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摘　要　从提取溶剂及提取条件等方面对柑桔皮总黄酮超声波辅助提取工艺进行优化研究。以黄酮

得率为考察指标,用单因子试验对提取溶剂进行筛选,用析因试验对提取条件进行分析,通过最陡爬坡试

验和中心组合设计试验,优化超声波辅助提取工艺。结果表明,乙醇和水组成的复合体系是理想的提取溶

剂;液料比、提取时间、乙醇浓度、pH 值都对柑桔皮总黄酮提取产生一定的影响,其中液料比和提取时间的

影响最为显著。超声波辅助提取工艺优化条件为: 液料比 37mL ög,提取时间 83m in; 在此条件下总黄酮的

最大提取量为 3. 321%。经验证试验表明,该方法是一种实用的提取方法。
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1　前言
柑桔果实全身都是宝,其皮、肉都是正统的中药,在我国有着悠久的药用历史。柑桔皮所含营养

成分除氨基酸外,其余均高于果肉,尤其是富含黄酮类、类胡萝卜素等物质,使柑桔皮及其提取物具

有抗癌、消炎镇痛抗过敏、防止心血管疾病和抗病毒等多重生理功效[1—6 ]。目前,在柑桔类果皮的生

理活性成份的研究和综合利用方面,国内还处于起步阶段;除少数果皮用于中药和制取香精油及饲

料外,大部分被直接丢弃或填埋,不仅严重浪费了资源,更对环境造成了巨大危害。近年来,不少学

者对柑桔皮中黄酮类物质的提取技术进行了多方面积极和有益的探索,但主要还是集中在对传统

提取方法的优化改良上;超声波辅助提取是其间的一大亮点[7—13 ]。由于桔皮干燥后比较坚硬,不易

破碎,用传统溶剂提取方法存在浸取时间长、劳动强度大、原料预处理能耗大、热敏性活性物质易破

坏等缺点。而超声波作为近年来发展的一门新技术,具有穿透力强、选择性高、加热速度快、控制方

便、受热体系温度均匀、强化萃取分离过程的传质速率和效果、节约能量及不需要特殊分离步骤等

优点[14 ]。目前, 该技术已广泛用于中药中黄酮类、皂苷类、多糖、色素、挥发油等有效成分的提

取[15—17 ]。本文先对柑桔皮中黄酮类化合物的提取溶剂进行研究,确定最佳溶剂后再利用响应面法

对影响黄酮类化合物提取的其他各种因素如溶剂浓度、料液比、pH 值、提取时间等进行综合考察,



以确定其最佳提取工艺,为柑桔皮的进一步开发利用奠定基础。

2　实验部分
2. 1　试验材料

半干温州蜜柑桔皮,湖南熙可食品有限公司提供;其中粗蛋白、粗脂肪、挥发油、水分、灰分的含

量分别为 4. 7%、2. 5%、1. 2%、9. 8%和 4. 2%。

芦丁[中国医药 (集团)上海化学试剂公司 ];其他试剂均为国产分析纯;自配缓冲液。

2. 2　仪器设备

DH G29240A 型电热恒温鼓风干燥箱 (上海精宏试验设备有限公司) ; FA 1104 上皿电子天平

(上海精科天平制造) ; KUDO S SK2200L H 型台式超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限公司; 工

作频率 40ö59kH z; 消耗功率M ax90W ) ; UV 22450 型紫外2可见分光光度计 (日本岛津公司) ;

FW 100 型高速万能粉碎机 (天津市泰斯特仪器有限公司) ; D EL TA 320型 pH 计[梅特勒2托利多仪
器 (上海)有限公司 ]。

2. 3　试验方法

2. 3. 1　样品处理

样品经恒温 (55℃)干燥,粉碎后过 60目 (0. 30mm )筛备用。

2. 3. 2　黄酮类物质含量的测定

1) 标准方程的建立

A lC l3 显色法[18 ] , 275nm 比色测定不同浓度芦丁标准品溶液吸光度,绘制校准曲线:

A = 28. 891X + 0. 0002 (r
2= 0. 9998) (1)

式中: A ——吸光度; X ——芦丁含量,m gömL。

2) 样品中黄酮类物质含量的测定

取各组不同试验条件下所得的定容样液依法显色;按下式计算桔皮黄酮得率 (以芦丁计)。

Y = (A - 0. 0002)×8. 653÷M (2)

式中: Y——黄酮得率, % ; A ——样液吸光度;M ——试验样品质量, g; 8. 653,换算系数。

2. 3. 3　提取工艺流程

2. 3. 4　提取过程优化

筛选出合适的提取溶剂后,用响应面法对提取条件进行优化研究,整个试验分 3个阶段进行。

首先,用析因试验[19, 20 ]确定影响提取效果的主要因素; 其次,通过最速上升试验[21 ]找到稳定区域;

最后,用中心组合试验[22 ]拟合稳定点附近的响应模型,并优化得出最佳工艺条件和最大提取量并

进行验证试验,证明该方法的可靠性。每个处理 3个重复,取其平均值进行分析。
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2. 4　数据分析

试验用 SA S 9. 0统计软件响应面法进行试验设计与数据分析,并拟合出模型[23, 24 ]。

3　结果与讨论
3. 1　不同提取溶剂对柑桔皮总黄酮提取效果的影响

在预试验的基础上,确定提取工艺的超声条件为 40kH z、70%的输出功率[25 ]。

在同等条件下 (液料比 30mL ög,提取时间 80m in,自然 pH 值) ,不同溶剂对柑桔皮总黄酮提取

效果的影响试验结果见表 1。由表 1可知: 甲醇水溶液对柑桔皮总黄酮的超声提取效果最好,提取

液当中总黄酮的含量最大; 其次是乙醇水溶液,无水乙醇的提取效果最差。但甲醇价格昂贵、毒性

强,给应用带来极大的不便。相对而言,乙醇和水的复合体系提取效果虽然略次于甲醇,但操作方

便、安全性高。故综合考虑,选用乙醇和水的复合体系作为提取溶剂。
表 1　几种溶剂对柑桔皮总黄酮提取效果的比较试验

提取溶剂 水 70%丙酮 70%甲醇 70%乙醇 70%氯仿 无水乙醇

黄酮得率 (% ) 2. 673 3. 042 3. 417 3. 369 3. 211 2. 483

3. 2　析因试验设计和结果

用 24 部分因子设计,对影响柑桔皮总黄酮提取效果的液料比、提取时间、乙醇浓度、pH 值等 4

个主要影响因素进行研究。各因子编码值及试验设计和试验结果分别见表 2和表 3。
表 2　析因试验设计因子及编码值

水平
因素

x 1液料比 (mL ög) x 2提取时间 (m in) x 3乙醇浓度 (% ) x 4pH 值

- 1 15 40 50 3

0 25 60 70 5

+ 1 35 80 90 7

表 3　析因试验设计及试验结果

试验号 X 1 X 2 X 3 X 4 黄酮得率 (% )

1 1 1 1 1 3. 327

2 1 1 1 - 1 3. 260

3 1 1 - 1 1 3. 215

4 1 1 - 1 - 1 3. 186

5 1 - 1 1 1 2. 732

6 1 - 1 1 - 1 2. 761

7 1 - 1 - 1 1 2. 883

8 1 - 1 - 1 - 1 2. 853

9 - 1 1 1 1 3. 188

10 - 1 1 1 - 1 3. 107

11 - 1 1 - 1 1 3. 086

12 - 1 1 - 1 - 1 3. 058

13 - 1 - 1 1 1 2. 539

14 - 1 - 1 1 - 1 2. 476

15 - 1 - 1 - 1 1 2. 437

16 - 1 - 1 - 1 - 1 2. 393

　　注: X 1= (x 1- 25) ö10; X 2= (x 2- 60) ö20; X 3= (x 3- 70) ö20; X 4= (x 4- 5) ö2。

对表 3的试验结果进行方差分析,发现各处理间的差异显著。对各因素进行回归分析可知,X 2

(P < 0. 0001)对试验结果影响最显著,其次是X 1 (P = 0. 0001) ; X 3 (P = 0. 4319)和 X 4 (P = 0. 3797)

对试验结果的影响均不显著。根据表 3的结果得出拟合方程 (3) ,模型的拟合性良好 (r
2= 0. 9467)。
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从方程 (3)可以看出, X 2 和X 1 的系数均为正数,说明在试验所选择的零水平处, Y 值随提取时间延

长、液料比增加而增大。

Y = 1. 678156250+ 0. 012081250X 1+ 0. 013603125X 2+ 0. 000871875X 3+ 0. 009781250X 4 (3)

析因试验通常只能分析各因子对试验结果影响的大小,从而筛选出对试验结果影响显著的因

子,而不能确定最优点所在的区域,因此根据因子对指标的影响差异情况,继续设计一个最速上升

试验来寻找最优点所在的区域。从表 3及方程 (3)可知X 2 和 X 1 对试验结果影响大,因而选择X 2

和X 1 进行最速上升试验, X 3 和X 4 固定在中心点水平。

3. 3　最速上升试验及结果

针对X 2 和X 1 设计最速上升试验,试验设计和结果如表 4。从表 4可知,随着爬坡的进行, Y 值

增加,在处理 3处即达到最高点,之后又开始下降,说明该点对应的条件值为提取时间 80m in,液料

比 35mL ög时,总黄酮得率接近了最优点,可以选择这一点作为中心组合设计的原点。
表 4　最速上升试验及结果

试验号 1 2 3 4 5

液料比 x 1 (mL ög) 25 30 35 40 45

提取时间 x 2 (m in) 60 70 80 90 100

黄酮得率 (% ) 2. 816 3. 086 3. 359 3. 314 3. 108

3. 4　中心组合 (CCD )试验结果

根据最速上升试验结果,采用Box2Behnken 的中心组合试验设计原理[24 ] ,对 X 2 和 X 1 两因素

进行试验设计,各因子编码值、试验设计和试验结果分别见表 5和表 6。
表 5　响应面分析法试验因素与水平编码表 (Χ= 1. 414)

因素
水平

- Χ - 1 0 + 1 + Χ
提取时间 x 2 (m in) 66 70 80 90 94

液料比 x 1 (mL ög) 27. 3 30 35 40 42. 7

表 6　中心组合试验设计及结果

试验号 X 2 X 1 黄酮得率 (% )

1 - 1 - 1 2. 978

2 - 1 1 2. 921

3 1 - 1 3. 133

4 1 1 3. 288

5 - Χ 0 2. 906

6 + Χ 0 3. 108

7 0 - Χ 3. 146

8 0 + Χ 3. 298

9 0 0 3. 341

10 0 0 3. 385

11 0 0 3. 358

12 0 0 3. 372

　　注: X 1= (x 1- 35) ö5; X 2= (x 2- 80) ö10。

采用 SA S9. 0 R SR EG程序对表 6中心组合试验设计所得数据进行响应面回归分析,得出以黄

酮得率 (Y )为因变量,两因素 (X 2, X 1)为自变量的二次多项式回归方程 (4) :

Y = - 10. 39088928+ 0. 28184150X 1 + 0. 11087476X 2 - 0. 00192987X
2
1 + 0. 00106000X 1 X 2 -

0. 00268684X
2
2 (4)

根据表 6所示的试验结果绘出稳定区域内 Y 值随X 1 和X 2 变化的关系图 (图 1)是一个开口向
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下的曲面图,说明在试验区域内有最高点,即试验结果 Y 在试验区域内有最大值。因素X 1 和X 2 与

响应值间的相互作用可通过响应面和等高线图直观反应出来 (见图 1)。
表 7　中心组合试验设计的模型方差分析结果

回归 自由度 平方和 确定系数 F 值 显著水平 P 值

线性项 2 0. 094394 0. 2673 21. 95 0. 0017

平方项 2 0. 234605 0. 6643 54. 56 0. 0001

交互项 1 0. 011236 0. 0318 5. 23 0. 0623

总回归 5 0. 340235 0. 9635 31. 65 0. 0003

响应均值 3. 186167

均方根 0. 046369

r2 0. 9635

变异系数 1. 4553

图 1　Y = f (x 1, x 2)的响应面 (左)与等高线 (右)图

　　对表 6的试验结果进行回归分析可得出二次多项式的拟合方程 (4) ,依此模型可预测在稳定状

态下的最大值是 Y = 3. 386057% ,以及与之相对应的编码水平为 X 1= 0. 482277和 X 2= 0. 348390,

分别对应的实际值是 x 1= 37. 411385和 x 2= 83. 483905。为了检测试验结果是否与真实情况相一

致,我们根据以上试验结果 (x 1= 37, x 2= 83)进行了验证试验。试验结果表明,最优条件下提取液中

总黄酮的含量为 3. 321% ,与预测的最大值很接近。

模型的完备性可由方差分析及确定系数两方面考察,对表 6的结果进行方差分析 (表 7)可以

发现,模型在 99%的概率水平上是非常显著的,模型的确定系数为 0. 9635,意味着该二次模型能很

好的解释试验数据的变异性,因而模型是充分的。从另一种意义上讲,这种试验方法是可靠的,因此

可用该回归方程代替试验真实点对试验结果进行分析。从回归模型的方差分析结果还发现,回归模

型的线性项和平方项对该模型的影响极为显著,二者都在 99%的概率水平上极显著。因此方程 (4)

为柑桔皮黄酮类化合物的超声提取条件的参数优化提供了一个较合适的数学模型,具有一定的实

用价值。

3. 5　讨论

传统的常规溶剂浸提,不仅劳动强度大,而且热敏物质易破坏[26 ]; 微波法也存在着耗时长、提

取率较低的缺点[27 ]; 虽然应用加速溶剂萃取技术能够缩短桔皮黄酮的提取时间,但对试验设备要

求较高,且黄酮得率也相对较低[28 ]; 由于显色方法以及选定的超声条件和桔皮品种不同,同样以乙

醇为溶剂超声波辅助提取桔皮黄酮,本文的得率要明显高于吴亚琼等人的试验结果[10 ]。超声波以

其促进反应的高效性、强选择性、操作简便、副产物少、产率高及产物易于提纯等优点,已广泛用于

天然产物的提取[14 ]。本文虽然得到了超声波强化提取桔皮黄酮的优化工艺参数,并且建立了一个
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相对稳定的数学模型; 但要满足工业化大生产的需求,还必须从缩短提取时间、提高黄酮得率和方

便操作等环节着手改进。另外,还可以考虑联合其他方法共同作用来提取桔皮黄酮 (比如超声波+

酶) ,真正实现对柑桔皮的效益利用。

4　结论
超声波辅助提取柑桔皮中黄酮类生物活性物质是行之有效的方法,提取时间短,温度低,效率

高。

(1) 柑桔皮中黄酮随提取溶剂的不同提取量有较大的差别, 70%乙醇较适合其总黄酮的提取。

( 2) 通过响应面分析法得出超声波辅助提取柑桔皮总黄酮的最佳工艺条件为: 液料比 37

mL ög、提取时间 83m in、乙醇浓度 70%、pH 值 5;在此条件下总黄酮的最大提取量为 3. 321%。

参考文献
[ 1 ] 高彦祥,方政. 柑橘类果汁加工副产品综合利用研究进展[J ]. 饮料工业, 2005, 8 (1) : 1—7.

[ 2 ] Sun C D , Chen K S, Chen Y. Contents and A ntioxidant Capacity of L imonin and Nom ilin in D ifferent T issues of C itrus F ruit of Four

Cultivars During F ruit Grow th and M aturation [J ]. Food Chem istry , 2005, 93 (4) : 599—605.

[ 3 ] M iller E G, Porter J L , B innieW H. Further Studies on the A nticancer A ctivity of C itrus L imono ids[J ]. J ournal of A g ricu ltural &

Food Chem istry , 2004, 52 (15) : 4908—4912.

[ 4 ] O rallo F, Cam ina M , A lvarez E. Imp lication of Cyclic N ucleo tide Phosphodiesterase Inh ibition in the V asorelaxant A ctivity of the

Citrus2F ruits F lavono id (+ or2) 2N aringenin[J ]. P lanta M ed ica, 2005, 71 (2) : 99—107.

[ 5 ] Gao K, Xu A L , Krul C. The M ajor Pheno lic A cids Form ed During Hum an M icrobial Ferm entation of Tea, C itrus, and Soy

F lavono id Supp lem ents, O nly 3, 42D ihydroxyphenylacetic A cid Has A ntip ro liferative A ctivity [J ]. J ournal of N utrition, 2006, 136

(1) : 52—57.

[ 6 ] 单杨. 柑桔加工技术研究与产业化开发[J ]. 中国食品学报, 2006, 6 (1) : 423—427.

[ 7 ] 曾荣华,陆海勤,丘泰球. 双频超声强化提取黄柏中小檗碱的研究[J ]. 天然产物研究与开发, 2005, 17 (6) : 769—772.

[ 8 ] 汤建国,汪秋安,单杨. 从柑橘皮中超声提取橙皮甙[J ]. 精细化工, 2004, 21 (3) : 171—173.

[ 9 ] 赵雪梅,叶兴乾,席屿芳. 胡柚皮中黄酮类化合物提取及抗氧化性研究[J ]. 果树学报, 2003, 20 (4) : 261—265.

[ 10 ] 吴亚琼,张建新. 旋转回归设计优化超声波橘皮总黄酮提取工艺[J ]. 食品研究与开发, 2008, 29 (3) : 13—16.

[ 11 ] M a Y Q , Ye X Q , Fang Z X et al. Pheno lic Compounds and A ntioxidant A ctivity of Extracts from U ltrasonic T reatm ent of

Satsum a M andarin (C itrus U nsh iu M arc. ) Peels[J ]. J ournal of A g ricu ltural and Food Chem istry , 2008, 56 (14) : 5682—5690.

[ 12 ] L u Y H , Zhang C W , Bucheli P et al. C itrus F lavono ids in F ruit and T raditional Ch ineseM edicinal Food Ingredients in China[J ].

P lant Food s f or H um an N utrition, 2006, 61 (2) : 57—65.

[ 13 ] M a Y Q , Ye X Q , Hao Y B et al. U ltrasound2A ssisted Extraction of Hesperidin from Penggan (C itrus Reticulata) Peel[ J ].

U ltrasonics S onochem istry , 2008, 15 (3) : 227—232.

[ 14 ] 胡爱军,丘泰球,刘石生等. 物理场强化油脂浸出技术[J ]. 中国油脂, 2002, 27 (3) : 10—12.

[ 15 ] 张德,程树平,韩海洪等. 超声法从唐古特大黄根茎中提取大黄降脂素[J ]. 天然产物研究与开发, 2005, 17 (2) : 217—219.

[16 ] 何荣海,马海乐,骆新峥. 条斑紫菜多糖超声提取及其对U 937 细胞生长抑制影响的研究 [ J ]. 农业工程学报, 2005, 21 (8) :

165—168.

[ 17 ] 曹龙奎,包鸿慧,周睿. 超声波强化提取玉米黄色素工艺优化研究[J ]. 食品工业科技, 2008, 29 (5) : 222—225.

[ 18 ] 苏东林,单杨,李高阳. 紫外分光光度法测定柑桔皮中总黄酮的含量[J ]. 食品研究与开发, 2007, 28 (8) : 124—128.

[ 19 ] 林德光. 析因试验的调优技术[J ]. 生物数学学报, 1992, 7 (2) : 142—148.

[ 20 ] 李钦民,陈智民. 使用 SA S软件进行多因素析因试验设计2SA SöQC (6. 12)软件中 factex 过程的使用[J ]. 数理统计与管理,

2002, 21 (5) : 32—36, 61.

[ 21 ] 孙丽平,刘立明,堵国成等. 基于途径分析促进Α2酮戊二酸过量积累的数学模型技术[J ]. 应用与环境生物学报, 2008, 14 (1) :

113—117.

[ 22 ] 何国庆,熊皓平,阮晖等. 啤酒花多酚类化合物提取工艺的优化研究[J ]. 农业工程学报, 2005, 21 (4) : 163—166.

[ 23 ] Box G E P, Hunter W G. S tatistics f or E x perim ents: A n Introd uction to D esign, D ata A naly sis and M od el B uild ing [M ]. N ew

6931 光谱实验室 第 26 卷



York:W iley, 1990. 129—133.

[ 24 ] A ndenson T W. A n Introd uction toM ultivariate S tatistical A naly sis[M ]. N ew York:W iley, 1990. 186—189.

[ 25 ] 苏东林. 柑桔皮中黄酮类物质的提取、分离及纯化研究[D ]. 长沙:湖南农业大学, 2007. 49—51.

[ 26 ] 王立娟. 桔皮总黄酮的提取条件[J ]. 东北林业大学学报, 2006, 34 (5) : 70—72.

[ 27 ] 张熊禄. 微波法从柑桔皮中提取类黄酮[J ]. 食品科学, 2005, 26 (3) : 119—121.

[ 28 ] 张玉,吴慧明,余建伟等. 加速溶剂萃取技术提取柑橘皮中总黄酮的工艺研究[J ]. 食品科技, 2007, 32 (11) : 213—215.

Optim iza tion of Processing Parameters for Ultrason ic Extraction

of Tota l Flavono ids from C itrus Peel

by Respon se Surface M ethod

SU Dong2L in　SHAN Yang　L I Gao2Yang　ZHAN G Ju2H ua　ZHAN G Q un
(H unan A g ricu ltural P rod uct P rocessing Institu te, Changsha 410125, P. R. China)

(N ational R esearch and D evelopm ent Center f or O range P rocessing , Changsha 410125, P. R. China)

(N ational C itrus Q uality S af ety S uperv ision and T est Center, Changsha 410125, P. R. China)

Abstract　T he ex traction of to tal flavono ids from citrus peel w as op tim ized from ex tracting

so lven ts and o ther ex tracting conditions w ith ultrason ic w ave2assisted ex traction techn ique. T he

op tim ization ex traction p rocess w as studied by single facto r design experim en t, fractional facto rial

design experim en t, the steepest ascen t design experim en t and cen tral composite design experim en t.

T he m ix ture of ethano l and w ater w as the best so lven t, the facto rs such as ratio of so lution to

m aterial, ex tracting tim e, ethano l concen tration and pH value had effects on the ex tracting rate. the

ratio of so lution to m aterial and ex tracting tim e w ere the most sign ifican t facto rs fo r ex traction. T he

op tim al condition described as fo llow s: the ratio of so lution to m aterial w as 37mL ög and ex tracting

tim e w as 83m in by the steepest ascen t experim en t and the cen tral composite design. U nder the

op tim ized condition, the h ighest ex tracting amoun t of to tal flavono ids from citrus peel w as 3. 321%.

T he study p rovided useful info rm ation and reference fo r the op tim ization of ex traction conditions and

p rocesses of to tal flavono ids from citrus peel by ultrason ic w ave2assisted equipm en t.

Key words　C itrus Peel; To tal F lavono ids; U ltrason ic W ave; Ex traction; R esponse Surface

Op tim ization
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