
万 km2，居世界第 1位。 中国已成为世界上最大的橘
瓣罐头加工基地和出口大国， 年出口量已达 3.0×
108kg 左右。 ， 同时橘汁的产量也达到 1.0×108kg 左
右，每年加工柑橘都会排出大约 3.0×107kg 的柑橘种

子，据报道，年加工 1.0×109kg 的加工厂，副产品的收
入可达 2500万美元。 又有研究表明，柑橘种子的粗
脂肪含量为 37.53%-44.94%，蛋白质的含量 23.40%
-32.89%， 总糖含量为 11.22%-12.86%，Ca、Zn、Cu、
Fe的含量都比较高，符合人类的膳食需要[2]。 柑橘种
子中富含多种功能成分， 吸引了不少国内外研究者
的关注。微波辅助萃取(microwave-assisted extraction,
MAE)是近年来发展起来的一种新型提取技术,与传
统提取方法相比具有选择性高、萃取效率高、节约能
源等优点[3]。 本实验采用微波萃取法,通过研究微波
时间、微波功率、萃取液 pH 值、液料比等对红橘种
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子蛋白质提取率的影响, 优化了红橘种子蛋白质微
波提取法的提取工艺。
1 材料与方法
1.1 材料与设备
1.1.1 试验材料
红橘种子：重庆山峡果业有限公司；NaOH，重庆

川东化工有限公司提供；硼酸，重庆川东化工有限公
司提供；盐酸，广东汕头西陇化工厂提供；硫酸钾，重
庆川东化工有限公司提供；硫酸铜，广东汕头西陇化
工厂提供，试验所用试剂均为分析纯。
1.1.2 试验设备
电热恒温鼓风干燥箱 (CS1012)，重庆市实验设

备厂；电子天平 (FA2004B)，海奥豪公司 ；UDK-132
型自动定氮仪， 意大利 VELP 公司； 多功能粉碎机
(6202)，欣镇企业有限公司；WD900 型微波炉，顺德
市格兰仕电器实业有限公司。
1.2 实验方法
1.2.1 工艺流程

加浸提溶剂

↓
红橘种子→除杂→干燥→磨粉→微波萃取→真

空抽滤→提取液→浓缩→含量测定
1.2.2 检测方法
用微量凯式定氮法 GB5511-85 测定其蛋白质

的含量。

蛋白质(%)= ( V1- V2)×C×MN×F×100%
m×p×1000

式中：
V1———样品中消化盐酸标准液的体积，mL；
V2———试剂空白消化盐酸标准液的体积，mL；
C———盐酸标准溶液浓度，mol/L；
MN———为氮的摩尔质量,14.01g/mol；
m———样品的质量或体积，g或 mL；
F———蛋白质换算系数；
P———样品总氮率。

1.2.3 单因素试验
微波辅助萃取法中影响红橘种子蛋白质提取效

果的主要因素有：微波处理时间、微波功率、溶剂 pH
值、料液比等因素对浸提效果的影响，确定各因素的
适宜范围。 分别考察了选择微波功率 500w、浸提溶
剂的 pH值为 10、料液比为 1:20、不同微波时间(10s、
30s、50s、70s、90s)，微波时间 50s、浸提溶剂的 pH 值
为 10、料液比为 1:20、微波功率 (200w、300w、400w、

500w、600w)，微波时间 50s、微波功率 500w、料液比
为 1:20、 不同溶剂 pH (6、8、10、12、14) 及微波时间
50s、微波功率 500w、浸提溶剂的 pH 值为 10、不同
料液比 (1:10、1:20、1:30、1:40、1:50)对红橘种子蛋白
质提取率的影响,从而确定各因素的较优水平。
1.2.4 正交试验
在上述单因素实验结果的基础上, 选取以上 4

个因素及其对应的 3 个较优水平进行了 L9(34)正交
实验,因素水平见表 1。精密称量约 0.5g红橘种子粉,
按 1.2.1 工艺流程提取。用微量凯式定氮法测定其蛋
白质含量,并计算提取量[4]。
2 结果与分析
2.1 单因素试验结果与分析
2.1.1 微波处理时间对红橘种子蛋白质提取率的影
响

实验结果如图 1 所示: 红橘种子提取率随时间
的增长而增大，50s 达最大, 50s 后有所下降，85s 基
本不再变化。随着微波时间的延长，蛋白质提取率显
著增大，这是由于微波辐射可能使其变性，蛋白质在
变性之前，埋藏在蛋白质分子内部的某些基团，不能
与酶活性部位接触，难以反应。 但变性之后，由于其
暴露到蛋白质分子的表面上，从而变得可以反应了。
因此，微波处理之后蛋白质的水解率可以得到提高。
但当微波处理时间过长或功率过大时， 蛋白质中与
酶作用的活性团也被破坏了，因而使水解率下降。可
能由于焦化使蛋白变性严重，从而蛋白质变化显著，
故较优水平选 30s、50s、70s。

2.1.2 微波功率对红橘种子蛋白质提取率的影响
试验结果如图 2 所示: 蛋白质的提取量随微波

功率的增强而增大, 500W 时达最大,之后开始下降。
可能是由于微波功率的增大, 导致分子运动加剧,加
速了有效成分的溶解和释放,故提取量增大；但是当
微波的功率达到一定程度时, 溶解的杂质含量也相
应增加,从而使有效成分的溶解量减少, 且蛋白质中

图 1 微波处理时间对提取率的影响
Fig.1 The influence of microwave treating time on extraction rate
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与酶作用的活性基团也被破坏，提取量下降。故采用
300、400、500、这 3个水平进行正交实验。

2.1.3 溶剂 pH值对红橘种子蛋白质提取率的影响
由图 3 可以看出，浸提溶剂的 pH 值对蛋白质的

提取影响较大，随着 pH值升高，蛋白质提取率提高，
当 pH 值增至 10后再继续增加提取率则下降。 所以
采用浸提溶剂的 pH值 8、10、12进行正交试验。

2.1.4 料液比对红橘种子蛋白质提取率的影响
由图 4可知，随着料液比的增加，蛋白质的提取

率增加，当料液比大于 1：20 后蛋白质的提取率开始
下降。 蛋白质的提取率增加可能是由于溶剂用量过
少时溶解率低，随着溶剂的增加溶解量增加，但溶剂
过多会影响蛋白质分子表面的基团与酶作用几率，
从而影响提取率。

2.2 最佳工艺参数的确定

在以上单因素实验基础上， 采用正交试验设计
优化提取工艺， 提取时间 30s、50s、70s， 微波功率
300w、400w、500w，浸提溶剂的 pH 值 8、10、12，料液
比 1:20、1:30、1:40，结果见表 1。

表 1 正交试验因素水平表
Tab.1 Factors and levels table of orthogonal test

表 2 L9(34 )正交试验设计及结果
Tab.2 The design and results of L9(34 )orthogonal test

由表 2中的试验结果和极差分析， 可得出影响
微波辅助提取红橘种子效果的主要因素的主次顺序

是 pH 值＞料液比＞提取时间＞微波功率，最佳组合为
A2B2C3D1，即提取时间为 50s、微波功率为 400w、pH
值为 12、料液比为 1:20。 以该最优组合为工艺参数
进行验证试验，得到蛋白质的水解率为 79.04%。 以
该最优组合为工艺参数进行验证试验 。 取样品
10.00g 在提取时间为 50s， 微波功率为 400w，pH 值
为 12，料液比为 1:20 的条件下进行提取，得到蛋白
质的提取率为 85.72%，与朱峰 [5]等人未经微波处理

的红橘种子蛋白质提取相比， 蛋白质提取率提高了
7.37%。
3 结论 （下转第 99页）

图 2 微波功率对提取率的影响
Fig.2 The influence of microwave power on extraction rate

图 3 溶剂 pH 值对提取率的影响
Fig.3 The influence of solvent pH on extraction rate

图 4 料液比对提取率的影响
Fig.4 The influence of solid-liquid ratio on extraction rate
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（上接第 84页）
通过本试验利用微波辅助提取红橘种子中蛋白

质，可得出微波处理能提高红橘种子蛋白质提取率，
并通过正交试验得出影响红橘种子提取率的顺序

为：pH值＞料液比＞提取时间＞微波功率，由单因素及
正交试验， 确定了微波辅助提取红橘种子最佳提取
工艺条件：即提取时间为 50s、微波功率为 400w、pH
值为 12、料液比为 1:20。
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（上接第 81 页）值时，总黄酮得率随着乙醇浓度的增
加先增加后减小。随着微波功率的增加先增加减小。
由图 6 可确定最佳的乙醇浓度 67.5%～72.5%， 微波
功率 450w~550w。

∶
图 6 乙醇浓度和微波功率对总黄酮得率的响应面图

Fig.6 Response surface of alcohol density,microwave power on the
yield of total flavone

3 结论
本试验利用试验设计软件 DPS (Digital Signal

Processing), 通过通用旋转试验建立了微波提取柑橘
皮渣发酵液总黄酮的二次多项式数学模型, 通过对
该模型的方差分析, 得到本试验所选用的二次多项
式模型极显著性, 通过对该方程中回归系数显著性

检验表明：一次项中乙醇浓度极显著，提取时间、微
波功率显著，料液比不显著；料液比、提取时间、乙醇
浓度、 微波功率的二次项对总黄酮相对提取率影响
线性效应极显著；交互项中，料液比和提取时间、提
取时间和微波功率对总黄酮得率影响极显著， 提取
时间和微波功率、微波功率和乙醇浓度对总黄酮得率
影响显著，其它不显著。 通过响应面分析, 得到了各
因素的最佳范围。由方程求解可得最佳的提取工艺参
数为：提取时间 50s，料液比 1∶40，乙醇浓度 70%，微
波功率 500w，可获得最大的总黄酮得率2.3700%。
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