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　　柚皮是丰富廉价的果实废弃物，其中除了含有丰富的芳
香油、果胶、色素外，还有经济价值很高的橙皮苷、柚皮苷、新

橙皮苷等生物类黄酮物质［１］，柚皮中的黄酮具有抗氧化、抗

菌、抗突变、抗肿瘤等多种作用，广泛用于医药、食品及美容等

行业［２］。传统的提取方法多为溶剂提取法，但提取时间长、

产品活性及纯度低。而酶法提取技术与微波联合提取法在许

多方面发挥着独特的优势。其中酶法提取条件温和、能耗低、

无污染［３］，但提取速度慢。微波辅助提取是利用微波场的特

性和优点来强化天然产物有效物质浸出的提取方法。它具有

提取效率高、消耗溶剂少、提取时间短等优点［４］。因此，采用

微波联合酶法提取技术，可以在低温环境下加速胞内物质溶

出，节省提取时间、加快反应速率和提高产率。

目前，关于利用微波联合酶法提取柚皮黄酮的研究报道

还不多见。本研究以柚皮为原料，采用微波联合酶法联用技

术提取柚皮黄酮，并利用正交试验对提取工艺进行优化，以获

取最佳的提取工艺。

１　材料与方法

１．１　材料
柚皮从水果市场购得；纤维素酶，诺维信（中国）生物技

术有限公司；芸香苷标准样品（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；无水乙醇、
亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠等均为分析纯。

ＦＨ１０２微型植物试样粉碎机（湖北省黄骅市齐家务科学
仪器厂）；ＳＨＺ－８２数显水浴恒温振荡器（江苏科兴电器有限
公司）；ＭＡＳ－Ⅱ型常压微波合成／萃取反应工作站（上海新
仪微波化学科技有限公司）；傅立叶变换红外光谱仪（Ｖａｒｉａｎ
２０００，中国）。
１．２　方法
１．２．１　柚皮预处理　用蒸馏水将柚皮洗净后放入鼓风干燥
箱，在８０℃恒温干燥３ｈ，再用微型植物试样粉碎机破碎至
６０目。取柚皮粉末３．０ｇ，按１∶１８的料液比后置于常压微波
合成／萃取反应工作站，在设定的功率下处理一段时间后冷却
至４０℃，得到预处理液。
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１．２．２　柚皮黄酮的提取　在预处理液中加入一定质量分数
的纤维素酶，加入２００ｍＬ醋酸－醋酸钠缓冲溶液［５］，调节ｐＨ
值后置于集热式恒温加热磁力搅拌器中，在一定的温度下提

取一定时间，再冰浴冷却至常温，然后减压、抽滤，得到柚皮黄

酮提取液。同时，采取在无微波辅助条件下进行的对比试验。

１．２．３　柚皮黄酮的分析　样品总黄酮含量的测定参照参考
文献［６］方法进行。

黄酮提取率按照（１）式计算：

黄酮提取率＝总黄铜质量
桔皮粉质量

×１００％。 （１）

２　结果与分析

２．１　单因素试验
在探索性试验的基础上，以柚皮黄酮的提取率为指标，采

用单因素试验，考察微波处理时间、微波功率、酶解温度、酶液

用量、酶解时间和缓冲液ｐＨ值对黄酮提取率的影响，以确定
提取黄酮的最佳条件。

２．１．１　微波处理时间和功率的影响　在酶解温度５５℃、酶
液用量０．８％、酶解时间９０ｍｉｎ和缓冲液 ｐＨ值为４．５条件
下，设置微波功率分别为２００、２５０、３００、３５０Ｗ。由图１可知，
微波功率对黄酮提取率的影响很大，功率低时，黄酮提取率较

低；随着功率的升高，黄酮提取率不断升高，但１０ｍｉｎ后，功
率为３００Ｗ的提取率与３５０Ｗ的相接近，考虑到生产成本，
将功率确定为３００Ｗ。同时，当功率为３００Ｗ时，１０ｍｉｎ后，
黄酮提取率增幅趋缓，随着时间的延长，提取率曲线几乎接近

水平，这是因为微波加热能使有液泡类的细胞瞬间膨胀破碎，

使胞内物质释放出来，在提取初期，时间越长，胞内物质释放

物越多［７］，黄酮的提取率也就越高，随着时间的延长，胞内释

放物的含量逐步减少，黄酮提取率增加不明显。故将微波处

理时间确定为１０ｍｉｎ。

２．１．２　酶解温度和酶液用量对提取率的影响　在微波功率
３００Ｗ、微波处理时间１０ｍｉｎ、酶解时间９０ｍｉｎ和缓冲液 ｐＨ
值为 ４．５的条件下进行试验，设置酶解温度 ４５、５０、５５、
６０℃。由图２可知，相同条件下，酶解温度为５５℃时提取率
最高，因此在本试验中选取５５℃为酶法提取温度。在５５℃
时，酶液用量低于０．８％时，随着酶液用量的增加，柚皮黄酮
提取率明显增加，当酶液用量超过此值时，黄酮提取率增加

缓慢。

２．１．３　缓冲液 ｐＨ值和酶解时间对提取率的影响　选取微
波功率３００Ｗ、微波处理时间１０ｍｉｎ、酶解温度５５℃及酶液

用量０．８％，考察不同酶解时间和缓冲液不同ｐＨ值对黄酮提
取率的影响，由图３可知，在酶解时间为９０ｍｉｎ、缓冲液 ｐＨ
值约为４．５时，柚皮黄酮提取率较高，而 ｐＨ值低于或超过
４．５后提取率均较小。这可能是由于 ｐＨ值约为４．５时酶的
活性较好的缘故，因此确定ｐＨ值为４．５。随着提取时间的延
长，黄酮提取率逐渐增加，当酶解时间超过９０ｍｉｎ后再延长
提取时间，黄酮提取率降低，故选择９０ｍｉｎ作为酶解时间。

２．２　正交试验分析
为了使提取黄酮提取工艺更加科学和合理，在进行单因

素试验的基础上，取提取液ｐＨ值为４．５，采用Ｌ１６（４
５）多因素

正交试验对提取黄酮的微波功率、微波处理时间、酶解时间、

酶液用量和酶提取温度５个有重要影响的因素进行设计，见
表１。
　　根据正交试验结果显示：影响黄酮提取率的因素顺序为
Ｂ＞Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｅ，工艺的最佳组合为 Ｂ２Ａ４Ｄ２Ｃ２Ｅ２，即微波功
率３５０Ｗ、微波处理时间１０ｍｉｎ、酶解时间９０ｍｉｎ、酶液用量
０．９％和酶提取温度５５℃。按上述最优条件追加３次试验，
提取柚皮黄酮的平均提取率为５．９３％。而在其他工艺条件
相同，但无微波的条件下，采用酶法提取法，黄酮的提取率仅

为４．２４％，酶解时间２４０ｍｉｎ。因此，可见微波有利于提高黄
酮的提取率及加快提取速度。

２．３　红外光谱分析
由于天然黄酮类化合物母核上常含有烃氧基、甲氧基、异

戊烯氧基和羟基等基团，其红外光谱在３１００～３４６０ｃｍ－１、
１６００～１６４０ｃｍ－１，以及１３７２、１２４２、１０５８ｃｍ－１的振动峰可
代表黄酮类化合物的特征峰。

由图４可知，柚皮黄酮红外谱在３３９０ｃｍ－１附近有羟基
缔合形成宽而强的吸收峰，说明有大量的酚羟基或糖上的羟

基存在；同时，在２９３２、２８６２、１３７０ｃｍ－１附近有较强的表征
ＣＨ２

－和ＣＨ３
－的吸收峰出现，证明饱和碳上的氢较多；而在
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表１　提取黄酮的正交试验结果

序号
Ａ：微波功率
（Ｗ）

Ｂ：微波处理时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：酶解时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：酶液用量
（％）

Ｅ：酶提取温度
（℃）

黄酮提取率

（％）

１ １（２００） １（９） １（８５） １（１．０） １（６０） ４．６６
２ １ ２（１０） ２（９０） ２（０．９） ２（５５） ５．８６
３ １ ３（１１） ３（９５） ３（０．８） ３（５０） ４．９７
４ １ ４（１２） ４（１００） ４（０．７） ４（４５） ４．８５
５ ２（２５０） １ ２ ３ ４ ５．０８
６ ２ ２ １ ４ ３ ５．１７
７ ２ ３ ４ １ ２ ５．３４
８ ２ ４ ３ ２ １ ５．４５
９ ３（３００） １ ３ ４ ２ ４．８７
１０ ３ ２ ４ ３ １ ５．１４
１１ ３ ３ １ ２ ４ ５．２３
１２ ３ ４ ２ １ ３ ５．１１
１３ ４（３５０） １ ４ ２ ３ ５．４３
１４ ４ ２ ３ １ ４ ５．４７
１５ ４ ３ ２ ４ １ ５．５７
１６ ４ ４ １ ３ ２ ５．４５
ｋ１ ５．０８ ５．０１ ５．１３ ５．１４ ５．２１
ｋ２ ５．２６ ５．４１ ５．４１ ５．４９ ５．３８
ｋ３ ５．０９ ５．２８ ５．１９ ５．１６ ５．１７
ｋ４ ５．４７ ５．２２ ５．１９ ５．１２ ５．１６
Ｒｊ ０．３９ ０．４０ ０．２８ ０．３７ ０．２２

１７４０ｃｍ－１附近由酯羰基（Ｃ—Ｏ）引起的伸缩振动峰虽然较
弱，但在１６４６ｃｍ－１附近仍然有羰基的伸缩振动峰出现；此
外，在１６４６、１５１８～１３２２ｃｍ－１范围内有若干表征苯环的吸
收峰存在；且在１３２０～１１５８ｃｍ－１有由羟基的弯曲振动引起
的吸收峰出现；而在 １２４６和 １０６０ｃｍ－１附近也出现了
Ｃ—Ｏ—Ｃ的反对称和对称伸缩振动峰；最后，在 ８９０～
７００ｃｍ－１附近还出现了苯环上取代基位置引起的吸收峰。以
上特征峰的出现，均说明提取物为典型的黄酮类化合物。

３　结论与讨论

采用微波辅助酶法提取柚皮黄酮，微波的使用有利于提

高黄酮的提取量和加快提取速度，而酶法的使用可以降低较

高温度对黄酮生物活性的影响。微波的功率、微波处理时间、

缓冲液的ｐＨ值以及提取温度、时间和酶液用量等因素均对

黄酮的提取量有较大影响。

在缓冲液ｐＨ值为４．５的情况下，经过正交试验优化后
的提取工艺条件为：微波功率３５０Ｗ、微波处理时间１０ｍｉｎ、
酶解时间９０ｍｉｎ、酶液用量０．９％和酶提取温度５５℃，柚皮
黄酮的提取率可达５．９３％。

红外光谱分析显示，采用本方法所得到的提取物为典型

的黄酮类化合物。
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