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酸性水提取柑橘皮渣柠檬苦素工艺

吴 剑，曾凡坤 *，陈飞平

(西南大学食品科学学院，重庆      400715)

摘   要：以使用硫酸调节纯水得到的酸性水为溶剂，采用高效液相色谱测定柠檬苦素含量，浸提柑橘皮渣中柠檬

苦素。在热浸提时间、温度及料液比单因素试验的基础上，利用三元二次旋转组合试验设计优化提取条件，建立

三因素与柠檬苦素得率之间的数学模型。结果表明，酸性水提取柑橘皮渣中柠檬苦素的最佳工艺条件为提取时间

2.6h、温度 61.2℃、料水比 1:19.2(g/mL)、酸性水提取液 pH4。在此工艺条件下，柠檬苦素的得率为 0.117mg/g。
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Abstract：The pH of pure water was adjusted with sulfuric acid to provide a solvent for the extraction of limonin from citrus

peels. Limonin quantification was performed by HPLC. Based on one-factor-at-a-time experiments, a three-variable quadratic

rotary unitization design combined with response surface methodology was used to optimize three conditions for acidic water

extraction of limonin from citrus peels, and a mathematical model describing limonin yield versus the three extraction conditions

was built. The optimal extraction conditions of limonin from citrus peels were 2.6 h extraction at 61.2 ℃, pH 4 and a solid-to-

liquid ratio 1:19.2 (g/mL). Under the optimized conditions, a limonin yield of 0.117 mg/g was achieved.
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柠檬苦素类似物的主要来源是芸香科柑橘属植物[1]，

在幼果中多以苷元的形式存在。在果实的成长后期、成

熟期柠檬苦素类似物苷元转化为配糖体，这种配糖体化

只在果实及种子中进行[2]。随着果实不断发育，苷元逐

步转化为配糖体 [ 3 ]，在种子中配糖体含量占干质量的

0.31%～0.87%[4]。随着对柠檬苦素类似物生物活性的认

识，柠檬苦素类似物的应用研究已引起了医学界和食品

界的广泛关注。柠檬苦素类似物在抗肿瘤、抗炎、镇

痛、抗病毒、抗菌、利尿、抗焦虑，并可以改善睡

眠质量、降低胆固醇含量、防止动脉粥样硬化等方面

都具有显著效果[5-9]。

国内对柠檬苦素进行系统性研究的为数不多，就已

有的研究成果，大部分是以柑橘种子作为提取材料、有

机溶剂作为提取溶剂。在柑橘加工过程中，皮渣(去汁后

剩余物)是主要副产品，占柑橘总量的 20%～40% [10-11]。

如要从皮渣中分离种子和其他部分，进行大规模的生产

显然是不可行的。将鲜榨后的柑橘皮渣进行处理后，可

以直接提取柠檬苦素或其他生物活性物质，这将极大提

高工业化生产的可行性。在水提取基础上，根据柠檬

苦素在酸性环境中可以增大其溶出率的原理，并且考虑

提取溶剂的回收率与消耗成本，在以工业化为目标的前

提下，本实验以新鲜柑橘皮渣作为提取材料、酸性水

作为提取溶剂对其提取工艺进行研究并优化。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜柑橘(甜橙)榨汁后剩余皮渣，取自中国农业科

学院柑桔研究所，粗碎备用。

1.2 试剂与仪器

柠檬苦素标准品(纯度 99.8%)    美国 Simga 公司；

乙腈(色谱纯)、甲醇(色谱纯)    天津四友公司。
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ultimate XB-C18(4.6mm × 250mm，5μm)     美国

Welch 公司；LC-20A 型高效液相色谱仪、LC-20A 型紫

外检测器、UV-2450 型双光束紫外分光光度计    日本岛

津公司；AE200 型分析天平    瑞士梅特勒 - 托利多公

司；PH-3S 型酸度计    成都方舟科技公司；JQS200DE

型超声波清洗仪    昆山市超声仪器有限公司。

1.3 高效液相色谱条件[12]

色谱柱：Welch ultimate (250mm × 4.6mm，5μm)；

流动相：乙睛 - 超纯水(45:55，V/V)；流速 1.0mL/min；

柱温 25℃；检测波长 200nm；进样量 5μL。

1.4 标准曲线的绘制与得率计算方法

称取柠檬苦素标准品 6.7mg，用色谱纯乙腈溶解并

定容于25mL容量瓶，配制成质量浓度0.0134mg/mL的柠

檬苦素标准溶液，贮存于 4℃备用。经双光束紫外分光

光度计扫描后，确定最大吸收波长为 200nm，此后实验

中检测波长定为 200nm。

精确量取 1、2、3、4、5 m L 柠檬苦素标准母液

置于 5 个 10mL 容量瓶，分别向各容量瓶中加乙腈稀释

并定容于 10mL，制成一系列梯度浓度的标准溶液。经

0.45μm有机滤膜后以进样量为5μL经液相色谱分析检测，

记录色谱图，以峰面积为横坐标、标准溶液质量浓度为

纵坐标，绘制标准曲线，得曲线方程为 Y=3 × 10 -7X －

0.0005(R2=0.9996)，检出限为 0.001～0.05mg/mL。

                                            
  cv

柠檬苦素得率 /(mg/g)= ——

                                           
m

式中：c 为经过计算提取液中柠檬苦素的质量浓度 /

(mg/mL)；v 为提取液的总体积 /mL；m 为取样的质量 /g。

1.5 柠檬苦素提取工艺流程

柑橘皮渣粗碎→ 60～90℃石油醚脱脂→称量→酸性

水热提取→过滤→高效液相色谱检测

1.6 样品检测

称取脱脂皮渣 5. 0g，加入酸性提取液，按提取工

艺条件在热水浴提取，过滤并收集滤液，取各组处理

提取液 2mL 经针式过滤头(有机系，0.45μm)过滤后，装

入自动进样瓶。按色谱条件自动进样检测，记录色谱

图，计算色谱峰面积，根据标准曲线计算样品浓度。

对柠檬苦样标准品与提取样品进行检测，结果见图 1。

可以看出样品中柠檬苦素保留时间与标准品色谱图中的

保留时间一致，可以判断为柠檬苦素。

1.7 酸性水提取柠檬苦素单因素试验设计

使用硫酸、盐酸、醋酸、柠檬酸调节纯水 pH 值，

以相同 pH 值的纯水作为提取溶剂，确定最高得率的溶

剂；确定最佳提取溶剂后，进行单因素试验，试验水

平为：p H 2 . 5、3 、3 . 5 、4、4 . 5 、5、1 0 ；提取时

间 0 .5、1、2、3、4h；提取温度 20、40、50、60、

70、80、90℃；料液比 1:5、1:10、1:15、1:18、1:20

( g /m L )，确定提取时间、温度、料液比的最佳条件，

提取液中柠檬苦素得率按 1.2.5 节方法测定并计算得率。

试验初始提取条件为温度 50℃、料液比 1:10、提取时

间 1.5h，此后完成一个最佳因素替换一个以此类推。

1.8 优化试验设计

以柠檬苦素得率为响应值，在单因素试验的基础

上，选取酸性水提取时间、料液比以及提取温度为影

响因素，采用三元二次旋转组合试验设计[13]优化试验，

确定提取效率最佳的组合条件。在三元二次旋转组合试

验设计中，分别用 X 1、X 2、X 3 依次表示料液比、提

取温度和提取时间，以γ、1 、0 、－ 1 、－γ分别

表示各因素的 5 个水平。根据 SAS 统计分析软件设计试

验，试验因素水平编码设计见表 1(以柠檬苦素得率为指

标评价提取效果)。

因素 代码
水平

－γ － 1 0 1 γ

料液比(g/mL) X1 1:8 1:12.4 1:19 1:25.5 1:30

温度 /℃ X2 40 46 50 64 70

时间 /h X3 1 1.58 2.5 3.4 4

表 1 三元二次旋转组合试验设计的因素水平编码表

Table 1   Factors and levels in the quadratic rotary unitization design

2 结果与分析

2.1 不同种类酸性水对提取柑橘皮渣中柠檬苦素得率的

影响

由图 2 可知，在本体系中无机酸浸提柠檬苦素能力
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图 1 柠檬苦素标准品与样品色谱图
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2.2 酸性水溶液 pH 值对提取柑橘皮渣中柠檬苦素得率

的影响

由图 3 可知，提取溶剂 pH2～4 时，提取率相应增

加，pH4 时提取率最大，之后随着 pH 值增加，提取率

下降，因此试验中选择 pH4 的酸性水溶液作为提取剂。

2.3 提取时间对提取柑橘皮渣中柠檬苦素得率的影响

理时间过长，柠檬苦素被水中分子氧破坏所引起。综合

考虑得率及提取效率，试验选取最佳提取时间为 2.5h。

2.4 温度对提取柑橘柠檬苦素得率的影响

从图 5 可知，温度在 40～70℃之间时，随着提取温

度的增加，柠檬苦素得率逐渐升高，温度升高到 60℃

后，柠檬苦素的得率增长趋于平缓。柠檬苦素因其结

构复杂，十分容易被氧化，在加热条件下与水中氧分

子碰撞结合的概率也相应增加，温度的升高有利于提高

提取效率，但也会增加柠檬苦素被氧化的概率。柠檬

苦素具有生物活性，提取温度过高会破坏其化学结构，

因此选取 60℃为最佳的提取温度。

2.5 料液比对提取柑橘柠檬苦素得率的影响

由图 6 可知，随着加水量的增加，柠檬苦素得率

逐渐升高，当加水量大于取样量 15 倍之后，得率变化

不大。再增加加水量，反而使得率降低，可能提取溶

液量多并且提取液中柠檬苦素浓度较低，在此浓度液

相色谱检测灵敏度下降，造成柠檬苦素得率下降的假

象。因此综合考虑溶剂用量与提取后浓缩纯化工艺，

选取 1:18 为最佳料液比。

2.6 优化试验结果分析

优化试验结果见表 2，以柠檬苦素得率为响应值，

采用 SAS 统计分析软件进行多元回归分析[14]，得到初步

回归方程为：Y=0.115164 ＋ 0.003039X1 ＋ 0.012984X2 ＋

0.005412X3－0.019563X1
2－0.002125X1X2－0.000375X1X3－

图 2 不同酸性溶液对柠檬苦素提取得率的影响

Fig.2   Effect of different acids on limonin yield
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Fig.5   Effect of extraction temperature on limonin yield
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测在加热情况下促进了盐酸挥发速率，使得酸性水的酸

性发生变化，而硫酸酸性水并不存在这个问题。并且

硫酸使用广泛并易得，符合试验选择常见廉价提取液药

品的原则，选择硫酸做调节纯水 p H 值的药品。

图 3 不同 pH 值酸性水溶液对柠檬苦素提取得率的影响

Fig.3  Effect of water pH on limonin yield
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图 4   提取时间对柠檬苦素得率的影响

Fig.4   Effect of extraction time on limonin yield
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图 6 料水比对柠檬苦素得率的影响

Fig.6   Effect of solid-to-liquid ratio on limonin yield
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0.007896X2
2 － 0.001125X2X3 － 0.017265X3

2。

2.6.1 回归模型分析

经 SAS 进行多元回归分析后，对回归方程进行逐

项显著性评价，结果表明除 X 1X 2、X 1X 3、X 2X 3 项不显

著之外，其余各项均显著，其中 X 2、X 1
2、X 3

2 项达到

极显著。SAS 软件计算时，已将各项回归系数标准化，

因此根据 3 个因素的绝对值大小判断影响因素的主次。

在酸性水提取条件下，影响因素主次为温度＞时间＞料

液 比 。

对不显著项利用 SAS 软件中 GLM Procedure 逐步回

归，将不显著项并入误差项，得到优化后的回归方程：

Y=0.115164＋0.003068X1＋0.012954X2 ＋0.005441X3－

0.019553X1
2－0.007886X2

2－0.017255X3
2。R2值为95.81%，

修正决定系数为 92.91%，此二项表明试验方法可靠，可

以良好的描述试验结果，可用于分析柑橘皮渣中柠檬苦

素提取试验。

试验号 X1料液比 X2温度 X3时间 柠檬苦素得率 /(mg/g)

1 1 1 1 0.052

2 1 1 － 1 0.063

3 1 － 1 1 0.081

4 1 － 1 － 1 0.095

5 － 1 1 1 0.059

6 － 1 1 － 1 0.076

7 － 1 － 1 1 0.087

8 － 1 － 1 － 1 0.092

9 1.682 0 0 0.047

10 － 1.682 0 0 0.058

11 0 1.682 0 0.064

12 0 － 1.682 0 0.107

13 0 0 1.682 0.051

14 0 0 － 1.682 0.067

15 0 0 0 0.117

16 0 0 0 0.118

17 0 0 0 0.119

18 0 0 0 0.111

19 0 0 0 0.117

20 0 0 0 0.116

21 0 0 0 0.114

22 0 0 0 0.112

23 0 0 0 0.115

表 2 柠檬苦素提取旋转组合试验设计结构矩阵及结果

Table 2   Quadratic rotary unitization design and corresponding

experimental results

回归项 自由度 平方和 均方 F值 P值

一次项 3 0.002825 0.000942 19.26178 ＜ 0.0001

二次项 3 0.011658 0.003886 79.49273 ＜ 0.0001

交互项 3 0.00005 0.000017 0.339141 0.797417

误差 13 0.000635 0.00004

模型 9 0.014532 0.001615 33.03121 ＜ 0.0001

总和 22 0.015168

表 3 方差分析结果表

Table 3   Primary variance analysis for the established regression model

来源 自由度 平方和 均方和 F值 P值

模型 6 0.014482 0.002414 56.361 ＜ 0.0001

误差 16 0.000685 0.000043

总和 22 0.015168

表 4 GLM 回归分析优化后模型的方差分析

Table 4   Variance analysis for the established regression model after

GLM Procedure regression

2.6.2 方差分析

试验结果方差分析见表 3。结果表明 P ＜ 0.0001，
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素提取得率有极显著影响，交互项对柠檬苦素得率影响

不明显，有 95.81% 的响应值变化来源于所选变量。

经过GLM Procedure逐步回归后的方差分析结果见

表 4 。结果显示经过合并不显著项后，回归模型为极

显 著 。
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以最优条件作为一组处理进行验证实验，重复 3

次，得到的柠檬苦素平均得率为 0.117mg/g，与理论预

测值接近，重复性好。经过试验设计优化后得到的提

取条件参数准确可靠，具有实际价值。

3 结论与讨论

本实验将酸性水提取法与响应面分析法结合，采用

新鲜柑橘皮渣为原料，以硫酸溶液调节纯水 pH 值至 4为

提取溶剂，并优化了柑橘皮渣中柠檬苦素的提取工艺条

件。经优化后的酸性水提取柑橘皮渣中柠檬苦素的最佳

提取条件为提取时间 2.6h、温度 61.2℃、料水比 1:19.2

(g/mL)以及酸性水提取液 pH4。在此条件下，柠檬苦素

得率为 0.117mg/g。与前人研究使用乙醇提取柑橘果皮

和种子中含柠檬苦素64mg/kg和200～300mg/kg(本实验中

皮渣中既有种子也有果皮)结果[15]基本符合。因使用硫酸

调节纯水 pH 值，与有机溶剂相比价格低廉，提取效果

较好，提取液的酸较弱，除污简单，污染环境可能性

小，对工业化大规模生产有指导意义。柑橘皮渣中水

溶性物质较多，在提取液中杂质含量也较高，如何在

提取后将杂质去除，是今后需重点关注与研究的方向。
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图 7 各两因素交互作用对柠檬苦素得率影响的响应面和等高线图

Fig.7   Response surface and contour plots showing effects of pH,

extraction time and temperature on limonin yield
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从图 7 响应面图与等高线图所可看出，在其中一项

固定为 0 水平时，另外二项的增加都会使得柠檬苦素得

率先升后降，并达到最高值。当提取时间和料水比各

自固定为 0 水平时，柠檬苦素得率随提取温度的变化幅

度较大，并且得率达到极大值。而得率随着提取时间

与料水比的变化时幅度不及温度，提取温度的改变对得

率影响较大。利用 SAS 软件中 RSREG 程序处理后得到

3 个因素的最优值分别为提取时间 2.6h、温度 61.2℃、

料液比 1:19.2(g/mL)以及酸性水提取液 pH4。在此条件

下，预测柠檬苦素得率响应值为 0.120mg/g。

2.6.3 验证实验


