
基金项目!国家自然科学基金资助项目!编号"

;'**)),

#+海南省社会

发展专项!编号"

;)'&#?''

#+海口市应用技术研究与开发

项目!编号"

;)'(/,)

#+海南省省级创新训练项目!编号"

;)'7''*&Y)

#

作者简介!马艺丹%女%海南师范大学在读硕士研究生&

通讯作者!刘红!

',*-

$#%女%海南师范大学教授%博士%硕士生导师&

./0123

"

3K

4

E';7

!

D:KC89:0

收稿日期!

;)'&<''<;Y

第
7;

卷第
;

期

;)'*

年
;

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

=:387;

%

>:8;

?@A8;)'*

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%$(&%*&%')

神秘果种子多酚大孔树脂纯化工艺研究
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摘要!分别采用
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种大孔树脂!
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#纯化神秘果种子多酚"以吸附量%吸附率%解吸

量%解吸率为评定参数"优选出
g/&

为最佳树脂$研究其吸附

等温线"发现其与
1̀J

L

0C2G

等温线拟合良好$静态吸附与解

吸结果表明'最佳
B

T&8Y

"最佳解吸液为
-)j

乙醇$动态吸

附与解吸结果表明'最优样品液浓度为
'8;0

L

(

0̀

"吸附液体

积为
'))0̀

"解吸液体积为
&)0̀

"吸附流速为
'8)0

L

(

0̀

"

解吸流速为
'8&0

L

(

0̀

$研究结果表明'经
g/&

纯化后的神

秘果种子多酚含量提高了
;

倍"

P/+Mb

测定总抗氧化能力提

高了
;8&

倍$说明该工艺适用于神秘果种子多酚的纯化$

关键词!神秘果&多酚&纯化&抗氧化活性&大孔树脂
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神秘果又称变味果或蜜拉圣果%属山榄科%是一种天然

的药食同源植物%目前国内外已大量种植(

'

)

&据报道(

;

)

%其

种子中含有大量的多酚类物质!

''8&(0

L

'

L

#&医学研究(

7

)

表明%氧化损伤是导致许多慢性疾病%如血管病*癌症和衰老

性疾病的重要原因%多酚的抗氧化功能可以对这些慢性病起

到预防作用&

目前纯化多酚的方法主要有"柱层析分离法*色谱分离

法*膜分离法等(

(

)

&其中大孔树脂可作为柱层析的填料&大

孔树脂具有良好的物化性质%无污染%操作简单%高选择性*

大吸附量*易再生*易吸附*易解吸等优点%已广泛用于多酚*

黄酮等目标成分的分离纯化(

&

)

%但却尚未见此法用于纯化神

秘果种子多酚的相关报道&不同成分物质所适用的大孔树

脂的种类也不尽一致%极性*比表面积*孔径等均可作为参考

条件(

&

)

&因此%本试验拟以神秘果种子为研究原料%分别采

用
*

种大孔树脂!
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#纯

化神秘果种子多酚%优选大孔树脂以及最优纯化工艺条件%

旨为神秘果种子多酚的工业化纯化生产提供理论依据&
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材料与方法
'8'

!

材料与试剂

神秘果种子"采摘于海南省保亭县+

大孔 吸 附 树 脂 !表
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型%天津南开大学化工厂+
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种大孔树脂的理化性能指标
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树脂型号 外观 极性
比表面积'
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粒径范围'

00

平均孔径'

J0
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乳白色半透明球状颗粒 弱极性
(Y)

"

&;) )87'&

"

'8;&) ';

"
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乳白色不透明球状颗粒 非极性
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"
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"
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白色不透明球状颗粒 极性
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黄色不透明球状颗粒 极性
!
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乳白色不透明球状颗粒 中极性
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"
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"
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乳白色不透明球状颗粒 弱极性
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"

*)) )87))

"

'8;&) ;,

"
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无水碳酸钠*丙酮*石油醚*无水乙醇"分析纯%国药集团

化学试剂有限公司+

没食子酸标准品"分析纯%上海金穗生物科技有限公司+

福林酚试剂"分析纯%美国
#2

L

01

公司&

'8;
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主要仪器设备

超声波清洗仪"

gM/&;))]P#

型%南京先欧仪器制造有

限公司+

双光束紫外可见分光光度计"

2Y

型%济南海能仪器股份

有限公司+

实验室纯水机"

"J2

Q

C@/$')

!

"=U"?

#型%厦门锐思捷

科学仪器有限公司+

电子天平"

P%/;'(

型%丹佛仪器北京有限公司+

数显恒温水浴锅"

TT/'

型%江苏智博瑞仪器制造有限

公司"

回旋振荡器+

PTi/Y;+

型%金坛市荣华仪器制造有限

公司+

蠕动泵"

aP/'))b+

型%重庆市杰蠕动泵有限公司&
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方法
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大孔树脂预处理流程

分别 取
*

种 大 孔 树 脂 !
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乙醇浸泡
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!充分溶胀#

-

过滤
-

反复

用去离子水洗!流出液无白色浑浊"无乙醇味"中性#

-
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盐

酸浸泡
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-

去离子水洗!中性#

-

&j

氢氧化钠浸泡
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-

去离子水淋洗!中性#

-

用蒸馏水保鲜!密封备用#

'878;

!

多酚的提取

神秘果种子
-

粉碎过筛!
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目#

-

石油醚脱脂!

7

倍体积

石油醚"脱脂
7

次#

-

粉末烘干至恒重
-

双水相体系一次超

声浸提!硫酸铵
)8;;

L

"

*) [

"
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#"

')) 02J
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静置分层
-

上层为浸提液
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种子多酚标准曲线的建立
!

根据文献(

*

)%修改如

下"精密称取没食子酸对照品
)8'

L

%用蒸馏水溶解%配制

'))

#

L

'

0̀

的标准液&准确量取
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%
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%
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%
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%
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%

)8;&

%
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于
Y

个
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容量瓶%分别精确

移取
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%
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%
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%
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%
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%
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%
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%
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蒸馏水于
Y

个容量瓶中%摇匀%分别加
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'
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福林试剂

'8)0̀

%静置
*02J

后分别加入
')j

的碳酸钠溶液
'8)0̀

%

置于
;&[

水浴中避光静置
;K

%测定溶液在
-*&J0

处的吸

光值!

"

-*&

#&以种子多酚浓度为横坐标
?

!

0

L

'

0̀

#%以吸光

度
"

为纵坐标&
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吸附树脂的初步选择

!

'

#各树脂吸附量*吸附率的动态趋势"准确称取
*

种预

处理后经滤纸吸干的树脂各
;

L

%分别置于
'&)0̀

锥形瓶

中%依次加入
'8;0

L

'

0̀

多酚样品液
&)0̀

%密封后水浴摇

床振荡!
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*

';)G

'
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*
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#%分别在开始吸附后的
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%
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%
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%
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%
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%
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%
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%

')8)

%
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时%依次取上清液%

测剩余多酚浓度%按式!

'

#*!
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#计算吸附量*吸附率&绘制静

态吸附曲线&

"

T

!

?

)

V

?

%

#

U

H

)

O

!

'

#

Z

T

!

?

)

V

?

%

#

?

)

U

'))j

!

;

#

式中"

"

$$$树脂饱和时的吸附量%
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$$$树脂的吸附率%
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$$$吸附平衡后多酚的质量浓度%

0

L

'

0̀

+

H

)

$$$多酚提取液的体积%
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$$$吸附树脂的质量%
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#各树脂解吸量*解吸率的动态趋势"将
*

种充分吸附

的树脂过滤后置于
'&)0̀

锥形瓶中%加入同体积
-)j

的乙

醇%密封后摇床振荡!
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*
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'
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*
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#%分别在洗脱后

的
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%
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时%取适量洗脱液测多酚浓度%按式!
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*

T

?

;

U

H

;

O

!

7

#

!

T

?

;

U

H

;

!

?

)

V

?

%

#

U

H

)

U

'))j

!

(

#

式中"

*

$$$树脂的解吸量%

0

L
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$$$树脂的解吸率%
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$$$洗脱液中多酚的浓度%

0

L

'
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+

H
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$$$洗脱液的体积%

0̀

+

O

$$$吸附树脂的质量%
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+
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$$$多酚提取液的初始质量浓度%
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$$$吸附平衡后多酚的浓度%
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$$$多酚提取液的体积%

0̀

&
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静态吸附与解吸附

!

'

#等温线的绘制"准确称取
*

份预处理后经滤纸吸干

的树脂各
;

L

%分别置于
'&)0̀

锥形瓶中%依次加入浓度分

别为
)8(

%

)8*

%

)8Y

%

'8)

%

'8;

%

'8(

%

'8*0

L

'

0̀

的多酚样品液

各
&)0̀

%密封后分别在
7) [

水浴摇床振荡!

';)G

'

02J

*

;(K

#充分吸附%取适量上清液测剩余多酚含量%计算不同浓

度时树脂吸附多酚的含量&

!

;

#

B

T

对吸附效果的影响"将提取的多酚样品液用
'j

Tb3

和
'j >1MT

调节
B

T

分别为
;8Y

%

(8Y

%

&8Y

%

*8Y

%

Y8Y

&

按照
'878&

!

'

#的方法%依次加入不同
B

T

的样品液各
&)0̀

%

置于恒温振荡器!

7)[

*

';)G

'

02J

*

;(K

#&测定平衡液中多

酚含量&计算不同
B

T

条件下吸附多酚的含量&

!

7

#乙醇浓度对解吸效果的影响"准确称取
Y

份预处理

后经滤纸吸干的树脂各
;

L

%置于
'&)0̀

锥形瓶%依次加入

'8; 0

L

'

0̀

多酚样品液
&) 0̀

%密封后水浴摇床振荡

!

7)[

*

';)G

'

02J

*

;(K

#%充分吸附后%测定平衡液中多酚浓

度%计算吸附量&将树脂过滤后%依次用
7)j

%

()j

%

&)j

%

*)j

%

-)j

%

Y)j

%

,)j

%

'))j

的乙醇溶液
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洗脱%密封

后水浴摇床振荡!
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*
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'

02J
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#%测定解吸液中多

酚含量&比较不同浓度乙醇对解吸附效果的影响&
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动态吸附与解吸附

!

'

#样品液浓度的优选"称取预处理后的树脂%装入

;)00c7))00

层析柱
'&90

处%一段时间树脂平衡后%配

制浓度为
)8Y

%

'8)

%

'8;

%

'8(

%

'8*

%

'8Y0

L

'

0̀

的样品液%在

7)[

%

B

T&8Y

!用
'j Tb3

和
'j >1MT

调节#的条件下%分

别以
'8)0̀

'

02J

的速度对样品液进行动态吸附&收集流出

液%测定平衡液中多酚含量%计算吸附量&

!

;

#吸附液 体 积 的 确 定"选 取 最 佳 样 品 液 浓 度 以

'8)0̀

'

02J

的流速上样%收集流出液%每流出
;)0̀

样品液

测其多酚含量&绘制流出液体积与多酚含量关系的曲线&

!

7

#解吸液体积的确定"使上述树脂达到吸附平衡后%

用适量蒸馏水淋洗%用
-)j

乙醇以
'8)0̀

'

02J

的流速解

吸%收集流出液%每流出
&0̀

解吸液测其多酚含量&绘制流

出液体积与多酚含量关系的曲线&

!

(

#吸附流速的优选"选取如上最佳浓度的样品液%调

节
B

T&8Y

%控制蠕动泵分别以
)8&

%

'8)

%

'8&

%

;8)

%

;8&0̀

'

02J

的吸附流速%分瓶收集流出液测其体积和多酚浓度%计算吸

附多酚含量&

!

&

#解吸流速的优选"选取浓度为
'8)0

L

'

0̀

*

B

T&8Y

的样品液%以最佳吸附流速上样%直到吸附达到平衡后%取

-)j

乙醇分别以
)8&

%

'8)

%

'8&

%

;8)

%

;8&0̀

'

02J

的流速对其

洗脱%分瓶收集流出液测其吸光度&绘制不同洗脱流速下的

解吸曲线&

'878-

!

经
g/&

纯化后总抗氧化能力测定
!

将纯化前后的样

品液扫描紫外光谱%对比前后吸光度%考察纯化效果&分别

取提取液和纯化后的洗脱液适量%用
-)j

乙醇稀释
&

倍&采

用
P/+Mb

试剂盒%测定经
g/&

纯化前后总多酚的总抗氧化

能力&

;

!

结果与分析

;8'

!

多酚标准曲线

通过对不同质量浓度多酚吸光值的测定%得到种子多酚

的线性回归方程为
!V)8)'7,;(U)8)7*,;

%

L

;

V)8,,,&

&

图
'

!

没食子酸标准曲线

?2

L

CG@'

!

PK@DF1JE1GE9CGO@:H

L

13329192E

;8;

!

树脂的优选

;8;8'

!

对
*

种树脂的吸附量*吸附率*解吸附量*解吸附率

的评定
!

由表
;

可知%

#/Y

和
g/&

均有较高的吸附率%但
#/Y

的解吸率只有
('8-&j

%说明吸附量不仅仅与平均孔径有关%

同时也受比表面积的影响%导致
#/Y

吸附的多酚不易被解吸

出来(

-

)

%由于
T%]&))

和
g/&

的比表面积相对较大%因此解

吸率也相对较高&通过吸附与解吸附率的宏观评定%初步筛

选
g/&

为宜&

表
;

!

*

种树脂静态吸附与解吸试验结果

P1A3@;

!

PK@G@DC3F:HDF1F291ED:G

B

F2:J1JEE@D:G

B

F2:JG1F@D:HD26019G:

B

:G:CDG@D2JD

树脂型号
平衡浓度'

!

0

L

,

0̀

<'

#

吸附量'

!

0

L

,

L

<'

#

吸附率'

j

解吸量'

!

0

L

,

L

<'

#

解吸率'

j

+a/Y )87*7Y '&8,' *78*; ';8(& -Y87(

]')' )8;7;( ',8', -*8-* '78&& -)8*'

T%]&)) )8;,Y, '-8&7 -)8'' '(8)- Y)8;-

#/Y )8'*(* ;'8-7 Y78&( ,8)- ('8-&

]\'7) )8;(&* 'Y8Y* -&8(( '(8;* -&8*7

g/& )8'Y;- ;)8(7 Y'8-7 '-8'( Y78,'

'('
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;8;8;

!

*

种树脂静态吸附的动态趋势
!

大孔树脂的吸附能

力与极性*比表面积*孔径等因素有关&因此%考察几种不同

类型的大孔树脂的吸附能力&由图
;

可知%

*

种树脂都具有

较快吸附多酚的能力%随着时间的变化%吸附速率在
'K

后

变化比较稳定%且在
';K

时
*

种树脂均已经达到吸附平衡&

但是不同树脂因理化性质不尽相同%对多酚的吸附量差别也

较大&

#/Y

吸附量最大!

;'8-70

L

'

0̀

#%其余依次为"

g/&

*

]')'

*

]\'7)

*

T%]&))

*

+a/Y

&

图
;

!

*

种树脂静态吸附的动态趋势

?2

L

CG@;

!

#F1F291AD:G

B

F2O@E

4

J1029DFG@JE:H

D26F

4B

@D:HG@D2JD

;8;87

!

*

种树脂静态解吸附的动态趋势
!

由图
7

可知%

*

种

树脂解吸多酚的能力均不相同&解吸速率也有明显的差异%

g/&

在
'K

时%解吸率已经达到
Y78,'j

%且
;K

时基本已经

达到平衡&其次%

T%]&))

*

+a/Y

和
]\'7)

的解吸率较
g/&

稍低%但均在
(K

后才达到解吸平衡%时间较长&

#/Y

的解吸

率最低只有
('8-&j

%可能是由于
#/Y

的极性比解吸液的极

性还要强所导致的&虽
]')'

的解吸率较
#/Y

高%但均
*K

才

达到解吸平衡&综合表
;

和图
;

*

7

可知%

g/&

为最佳树脂&

图
7

!

*

种树脂静态解吸附的动态趋势

?2

L

CG@7

!

#F1F29E@D:G

B

F2:JE

4

J1029DFG@JE:H

D26F

4B

@D:HG@D2JD

;87

!

静态吸附与解吸附

;878'

!

1̀J

L

0C2G

等温线
!

由图
(

可知%

1̀J

L

0C2G

等温线

L

;

V)8,,&&

%说明此等温线可以用来描述神秘果种子多酚%

2

0U

V(&8;&0

L

'

L

表明为单分子层吸附(

Y<,

)

&因此%较适用

于低浓度吸附&

图
(

!

1̀J

L

0C2G

等温线

?2

L

CG@(

!

PK@ 1̀J

L

0C2G1ED:G

B

F2:J2D:FK@G0

;878;

!B

T

对吸附效果的影响
!

由图
&

可知%

B

T

对树脂吸

附量影响显著&

B

T

值过高或过低都会导致吸附量下降&当

B

T

在
;8Y

"

&8Y

时%随着
B

T

增大吸附量升高&当
B

T

为
&8Y

时%吸附量达到最大%为
;(8(0

L

'

0̀

&当
B

T

大于
&8Y

时%

吸附量降至更低&可能是种子多酚中含有某些不稳定且受

B

T

影响较大的物质!如酚羟基#%过碱会解离出氢离子%减弱

氢键间作用力%使吸附量降低&弱酸条件多酚多以分子态存

在%更易于树脂对多酚的吸附(

')<''

)

&因此%选
B

T&8Y

最佳&

图
&

!B

T

对吸附效果的影响

?2

L

CG@&

!

dJH3C@J9@:H

B

TO13C@:J1AD:G

B

F2:J91

B

192F

4

;8787

!

乙醇浓度对解吸附效果的影响
!

乙醇浓度对大孔树

脂的解吸附率有明显的影响%选用乙醇作为解吸液具有无

毒*经济等优点&由图
*

可知%乙醇浓度为
7)j

时%解吸率很

低%仅
&,8Yj

&乙醇浓度增大至
-)j

时%解吸率达到最大

!

Y;8,j

#&继续增大乙醇浓度%解吸率反而显著下降&可能

是多酚易溶于水%所以高浓度的乙醇因含水量低不利于多酚

溶解%乙醇浓度过低又不利于极性物质解吸出来(

';<'7

)

&因

此%综合成本与效果%选
-)j

乙醇最佳&

图
*

!

乙醇浓度对解吸附效果的影响

?2

L

CG@*

!

dJH3C@J9@:H@FK1J:39:JF@JF:J1AD:G

B

F2:J91

B

192F

4

;('

提取与活性
!

;)'*
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;
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;8(

!

动态吸附与解吸附

;8(8'

!

样品浓度对吸附量的影响
!

由图
-

可知%低浓度时

随着多酚浓度增大吸附量也随之升高%当浓度为
';0

L

'

0̀

时%吸附量达到最大!

;(8&0

L

'

0̀

#&继续增大样品浓度%吸

附量持续下降&原因是低浓度时%多酚可与树脂的孔径充分

接触%利于吸附&而增大浓度的同时%当多酚进入到树脂孔

径内无法充分扩散%树脂吸附杂质的量也随之增多%甚至阻

碍多酚进入孔径%导致吸附量下降&因此%样品液浓度为

'8;0

L

'

0̀

最佳&

图
-

!

样品浓度对吸附量的影响

?2

L

CG@-

!

dJH3C@J9@:HD10

B

3@D:3CF2:J9:J9@JFG1F2:J

:J1AD:G

B

F2:J91

B

192F

4

;8(8;

!

吸附液体积与浓度的动态变化趋势
!

由图
Y

可知%

样品液流出
'&0̀

前%流出液的浓度变化幅度稍大%随后

'&0̀

到
,&0̀

%浓度增大较为均匀&流出
,&0̀

以后%浓度

不再变化%说明树脂已经吸附饱和&因此%考虑效果与耗时

因素%上样
'))0̀

最佳&

;8(87

!

解吸液体积与浓度的动态变化趋势
!

由图
,

可知%解

图
Y

!

吸附液体积与浓度的动态变化趋势

?2

L

CG@Y

!

]

4

J10299K1J

L

@DFG@JE:HFK@1ED:G

B

F2:J

O:3C0@1JE9:J9@JFG1F2:J

图
,

!

解吸液体积与浓度的动态变化趋势

?2

L

CG@,

!

]

4

J10299K1J

L

@FG@JE:H

B

1GD2J

L

H3C2E

O:3C0@1JE9:J9@JFG1F2:J

吸液体积
&

"

')0̀

时%已有少量多酚解吸出来&随着体积

增大%解 吸 液 浓 度 迅 速 升 高%

'& 0̀

时 浓 度 达 到 最 大

!

(8&0

L

'

0̀

#&随着体积继续增大%浓度逐渐降低%

&)0̀

时解吸液的浓度趋近于零%之后浓度变化甚小&说明此时多

酚已被完全解吸&因此%考虑回收因素%选
&)0̀

解吸液

最佳&

;8(8(

!

吸附液流速对吸附量的影响
!

由图
')

可知%流速过

低!

)8& 0̀

'

02J

#时%吸附量只有
')8; 0

L

'

L

&当流速为

'0̀

'

02J

时%吸附量可达到最大值!

;)8(0

L

'

L

#&相对于

)8&0̀

'

02J

%吸附量增大了
'

倍&而继续增大吸附液流速%

吸附量却呈现降低趋势&原因是高吸附液流速的多酚物质

还没来得及被树脂吸附就流出%使多酚与树脂的接触时间过

短(

'(<'&

)

&但吸附流速若太低%使树脂的孔径不能得到充分

利用吸附不完全%会延长吸附周期&因此%综合考虑选

'0̀

'

02J

为最佳吸附流速&

图
')

!

吸附液流速对吸附量的影响

?2

L

CG@')

!

dJH3C@J9@:H1ED:G

B

F2:JH3:5G1F@:J

1AD:G

B

F2:J91

B

192F

4

;8(8&

!

解吸液流速对解吸率的影响
!

由图
''

可知%解吸液

流速为
)8& 0

L

'

02J

时%解吸率为
-*8(j

%当流速达到

'8&0

L

'

02J

时%解 吸 率 达 到 最 大 !

Y78,j

#&流 速 大 于

'8&0̀

'

02J

时%解吸液与多酚接触时间短作用不充分%洗脱

不完全%导致解吸率降低(

'*<'Y

)

&因此%选
'8&0̀

'

02J

为解

吸流速&

图
''

!

解吸液流速对解吸率的影响

?2

L

CG@''

!

dJH3C@J9@:HE@D:G

B

F2:JH3:5G1F@:J

E@D:G

B

F2:J91

B

192F

4

;8&

!

纯化后总多酚含量和总抗氧化能力测定

!!

由图
';

可知%纯化前后紫外图谱走势相同%而且纯化后

的吸光度明显高于纯化前%

;Y)J0

存在多酚的特征峰%说明

此工艺纯化效果良好&

7('
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图
';

!

种子多酚溶液纯化前后的吸收曲线

?2

L

CG@';

!

+AD:G

B

F2:J9CGO@:HD@@E

B

:3

4B

K@J:3DD:3CF2:J

A@H:G@1JE1HF@G

B

CG2H291F2:J

!!

经优化方案纯化后%神秘果种子多酚提取液中总多酚含

量由原来的
)8,;0

L

'

L

提高到
'8,70

L

'

L

%提高了
;

倍&通过

P/+Mb

试剂盒测定%纯化前总抗氧化能力为
(*-8-"

'

0̀

%

纯化后为
''*,87"

'

0̀

%提高了
;8&

倍&说明纯化效果

良好&

7

!

结论
!

'

#以吸附量*吸附率*解吸量*解吸率为评定参数%结

合静态吸附与解吸附的动态趋势曲线%比较!

+a/Y

*

]')'

*

T%]/&))

*

#/Y

*

]\'7)

*

g/&

#

*

种树脂对神秘果种子多酚的纯

化效果%优选出
g/&

为最佳吸附树脂&

!

;

#静态吸附与解吸附表明"神秘果种子多酚的等温曲

线符合
1̀J

L

0C2G

等温线%由斜率和截距可知最大吸附量为

(&8;&0

L

'

L

%说明
g/&

对神秘果种子多酚是单分子层吸附%

因此%适于选用低浓度样品液&

B

T&8Y

时吸附效果好%解吸

液选用
-)j

乙醇时解吸率高&

!

7

#动态吸附与解吸附表明%最佳条件为"样品液浓度

'8;0

L

'

0̀

*吸附液体积
'))0̀

*解吸液体积
&)0̀

*吸附液

流速
'8)0̀

'

02J

*解吸液流速
'8&0̀

'

02J

&解吸曲线对称

性良好%无拖尾%解吸液用量少%解吸完全&因此%适用于吸

附神秘果种子多酚&

!

(

#按筛选出的吸附与解吸条件经
g/&

纯化后%神秘果

种子多酚提取液中总多酚含量提高了
;

倍&采用
P/+Mb

试

剂盒测定%总抗氧化能力提高了
;8&

倍&说明如上方案适用

于对神秘果种子多酚的纯化&
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