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摘要:目的:提高黄酮重结晶得率和纯度.方法:以超声

波辅助乙醇提取法提取的蜜柚柚皮黄酮粗品为原料,利

用响应面分析法优化乙醇重结晶纯化黄酮的工艺参数.

结果:影响黄酮重结晶得率的主要因素有乙醇体积分数、

结晶时间、pH 以及乙醇体积分数和 pH 的交互作用,其

中乙醇体积分数的影响最为显著.结论:黄酮重结晶的最

优工艺条件为乙醇体积分数２４％、液料比１０∶１(mL/g)、

pH３．７５、结晶温度４ ℃和结晶时间２４h,黄酮结晶得率

为８．７６％,结晶产物主要为柚皮苷,纯度为８３．３８％.
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Abstract:Objective:ThisstudyaimedtoimprovetherecrystalliＧ

zationyieldandpurityofflavonoid．Methods:Takingthecrude

flavonoidsfrompomelopeelextractedbyultrasonicＧassistedethaＧ

nolextraction asraw materials,the process parameters of

ethanolrecrystallizationandpurificationofflavonoidswereoptiＧ

mizedby responsesurface methodology．Results:The main

factorsaffectingtherecrystallizationyieldofflavonoidswereethＧ

anolconcentration,crystallizationtime,pHvalue,andtheinterＧ

actionbetween ethanolconcentration and pH value,among

which,theethanolconcentrationaffactedmostsignificantly．ConＧ

clusion:Theoptimalrecrystallizationconditionsofflavonoids

wereasfollows:ethanolvolumefractionof２４％,liquidＧsolid

ratioof１０∶１(mL/g),pH３．７５,crystallizationtemperatureof

４℃,andcrystallizationtimeof２４h．Thecrystallizationyieldof

flavonoidswas８．７６％,andthemaincrystallizationproductwas

naringinwithapurityof８３．３８％．
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黄酮类化合物是一类重要的多酚类次级代谢产物,

广泛分布于植物中,对果实色泽、风味和营养及植物抗逆

性和抗病虫害具有重要影响[１－２].常见的黄酮类化合物

有柚皮苷、新橙皮苷、橙皮苷、芸香苷和槲皮素等,其抗氧

化和清除自由基功能使其可以应用于生产抗肿瘤、抗炎

镇痛、降血糖、免疫调节、抗病毒抑菌等药物及功能性保

健食品中[３].此外,黄酮类化合物还具有一定的颜色和

风味,在食品工业中可作为天然食品添加剂(如食用色

素、风味改良剂等)用于食品、饮料的生产等[４].黄酮类

物质在医药、食品、化妆品等行业均具有广阔的发展前景

和应用潜力[５－６].
目前,常见的黄酮提取方法有有机溶剂提取法和水

提取法等,黄酮类物质精制纯化方法包括色谱法(常压柱

层析法、高压制备型 HPLC法、高速逆流色谱法)和结晶

法等[７].高丽等[８]利用大孔树脂精制荷叶黄酮,黄酮纯

度达５５．２８％;康彤[９]利用大孔树脂精制甘草黄酮粗品,

黄酮纯度为６６．８％;江正祥等[１０]利用甲醇与异丙醇的混

合溶液作结晶溶剂纯化曲克卢丁,纯度可达９５％,回收率

为７５％;刘艳杰[１１]利用甲醇反溶剂重结晶法纯化黄酮纯

度为９９．８％.相比较而言,采用色谱法对黄酮进行纯化

设备昂贵、耗时长、溶剂消耗大,而采用重结晶法分离纯

化黄酮类物质具有对分离设备要求低、操作简单、溶剂用

量少等优点,因此是黄酮产品工业生产中精制纯化普遍

采用方法.同时,不同植物来源的黄酮种类及特性不同,
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溶剂种类、酸碱度、添加量,以及结晶温度和时间等均对

黄酮重结晶具有一定影响,进而影响重结晶黄酮的纯度

和产量[１２].

相关研究[２]表明,柑橘类水果中含有大量的黄酮类

化合物,是人类膳食中黄酮类化合物摄入的主要来源之

一,也是食品和准制药工业中黄酮类化合物的主要来源.

柚类水果是重要的柑橘类水果,中国柚类水果产量占全

球１２％左右,仅福建省平和县琯溪蜜柚产量就达到了

１２０万t[１３].柚类水果的残次废果及加工副产物含有橙

皮苷、新橙皮苷和柚皮苷等黄酮类物质,含量达１％~
６％[１４],是工业化生产黄酮的潜在优质原料.课题组[１５]

前期已优化建立了柚皮黄酮乙醇提取工艺,提取得率为

柚皮干重的４．９０％.研究拟在此基础上,进一步优化柚

皮黄酮的重结晶工艺参数,并对重结晶产物进行结构和

纯度分析,以期为植物黄酮的重结晶精制提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

琯溪蜜柚:福建省漳州市平和县;

芦丁(纯度≥９５．０％)、九水合硝酸铝、氢氧化钠、亚硝

酸钠:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

无水乙醇:分析纯,天津市大茂化学试剂厂;

甲醇、乙腈:色谱纯,美国 Thermo公司;

高速粉碎机:JPＧ５００C型,永康市久品工贸有限公司;

旋转蒸发仪:REＧ５０１型,上海力辰科技有限公司;

酶标仪:Epoch２T型,美国伯腾仪器有限公司;

超声波清洗机:KQ５２００DE型,昆山市超声仪器有限

公司;

岛津液相色谱仪:LCＧ２０AT型,日本岛津公司.

１．２　试验方法

１．２．１　柚皮黄酮粗品制备　参照晏幸等[１５]的方法并修

改.设置 提 取 液 料 比 ３０∶１ (mL/g)、乙 醇 体 积 分 数

６７％、超声频率１６３W、超声温度３５℃,超声时间５０min,

提取两次后收集提取液,真空浓缩至粗提液中黄酮质量

浓度≥２．０mg/mL,于４ ℃析出晶体沉淀,过滤,６０ ℃烘

干后制得黄酮粗品.

１．２．２　重结晶单因素试验

(１)乙醇体积分数对黄酮重结晶得率的影响:称取

０．５０g黄酮粗品,液料比为３０∶１(mL/g),乙醇体积分数

分别为１０％,２０％,３０％,４０％,５０％,对黄酮结晶粗品进

行超声水浴辅助溶解,离心取上清液,测定其黄酮含量,

调节pH 值为４．０,４℃下进行重结晶,２４h后收集重结晶

沉淀,计算晶体重结晶得率.

(２)液料比对黄酮重结晶得率的影响:称取０．５０g黄

酮粗品,液料比分别为１０∶１,２０∶１,３０∶１,４０∶１,５０∶
１(mL/g),乙醇体积分数为２０％,对黄酮粗品进行超声

水浴辅助溶解,离心取上清液,测定其黄酮含量,并调节

pH 值为４．０,４℃下进行结晶,２４h后收集重结晶沉淀,
计算晶体重结晶得率.

(３)pH 值对黄酮重结晶得率的影响:称取０．５０g黄

酮粗品,乙醇体积分数为２０％,液料比为３０∶１(mL/g),
对黄酮粗品进行超声水浴辅助溶解,离心取上清液,测定

其黄酮含量,并分别调节pH 为３．０,４．０,５．０,６．０,７．０,４℃
下进行结晶,２４h后收集重结晶沉淀,计算晶体重结晶

得率.
(４)结晶时间对黄酮重结晶得率的影响:称取０．５０g

黄 酮 粗 品,乙 醇 体 积 分 数 为 ２０％、液 料 比 为 ３０∶
１(mL/g),对黄酮粗品进行超声水浴辅助溶解,离心取上

清液,测定其黄酮含量,并调节pH 为４．０,４ ℃下进行结

晶,结晶时间分别为６,１２,２４,３６,４８h,收集重结晶沉淀,
计算晶体重结晶得率.

１．２．３　响应面试验设计与优化　根据 BoxＧBehnken中心

组合试验原则,以单因素试验结果为基础,利用 DesignＧ
Expert８．０６软件对选定因素进行响应面试验设计、方差

分析以及回归分析,获得最佳重结晶工艺.

１．２．４　指标测定方法

(１)黄酮总含量:参照晏幸等[１５]的方法.
(２)黄酮重结晶得率:按式(１)计算提取液中黄酮重

结晶得率.

X１＝
m１

m０
×１００％, (１)

式中:

X１———黄酮重结晶得率,％;

m１———重结晶的晶体质量,g;

m０———被结晶物的质量,g.
(３)黄酮主要成分的 HPLC 分析:采用 ShimＧpack

GISC１８(１５０ mm×４．６ mm,５μm)色谱柱对样品进行

HPLC分析,进 样 体 积 ５μL;流 速 ０．５ mL/min,柱 温

４０℃,检测波长２８４nm;梯度洗脱条件:０~１５min,３５％
流动相 A(超纯水)、６５％流动相B(乙腈).采用标准品对

照确定主要成分含量.
(４)黄酮纯度:分别取０．０２g柚皮苷标准品、黄酮粗

品和黄酮重结晶样品溶解于 １０ mL 乙腈 中,定 容;过

０．２２μm 滤膜进行 HPLC 分析.根据标准品与样品的

HPLC峰面积之比,按式(２)计算重结晶样品纯度.

X２＝
A１

A０
×１００％, (２)

式中:

X２———黄酮纯度,％;

A１———重结晶晶体的液相峰面积;

A０———标准品的液相峰面积.

１．３　数据处理

采用 Excel２０１３软件对数据进行平均值、标准偏差
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的计算和图表绘制;采用 RStudio２０２２．０２．０对数据进行

单因素显著性分析;通过 DesignＧExpert８．０６软件进行响

应面试验设计与数据方差分析.

２　结果与讨论

２．１　单因素试验

２．１．１　乙醇体积分数对黄酮重结晶得率的影响　由图１
可知,随着乙醇体积分数的升高,黄酮晶体重结晶得率先

增大后显著减少,当乙醇体积分数为２０％时达最大值

２．４１％,与林芳等[１６]的结论一致,是因为随着乙醇体积分

数的上升,乙醇溶液极性下降,黄酮溶解度下降,而低体

积分数的乙醇溶液极性更接近于黄酮极性,更有利于黄

酮的溶解以及混合液体系的饱和,从而利于晶体的析出.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　乙醇体积分数对黄酮重结晶得率的影响

Figure１　Effectsofethanolvolumefractiononthe
recrystallizationyieldofflavonoids

２．１．２　液料比对黄酮重结晶率的影响　由图２可知,随
着液料比的增大,溶液中的黄酮含量和黄酮重结晶得率

呈明显下降趋势,当液料比为１０∶１ (mL/g)时,重结晶

得率达到最大值８．２１％.

２．１．３　pH 值对黄酮重结晶得率的影响　由图３可知,随
着pH 值的升高,黄酮重结晶得率先升高后下降,当pH
值为４．０时黄酮重结晶得率达最大值８．４５％,与甄畅迪

等[１７]的结论一致,说明酸性条件下更有利于黄酮物质的

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　液料比对黄酮重结晶得率的影响

Figure２　EffectsoftheliquidＧsolidratioonthe

recrystallizationyieldofflavonoids

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图３　pH 对黄酮重结晶得率的影响

Figure３　EffectsofpHvalueontherecrystallization

yieldofflavonoids

溶解以及结晶速度的提高.

２．１．４　结晶时间对黄酮重结晶得率的影响　由图４可

知,结晶时间对黄酮重结晶得率的影响与一般规律相同,

当结晶时间为２４h时黄酮重结晶得率达８．２６％,并趋于

稳定,当结晶时间为３６h时达最大值８．４７％,但无显著性

差异,说明结晶时间为２４h左右,粗品中的黄酮已接近全

部析出,考虑到工业生产中的成本与效益,取结晶时间

２４h为最优结晶时间.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　结晶时间对黄酮重结晶得率的影响

Figure４　Effectsofcrystallizationtimeonthe
recrystallizationyieldofflavonoids

２．２　响应面试验

２．２．１　BoxＧBehnken设计方案及试验结果　固定液料比

为１０∶１(mL/g),以黄酮重结晶率为响应值,对乙醇体

积分数、pH 和结晶时间３个因素进行响应面设计,试验

因素水平见表１,试验设计及结果见表２.

经 DesignＧExpert８．０６多项拟合回归后,得二次项回

归方程为:

Y＝－１９．７０３＋１．４４２A＋６．４７９B－０．０４５C－８．７７５×
１０－２AB＋２．０８３×１０－４AC＋４．２９２×１０－２BC－２．３２４×
１０－２A２－７．８８８×１０－２B２－１．５７１×１０－３C２. (３)

２．２．２　回归模型方差分析　由表３可知,回归模型F＝
１９．９７,P＜０．０５,说明该回归模型显著;一次项 A、B、C,交
互项AB及二次项A２和B２均具有显著影响(P＜０．０５).
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表１　响应面试验因素与水平表

Table１　Factorsandlevelsofresponsesurfacetest

水平 A 乙醇体积分数/％ BpH C结晶时间/h

－１ １０ ３ １２

０ ２０ ４ ２４

１ ３０ ５ ３６

因此,二次项回归方程修订为Y＝－１９．７０３＋１．４４２A＋
６．４７９B－０．０４５C－８．７７５×１０－２AB－２．３２４×１０－２A２－
７．８８８×１０－２B２.各因素的效应关系为 A(乙醇体积分

数)＞C(结晶时间)＞B(pH).相关系数R２＝０．９７３,变异

系数CV＝８．３１％＜１０％,表明模型可信且拟合程度良

好,试验误差小,可用该模型对黄酮重结晶工艺进行分

析、优化和预测.

２．２．３　响应面分析与优化　由图５可知,乙醇体积分数

与pH 的交互作用对黄酮重结晶率的影响比较显著,与方

差分析结果一致.

　　对二次多项式回归方程进行求导计算,得出黄酮重

结晶最优工艺条件为乙醇体积分数２４．０９％,pH３．７５,结
晶时间３６h,预测黄酮重结晶得率最高为９．１３％.结合

实际生产情况,将其参数修正为液料比１０∶１ (mL/g),

乙醇体积分数２４％,pH３．７５,结晶时间２４h,重复３次实

验测得黄酮重结晶得率为８．７６％,与预测值相近,由此验

证了响应面法优化所得的黄酮重结晶工艺模型的可靠性

和合理性.

２．３　黄酮晶体的初步鉴定

由图６可知,精制黄酮的保留时间与柚皮苷标准品

表２　响应面试验优化设计与结果

Table２　Theoptimizationdesignandresultsof
responsesurfacetest

试验号 A B C 黄酮重结晶率/％

１ －１ －１ －１ ３．３８

２ １ －１ ０ ８．０８

３ －１ １ ０ ４．１３

４ １ １ ０ ５．３２

５ －１ ０ －１ ３．１９

６ １ ０ －１ ６．８１

７ －１ ０ １ ４．７２

８ １ ０ １ ８．４４

９ ０ －１ －１ ７．９０

１０ ０ １ －１ ５．６５

１１ ０ －１ １ ７．９７

１２ ０ １ １ ７．７８

１３ ０ ０ ０ ７．５４

１４ ０ ０ ０ ８．４９

１５ ０ ０ ０ ８．９９

完全对应,由此可以判定黄酮重结晶产物为柚皮苷.经

重结晶精制纯化后杂质含量明显减少,说明重结晶精制

黄酮粗品的方法具有一定效果.

２．４　黄酮晶体纯度

柚皮中的黄酮类物质有柚皮苷、芦丁、橙皮苷和新橙

皮苷,其中柚皮苷和芦丁含量较多[１８].根据标准曲线计

算可得精制品中柚皮苷纯度为８３．３８％,相对于粗结晶样

表３　基于黄酮重结晶得率的方差分析结果†

Table３　Analysesofvarianceresultsbasedontherecrystallizationyieldofflavonoids

方差来源 平方和 自由度 方差 F 值 P 值 显著性

模型 ５３．４１ ９ ５．９３ １９．９７ ０．００２１ ∗

A ２１．８８ １ ２１．８８ ７３．６１ ０．０００４ ∗∗

B ２．４８ １ ２．４８ ８．３３ ０．０３４４ ∗

C ３．５９ １ ３．５９ １２．０８ ０．０１７７ ∗

AB ３．０８ １ ３．０８ １０．３６ ０．０２３５ ∗

AC ２．５０×１０－３ １ ２．５０×１０－３ ８．４０×１０－３ ０．９３０５

BC １．０６ １ １．０６ ３．５７ ０．１１７５

A２ １９．９４ １ １９．９４ ６７．０８ ０．０００４ ∗∗

B２ ２．３０ １ ２．３０ ７．７３ ０．０３８９ ∗

C２ ０．１９ １ ０．１９ ０．６４ ０．４６１４
残差 １．４９ ５ ０．３０

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．４０ ３ ０．１３ ０．２５ ０．８５９８
纯误差 １．０８ ２ ０．５４
总和 ５４．９０ １４

　　　　　　　　　†　∗表示影响显著(P＜０．０５);∗∗表示影响极显著(P＜０．０１);R２＝０．９７３,R２
Adj＝０．９２４,

CV＝８．３１％.
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图５　各因素交互作用对柚皮黄酮重结晶得率的影响

Figure５　Effectsofinteractionofvariousfactorsontherecrystallizationyieldofflavonoidsfrompomelopeel

图６　精制黄酮、黄酮粗品和柚皮苷标准品的 HPLC图

Figure６　HPLCdiagramofrefinedflavonoid,crudeflavonoidandnaringinstandard

品,纯度提高了３６％.许鹭[１９]通过 D１０１型大孔树脂分

离纯化柚皮苷３次,经６０％乙醇溶液重溶后,得到纯度为

９２．４４％的柚皮苷精制品;项飞等[１２]通过乙醇溶液提取黄

酮后,经多次重结晶和洗涤得到纯度为７０．３６％的黄酮化

合物;涂招秀等[２０]利用大孔树脂—结晶法精制蔓三七叶黄

酮,得到纯度为９１．８％的黄酮精品.贾冬英[２１]采用DM１３０
大孔吸附树脂法粗提柚皮中的柚皮苷后,经３次不同条件

的重结晶后,得到柚皮苷精制品纯度为８５．０７％.试验精

制品中柚皮苷纯度与上述报道的纯度对比略低,但相对于

多次重结晶,该精制过程步骤简洁,纯度较高.相比于大

孔树脂纯化或大孔树脂与重结晶相结合精制黄酮类化合

物,该工艺操作简单、省时高效、无污染,提取的黄酮纯度

与其他方法无大差别,适用于工业化生产.

３　结论
通过响应面法优化了乙醇重结晶精制黄酮工艺.结

果表明,精制黄酮粗品的最优工艺方案为液料比１０∶

１(mL/g)、乙醇体积分数２４％、pH值３．７５、结晶时间２４h.

此条件下蜜柚黄酮重结晶率为８．７６％,结晶产物主要为柚

皮苷,纯度为８３．３８％.研究尚未更深入地鉴定结晶产物,

后续将采用红外光谱、质谱和核磁共振等技术手段作进一

步探究,明确细化结晶产物中的黄酮种类.
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