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摘要： 采用新型双水相体系对桔皮中橙皮苷进行分离、纯化研究，考察了粗提物用量、pH、温度
等参数对橙皮苷在两相间的分配及其回收率的影响。首先选取 2种低分子有机物及 3种无机盐
分别构成双水相体系，用浊点法对其成相性能进行研究。 选取其中成相性能较好的物质构成双
水相体系，对橙皮苷的乙醇粗提物进行双水相分离，考察体系及其成相浓度对橙皮苷分配系数
的影响。用所得最佳体系———丙酮-K2HPO4双水相体系对桔皮中橙皮苷进行分离。最佳条件下，
橙皮苷的萃取收率可达 96.69 %。 采用制备型 HPLC对其进一步纯化， 梯度洗脱时分离效果较
好。经测定，双水相体系纯化后，橙皮苷样品纯度约为 71.36%。经制备型 HPLC精制所得橙皮苷
纯度为 96.09%。 橙皮苷总回收率为 83.54%。
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Hesperidin Extraction from Orange Peel with
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Abstract： In this manuscript，the separation and purification process of hesperidin from orange
peel were developed，through investigating the effect of crude extract volume，pH and temperature
on the variation of hesperidin partition and its recovery. Firstly two organic compounds with low
molecular weight and three inorganic salts were selected to construct the aqueous two -phase
system，whose performance was characterized by cloud point method. The chosen systems with good
property in phase forming were applied to extract hesperidin from its crude ethanol extract，
meanwhile the dependence of partition coefficient on the concentration of phase-forming substance
and the type of system were also researched here. Therefore the best two -phase system was
obtained，which is Acetone-K2HPO4 and applied to extract hesperidin from the peels. The recovery
of hesperidin could reach to 96.69% under the optimization condition. The extract was refined

貕負貦



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.9 2013

ZHU Hong-ju，et al： Hesperidin Extraction from Orange Peel
with New Aqueous Two-Phase System

Mini-ReviewResearch Article

橙皮苷具有抗氧化、降血脂、消炎、维持渗透
压、增强毛细血管韧性及降低胆固醇等作用 [1-3]，被
广泛用于医药及日用化工等领域 [4-6]。 同时，作为天
然抗氧化剂、食品添加剂、果蔬保鲜剂及保健品等，
也被食品行业广泛应用。
传统的双水相体系是由两种水溶性高分子或

一种水溶性高分子与无机盐组成的混合体系。 与其
他常规分离方法相比，其显著特点及独有的技术优
势在于：由于两相均为水相，故两相界面张力极低，
大大低于有机溶剂与水相之间的相间张力，故相分
离条件温和，相间传质和平衡过程迅速，产物回收
率高。 另外，低的界面张力有助于保持被分离物质
的生物活性， 特别适合于分离有生物活性的物质，
在生物大分子等生物类产品的分离过程中得到广

泛应用 [7]。 基于此，为了增加双水相体系的选择性，
近年来有诸如双水相与其它分离技术的集成化、亲
和双水相等萃取技术的不断发展[8-10]。但这类双水相
体系的主要不足是用于分离的高分子聚合物价格

昂贵、难以回收、黏度大、聚合物难处理及环境污
染等 [11]，限制了它们的工业化应用。
近年来， 先后出现了无机盐-低分子有机溶剂

双水相体系 [12]、离子液体双水相体系 [13-15]，以及表面
活性剂的双水相体系[16]等。 这类双水相体系具有传
统体系所没有的一些特点，如分相快、成本低、易于
处理等。其中以无机盐/低分子有机溶剂形成的双水
相体系最为价廉、易得，近年来得到广泛应用 [17-20]，
且多以微波、超声等手段辅助，以增强萃取效果。 用
于黄酮类化合物提取的这类双水相体系主要是由

一些低分子醇类与硫酸铵构成[17-18，20]，多用于不同天
然产物中黄酮类物质的分离。 但这类体系对橙皮苷
的选择性如何，则研究较少，而对于除低分子醇类
之外的有机溶剂更少有人涉及。 由于分离是利用目
的产物与杂质的性质不同而进行，故萃取介质的不
同必然会影响目的产物的分离程度。 因此，有必要
对低分子醇类以外的有机溶剂及硫酸铵以外的盐

类的双水相构成及性质进行研究，以寻求最佳的双
水相萃取体系，丰富双水相的构成。
作者采用新型亲水性低分子有机溶剂/无机盐

双水相体系纯化橙皮苷， 辅以纤维素酶助提取，考
察不同的低分子有机物质及无机盐类对橙皮苷纯

化的影响。采用制备型高效液相色谱（HPLC）对其进
一步纯化。 用 HPLC检测所得橙皮苷的纯度及橙皮
苷回收率，以考察新型双水相体系对橙皮苷的分离
特异性及其纯化效率。

1.1 粗提物制备
市购蜜桔取皮、清洗、冷冻干燥至恒重。 粉碎、

过 40目筛，所得桔皮粉冷藏备用。
取适量桔皮粉于锥形瓶中，加入乙醇并辅以纤

维素酶，水浴振荡浸提 30 min 后灭酶、冷却，抽滤得
粗提液待用。
1.2 双水相成相
关于乙醇、丙醇等低分子醇类与硫酸铵形成的

双水相体系研究者众多，故本研究取异丙醇、丙酮
及 3 种无机盐类构建双水相体系，进一步考察这类
物质的成相性质及对目的产物的选择性。
分别取异丙醇/（NH4）2SO4、异丙醇/Na2CO3、异丙

醇/K2HPO4、 丙酮 /（NH4）2SO4、 丙酮 /Na2CO3、 丙酮/
K2HPO4 6 对物质进行研究，用浊点法绘制各自双节
线图（相图），考察最优成相、萃取体系。
1.3 双水相体系萃取
将一定量构成双水相体系的有机溶剂、无机盐

置于离心管中， 取橙皮苷粗提液与之混合， 调节
pH，旋涡混合，一定温度下恒温萃取一定时间后，记
录两相体积， 用紫外分光光度法测定橙皮苷浓度。
计算相比 R，分配系数 K和回收率 Y。
1.4 橙皮苷粗品制备
将双水相上相溶液加质量分数 1%盐酸溶液调

pH为 4.0，加热至 65 ℃，冷却过夜结晶，过滤洗涤数

材料与方法1

further with prep-HPLC and purer hesperidin product was received. Gradient elution strategy made
the refining process more effective in prep-HPLC system. The purity of hesperidin samples obtained
from aqueous two-phase extraction was about 71.36%. It increased to 96.09% ca. after pre-HPLC
refining. The total recovery of hesperidin was 83.54%.
Keywords： hesperidin，aqueous two-phase system，extraction
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次，真空冷冻干燥得橙皮苷粗品。
1.5 制备型 HPLC精制
将所得粗品用流动相稀释至相应浓度，与标准

品溶液及流动相进行超声处理，过 0.45 μm 的滤膜
后上样。 梯度洗脱，收集主要峰值流出液。
制备条件：色谱柱 DAC- HB50-C18（Φ50 mm×

250 mm，10 μm）；紫外检测器，检测波长 286 nm；柱
温为室温；进样量 15 mL；流动相体积流量 55 mL/
min。
1.6 相关计算
1.6.1 双水相萃取收率

Y1=精制品中橙皮苷的质量粗制品中橙皮苷的质量

Y1= R×K
1+R×K

（1）

式（1）中：R 为双水相体系上下相体积之比；K 为双
水相体系分配系数。

1.6.2 相比 R= Vt

Vb
（2）

式（2）中：Vt，Vb为双水相体系上、下相体积，mL。

1.6.3 分配系数 K= Ct

Cb
（3）

式（3）中：Ct，Cb为上、下相中橙皮苷的质量浓度，mg/
mL。
1.6.4 HPLC精制橙皮苷回收率 Y2计算

Y2= 精制冻干品中橙皮苷质量纯化样品（进样时）中橙皮苷质量
1.6.5 总回收率 Y计算 Y=Y1×Y2 （4）

2.1 双水相体系萃取橙皮苷
2.1.1 双水相体系成相研究 一般认为，普通有机
物形成双水相是盐溶液与有机溶剂争夺水分子形

成缔合水合物的结果。 通过绘制双水相双节线图，
选择合适的双水相体系。 3种盐分别与丙酮、异丙醇
构成双水相体系，见图 1。

图 1 不同双水相体系的成相相图
Fig. 1 Phase diagram for different aqueous two -phase

Systems

由图 1 可以看出，碳酸钠形成稳定的双水相体
系所需盐及醇量均较少，意即其分相能力最强。 磷
酸氢二钾具有较宽的分相范围。
2.1.2 双水相体系构成对橙皮苷选择性的影响
取碳酸钠与磷酸氢二钾进一步研究， 分别与异丙
醇、丙酮构成 4 组双水相体系，即异丙醇/Na2CO3、异
丙醇/K2HPO4、丙酮/Na2CO3、丙酮/K2HPO4体系，探讨
橙皮苷粗品在两相间的分配情况，考察体系对橙皮
苷的选择性。 各体系的成相相比、分配系数及橙皮
苷收率见表 1。
表 1 橙皮苷在不同双水相体系中分配效果比较

Table 1 Comparison of hesperidin partitioning in
different aqueous two-phase systems

由表 1 可知， 橙皮苷在丙酮/K2HPO4体系中虽

然相比不太理想，但分配系数较大，表明该体系的
选择性较高，其回收率 Y1可达到 93.77 %。 因而确
定丙酮/K2HPO4体系作为萃取橙皮苷的适宜双水相

体系。
2.1.3 丙酮和 K2HPO4质量浓度对橙皮苷选择性的
影响 取系统总质量 20 g，加入相当 0.20 g 橙皮苷
的粗提液，在 pH 9.0、室温情况下，考察 K2HPO4、丙
酮质量浓度对橙皮苷粗品在两相间的选择性及回

收率的影响，结果如图 2所示。
由图 2 可知，K2HPO4、 丙酮质量分数对橙皮苷

粗品的萃取效果影响较为显著； 当 K2HPO4质量分

数一定时，随着丙酮量的增加，分配系数 K 和萃取

结果与讨论2

双水相体系 R K Y/%

异丙醇/Na2CO3 0.56 13.06 87.97

异丙醇/K2HPO4 1.04 8.32 89.64

丙酮/Na2CO3 0.50 11.25 84.91

丙酮/K2HPO4 0.84 17.92 93.77
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率 Y1总是先明显上升， 而后趋于平稳或略有下降。
这是由于体系分相能力随丙酮量增加而增大，更有
利于橙皮苷分配于上相，提高萃取率；但丙酮质量
分数过高，就会有更多的水进入上相，而使分配系
数降低， 同时 K2HPO4的水化作用不足以夺取这些

水分子而出现盐析现象。 而 K2HPO4的量也不宜太

高，否则导致相比进一步降低，加之盐析的同时作
用，会造成橙皮苷萃取率下降，导致原料浪费。 欲提
高萃取收率 Y1，必须同时考虑分配系数 K 和相比 R
两个参数的作用。 因此，取质量分数 28 %丙酮-质
量分数 20 % K2HPO4 构成的双水相体系作为后续

萃取体系。

图 2 K2HPO4、丙酮质量浓度对橙皮苷粗品选择性影响

Fig. 2 Effect of dipotassium hydrogen phosphate and
acetone concentration on the selectivety of crude
hesperidin

2.1.4 粗提物用量对橙皮苷选择性的影响 仍取
系统总质量为 20 g、pH 9.0，室温操作，固定 K2HPO4

质量分数为 20 %、丙酮质量分数 28 %，考察粗提物
加入量对橙皮苷萃取过程的影响，结果示于表 2。
由表 2 可以看出，分配系数 K、萃取率 Y1随着

粗提物量的加大而不断波动， 但在用量达到 0.4 g
后，相比下降，Y呈现下降趋势。综合考虑，取粗提物
用量为 0.4 g。
2.1.5 温度对橙皮苷分配系数的影响 固定上述
条件， 即系统总质量 20 g，K2HPO4质量分数 20％、
丙酮质量分数 28%，pH 9.0，粗提物加入量 0.4 g。 不

同温度下橙皮苷粗品的萃取收率与分配系数等参

数变化如表 3所示。
表 2 粗提物用量对橙皮苷分配的影响

Table 2 Effect of the amount of crude hesperidin on its
partitioning

表 3 温度对橙皮苷分配系数的影响
Table 3 Effect of temperature on the partition coefficient

of crude hesperidin

由表 3 可知，随着温度上升，分配系数略有增
加，相比未见变化，橙皮苷的萃取收率几乎无变化。
出于操作方便和节能降耗的考虑，萃取温度取为室
温。
2.1.6 pH 值的影响 萃取条件固定为： 系统总质
量为 20 g，K2HPO4质量分数为 20 %、丙酮质量分数
为 28 %，室温，粗提物加入量 0.4 g。 一般而言，丙
酮/K2HPO4双水相体系成相时， 溶液 pH 范围在 7~
12 之间。 因此，考察此区间内 pH 值对橙皮苷粗品
萃取过程的影响，结果见表 4。

表 4 pH 值对橙皮苷分配系数的影响
Table 4 Effect of pH value on the partition coefficient of

crude hesperidin

由表 4 可知，pH 值在 7~10 之间时，随着 pH 值
的增加，相比 R 与分配系数 K 不断增大，橙皮苷萃

系统 粗提物用量/g R K Y1/%

1 0.1 0.89 20.85 94.89

2 0.2 1.03 21.33 95.65

3 0.3 0.93 20.88 95.10

4 0.4 1.04 21.78 95.77

5 0.5 0.70 20.63 93.52

6 0.6 0.61 20.87 92.72

系统 温度/℃ R K Y1/%

1 25 1.04 21.76 95.77

2 30 1.04 21.78 95.77

3 35 1.04 21.79 95.77

4 40 1.04 21.81 95.78

5 45 1.04 21.84 95.78

系统 pH R K Y1/%

1 7 0.77 15.88 92.44

2 8 0.82 17.96 93.64

3 9 1.04 21.78 95.77

4 10 1.25 23.36 96.69

5 11 0.95 20.48 95.11

6 12 0.86 19.45 94.36
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取收率上升趋势显著，pH=10 时萃取收率达到最大
值。 pH大于 10后，相比与选择性均降低，萃取收率
亦缓慢下降。 这可能是因为在 pH<10 时， 随着 pH
的增加， 溶液中水解产生的 H2PO4

－减少而 HPO4
2－相

应有所增加。 负电荷的增多致使其对橙皮苷酚羟基
氧负离子的排斥作用增强，从而促使更多的橙皮苷
分配于上相，提高了橙皮苷的分配系数。 pH＞10后，
K2HPO4会进一步电离，上、下相的差别缩小，从而使
得橙皮苷的选择性减少。 最后导致其萃取收率下降。
2.2 HPLC制备橙皮苷
2.2.1 流动相及洗脱方式对橙皮苷分离的影响
以甲醇溶剂为对照液，用紫外可见分光光度计对质
量浓度 1.5 mg/mL 的橙皮苷标准品于波长 200～
600 nm 之间进行全波长连续扫描， 发现在 286 nm
处有特征吸收峰。 因此，以 286 nm 为检测波长，对
双水相纯化后的橙皮苷样品进行 HPLC精制纯化。
配制质量浓度为 1.0 mg/mL 的样品溶液， 按一

定的色谱条件进行 HPLC实验。 考察不同流动相及
洗脱方式对样品分离效果的影响。 按以下 3种洗脱
方式进行考察：

1）纯甲醇洗脱方式。
2）固定 v（甲醇）∶v（水）= 45∶55的洗脱方式。
3）梯度洗脱方式。 以甲醇与水的初始体积比例

为 40∶60 开始， 不断增加甲醇比例至二者体积比例
达到 1∶1。 而后，逐渐恢复初始比例，直至洗脱结束。
所得结果分别示于图 3—5。

图 3 纯甲醇洗脱时样品的流出情况
Fig. 3 Elution profile while methanol as the elution solvent

图 4 v（甲醇）∶v（水）=45∶55 比例洗脱时样品流出情况
Fig. 4 Elution profile of sample when the ratio of methanol

to water is 45∶55

图 5 梯度洗脱时样品流出情况
Fig. 5 Elution profile of sample as gradient elution

strategy

由图 3—5 可见，流动相为纯甲醇时，出峰时间
较早，但是分离效果较差，并且有拖尾现象和溶剂
峰干扰；流动相为甲醇-水（体积比 45∶55）时，出峰
时间较适宜，峰形较佳，但部分组分不能完全分开；
流动相为梯度洗脱时，出峰时间适中，每个组分基
本可逐一分离，但个别峰有前滞现象。 综合考虑，采
取梯度洗脱法精制橙皮苷。
2.2.2 HPLC 精制橙皮苷 按以上色谱条件对样品
进行精制。 以质量浓度 1.5 mg/mL 的标准品作为基
准， 对相当质量浓度 3.0 mg/mL 的样品进行梯度分
离。 收集峰流出液，真空旋转蒸发浓缩，回收甲醇溶
剂。 所得产品用去离子水洗涤数次，真空干燥得橙
皮苷精制品。
2.3 产品纯度分析 分别将橙皮苷标准品、双水相
纯化样品及 HPLC 精制样品配制成质量浓度为
20 μg/mL 的溶液，用 HPLC 分析色谱对各样品进行
分析，通过面积归一化方法计算各出峰组分的百分
比，近似看作各组分的质量分数。 3种样品的色谱如
图 6—8所示。
根据图 6 橙皮苷标准品的分析色谱图，可知图

7中出峰时间 7.380 min即第 4 个峰为橙皮苷，面积
归一化得面积分数 71.36 %， 即双水相纯化后的橙
皮苷干样品纯度约为 71.36 %。

图 6 橙皮苷标准品分析图谱
Fig. 6 HPLC chromatogram of the standard hesperidin
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图 7 双水相纯化样品分析图谱
Fig. 7 HPLC chromatogram of purified hesperidin

图 8 HPLC 精制品分析图谱
Fig. 8 HPLC chromatogram of the refined hesperidin

图 8 中保留时间 7.375 min 处的峰与橙皮苷标
准品（7.373 min）保留时间一致，归一化面积分数为
96.09 %，即制备型 HPLC系统制备得到的橙皮苷干
品纯度约为 96.09 %。
制备型 HPLC精制橙皮苷回收率

Y2= 38.5 mg×96.09%
20 mL×3 mg/mL×71.36% =86.40%，

则橙皮苷总回收率

Y=96.69×86.40/100%=83.54%。
由双水相纯化样品的分析图谱可以看出，丙酮/

K2HPO4体系对橙皮苷有一定的富集、纯化作用。 对

照标准品可知，除主要成分橙皮苷外，还有其他的
一些杂质存在。 由于缺少对应物质的标准品，尚不
能确定它们是哪种物质。 这有待于以后的进一步研
究。 而经制备色谱精制后的样品已经与标准峰值基
本无异，说明制备色谱对于橙皮苷类物质的纯化十
分有效。

1） 采用不同类型有机溶剂/无机盐双水相体系
分离纯化橙皮苷粗提物，效果不同。 实验条件下，以
丙酮/K2HPO4体系效果较好。 其最佳萃取条件为：
K2HPO4质量分数为 20%、丙酮质量分数为 28%；室
温，pH 10，粗提物用量 0.4 g。 其时，相比 R为 1.25，
分配系数 K为 23.36，萃取回收率 96.69%。

2）丙酮/K2HPO4双水相萃取体系对橙皮苷有一

定的选择性，可达到 70 %以上的纯度，纯化倍数达
20倍以上。 但其选择专一性还有待进一步研究。

3）制备型 HPLC的流动相洗脱方式对橙皮苷的
分离效果有一定影响。 实验条件下，以甲醇-水梯度
洗脱方式纯化效果较好。

4）丙酮/K2HPO4双水相体系纯化后的橙皮苷样

品的纯度约 71.36%，制备型 HPLC 精制所得橙皮苷
干品纯度可达到 96.09%，且回收率较高。

5）本实验橙皮苷总回收率约为 83.54%。
6）由丙酮/K2HPO4构成的双水相体系选择性较

高，K2HPO4 是生物活性物质的常用缓冲溶液用药

品，由此构成的双水相体系更适合于具有生物活性
的天然物质的萃取分离，值得对此作进一步研究。
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