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乙醇c磷酸氢二钾双水相体系

分离大豆异黄酮
范蕊庆!李晓蠧!
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摘要!利用乙醇c磷酸氢二钾双水相体系浸提大豆异黄酮固体#并采用四因素四水平正交试验#考察了乙醇质量分数"磷酸

氢二钾质量分数"温度"时间对大豆异黄酮的分配系数和萃取收率的影响$ 结果发现#影响大豆异黄酮萃取收率的因素为!时

间k磷酸氢二钾质量分数k乙醇质量分数k温度$ 最佳提取条件为!("h乙醇c("h磷酸氢二钾双水相体系#室温&()l'浸提

!) 12&$ 大豆异黄酮几乎全部分配在上相#其上相收率为 :S[)h$
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==大豆异黄酮具有清除自由基和抗氧化功能#与

人体的健康密切相关*#+

$ 目前大豆异黄酮的提取

方法主要有!溶剂浸提法&包括水提法和醇提法'"

微波辅助萃取法"超声波萃取法"大孔树脂提取法"

超临界流体萃取法"高压浸提法"离心法及离子交换

法等*( <S+

$ 这些传统方法往往存在提取率不高#大

量溶剂需要回收和成本偏高等问题$

双水相萃取&>NED'是利用物质在互不相溶的

两水相间分配系数的差异来进行萃取的方法*T+

#具

有条件温和#无有机溶剂残留#便于将体系放大实现

工业化生产等优点$ 传统的双水相体系成相物质多

为 ( 种聚合物或聚合物和无机盐$ 近年来研究发

现#异丙醇"乙醇等有机物与无机盐和水以适当比例

混合时#也可以形成双水相体系*: <#)+

#从而弥补了

传统双水相萃取成相物质成本偏高和不易回收的缺

陷#有利于工业化应用$ 笔者采用乙醇c]
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体

系分离纯化固体大豆异黄酮*##+

#分离后的成相物质

乙醇和盐可循环利用#降低了分离成本#环境友好$
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V#分析纯#国药集

团化学试剂有限公司生产%大豆异黄酮#质量分数为

::h# p0-&BL0+6 R2+& F2+4+B23%4N-30&+4+B9/+'#

R8,'#生产%粗品大豆异黄酮#郑州荔诺生物科技有

限公司生产$

:8实验部分

:978相图绘制

采用浊点法*#(+绘制 D8VYc]
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双水相相

图$ 称取质量分数为 !Th的 ]
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溶液 () B于
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大试管中#以质量分数为 ")h的乙醇溶液滴定#振

荡混合至恰好浑浊#记录消耗的乙醇溶液体积V#加

# 1R水使试管中的混合液再次澄清#继续滴加乙醇

溶液至浑浊#重复上述步骤$ 计算每次出现浑浊时

体系中乙醇和 ]

(

YEV

?

的质量分数
(

并作图#即得

到D8VYc]

(
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?

的双水相相图$

:9:8正交试验设计及上&下相组成测定

采用正交试验方法并选择双水相体系考察各因

素对萃取收率的影响$ 正交设计如表 # 所示$

表 78正交试验A

7D

"<

C

#因素水平表

水平

因素

*>+
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c

h

*F+

(

]
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c

h

*/+提取

时间c0

*a+提取

温度cl

# #" #" )[" ()

( () () #[) !"

! (" (" #[" ?"

? !) !) ([) ""

按照正交设计配制双水相体系#采用烘干法测

定上"下相]

(

YEV

?

的质量分数#根据相图读出上"

下相乙醇的质量分数*#!+

#从而得出体系上"下相溶

液的组成$

:9;8分离方法

按正交表配制双水相体系#分别加入 #) 1B大

豆异黄酮固体#按照正交设计的提取温度和时间进

行浸提$ 分离上"下相#并分别测定上"下相的体积

和大豆异黄酮浓度$ 计算相比 B"分配系数 X和大

豆异黄酮在上相的萃取收率<h$

BUVDSV' &#'

XU;DS;' &('

<Z U;D,VDS3 &!'

式中#VD"V'分别为上相和下相的体积%;D";'分别

为上相和下相中大豆异黄酮的浓度%3为加入的待

萃取固体中大豆异黄酮的总质量$

:9<8浓度测定方法

以 ")h乙醇溶解大豆异黄酮 & ::h' 配制

())

.

Bc1R的标准溶液#取 #[) 1R标准溶液#用去

离子水定容至 #) 1R#采用紫外分光光度计在 ()) e

?)) &1做全波段扫描#选定最大吸收峰波长 (X) &1

作为测定大豆异黄酮浓度的分析波长*#?+

$ 绘制大

豆异黄酮质量浓度与吸光度的线性曲线$

将双水相分离后的上"下相各取 # 1R#稀释到

一定的倍数#在 (X) &1下测定吸光值#根据标准曲

线计算上"下相浓度$

:9C8验证试验

根据正交试验结果选择合适的工艺条件对粗品

大豆异黄酮进行浸提纯化$ 在相同固液比条件下#

采用一定质量分数的乙醇溶液直接浸取大豆异黄

酮#并与双水相萃取进行比较$

;8结果与讨论

;978双水相相图

由浊点法滴定结果计算每个混浊点体系中

]
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和 D8VY的质量分数#所作相图如图 # 所

示$ 曲线的上方为两相区#下方为均相区#双水相萃

取体系必须在两相区选点#如图 # 中*点$

图 #=D8VYc]
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双水相相图
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;9:8双水相体系的上&下相组成分析

以图 # 所示的*点对应的双水相体系为例#其

上相组成用E点表示#下相组成用 J点表示$ 采用

=======

表 :8 "̂XUV6

:

U@X

<

双水相上下相组成
h

编号
3

&]
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&D8VY'

E

&]

(
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J

&D8VY'
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( () #" S[# (X[( (:[( S[)

! (" #" ([! !#[X !X[) S[)
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" #" () S[T (X[! (:[T S[)

X () () ([T !T[X !?[) ?[T

S (" () #[) ?X[" ?)[) !["

T !) () )[( X#[" ?([S ([!

: #" (" ![! !T[# !![! ?["

#) () (" #[# ?T[) !S[? ![T

## (" (" )[! ""[? ?![S ([)

#( !) (" )[) S"[: ?![" ([)

#! #" !) #[S ?![! ?([X ([!

#? () !) )[X "?[X ?#[! ![)

#" (" !) )[( S?[# !:[: !["

#X !) !) )[) T"[! ?X[) )["

==注!

!"

由于选取的第 # 个体系下相极少#分离意义不大#故第

# 组数据暂不计入$

烘干法测得上"下相 ]

(

YEV
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的质量分数分别为

E&]

(

YEV

?

'和J&]

(

YEV

?

'#并从相图中读出E点和

J点对应的乙醇质量分数 E&D8VY'和 J&D8VY'$

正交试验的双水相体系上"下相组成如表 ( 所示$

;9;8正交试验结果分析

为了研究不同双水相体系对分离效果的影响#

采用 ::h的大豆异黄酮为正交试验分离对象#分别

测定双水相体系上"下相中大豆异黄酮的浓度及上"

下相体积$ 结果表明#所有的双水相体系中大豆异

黄酮都分配在上相#因此正交试验以上相中大豆异

黄酮的收率作为评价指标分析双水相分离效果#结

果如表 ! 所示$

由表 ! 中B可知#影响大豆异黄酮萃取收率的

因素依次为!时间 k]

(

YEV

?

质量分数 k乙醇质量

分数k温度#根据正交试验得出最优条件为 ("h乙

醇和 ("h ]

(
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?

组成的双水相体系在 !"l下萃

取 !) 12&#上相收率达到 :T[?Sh$ 表明大豆异黄

酮固体中的有效成分几乎都溶于该双水相体系的上

相#萃取效率很高$

表 ;8正交试验设计与结果分析

编号 > F / a

大豆异黄酮上

相收率<ch

# # # # #

/

#

( # ( ( ( ST[#X

! # ! ! ! :X[?#

? # ? ? ? :#["?

" ( # ( ! S"[!)

X ( ( # ? T![X#

S ( ! ? # :?[!"

T ( ? ! ( :#[)X

: ! # ! ? :S[))

#) ! ( ? ! :"[#(

## ! ! # ( :T[?S

#( ! ? ( # T"[T?

#! ? # ? ( :([!X

#? ? ( ! # :([:?

#" ? ! ( ? :?[:T

#X ? ? # ! :X[(S

X

#

!["?: !["(: ![S#( ![X?#

X

(

![??! ![?:T ![!?! ![X))

X

!

![SX? ![T?( ![SS? ![X!#

X

?

![SXX ![X?S ![S!? ![XS#

W

#

TT[S)h TT[((h :([STh :#[)?h

W

(

TX[)Th TS[?Xh T!["Sh :)[)#h

W

!

:?[#)h :X[)"h :?[!"h :)[STh

W

?

:?[#?h :#[#Th :![!?h :#[STh

B T[)(h T[":h #)[STh #[SSh

==注!

#

由于下相体积极少#双水相分相不明显#故结果不计入$

由正交分析可以发现#萃取温度的影响很小#因

此考虑到操作方便和节约能耗#最终选择的最佳萃

取条件为!("h D8VYc("h ]

(
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?

双水相体系#萃

取温度调整为室温&()l'#萃取时间为 !) 12&$ 分

别用 ::h的大豆异黄酮和粗品大豆异黄酮验证上

述分离体系的分离效果#结果如表 ? 所示$ 结合表

( 的双水相组成可以发现#配制最佳双水相体系需

消耗无水乙醇 " B#双水相总体积 #S 1R#其中上相

中乙醇的质量分数为 ""[?h#]

(

YEV

?

的质量分数

为 )[!h%下相中乙醇的质量分数为 (h#]

(

YEV

?

的

质量分数为 ?![Sh$ 由于大豆异黄酮都集中在上

相#而上相的主要成分是乙醇#因此#为了进一步对

,#)#,
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比双水相萃取和单纯采用乙醇溶液浸提效果的差

异#在相同的固液比条件下#分别用双水相萃取时消

耗的等质量无水乙醇配成的溶液&乙醇质量分数为

!(h'和双水相萃取时上相等质量分数&""[?h'的

乙醇溶液萃取分离大豆异黄酮#并与双水相萃取效

果相对照#结果如表 ? 所示$

表 <8双水相体系与乙醇溶液萃取大豆异黄酮的对照

B X

双水相体系

质量分数

为 !(h

乙醇溶液

质量分数

为 ""[?h

乙醇溶液

;Dc

&

.

B,

1R

<#

'

<c

h

/c

&

.

B,

1R

<#

'

<c

h

;S

&

.

B,

1R

<#

'

<c

h

::h大豆异黄酮 #[() ?): ##)? :S[) ?:" T"[) "?" :!["

粗品大豆异黄酮 #[#S (": #)#! :X[T ?(: T)[X ")( :?[!

==注!双水相体系组成为 ("h D8VYc("h ]
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#所有萃取条件

均为 ()l固液混合后静置 !) 12&$

由表 ? 可以看出#最佳双水相体系 ("h D8VYc

("h ]

(

YEV

?

在相同的萃取时间 !) 12&#萃取温度

由 !"l降为 ()l时#对于 ::h大豆异黄酮的萃取

收率由 :T[?Sh降为 :S[)h#虽然大豆异黄酮略有

损失#但能耗降低#更利于实际应用#因此该萃取工

艺可行性更好$ 利用同样的萃取条件分离粗品大豆

异黄酮&质量分数 m:)h'#结果表明#杂质的存在

虽然会对分配系数 X值有所影响#但上相中大豆异

黄酮的萃取收率仍然达到 :X[Th#可见对于粗品大

豆异黄酮采用双水相萃取可以达到理想的精制提纯

效果$

在相同固液比条件下#以双水相体系消耗的等

质量无水乙醇配制的溶液&质量分数为 !(h'浸提

大豆异黄酮固体#其萃取收率和萃取液中大豆异黄

酮的质量浓度都远低于双水相体系$ 而采用上相等

质量分数&""[?h'的乙醇溶液直接浸取大豆异黄

酮固体时#大豆异黄酮的萃取收率也略低于双水相

萃取#但差别较小$ 这主要是由于大豆异黄酮在乙

醇中的溶解度更大$ 实验证明#大豆异黄酮固体在

质量分数k")h的乙醇溶液中才可以完全溶解$ 随

着乙醇质量分数的降低#大豆异黄酮的浸提收率随

之下降$ 然而采用质量分数为 ""[?h的乙醇溶液

直接浸提大豆异黄酮时#尽管萃取收率接近双水相

萃取#但消耗的无水乙醇用量为双水相萃取时乙醇

用量的 #[S 倍#显然采用双水相萃取溶剂消耗少#成

本更低$ 此外#从萃取液中大豆异黄酮的质量浓度

来看#双水相萃取具有明显的浓缩作用#更有利于溶

剂的回收$

<8结论

采用乙醇c磷酸氢二钾双水相体系浸提大豆异

黄酮固体#不仅在萃取收率上较乙醇溶液浸提占有

优势#同时能起到很好的浓缩作用$ 理想的萃取条

件为!("h D8VYc("h ]

(

YEV

?

双水相体系室温

&()l'萃取 !) 12&#大豆异黄酮在上相的萃取收率

约为 :S[)h$ 利用双水相浸提大豆异黄酮是一种

集分离和浓缩为一体的高效"低能耗"操作简便"成

相物质便于回收的绿色分离技术#有望在天然黄酮

类物质分离领域展现良好的应用前景$

参考文献

*#+ 彭游#余盛禄'大豆异黄酮提取研究最新进展*$+'大豆科学#

()#(#!#&('!!() <!(!'

*(+ 袁建#鞠兴荣#王立峰#等'水媒法提取大豆异黄酮的工艺优化

研究*$+'中国油脂#())X#!#&#('!"( <""'

*!+ 郭睿#姚占静#张春生#等'大豆异黄酮提取工艺研究*$+'陕西

科技大学学报#())T#(X&#'!XT <S#'

*?+ 于海莲'微波辅助乙醇提取大豆异黄酮的研究大豆异黄酮提取

研究最新进展*$+'大豆科学#()###!)&#'!#?? <#?X'

*"+ 王丽娟#张永忠#张丽丽'超声波辅助法提取大豆酱渣饼中大豆

异黄酮*$+'中国油脂#()):#!?&"'!"( <""'

*X+ 井乐刚#张永忠'用大孔树脂从大豆乳清中纯化大豆异黄酮的

一种有效方法*$+'化工学报#())X#"S&"'!#(): <#(#?'

*S+ 张凤清#解丛林#张松龄'高压浸提法提取大豆异黄酮工艺

*$+'食品工业科技#())X#(S&#'!##! <##?'

*T+ @02$$#R26 op#o6 YF'N-30&+4+B9%&, %II423%82+& +C&-J89I-

7+4O-&8-H8.%382+&*$+'$+6.&%4+C/0-123%45&,678.9̂ D&B2&--.2&B#

())"#(X&"'!#" <#T'

*:+ 谭平华#林金清#陈培钦#等'/

(

Y

"

VY<]

(

YE

?

<Y

(

V三元体系

的溶解度和液液相平衡*$+'福州化工#())(#&?'!?"'

*#)+ 谭平华#林金清#肖春妹#等'双水相萃取技术研究进展及应用

*$+'化工生产与技术#())!'#)&#'!#: <(?'

*##+ 辜鹏'无机盐c低分子有机物双水相体系的研究及其应用*a+'

湘潭!湘潭大学化工学院#())T'

*#(+ 谭志坚'双水相萃取体系在分离纯化芦荟活性成分的应用研究

*a+'长沙!中南大学化工学院#()#!'

*#!+ 杨善升#陆文聪#包伯荣'双水相萃取技术及其应用*$+'化学

工程师#())?#?!!S <?)'

*#?+ 马陶陶#张群林#李俊'中药总黄酮的含量测定方法*$+'安徽

医药#())S###&##'!#)!) <#)!(

"

,()#,


