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黄酮类化合物是一类在自然界广泛分布的多酚

类物质。 黄酮类化合物具有清除自由基、抗氧化、抗

突变、抗肿瘤、抗菌、抗病毒和调节免疫等功能。柑橘

是世界第一大宗水果，栽培面积、产量均居世界各类

水果之首。 中国是柑橘生产大国，其产量居世界第二 [1]。
柑橘中含有大量的营养物质，除含丰富的芳香油、果

胶 [2]、色素外，还有经济价值较高的柚皮苷等黄酮类

化合物。 中国农科院柑橘研究所研究并具有自主知

识产权的一种新型饲料添加剂———柑橘皮渣发酵饲

料，该技术已于 2005 年 7 月通过重庆市科委成果鉴

定，现已在万州汇源集团投产。 通过微生物发酵后，
柑橘皮渣中大量黄酮类化合物溶解于发醇液中，干
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摘 要： 研究以乙醇为溶剂微波辅助提取柑橘皮渣发酵液总黄酮的工艺。 在单因素试验的基础上，采用四元二次通

用旋转组合试验优化柑橘皮渣发酵液总黄酮的提取工艺，用曲面响应法对影响总黄酮得率的料液比，提取时间，乙醇

浓度，微波功率的最佳水平范围进行研究。 通过对二次多项回归方程求解得到最优工艺参数为：微波提取时间 50s，
料液比 1:40，乙醇浓度 70%，微波功率 500w，可获得最大总黄酮得率 2.3700%。

关键词: 柑橘皮渣发酵液；总黄酮；微波；旋转设计；响应面分析

中图分类号： TS201.1 文献标识码： A 文章编号： 1674-506X（2010）01-0077-0005

Research on Process of Microwave Extraction of Total Flavone from
Fermentation Fluid of Citrus Hide Trimmings through

Optimization of Response Surface Methodology

REN Ting-yuan1、2，AN Yu-hong1 ，WANG Hua2，XIE Jiao1，2 ，LI Yuan-hu1、2

（1 .Food College, Southwest University, Chongqing 400716；2.Citrus Research Institute, CAAS, Chongqing 400712)

Abstract: This paper mainly researched on the extraction of total flavanone from fermentation fluid of citrus hide trimmings
with the method of microwave cooperated which took alcohol as resolver. On the basis of the single-factor experiment, the
quaternionic quadratic rotational combination was used to optimize the extraction process of total relative flavone that came
from fermentation fluid of citrus, and we had used the response surface methodology to study the best horizontal extent of
solid-to-liquid ratio, extraction time, alcohol density, the microwave power which affected the rate of total flavone relative
extraction. The optimum extraction conditions were obtained by solving the quadratic regression equation, the results as
followed: microwave time: 4min, solid-to-liquid ratio 1:40, ethanol 70% ,microwave power 70% .Under these conditions,
the biggest quality of total flavonee relative extraction rate would be up to2.3700%.
Keywords: fermentation fluid of citrus hidetrimmings; total flavone; microwave; whirly design; response surface methodology
doi: 10.3969/j.issn.1674-506X.2010.01-020

收稿日期： 2009-12-11
基金项目： 三峡库区柑桔皮渣综合利用关紧技术及成套设备的研制（CSTC2008A1007）
作者简介： 任廷远（1983-），男，贵州凤冈人，硕士研究生，主要从事食品安全与质量分析研究。

Food and Fermentation Technology

第 46 卷（第 1 期） Vol.46，No.1



2010 年第 1 期

燥前进行挤压脱水， 不少柑橘皮以小颗粒的形式混

杂于发酵液中，其中含有大量黄酮类化合物。微波技

术作为一种新兴的应用技术， 近年在提取天然植物

的有效成分中得到广泛应用[3]。由于它是一种瞬时穿

透式加热方式,在微波场的作用下植物细胞破碎，从

而加快了萃取速率并有效提高了产品得率[4]。本试验

选用微波辅助提取柑橘皮渣发酵液中的总黄酮，并

用曲面响应法对影响柑橘皮渣发酵液总黄酮得率的

主要因素进行分析[5]。为柑橘皮渣发酵液的充分利用

和工业化生产提取作参考。
1 材料与方法

1．1 试验材料

柑橘皮渣发酵液，万州汇源果业集团；橙皮苷标

准，Sigma 公司提供；无水乙醇，一缩二乙二醇，柠檬

酸，酸洗石棉，试验所用药品及试剂均为分析纯。
1．2 主要仪器与设备

双光束紫外可见分光光度计（TU-190）；微波炉

（WD900）； 电 子 恒 温 水 浴 锅 （DZKW-4）； 酸 度 计

（PHS-3CT）；旋转蒸发 仪（152/R-RE(1L)；统 计 软 件

DPS(Digital Signal Processing) v7.5。
1.3 实验方法

1．3．1 柑橘皮渣发酵液总黄酮的提取工艺流程

1．3．1．1 柑橘皮渣发酵液生产过程

柑橘→榨汁(FMC)→果汁等

↓ 酵母、霉菌等

↓ ↓
皮渣→粉碎→调 pH 值→接种发酵→

过滤→干燥→调配→柑橘皮渣发酵饲料

↓
发酵液

1．3．1．2 发酵液总黄酮提取工艺流程

准确称取浓缩后的发酵液 1.00g 置于 250mL 烧

杯中,加入适量一定体积一定浓度提取剂,烧杯口用

塞密封好, 微波提取一段时间, 取出， 真空抽滤，于

65℃旋转蒸发仪中浓缩去除乙醇后定容至 100mL，
于 4℃冰箱中冷冻保存待测。
1．3．2 柑橘皮渣发酵液总黄酮含量的测定方法及得

率的计算

橙皮甙标准曲线的绘制：称取 0.0250g 橙皮甙，

置 50mL 烧杯中，加 20mL 0.1mol/l 氢氧化钠溶解，用

200g/L 的柠檬酸溶液调至 pH=6， 转移到 100mL 容

量瓶中， 用蒸馏水定溶至刻度， 摇匀。 分别 称 取

0.00mL，1.00mL，2.00mL，3.00mL，4.00mL，5.00mL 此

标 准 溶 液 于 具 塞 试 管 中 ， 分 别 依 次 加 5.00mL，
4.00mL，3.00mL，2.00mL，1.00mL，0.00mL 试 剂 空 白

溶 液（20mL 0.1mol/lNaOH,用 200g/L 的 柠 檬 酸 溶 液

调至 pH=6，转移到 100mL 容量瓶中，用蒸馏水定溶

至刻度）， 摇匀。 再各加 5.0mL90%的二甘醇，0.1mL
4.0mol/L 的氢氧化钠，配制成 0.0mL，20.0mL，40.0mL，
60.0mL，80.0mL，100.0mg/L 总黄酮标准溶液。将上述

试管置于 40℃恒温水浴中保温 30min，取出，在冷水

浴中冷却 5min。用 1cm 比色皿，以 0.0mg/L 标准溶液

调零，在波长 420nm 处测定各溶液的吸光度。 经吸

光度为纵坐标，相应的总黄酮浓度为横坐标，绘制标

准曲线，并计算回归方程。
微波提取后发酵液总黄酮含量的测定： 取样液

5.0mL，不用加试剂空白，其它步骤同标准溶液测定

方法，根据标准曲线求得其浓度，并计算出总黄酮含

量 X。 总黄酮含量计算公式如下：
X=C/(M/100×V/10)=C×1000/MV
式中：
X：样品中总黄酮含量，mg/kg；
C：从标准曲线上查出（或用回归方程计算出）试

液中黄酮的含量 μg/mL。
V：测定时吸取试样的体积，mL；
M：样品的质量。
总黄酮得率的计算公式：

发酵液总黄酮得率%= 微波提取后总黄酮含量 X
提取所用发酵液质量 m

×100%

1．3．3 单因素试验

分别选取不同料液比、提取时间、乙醇浓度、微

波功率进行单因素试验，最后比较试验结果，确定进

行旋转试验的因素水平。
2 结果与分析

2．1 标准曲线的绘制

标 准 曲 线 按 照 GB/T16771-1997 中 附 录 E 制

得，以橙皮甙标准系例溶液浓度 y 为纵坐标，紫外分

光光度计测得的吸光度 x 为横坐标绘制标准曲线如

图，得到回归方程 y=94.543x-0.4857，相关系数 R2=
0.9995，有较好的线性关系。
2．2 料液比对发酵液总黄酮得率的影响

在提取时间 50s，微波功率 300w，乙醇浓度 70%

真空浓缩发酵液 微波提取 真空抽滤

真空浓缩定容UV 测定
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的条件下，分别以料液比为 1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、
1∶50、1∶60 进行微波提取，最后试验结果如图 2。从图

可知，当料液比小于 1∶40 后，总黄酮得率随着料液

比的增加而升高，这是因为溶剂量大，溶剂中的有效

成分浓度低， 与物料及溶剂边界层的有效成分浓度

差大，扩散推动力大。 当料液比大于 1∶40 后，总黄酮

得率随料液比的增加而降低， 考虑到浸提液的用量

过多，会给浓缩、过滤、干燥等后续工作带来困难，使

成本增加，因此最佳料液比为 1∶40。

图 2 料液比对总黄酮得率的影响
Fig.2 The effect of solid-to-liquid ratio on the extraction rate of

total flavonee

2．3 微波提取时间对发酵液总黄酮得率的影响

在微波功率 300w，乙醇浓度 70%的，料液比为

1：40 条件下，提取时间分别为 0s、10s、30s、50s、70s、
90s、120s 进行微波提取，最后比较试验结果如图 3。
由图可得，随着时间的加长，其总黄酮得率先升高后

降低。考虑到成本和效益问题，微波提取的最佳提取

时间在 50s 左右。
2．4 乙醇浓度对发酵液总黄酮得率的影响

在微波功率为 300w，料液比为 1：40，提取时间

为 50s 条件下， 分别以乙醇浓度为 10%、30%、50%、
70%、90%、无水乙醇条件下，进行微波提取，最后比

较试验结果如图 4。 由图可知， 随着乙醇浓度的升

高，其总黄酮得率随着升高，当乙醇浓度达到为 70%
时，总黄酮得率达到最大值。 随着浓度进一步提高，
总黄酮含量逐渐降低，说明乙醇浓度过高时，一些醇

溶性杂质、色素、亲脂性强的成分等溶出增多，这些

成分与总黄酮竞争地与乙醇-水分子结合，使组织的

通透性下降，干扰因素随之增大。

图 4 乙醇浓度对总黄酮得率的影响
Fig.4 The effect of alcohol density on the yield of total flavonee

2.5 微波功率对发酵液总黄酮得率的影响

在 料 液 比 为 1∶40， 乙 醇 浓 度 70%， 提 取 时 间

50s，微波功率分别为 100w、300w、500w、700w、900w
条件下，进行提取，最后比较试验结果如图 5。 由图

图 1 橙皮甙标准曲线
Fig.1 The standard curve of hesperidin

图 3 微波提取时间对总黄酮得率的影响
Fig.3 The effect of microwave extraction time on the yield of total

flavonee

图 5 微波功率对总黄酮得率的影响
Fig.5 The effect of microwave power on the yield of total flavonee
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可看出，当微波功率达到 500w 左右时，总黄酮相对

提取率含量达到最大值，随后下降。
2.6 柑橘皮渣发醇液总黄酮微波提取条件的四元

二次通用旋转组合设计及结果分析

2．6．1 四元二次通用旋转组合试验设计因素水平、
方案及结果

采用二次通用旋转组合设计， 实验辅助软件为

DPS(Digital Signal Processing)v7.5 版，在单因素的基

础上，确定各因素上水平和下水平，以及变化间距△j
[4]。

并编制出因素水平表的编码值表 1。
表 1 实验因素水平表及编码

Tab.1 Code and level of factors chosen for the trials

利 用 统 计 软 件 DPS (Digital Signal Processing)
v7.5 进行实验设计，其结果如表 2。

表 2 试验设计及结果
Tab.2 Experimental designs and results

利用统计软件为 DPS (Digital Signal Processing)
v7.5v，对表 2 实验数据进行四元二次通用旋转组合

分析， 得到微波提取柑橘皮渣发酵液总黄酮的四元

二次回归方程模型为: Y=2.37306-0.01123X1-0.02350X2

-0 .01635X3-0 .02848X4-0 .06443X12-0 .04828X22 -
0.07710X32 -0.05492X42 -0.05758X1X2 -0.00229X1X3 -
0.01461X1X4-0.04808X2X3-0.03604X2X4+0.02429X3X4

2.6.2 模型及回归方程系数的显著性检验

微波提取柑橘皮渣发酵液总黄酮数据模型方差

分析见表 3。
表 3 回归模型方差分析

Tab.3 ANOVA for response surface quadratic model

上述方程的回归系数显著性检验表明: 模型一

次项 x2 、x3 各处理间差异显著，x4（P＜0.01）极显著，
x1 不显著。 二次项 x12、 x22、 x32 、x42 ( p<0.01 ) 极显

著，交互项 x1x2、x2x3（P<0.01）极显著，x2x4、x3x4(0.001＜
P＜0.05)， 差 异 显 著 。 失 拟 性 检 验 ，FLF=1.56406<
F0.05，表示差异不显著，可直接对回归方程进行显

著性检验。 回归方程显著性检验为：FR=19.33638＞
F0.01，极显著，表明所建方程拟合性较好。

以下是 α=0.10 显著水平剔除不显著项后，简化

后 的 回 归 方 程 ：Y=2.37306-0.02350X2-0.01635X3-
0.02848X4- 0.06443X1

2- 0.04828X2
2- 0.07710X3

2-

编码 料液比 x1 提取时间(s) x2 乙醇浓度% x3 微波功率(w) x4

2 1:50 70 90 700

1 1:45 60 80 600

0 1:40 50 70 500

-1 1:35 40 60 400

-2 1:30 30 50 300

处理号 x1 x2 x3 x4 总黄酮得率%
1 1 1 1 1 1.8438
2 1 1 1 -1 2.0256
3 1 1 -1 1 2.0001
4 1 1 -1 -1 2.2101
5 1 -1 1 1 2.2891
6 1 -1 1 -1 2.212
7 1 -1 -1 1 2.1461
8 1 -1 -1 -1 2.2013
9 -1 1 1 1 2.0963
10 -1 1 1 -1 2.1338
11 -1 1 -1 1 2.1653
12 -1 1 -1 -1 2.2774
13 -1 -1 1 1 2.1874
14 -1 -1 1 -1 2.1039
15 -1 -1 -1 1 2.0795
16 -1 -1 -1 -1 2.1496
17 -2 0 0 0 2.1079
18 2 0 0 0 2.1057
19 0 -2 0 0 2.1583
20 0 2 0 0 2.1845
21 0 0 -2 0 2.0699
22 0 0 2 0 2.0424
23 0 0 0 -2 2.1892
24 0 0 0 2 2.1005
25 0 0 0 0 2.338
26 0 0 0 0 2.4007
27 0 0 0 0 2.3452
28 0 0 0 0 2.3371
29 0 0 0 0 2.4025
30 0 0 0 0 2.3877
31 0 0 0 0 2.4002

变异来源 平方和 自由度 均方 偏相关 F 值 P 值

x1 0.0030 1 0.0030 -0.3033 1.6205 0.2212

x2 0.0133 1 0.0133 -0.5544 7.0997 0.0170

x3 0.0064 1 0.0064 -0.4205 3.4372 0.0823

x4 0.0195 1 0.0195 -0.6281 10.4232 0.0053

x12 0.1187 1 0.1187 -0.8938 63.5725 0.0001

x22 0.0667 1 0.0667 -0.8310 35.6982 0.0001

x32 0.1700 1 0.1700 -0.9222 91.0140 0.0001

x42 0.0863 1 0.0863 -0.8618 46.1875 0.0001

x1x2 0.0530 1 0.0530 -0.7998 28.4066 0.0001

x1x3 0.0001 1 0.0001 -0.0530 0.0451 0.8345

x1x4 0.0034 1 0.0034 -0.3202 1.8278 0.1952

x2x3 0.0370 1 0.0370 -0.7437 19.8065 0.0004

x2x4 0.0208 1 0.0208 -0.6405 11.1306 0.0042

x3x4 0.0094 1 0.0094 0.4900 5.0565 0.0390

回归 0.5056 14 0.0361 F2=19.33638 0.0001

剩余 0.0299 16 0.0019

失拟 0.0240 10 0.0024 F1=2.44895 0.0533

误差 0.0059 6 0.0010

总和 0.5354 30
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图 3 料液比与微波功率对总黄酮得率的响应面
Fig.3 Response surface of solid-to-liquid ratio,microwave power on the

yield of total flavone

图 4 超声时间和乙醇浓度对总黄酮得率的响应面图
Fig.4 Response surface of supersonic time, alcohol density on the yield of

total flavone

图 5 提取时间和微波功率对总黄酮得率的响应面图
Fig.5 Response surface of time, microwave power on the yield of

total flavone
（下转第 99 页）
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2.6.3 微波提取柑橘皮渣发酵液总黄酮响应面分析

从图 1 中可看出， 在乙醇浓度和微波功率处在

最佳值时，随着微波作用时间增加，总黄酮得率先增

加后减小。随着料液比的增加，总黄酮得率也是先增

加后减小。 由图 a 可确实最佳的提取时间最佳范围

45s～55s，料液比 1∶37.5～1∶42.5。

图 1 料液比和微波时间对总黄酮得率的响应面图
Fig.1 Response surface of solid-to-liquid ratio and microwave

time on the yield of total flavone

从图 2 中可看出， 微波提取时间和微波功率处

在最佳值时， 总黄酮得率随着料液比的增加先增加

后减小。随乙醇浓度的增加先增加后减小。由图可确

定最佳的料液比 1∶37.5～1∶42.5， 乙醇浓度：67.5%～
72.5%。

图 2 料液比和乙醇浓度对总黄酮得率的响应面图
Fig.2 Response surface of supersonic power，alcohol density on the

yield of total flavone

从图 3 中可看出， 微小波提取时间和乙醇浓度

处在最佳值时， 总黄酮得率随着料液比的增加先增

加后减小。总黄酮得率，随着微波功率的增加先增加

后减小。 由图可确定最佳的料液比 1∶37.5～1∶42.5，超

声功率 450w~550w。
从图 4 中可看出， 料液比和微波声功率处在最

佳值时， 总黄酮得率随着提取时间的增加先增加后

减小。随着乙醇浓度的增加先增加后减小。由图可确

定最佳的提取时 3.5min～4.5min， 乙醇浓度 67.5%～
72.5%。

从图 e 可看出， 料液比和乙醇浓度处在最佳值

时，总黄酮得率随着提取时间的增加先增加后减小。
总黄酮得率随着微波功率增加先增加后减小。 可确

定最佳的提取时间 45s～55s，微波功率 450w~550w。
从图 f 可看出， 当料液比和提取时间处在最佳
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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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