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大孔吸附树脂纯化薄荷总黄酮工艺优选
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摘要!以吸附*解吸率和总黄酮含量为考察指标$采用静态

和动态吸附两种方法$进行大孔吸附树脂纯化薄荷总黄酮工

艺优选%试验考察
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六种大孔吸附树脂对薄荷总黄酮的纯化能力%结

果表明"

'N0!

对薄荷总黄酮吸附与分离性能最佳$确定纯化

薄荷总黄酮的最佳工艺条件为"流速
&1K

)

138

$上样液中薄

荷总黄酮质量浓度为
$?*"1

9

)

1K

$上样量
#ND

$解析液为

)ND#%M

乙醇$最终得到含量
.%?#*M

的薄荷总黄酮%上述

工艺对薄荷总黄酮的分离高效(稳定(可靠$为薄荷资源的综

合利用提供理论依据%

关键词!薄荷&黄酮&分离&吸附&解析
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#又称0银丹草1+0鱼香

草1%为唇形科!
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#薄荷属!

$)*&:;)*C/6

#多年生药

食两用草本植物)

&

*

&

现代研究发现%薄荷含有机酸+黄酮+挥发油+萜类等化

学成分%对消化+呼吸+神经中枢等生理系统的药理作用显

著)

$

*

%其中的黄酮类物质具有较强的抗菌)

#

*

+抗氧化)

)C*

*及

抗肿瘤)

"

*能力%故被广泛应用于医药+食品+化妆品等行

业)

(C!

*

&薄荷总黄酮显著的生理活性催生了极大的市场需

求%也对其产业化研究提出了更高的要求&传统的硅胶柱分

离以及溶剂萃取方式存在有机溶剂用量大+溶剂残留等缺

点%而制备色谱+高速逆流等分离方法也受到有机溶剂残留

以及无法大规模产业化生产等弊端的限制)

.C&%

*

%而现有的关

于薄荷总黄酮产业化分离纯化方面的研究不多&钟昆芮

等)

&&

*采用聚酰胺树脂分离纯化了薄荷总黄酮%其方法虽然

操作简单+重复性好%但所得薄荷总黄酮纯度仅达
*%M

%在分

离效果效率以及经济成本等方面稍有不足%无法满足其后续

针对性的药理药效研究和市场推广的需求%制约了薄荷资源

"*&



的综合开发利用&大孔吸附树脂是一种可重复利用的新型

分离材料%具有对目标组分针对性吸附能力强+分离方法简

单+高效%溶剂无毒副作用等优点%常用于药用植物中活性化

合物的分离)

&$

*

%本研究拟通过对不同极性的树脂进行筛查%

并结合工厂大生产设备条件%对薄荷总黄酮纯化工艺进行优

化%旨在探索出绿色+高效+稳定+经济的适用于产业化大生

产的工艺路线&

&

!

材料与方法

&?&

!

材料与试剂

薄荷干燥茎叶"北京同仁堂药材公司$

芦丁标准品"含量
)

.!M

%中国药品生物制品检定所$

'-F0(

树脂+

'-F0&(

树脂+

Ea'0.

树脂+

'N0!

树脂+

-&%&

树脂+

JH-0&%%

树脂"沧州宝恩吸附材料科技有限

公司$

氢氧化钠+无水乙醇+硝酸铝"分析纯%国药集团上海化

学试剂有限公司&

&?$

!

主要仪器设备

紫外可见分光光度计"

VD0&!%%

型%岛津仪器!苏州#有

限公司$

电子分析天平"

Y7>>47GRB47@BmF$%*

型%上海梅特勒'

托利多仪器有限公司$

恒温培养震荡器"

UJg+0$&%$L

型%上海合恒仪器设备

有限公司$

旋转蒸发仪"

Z/0*$

型%上海雅荣生化仪器设备有限

公司&

&?#
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方法
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上样液制备
!

称取薄荷干燥茎叶
*%%

9

%加入
"%M

乙

醇置
!%b

恒温水浴锅中回流提取
&?%6

%料液比分别为
&

&

&%

和
&

&

!

!

9

(

1K

#提取
$

次%合并提取液%

"%b

真空浓缩回

收乙醇至无醇味%加水分散溶解%定容至
$%%%1K

%采用亚硝

酸钠'硝酸铝'氢氧化钠显色法测定提取液中黄酮含

量)

&#

*

%作为上样液备用&

&?#?$
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静态吸附与解析试验
!

准确称取预处理好的
'-F0(

+

'-F0&(

+

Ea'0.

+
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树脂各
&?%

9

%装入

*%1K

锥形瓶中%分别加入上样液
$*1K

%置恒温振荡摇床

上!温度
#%b

%转速
&%%G

(

138

#振荡吸附%每隔
&6

吸取上层

清液
&1K

进行黄酮含量测定%按式!

&

#计算吸附量%优选出

最佳吸附树脂&

R
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! #
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#

式中"

R

'''吸附量%

1

9

(

9

$

6

'''上样液中总黄酮浓度%

1

9

(

1K

$

V

'''吸附后溶液中总黄酮浓度%

1

9

(

1K

$

F

'''上样液体积%

1K

$

>

'''树脂质量%

9

&

将充分吸附薄荷总黄酮的大孔树脂过滤后分别加入

$*1K!%M

乙醇%置恒温振荡摇床上!温度
#% b

%转速

&%%G

(

138

#振荡解吸
$)6

%充分解吸后取
&1K

上层清液测

定总黄酮含量%按式!

$

#+!

#

#计算解吸量和解吸率%并综合吸

附率与解析率优选出最佳树脂型号进行动态吸附试验&

%
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$
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式中"
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'''上样液中总黄酮浓度%

1

9

(

1K

$

V

'''吸附后溶液中总黄酮浓度%

1

9

(

1K

$

%

'''解吸量%

1

9

(

9

$

2

'''解吸率%

M

$

<

'''解吸液中总黄酮浓度%

1

9

(

1K

$

N

'''解吸液体积%

1K

$

&?#?#

!

上样液浓度及上样量的筛选
!

准确量取已预处理好

的
'N0!

型大孔吸附树脂各
#%1K

湿法装柱%取一系列质量

浓度!

&?*#

%

&?.$

%

$?*"

%

#?!)1

9

(

1K

#的上样液分别上柱%以流

出液中黄酮浓度达到上样液中黄酮浓度的
&%M

作为泄漏点%

测定不同上样浓度下树脂的饱和吸附量%从而优先出最佳上

样浓度及上样量&

&?#?)

!

洗脱溶剂的筛选
!

按上述确定的最佳吸附条件进行

上样%先水洗至流出液无色%然后依次用
&%M

%

$%M

%

#%M

%

)%M

%

*%M

%

"%M

%

(%M

%

!%M

%

.%M

%

&%%M

的乙醇各
&ND

进

行解析%流速
&1K

(

138

%分别收集各段解析液进行黄酮含量

检测%绘制洗脱曲线并优选出最佳洗脱溶剂&

&?#?*

!

洗脱量的筛选
!

选用上述确定好的洗脱溶剂%流速

&1K

(

138

%分别用
&

%

$

%

#

%

)

%

*

%

"ND

的溶剂进行解析%计算

解析量%并绘制解析曲线并优选出最佳解析体积&

$

!

结果与分析
$?&

!

不同树脂对薄荷黄酮的静态吸附量与解析率

'-F0(

+

'-F0&(

+

Ea'0.

+

'N0!

+

-&%&

+

JH-0&%%

六种吸

附材料对薄荷黄酮的静态吸附量与解析量见表
&

%

'-F0(

树

脂对薄荷黄酮的吸附量最大%

'N0!

树脂次之%但在静态解析

试验中%

'N0!

树脂的解析率最高%达到
"#?*(M

%具有较好的

吸附解析效果%而同样条件下
'-F0(

树脂对薄荷黄酮的死

吸附较多以致解析率只有
&*?!M

%推测可能是薄荷黄酮类化

合物极性较强%根据0相似相吸引1原则%

'-F0(

树脂作为强

极性树脂%与薄荷黄酮极性相似度较高%具有较强的吸附效

应%从而形成了死吸附&而
'N0!

树脂相对极性较弱%在针对

薄荷黄酮类化合物时能够达到一种较佳的吸附'解析效应%

因此综合吸附量与解析率两个因素%最终选择
'N0!

树脂作

为薄荷总黄酮的纯化填料&

$?$

!

不同上样液浓度下树脂对薄荷总黄酮的吸附量

将薄荷提取浓缩液稀释至黄酮含量分别为
#?!)

%

$?*"

%

&?.$

%

&?*#1

9

(

1K

%以泄露点为终点进行最大吸附量测定%结

果见图
&

&当薄荷黄酮浓度为
$?*"1

9

(

1K

时%树脂对薄荷

总黄酮的吸附量最大%随着浓度的减少%吸附量逐渐降低%而

浓度增大也会导致泄露点提前而吸附量减少%且树脂容易堵

塞&因此选择浓度为
$?*"1

9

(

1K

的上样液进行上柱试验&

(*&

提取与活性
!

$%&"

年第
!

期



表
&

!

不同树脂对薄荷黄酮的静态吸附量与解析率
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树脂名称 极性 吸附量(
1

9

解析量(
1

9

解析率
M

'-F0(

强极性
"(?"$ &%?"! &*?!%

'-F0&(

中极性
)&?!) &.?)( )"?*)

Ea'0.

极性
!

)(?#% $)?#" *&?*#

'N0!

弱极性
)!?*! #%?!! "#?*(

-&%&

非极性
)(?$" $*?%# *$?."

JH-0&%%

非极性
)!?%# $!?)* *.?$$

图
&

!

不同上样液浓度下树脂对薄荷总黄酮的吸附量

,3

9

;G7&

!

R672@<BG

I

>3B8A2

I

2A3>

P

BS>B>24S42TB8B3@<38

T2G3B;<AB8A78>G2>3B8

$?#

!

上样量的确定

按上述确定好的上样浓度进行上柱%分别接收各段上样

流出液%检测其中黄酮含量%见图
$

%当上样量达到
#ND

时%

流出液中薄荷总黄酮浓度达到上样液浓度的
&%M

%并且泄露

量逐渐增大%参考前人)

&)

*研究结果并综合薄荷原料价格+薄

荷总黄酮产业化生产成本+品价格等经济因素%最终选择上

样体积为
#ND

&

$?)

!

不同浓度的乙醇对薄荷总黄酮的解析率

如图
#

所示%随着醇浓度的增大%洗脱液中薄荷总黄酮

的洗脱率也依次增大%当洗脱剂醇浓度达
#%M

时%洗脱率达

到了
"%M

%继续增加乙醇浓度%洗脱率增加趋势减缓%且部分

醇溶性杂质被洗脱下来而导致黄酮纯度降低!图
)

#&因此综

合经济+效率等因素最终选择先用水洗除去多糖+蛋白质等

杂质%再用体积分数为
#%M

的乙醇作为洗脱剂%并考虑通过

增加洗脱量来提高洗脱率&

图
$

!

泄漏曲线
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图
#
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乙醇梯度洗脱曲线
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图
)

!

乙醇梯度解析液中黄酮纯度
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9
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!

,42TB8B3@<

I

;G3>

P
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BS7>628B4

$?*

!

洗脱溶剂用量的筛选

选择
#%M

的乙醇作为洗脱溶剂%依次增加洗脱剂的用

量%并分别接收每个
ND

的解析液%进行黄酮含量检测&由

图
*

可知%当洗脱剂用量达到
)ND

时%绝大部分黄酮已经被

洗脱下来%因此选择
)ND

的洗脱剂用量&

图
*

!

洗脱剂用量与洗脱率的关系
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!

结论
本试验通过静态吸附及解吸试验进行树脂型号的筛选%

确定
'N0!

型树脂对薄荷总黄酮的吸附量较大且解析率最

高%且
'N0!

树脂再生工艺简单+重复利用批次可达数百次%

因此选择
'N0!

型树脂做后续动态吸附试验并优化其工艺参

数%筛选出的最佳工艺条件为"上样浓度
$?*"1

9

(

1K

%上样

体积
#ND

%水洗至流出液澄清透亮%再用
)ND#%M

的乙醇
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明交互作用对响应值影响不大%若非常陡%则表明交互作用

对响应值影响显著&等高线图呈椭圆形且排列致密说明交

互作用项对响应值影响显著%若呈圆形则此时交互效应可忽

略)

.

*

&由图
&

可知%交互作用项
m

&

m

$

和
m

&

m

#

对响应值影响

较弱%而交互项
m

$

m

#

影响则较强&

$?)?)

!

模型最优解及验证实验
!

响应变量分别对各自变量求

偏导并令结果为零%联立得到三元一次方程组%解逆矩阵得到

响应面函数驻点!最优解#%即
R

&

c%?%!*! 1B4

(

K

%

R

$

c

(!?!

目%

R

#

c&

&

&#?#$

!

9

(

1K

#&为操作方便%将结果修约为

碱液浓度
%?%.1B4

(

K

%籼碎米粒度
!%

目%固液比为
&

&

&#?*

!

9

(

1K

#%优化条件下大米蛋白质提取率为!

!$?$*e$?*#

#

M

!

*c#

#%比表
(

中第
$

组试验结果稍低%可能是试验误差造成

的%比模型预测值
!)?"**&M

稍低%偏差为
C%?)!M

&制备得

到的大米蛋白纯度为!

.&?"!e&?$"

#

M

!

*c#

#&

#

!

结论
因大米蛋白碱提效率受碱液浓度+碱提温度+碱提时间+

籼碎米粒度和固液比等多因素综合影响%是一个复杂的灰色

体系%为解析各因素的影响规律%本试验在析因设计和爬陡

坡试验的基础上应用二次旋转中心组合响应面优化方法研

究了碱液浓度+籼碎米粒度和固液比的影响规律并获得优化

条件%即碱液浓度
%?%.1B4

(

K

%籼碎米粒度
!%

目%固液比
&

&

&#?*

!

9

(

1K

#%碱提温度
*%b

%碱提时间
&$%138

&优化条件

下大米蛋白质提取率和纯度分别为
!$?$*M

和
.&?"!M

&结

果表明%析因设计与响应面优化技术联用可很好用于籼碎米

蛋白质碱法提取工艺的优化分析&
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