
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.5 

174 

 

响应面优化金柑多酚的提取工艺 
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摘要：以金柑为实验材料，对金柑中多酚提取的最佳工艺条件进行研究。在单因素（提取时间、提取液浓度和液料比等）实验

考察的基础上，以多酚含量为响应值，通过响应面法对金柑中游离态多酚以及结合态多酚的提取条件进行优化。实验结果表明，所得

到的金柑游离态多酚及结合态多酚的工艺的回归模型显著，拟合性好，均可用于预测游离态多酚以及结合态多酚含量。优化后的游离

态多酚提取条件如下：丙酮浓度 77%，液料比 33 mL/g，提取时间 48 min，此条件下的游离态多酚平均含量为 11.03 mg/g DW；优化

后的结合态多酚提取条件为：NaOH 浓度 6.5 mol/L，液料比 10 mL/g，提取时间 18 h，此条件下的结合态多酚平均含量为 1.79 mg/g DW。

最优条件下的游离态多酚以及结合态多酚含量与模型预测值相符，表明优化的金柑多酚提取工艺合理。 

关键词：金柑；多酚；游离态多酚；结合态多酚；响应面 

文章篇号：1673-9078(2018)05-174-181                                          DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2018.05.025 

Optimization of Extraction Process of Polyphenols from Kumquat by 

Response Surface Methodology 
YANG Cong-ying1, LUO Ya-li1, GUO Shi-yin2, XIAO Hang2, RAO Li-qun1, TANG Zhong-hai2 

(1.College of Bioscience and Biotechnology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 
(2.College of Food Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 

Abstract: The optimum extraction process of polyphenols from Kumquat was investigated. Based on singe factor experiments (extract 

time, extract concentration, ratio of liquid to material, etc.), the extraction conditions of free polyphenols and bound polyphenols in kumquat 

were optimized by response surface methodology using polyphenol content as response value. The results showed that the established regression 

models of the free polyphenols and bound polyphenols of kumquat were significant and it could be used to predict the yield of free polyphenols 

and bound polyphenols. The optimum extraction conditions of free polyphenols were as follows: the acetone concentration of 77%, the  liquid 

to material ratio of 33 mL/g; the extraction time of 48 min. The average free polyphenol content under this condition was 11.03 mg/g DW. The 

optimum extraction conditions of bound polyphenols were as follows: the NaOH concentration of 6.5 mol/L; the liquid to material ratio of 10 

mL/g; the extraction time was 18 h. Under these optimized conditions, the yield of bound polyphenols reached 1.79 mg/g DW. The content of 

free polyphenols and bound polyphenols under optimal conditions were well matched with the model predicted yield, indicating that the 

optimized extraction process of free and bound polyphenols from kumquat was reasonable. 
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金柑，又名金桔、金枣，属芸香科金柑属植物。

其果实较小，形状呈椭圆[1]，果皮可与果肉可以一起

食用，主要用于鲜食和作为蜜饯的原料。金柑有良好

的抗氧化作用，同时还有抑菌、抗炎等活性。干金桔

也常作为中药材，具有消食和化痰等功效，用于治疗 
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呼吸道炎症[2]。 
多酚是由植物产生的一类次生代谢产物，在植物 

体内通常跟抵抗紫外辐射以及病原体的入侵等功能相

关，因其化学结构的多样性和复杂性，具有丰富的生

物活性。大量研究表明，多酚具有抗菌、降脂、降血

糖、降血脂和抗衰老等多种生理和药理活性[3~5]。长期

摄入富含植物多酚的膳食能够对癌症、心血管疾病、

糖尿病、骨质疏松症和神经退行性等疾病起到一定的

预防作用[6~8]。植物多酚根据其化学结构可分为酚酸

类、黄酮类、木脂素类和芪类等。根据其存在形式分

为游离态和结合态多酚，游离态多酚指游离于细胞质

中的多酚，其游离形态表现出了良好的溶解性，易溶



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.5 

175 

于水或有机溶剂；而结合态多酚指与细胞壁中纤维素

等结合而不能直接用溶剂萃取得到，需经过酶解或强

酸强碱溶液消化后才能得到的多酚[9]。植物中多酚的

总含量，即总酚含量。以往大多数测定多酚含量的方

法是采用简单溶剂直接萃取后进行分析。此类方法只

能测定游离态多酚的含量，对于结合态多酚则无法测

定。因此，测定结果往往低于其实际含量，导致总酚

含量偏低[10,11]。 
在单因素实验的基础上，选取金柑为原料，通过

响应面设计对其游离态多酚以及结合态多酚的提取工

艺进行进一步优化，以确定最佳提取工艺条件，为金

柑的综合开发与利用提供一定理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

材料：金柑，为市售湖南浏阳产的成熟金柑。 
试剂：2N 福林酚试剂、没食子酸标准品购自美国

sigma 公司；甲醇、丙酮、无水乙醇、乙酸乙酯、无

水碳酸钠和氢氧化钠等（分析纯）试剂均购自广州化

学试剂厂。 

1.2  仪器与设备 

KQ-500DE 数控型超声波清洗器，昆山超声仪器

有限公司；FD-1PF 冷冻干燥机，北京德天佑科技发展

有限公司；R204B3 旋转蒸发仪，上海申顺生物科技

有限公司；ML204 电子天平，上海梅特勒-托利多仪

器有限公司；DK-S24 恒温水浴锅，上海森信实验仪

器有限公司；EnSpire 多功能酶标仪，珀金埃尔默仪器

有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  金柑多酚提取 
1.3.1.1  游离酚的提取 

金柑经切片后，真空冷冻干燥处理，然后称重、

粉碎，过 60 目筛后，于-20 ℃保存；取 0.10 g 金柑冻

干粉与一定体积分数的有机溶液按一定液料比混合，

在一定超声功率下提取一定时间。将混合物离心(5000 
r/min，10 min)后取上清液，将提取一定次数的上清液

转入25 mL容量瓶并定容，用于测定样品中多酚含量。

残渣冷冻干燥、称重并保存于-20 ℃用于后续提取结

合酚。 
1.3.1.2  结合酚的提取 

称取 1.3.1.1 中提取游离酚后得到的残渣 0.10 g，
与一定浓度的 NaOH 溶液按一定液料比混合，在室温

下提取一定时间。然后用 6 mol/L HCl 将溶液 pH 调节

到 2，再用等体积的乙酸乙酯萃取 3 次，然后合并乙

酸乙酯相并浓缩，定容于 25 mL 容量瓶[12]，用于样品

多酚含量测定。 
1.3.2  单因素试验 

设置影响因素为提取溶剂（乙醇、甲醇、丙酮）、

提取次数（1、2、3 次）、超声功率（100、150、200、
250、300 W 次）、提取时间（10、20、30、40、50、
60 min）、丙酮浓度（50、60、70、80、90、100%）、

液料比（10:1、15:1、20:1、25:1、30:1、35:1、40:1 
mL/mg），分别测定各因素不同水平对金柑游离酚含量

的影响。除非特殊说明，否则所有提取条件固定为液

料比 25:1、提取时间 30 min、提取次数 2 次、超声功

率 200 W、溶剂 80%丙酮。 
设置影响因素为液料比（5:1、10:1、15:1、20:1、

25:1 mL/g）、NaOH 浓度（2、4、6、8、10 mol/L）、
提取时间（10、12、14、16、18、20 h），分别测定各

因素不同水平对金柑结合酚含量的影响。除非特殊说

明，否则所有提取条件固定为液料比10:1 mL/g、NaOH
浓度 6 mol/L、提取时间 16 h。 
1.3.3  金柑多酚含量测定 

参照 Zou 等[13]方法，并作适当修改。将 25 μL 蒸

馏水、样品稀释液以及没食子酸标准溶液（20、40、
60、80、100 μg/mL）分别加入 96 孔板中，再在各孔

中加入 125 μL 0.1 N 福林酚试剂，室温下 10 min 后，

加入 125 μL 7.5% Na2CO3溶液并稍微震荡，避光反应

1 h。通过多功能酶标仪测定各样品在 765 nm 处的吸

光 值 。 计 算 得 到 没 食 子 酸 标 准 曲 线 为 ：

y=8.5767x+0.0456(R2=0.9969)，用于多酚含量测定。其

浓度在 20~100 μg/mL 范围内呈现良好的线性关系。多

酚含量通过每克金柑干重所含有的没食子酸当量（mg 
GAE/g DW）来表示。 
1.3.4  响应面优化金柑多酚提取工艺 

在单因素试验基础上，根据 Box-Behnken 中心组

合设计原理，以多酚含量为响应值，分别选取对游离

酚和结合酚含量影响较优的因素和水平，通过响应面

分析法对工艺条件进行优化[14,15]。 

1.4  数据分析 

采用 Excel 2003 对实验数据进行整理后，采用

SPSS 17.0 软件对单因素试验数据进行方差分析以及

差异显著性分析，p<0.05 表示差异显著。采用

Expert-Design 8.0.6 统计软件进行响应面优化分析。 

2  结果与分析 
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2.1  金柑游离酚单因素实验 

 
图1 提取试剂对金柑游离酚含量的影响 

Fig.1 Effects of extraction solvent on the yield of free 

polyphenols in kumquat 

注：不同小写字母表示差异显著（p<0.05），下同。 

 
图2 提取次数对金柑游离酚含量的影响 

Fig.2 Effects of extraction times on the yield of free polyphenols 

in kumquat 

以游离酚含量为指标，比较不同提取试剂的效果

（图 1），实验结果表明不同提取溶剂类型对游离酚含

量有一定影响。Su 等[16]详细地比较了不同提取剂对游

离酚含量，类型，以及活性的影响，发现丙酮提取效

果最佳。因此后续实验均采用丙酮溶液作为提取试剂。 
由图 2 可知，当提取次数大于 2 次之后，游离酚

含量趋于平稳，考虑到试剂及时间等的消耗，固定提

取次数为 2 次。 
如图 3 所示，随超声功率的增加，游离酚含量呈

现上升趋势，当超声功率达到 200 W 时，游离酚含量

最高，之后呈现平稳趋势。考虑到超声功率过高，可

能会破坏结合多酚的结构，将结合多酚也释放出来。

因此，将超声功率固定为 200 W，尽量提高多酚的提

取量；由图 4 可知，0~40 min，随提取时间增加，游

离酚含量呈现上升趋势。40 min 之后，含量有所下降，

可能是因为超声时间太长，金柑游离酚中部分成分氧

化降解或被破坏，导致多酚含量降低[17]。因此，选择

超声时间为 30、40、50 min 进行下一步优化；由图 5

可知，当丙酮浓度为 50~80%，游离酚含量随丙酮浓

度增加而上升，当丙酮浓度大于 80%时，游离酚含量

反而下降，这可能是由于溶剂体积分数过高时小极性

脂溶性物质增多，游离酚含量下降[18]，因此选取丙酮

浓度为 70%、80%和 90%三个水平进行响应面优化试

验；如图 6 所示，随液料比增加，游离酚含量逐渐上

升，当液料比大于 30:1 mL/g 后，游离酚含量趋于平

稳。因此，选取液料比 25:1、30:1、35:1 mL/g 进行下

一步优化。 

 

图 3 超声功率对金柑游离酚含量的影响 

Fig.3 Effects of ultrasonic power on the yield of free 

polyphenols in kumquat 

 
图4 提取时间对金柑游离酚含量的影响 

Fig.4 Effects of extraction time on the yield of free polyphenols 

in kumquat 

 
图5 丙酮浓度对金柑游离酚含量的影响 

Fig.5 Effects of acetone concentration on the yield of free 

polyphenols in kumquat 
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图6 液料比对金柑游离酚含量的影响 

Fig.6 Effects of the ratio of liquid to material on the yield of free 

polyphenols in kumquat 

2.2  金柑游离酚响应面法优化 

2.2.1  响应面实验设计与结果 
响应面分析法，是一种实验条件寻优的方法，适

宜于解决非线性数据处理的相关问题，包含了试验设

计、建模、模型合适性检验和寻求最佳组合条件等众

多试验与统计技术[19]；它通过实验数据建立拟合多项

式方程，运用图形技术将这种函数关系显示出来，并

能找出预测的响应最优值以及相应的实验条件。其试

验次数少、精确度高的特点使工作量大量减少，节省

了人力资源、物质资源，且在一定程度上缩短了实验

周期[20]。在单因素的基础上，固定提取溶剂为丙酮、

提取次数为 2次、超声功率为 200 W，以提取时间（A）、

丙酮浓度（B）、液料比（C）为考察因素，以游离酚

含量（Y）为响应值，根据 Box-Behnken 组合实验设

计原理，设计 3 因素 3 水平响应面实验，实验因素和

水平见表 1，实验结果如表 2 所示。 
表1 金柑游离酚响应面设计水平和编码 

Table 1 Levels and code of variables in RSM of free 

polyphonols 

因素 
水平 

-1 0 1 

a 提取时间/h 14 16 18 

b NaOH 浓度/(mol/L) 4 6 8 
c 液料比/(mL/g) 5:1 10:1 15:1 

表2 金柑游离酚响应面分析实验设计及实验结果 

Table 2 RSM design and results of free polyphonols 

实验号 X1 X2 X3 Y/(mg/g DW) 

1 -1 0 -1 9.87 
2 0 0 0 10.91 
3 0 1 -1 7.64 

4 0 -1 1 10.05 

5 0 0 0 10.92 

6 1 0 -1 9.92 

7 -1 0 1 10.28 

8 1 1 0 8.18 

9 1 -1 0 10.32 

10 0 0 0 10.55 

11 0 -1 -1 9.01 

12 -1 -1 0 9.72 

13 0 0 0 10.88 

14 0 1 1 8.32 

15 0 0 0 10.78 

16 1 0 1 10.81 
17 -1 1 0 7.78 

2.2.2  模型、方差及响应面分析 
采用 Design Expert 8.0.6 版本软件对所得数据进

行分析，可得到金柑游离酚含量的回归模型： 
Y(mg/gDW)=10.81+0.20A-0.90B+0.38C-0.050AB

+0.12AC-0.090BC-0.17A2-1.64B2-0.42C2 
由表 3 可知，方程的显著性分析得 F=61.9650，

相应的概率值 p<0.01，表明该方程模型极显著；

R2=0.9876，R2 
Adj =0.9717，说明该模型与实验数据拟合

程度较好，实验误差小，可以用于不同变量条件下的

响应值预测。方差分析结果显示，因素 B、C、B2、

C2对金柑游离酚含量影响极显著(p<0.01)，因素 A 对

金柑游离酚含量影响显著(p<0.05)，说明各因素对金柑

游离酚含量的影响不是简单的线性关系。各因素对响

应值显著性的排序依次是 B>C>A。AB、AC、BC 的

p 值均大于 0.05，说明 A 提取时间、B 丙酮浓度、C
液料比两两之间交互作用不显著。 

表3 金柑游离酚回归模型与方差分析 

Table 3 The regression model and variance analysis of free polyphenols in kumquat 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 20.6845 9 2.2983 61.9650 < 0.0001 ** 

A 提取时间 0.3121 1 0.3121 8.4133 0.0230 * 

B 丙酮浓度 6.4441 1 6.4441 173.7409 < 0.0001 ** 

C 液料比 1.1401 1 1.1401 30.7374 0.0009 ** 

转下页
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接上页  

AB 0.0100 1 0.0100 0.2696 0.6196  

AC 0.0576 1 0.0576 1.5530 0.2528  

BC 0.0324 1 0.0324 0.8736 0.3811  

A2 0.1238 1 0.1238 3.3389 0.1104  

B2 11.2763 1 11.2763 304.0266 < 0.0001 ** 

C2 0.7304 1 0.7304 19.6929 0.0030 ** 

残差 0.2596 7 0.0371  

失拟 0.1642 3 0.0547 2.2923 0.2200  

误差 0.0955 4 0.0239  

总和 20.9442 16  
R2=0.9876 R2 

Adj=0.9717 

注：*差异显著(p<0.05)；**差异极显著(p<0.01)。 

2.2.3  最佳工艺条件的确定及验证实验 
利用Design Expert软件对实验模型进行典型性分

析，得到金柑游离酚的最优提取条件：丙酮浓度

76.96%，液料比 33.03 mL/g，提取时间 48.32 min，金

柑游离酚含量预测值为 11.14%。为了验证响应面法的

可行性，采用获得的最佳提取工艺条件，考虑到实际

操作，按照丙酮浓度为 77%，液料比 33 mL/g，提取

时间 48 min，进行金柑游离酚的提取实验，重复三次，

求平均含量为 11.03%，与预测值接近，验证了此模型

的有效性，说明回归方程可以反映各因素对金柑游离

酚含量的影响。 

2.3  金柑结合酚单因素实验 

 
图7 液料比对金柑结合酚含量的影响 

Fig.7 Effects of the ratio of liquid to material on the yield of 

bound polyphenols in kumquat 

如图 7 所示，液料比为 5:1~10:1 mL/g 时，金柑结

合酚含量随液料比的增加逐渐上升，当液料比大于

10:1 mL/g 时，金柑结合酚含量反而呈现下降趋势，可

能是因为多酚在 NaOH 溶液中分散度过大，对多酚的

结构破坏加剧，导致结合酚含量变低。因此，选取液

料比 5:1、10:1、15:1 mL/g 进行下一步优化；由图 8
可知，金柑结合酚含量随 NaOH 浓度的增加呈先增加

后减少的趋势，在 NaOH 浓度为 6 mol/L 时，含量最

高。先升高可能是因为过低浓度的 NaOH 无法完全打

断结合酚与纤维等各种大分子之间的化学键，之后减

少，可能是因为随 NaOH 浓度的逐渐增大，溶液 pH
值增大，对结合酚的破坏也更大，使含量降低。因此，

选取 NaOH 浓度为 4、6、8 mol/L 三个水平进行响应

面优化试验。 

 
图8 NaOH浓度对金柑结合酚含量的影响 

Fig.8 Effects of NaOH concentration on the yield of bound 

polyphenols in kumquat 

 

图 9 提取时间对金柑结合酚含量的影响 

Fig.9 Effects of extraction time on the yield of bound 

polyphenols in kumquat 

由图 9 可知，提取时间为 10~16 h 时，金柑结合
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酚含量随提取时间的增加而增加，当提取时间大于 16 
h 后，金柑结合酚含量呈下降趋势。因此，选择 14、
16、18 h 三个水平进行响应面优化试验。 

2.4  金柑结合酚响应面法优化 

2.4.1  响应面实验设计与结果 
在单因素的基础上，以提取时间（a）、NaOH 浓

度（b）、液料比（c）为考察因素，以结合酚含量（y）
为响应值，根据 Box-Behnken 组合实验设计原理，设

计 3 因素 3 水平响应面实验，实验因素和水平见表 4，
实验结果如表 5 所示。 

表4 金柑结合酚响应面设计水平和编码 

Table 4 Levels and code of variables in RSM of bound 

polyphenols 

因素 
水平 

-1  -1 

a 提取时间/h 14 
a 提取时间

/h 
14 

b NaOH 浓度

/(mol/L) 
4 

b NaOH 浓

度/(mol/L) 
4 

c 液料比
/(mL/g) 5:1 c 液料比

/(mL/g) 5:1 

2.4.2  模型、方差及响应面分析 
采用 Design Expert 8.0.6 版本软件对所得数据进

行分析，可得到金柑结合酚含量的回归模型： 
Y(mg/gDW)=1.80+0.098a+0.11b+0.084c-0.030ab-

0.075ac-0.023bc-0.043a2-0.23b2-0.27c2。 

由表 6 可知，方程的显著性分析得 F=43.8576，

相应的概率值 p<0.01，表明该方程模型极显著；

R2=0.9826，R2 
Adj =0.9602，说明该模型与实验数据拟合

程度较好，实验误差小，可以用于不同变量条件下的

响应值预测。方差分析结果显示，因素 a、b、c、b2、

c2对金柑游离酚含量影响极显著(p<0.01)，因素 ac 对

金柑结合酚含量影响显著(p<0.05)，说明各因素对金柑

结合酚含量的影响不是简单的线性关系。各因素对响

应值显著性的排序依次是 b>a>c。 
表5 金柑结合酚响应面分析实验设计及实验结果 

Table 5 RSM design and results of bound polyphenols in 

kumquat 

实验号 x1 x2 x3 y/(mg/g DW) 

1 -1 0 -1 1.21 

2 0 0 0 1.82 

3 0 -1 -1 1.15 

4 0 1 -1 1.37 

5 -1 -1 0 1.28 

6 -1 0 1 1.59 

7 0 -1 1 1.30 

8 1 0 1 1.63 

9 0 1 1 1.43 

10 1 -1 0 1.54 

11 -1 1 0 1.59 

12 1 0 -1 1.55 

13 0 0 0 1.84 

14 0 0 0 1.79 

15 0 0 0 1.76 

16 1 1 0 1.73 
17 0 0 0 1.81 

表6 金柑结合酚回归模型与方差分析 

Table 6 The regression model and variance analysis of bound polyphenols in kumquat 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 
模型 0.8117  9 0.0902  43.8576  < 0.0001 ** 

a 提取时间 0.0761  1 0.0761  36.9816  0.0005 ** 

b NaOH 浓度 0.0903  1 0.0903  43.9172  0.0003 ** 

c 液料比 0.0561  1 0.0561  27.2864  0.0012 ** 

ab 0.0036  1 0.0036  1.7506  0.2274  

ac 0.0225  1 0.0225  10.9413  0.0130 * 

bc 0.0020  1 0.0020  0.9847  0.3541  

a2 0.0079  1 0.0079  3.8300  0.0912  

b2 0.2146  1 0.2146  104.3466  < 0.0001 ** 

c2 0.2974  1 0.2974  144.6003  < 0.0001 ** 

残差 0.0144  7 0.0021   

失拟 0.0107  3 0.0036  3.8262  0.1138  

转下页
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接上页  

误差 0.0037  4 0.0009   

总和 0.8261  16  

R2=0.9826 R2 
Adj=0.9602  

注：*差异显著(p<0.05)；**差异极显著(p<0.01)。 

 
图10 提取时间和液料比交互作用对结合酚含量的响应面图 

Fig.10 Response surface plot of the interaction of extraction 

time and liquid material ratio on yield of bound polyphenols 

图 10 响应面图形是响应值结合酚含量对应于实

验因素提取时间、液料比所构成的三维空间曲面图，

可以直观反映实验因素之间的交互作用对结合酚含量

的影响。由图可知，提取时间和液料比交互作用的响

应面坡度较陡和等高线呈椭圆形，说明二者相互作用

对金柑结合酚含量的影响显著，当提取时间较短时，

含量随液料比的增大而增大，随着提取时间的增加，

含量增加幅度减小甚至降低。说明在不同提取时间下，

液料比对含量的影响不同。 
2.4.3  最佳工艺条件的确定及验证实验 

利用 Design Expert 8.0.6 软件对实验模型进行分

析，得到金柑结合酚的最优提取条件：NaOH 浓度 6.34 
mol/L，液料比 10.04 mL/g，提取时间 18 h，金柑结合

酚含量预测值为 1.86 mg/g DW。为了验证响应面法的

可行性，采用获得的最佳提取工艺条件，考虑到实际

操作，按照 NaOH 浓度 6.5 mol/L，液料比 10 mL/g，
提取时间 18 h，进行金柑结合酚的提取实验，重复三

次，求平均含量为 1.79 mg/g DW，与预测值接近，说

明了此模型的有效性，说明回归方程可以反映各因素

对金柑结合酚含量的影响。 

3  结论 

在单因素的基础上，根据 Box-Behnken 组合实验

设计原理和响应面法对金柑中的游离态多酚和结合态

多酚的提取条件进行优化，并建立多酚含量的回归模

型，优化后，金柑游离酚最佳工艺条件分别为：丙酮

浓度 77%，液料比 33 mL/g，提取时间 48 min，此条

件下的游离酚平均含量为 11.03 mg/g DW；优化后的

金柑结合酚最佳工艺条件为：NaOH 浓度 6.5 mol/L，
液料比 10 mL/g，提取时间 18 h，此条件下的结合酚

平均含量为 1.79 mg/g DW。最优条件下的游离酚和结

合酚含量与模型预测值相近，验证了模型的可靠性。

同时，游离酚和结合酚的含量也说明了在金柑果实中，

游离态多酚的含量是远高于结合态多酚的含量的。为

金柑功能成分的开发利用提供一定的参考价值。 
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