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摘要

槟榔是棕榈科槟榔属植物槟榔的种子，主要种植于海南、福建、云南，广西

地区也有少量种植，槟榔中含有约15％的酚类物质，主要分布于根、叶、花、及

果实中，新鲜的槟榔果中酚类物质含量较高。槟榔多酚作为槟榔的主要活性物质

具有抗氧化、抑菌、抗衰老等作用。目前槟榔产业的发展方向为槟榔的精深加工

及槟榔保健食品的开发，而研究槟榔多酚，对提高槟榔产品功能特性，开发新型

槟榔保健食品具有重要意义，本论文首先采用溶剂提取法对槟榔多酚进行了提取

并对提取工艺进行了优化，其次，采用大孔树脂对提取的槟榔多酚进行了纯化，

优化了纯化工艺，最后，采用超高效液相色谱与质谱联用技术对纯化后的槟榔多

酚进行了结构鉴定，为槟榔功能特性的研究及槟榔高附加值产品的开发提供理论

基础。

(1)槟榔多酚的提取及工艺优化：采用溶剂提取法对槟榔多酚进行提取，

通过比较不同提取剂对槟榔多酚的提取效果的影响得到，甲醇的提取效果最好，

提取率为15．82mg／g，确定甲醇为最佳提取剂，通过单因素试验，考察了提取温

度、提取时间、料液比、甲醇浓度对对槟榔多酚提取效果的影响，并在此基础上，

采用响应曲面的方法，对槟榔多酚的最佳提取条件进行优化，结果表明，槟榔多

酚提取的最佳工艺条件为：提取温度62℃，提取时间53min、料液比1：16、甲醇

浓度86．2％，槟榔多酚提取率为17．82 mg／g。

(2)槟榔多酚的纯化：采用大孔树脂吸附法对槟榔多酚进行了纯化，通过

静态吸附与解析试验研究得到S．8型树脂的吸附量和解析量均最大，分别为14．Ol

mg／g和28．44 mg／g，适宜用于槟榔多酚的纯化，通过动态吸附试验考察了上柱液

pH，上柱液体积和上柱液浓度对S．8型大孔树脂对槟榔多酚吸附性能的影响，并

采用响应曲面的方法对最佳吸附工艺条件进行优化，结果得到最佳吸附条件为：

上柱液浓2．23mg／mL，上柱液体积6．6BV，上柱液pH2．2，此条件下吸附率为

93．062％，同时通过动态解析试验研究了解析液体积，解析液pH和解析液浓度

对大孔树脂解析率的影响，并在此基础上，采用响应曲面法对最佳解析工艺条件

进行了优化，结果得到最佳解析条件为解析液浓度77．4％，解析液体积6．5BV，

解析液pH3．8，最佳解析率为92．52％。

(3)槟榔多酚结构鉴定：采用超高效液相色谱与质谱连用技术对纯化后的

槟榔多酚进行了结构鉴定，结果表明槟榔多酚中含有芦丁，绿原酸，没食子酸和

表儿茶素，质荷比(m／z)分别为609．2，353．5、169．1和291．5。
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ABSTRACT

Areca nut is the seed of Areca Catechu L witch belongs to palmac．It was widely

planted in Hainan，Fujian and Yunnan province；some was planted in Guangxi provin-

ce．There are about 1 5％polyphenols in Areca Catechu L and mainly distributed in ro-

ot,leaves，flower and seed．The fresh areca nut contains higher polyphenols．The pol—

yphenols in areca nut has the effect of antioxi—dant,bactriostasis and antiaging as the

functional substance of al"eca nut．Deeping processing and protective foods of areca

nut were the important aspect of areca industrial SO that it was important to study on

the polyphenols of areca in order to develop health food of areca nut and improve the

functional ability of areca．First of all the polyphenols of arcca nut Was extracted by

solvent and the extraction conditions were optimized in this paper；second the crude

polyphenols extracted by solvent was purified by macroporous resin Adsorption and

the conditions were optimized；t11ird the constituent of polyphenols witch Was purified

by macroporous resin was identified by HPLC-MS．All the research above u伧re

aimed to provide the theoretical basis of developing high value-added product of

areca nut and promoted the functions ofareca nut．

(1)The extraction of polyphenols from areca nut and the optimized of the

conditions：the polyphenols of areca nut Was obtained by solvent extraction；the

methanol Was confirmed to be the best solvent with the extraction rate of

15．82mg／g．The effect of extraction temperature、exWaction time、concentration of

methanol and ratio of solid and liquid on the extraction rate was studied through the

Single Factor Experiment．The conditions of extraction process were optimized by the

Response Surface Method on the basis of above results．The resdt showed that the

optimum conditions of extraction were temperature 62℃，time 53rain,ratio of solid

and liquid 1：1 6 concentration of methanol 86．2％with the extraction rate of 1 7．82

ms／g．

(2)The purification of crude polyphenols of areca nut：Macroporous Resin

Adsorption was adopted to purify the polyphenols of areca nut and the S一8

macroporous resin Was confirmed to have the best effect through the static adsorption

and elution．The adsorption amount and elution amount were 1 4．O 1 mg／g and 28．44

mg／g respectively．The effect of pH、volume of polyphenols and concentration of

polyphenols on the adsorption effect of S-8 resin was studied by the dynamic



adsorption test and the adsorption conditions was optimized by the Response Surface

Method．The result showed that the best adsorption conditions were：concentration of

polyphenols 2．23mg／mL。volume of polyphenols 6．6BV and pH2．2 with the

adsorption rate of 93．062％．Similarly the effect of volume of elution,pn of elution

and concentration of elution on the elution effect Was studied and the elution

conditions were optimized by the Response Surface Method．The result showed that

the best elution conditiOIlS werc：elution volume 6．5BV，elution concentration 77．4％。

eluton pH3．8 and the elution rate was 92．52％．

(3)The constituent determination of polyphenols of al"e虻a nut：the HPLC-MS was adopted

to identify the component of areca nut polyphenols and the result showed that it contains rutin，

chlorogenic acid，gallic acid and catechin．111e(m／z)were 609．2，353．5、169．1and 291．5

respectively．

Keywords：Arecanut T Poly’phenols 7 Purified 7 Structural identification
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亟±生业论窑 撼拯垒酚埕驱：纯化厘组盆盆扳

1．绪论

1．1植物多酚概述

植物多酚是植物体内的复杂酚类次生代谢产物，具有多元酚结构，主要存在

于植物体的皮、根、叶、壳和果肉中，在自然界中的储量非常丰富，仅次于木质

素、纤维素和半纤维素【l捌。植物多酚以苯酚为基本骨架，以苯环的多羟基取代

为特征，从低分子量的简单酚类到分子量大至数千道尔顿的单宁类，按结构可分

为酚酸类(Phenolic acids)、类黄酮类(Flavonoids)及1，2．二苯乙烯(Stilbenes)

和木酚素类(Lignans)，目前已经分离鉴定了8000多种多酚类物质[3,41。

植物多酚可通过疏水键和多点氢键与生物大分子如蛋白质、多糖、生物碱发

生复合反应15’61；多酚类物质的重要特征是具有多个临位羟基集团，这些临位羟

基集团可以作为一种多基配体，与金属离子发生络合反应，形成沉淀，某些条件

下植物多酚可以与高价金属离子如C，、Fe3+发生络合反应而把其从高价态还原

至低价态，很多考察植物多酚抗氧化性的方法就是根据这个原t里17,8】。由于植物

多酚的邻位酚羟基极易被氧化，且对活性氧、DPPH·、羟基自由基等有较强的清

除能力，使植物多酚具有很强的抗氧化能力和清除自由基的能力，抗氧化性是植

物多酚在各领域广泛应用的基础【9,10】。蔡为荣，周慧超，研究了荷叶多酚清除自

由基的能力，结果发现荷叶多酚对DPPH·的最大清除率可达90％且与提取物质

量呈正相关关系【¨】。有研究报道，青梅果多酚含量与总抗氧化能力之间存在极显

著的线性相关性，相关系数达到0．9465，表明青梅多酚类物质可能是其抗氧化作

用的主要物质基础【l 21。

由于具有独特的功能活性，近年来，国内外的学者对多酚进行了广泛和深入

的研究，随着研究工作的不断的深入，植物多酚的各种性质被人们所发觉，多酚

的应用也越来广泛，尤其是多酚的抗氧化性，抑菌性，抗衰老等性质，使得多酚

在食品添加剂，保健食品、化妆品及医学等方面的应用越来越突出【13,14l。

1．2植物多酚的溶剂提取技术

植物多酚种类繁多，均以混合形式存在，它们在植物体内通常与蛋白质、糖

类及一些生物碱结合存在。有机溶剂萃取是最常用的植物多酚提取技术，随着研

究技术的深入，科研工作者对有机溶剂萃取技术进行了很大改进，如采用超声波、

微波等手段辅助处理样品，提取效率大大提高，但其基本原理仍然是相似相容的

性质【lS,t6]。植物中的化学成分的极性差异，导致植物中不同的化学成分在不同极

性的溶剂中溶解性差异较大，根据这一特点，选用与目标成分即多酚类物质极性



相似的溶剂对植物组织进行提取，溶解度大的多酚类物质将会溶出，溶解度小的

物质如多糖，蛋白质等基本不会被溶出，或溶出的量很少【17,18】。当采用溶解对植

物原料进行提取时，体系中溶剂的浓度远远大于植物原料细胞中溶剂的浓度，因

此溶剂通过扩散进入到植物组织原料的细胞中，同时，植物组织细胞中的多酚类

物质溶解于提取溶剂中，由于存在浓度梯度，溶解于溶剂中的多酚类物质不断向

反应体系扩散，直至达到动态平衡后滤出溶液。有机溶剂萃取技术主要用于分离

提取可溶性酚类化合物，由于酚类物质具有酚羟基、羟基、羧基等基团与蛋白质、

多糖、生物碱等大分子依靠氢键和疏水键结合而存在于植物组织中，有机溶剂具

有断裂氢键的作用，因此，可用甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂进行萃

取。一般来说，以酸酯为主体的酚类物质，采用丙酮．水体系进行萃取较好，而

以缩合单宁为主体的酚类物质可采用弱酸性醇．水体系萃取，可以将以共价键与

植物组织中大分子物质相交联的单宁类物质溶出。一般来说乙醚可萃取出小分子

量的多酚，乙酸乙酯或丙酮．水体系能够萃取出中等分子量的单宁物质，热碱溶

液浸提物则以大分子酚类物质为主。

1．2．1影响植物多酚有机溶剂提取效果的主要因素

(一)物料粉碎度

物料粉碎度直接影响物料与溶液的接触面积，物料粉碎度越大，比表面积越

大，因此与溶剂接触的面积就越大，提取速率就越快。但物料不宜粉碎过细，物

料粉碎过细，会增大反应体系中溶剂的流通，降低传质动力，因而导致提取效率

降低，而且，过细的原料可能导致杂质成分的溶出，会增加过滤的难度【191。

(--)料液比

料液比是影响植物多酚溶剂提取的重要因素，料液比越大，植物细胞内多酚

溶液与溶剂中多酚之间的浓度差越大，因此，提取的传质推动力就越大，提取速

率就越快【2们。

(三)物料与溶剂两相间的相对运动

加强物料与溶剂两相间的相对运动，可以减少两相边界上液膜的厚度，降低

边界层阻力，并使液膜不断更新，从而提高浓度差，增大提取推动力，提高传质

速率。最常用的方式为在提取的体系中附上搅拌装置，增大提取效率【21．22l。

(四)提取温度

提取温度对提取率有一定影响，对大多数物质而言，温度升高，物质的溶解

度增大，溶液粘度下降，扩散系数就增大，因此有效成分的扩散速率增大，从而

提高提取速率。然而，提取温度不可过高，植物多酚属热敏性物质，温度过高可

能会对植物多酚具有破坏作用。

(五)溶剂
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提取溶剂对提取速率的影响主要表现在，溶剂的溶解度、亲和力、粘度、分

子大小等因素。物料不同，植物多酚的组成与性质也有很大差别，因此，要根据

相似相容原理，及物料种类选择溶剂，同时还应考虑溶剂容易回收、适当的密度、

表面张力、安全性及化学稳定性等问题。

1．3植物多酚的分离纯化

植物多酚的分离纯化常用大孔树脂层析分离。大孔树脂是20世纪60～70年

代发展起来的一类有机高分子聚合物吸附剂，它具有物理化学稳定性高，吸附选

择性独特，不受无机物存在的影响、再生简单、解吸条件温和，具有快速、高效、

方便、使用周期长、宜于构成闭路循环、节省费用等优点，常用于天然产物的分

离和纯化【231。侯晓丹，袁其朋，田海源【24J以安徽怀远石榴加工废弃物石榴籽为

研究对象，建立了大孔吸附树脂纯化石榴籽中总多酚的方法，选择AB．8大孔吸

附树脂为实验树脂，吸附过程为单分子层吸附，吸附等温线符合Langrniur方程，

拟合方程为y=o．0121 1+0．02086x，R2=o．9977，理论最大吸附量为82．56 mg／g湿

树脂。石榴籽乙酸乙酯提取物水溶液以0．75 mL／min流速上柱，以0．5 mL／min流

速洗脱，所收集产品总多酚含量由53．13％提高到78．80％。朱静，陆晶晶，袁其

朋【25】采用大孔树脂吸附法对石榴皮中的酚类物质进行了分离纯化，从选用的11

种大孔树脂中筛选出SP．700型号的大孔树脂对石榴皮中的多酚类物质分离纯化

效果较好，并对该型号大孔树脂对石榴皮多酚的纯化进行了动态吸附与解析实

验，结果表明，SP．700树脂对石榴皮多酚的吸附等温线符合Freundlich方程，最

佳的吸附条件为：上柱液浓度5 mg／mL，流速为4"-'4．5 BV／h，温度25℃，解析

条件为：解析液体积3．5 BV，解析液浓度70％的乙醇溶液，此时，纯化样的收

率为26．5∥100 g(干石榴皮)，多酚质量分数从48％提高到81．9％。此外，通

过梯度洗脱得到纯度为88％的鞣花酸，为石榴皮多酚的分离提供了一条新途径。

1．4槟榔多酚研究状况

槟榔(Areca catechu L．)为棕榈科常绿乔木植物，原产中非和东南亚一带，

我国引种已有1500多年历史，主要引种地有海南、台湾、云南、广西、福建、

广东等省区，其中海南生产的槟榔最为出色，产量高，质量好，饮誉四海[26,27】。

槟榔果含有多种人体所需的营养元素以及多种生理活性成分，槟榔作为一种

常用中药，位居我国四大南药(槟榔、益智、砂仁、巴戟)之首【2引。经植物化学

成分现代化学研究证实，槟榔种子含生物碱约0．3％一0．6％，主要为槟榔碱

(AtecoLine)， 含量0．1～O．5％；其余有槟榔次减(Arecaine)、去甲基槟榔碱

(Guvacine)、异去甲基槟榔次碱(Isoguvacine)、槟榔副碱(ArecoLine)及高槟
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榔碱(HomoarccoLine)等，均与鞣酸结合形式存在[29,301。槟榔果中含有大约15％

的酚类物质(包括缩合鞣质、水解类鞣质及非丹宁类黄烷醇等)[31,32]。目前已从

槟榔中检测出了缩合单宁、水解单宁、非单宁黄烷和简单多酚物质【331，这些化合

物具有抗氧化、清除自由基、抗透明质酸等活性刚

1．4．1槟榔多酚的构成

1．4．1．1槟榔的化学成分

槟榔的化学成份非常复杂，已有的研究表明，槟榔提取物的组分至少有几

十种。槟榔原果的主要成分为18．7％的多糖，10．8％的粗纤维，3．O％的灰分

14．0％的脂肪，9．9％的水分，0．5％的生物碱及15％的酚类，槟榔还含有多种氨

基酸其中脯氨酸含量占总氨基酸含量的15％以上，苯丙氨酸、酪氨酸、和精氨酸

的含量超过lO％，槟榔成熟时则非蛋白氮含量减少。同时槟榔内胚乳

(Endosperm有(一)．儿茶精、n．表儿茶精、原矢车菊甙元B一1、B．2、B．7、A．1及

三个三聚体(I、Ⅱ、V)、二个四聚体(Ⅲ、iv)、二个五聚体(vi、vii)以及半乳

糖、淀粉、甘露糖、a-)l,茶素、蔗糖、无色花青素(Leuco．cyanidin)、无色矢车菊

素(Lcuco．ganidin)、槟榔红色素(Ate．ca red)、皂苷及树脂等；此外，槟榔还含有

11种为人体必需的微量元素。槟榔是54种棕榈科植物中唯一一种含有生物碱的

植物，槟榔果中总生物碱含量约为0．3％-0．6％，主要为槟榔碱(Arecohne)，槟榔

次碱(Arecaidine)、去甲基槟榔碱(Guvacoline)、去甲基槟榔次碱(Guvacine)，异去

甲基槟榔次碱(Isoguvacine)、高槟榔碱(Homoarecoline)、槟榔副碱(Arecolidine)

等，均与鞣酸结合存在。槟榔化学成分复杂，其成分与槟榔品种、土壤条件和

食用槟榔加工方法等因素相关。杜道林等对5种常见海南槟榔品种果核和果皮

中营养成分的含量进行了测定，结果见表1．1由表1．1可以看出，5种海南常见

槟榔品种果核和果皮中蛋白质、可溶性糖的质量分数均没有显著差异性

(P>o．01)；所有槟榔品种中果核粗脂肪的含量均明显高于各自果皮中粗脂肪的

含量，达到极其显著差异水平(P<0．01)。不同土壤条件下槟榔的化学成分差异

见表1．2，由表1．2可以看出，不同土壤条件下槟榔果实的化学成分含量有所差异，

沙丘槟榔中可溶性糖，粗脂肪、蛋白质的含量较高，而沟谷槟榔中可溶性糖、粗

脂肪、蛋白质的含量仅次于沙丘槟榔，但其维生素B和维生素C含量较高。

●



表1．1槟榔不同品种果核和果皮中营养成分的含量测定(x趣)

Table 1-l Nutrients content of nutlet and peal in different areca nut

品种编号
w(可溶性糖)

果皮 果核

w(粗脂肪)

果皮 果核

w(蛋白质)

果皮 果核

砂丘槟榔 135．6 132．3 362．1 0．53 0．19

滨海槟榔 120．2 l 14．5 325．4 0．48 0．17

沟谷槟榔 128．7 120．3 340～0．57 0．23

早生槟榔 104．3 98．7 298．1 0．50 0．18

槟榔的化学成分在加工过程中会发生较大变化，如表1．3。由表1．3可以看

出，加工前后槟榔主要成分发生了明显的变化。槟榔经加工后，还原糖、蛋白质、

维生素C、酚类物质、槟榔碱含量下降，其中维生素C含量下降程度最大，这与

维生素C的性质有直接关系，维生素C作为抗氧化剂的一种，属热敏性物质，且

容易被氧化，因此，在加热或在溶液中易氧化分解；其次是还原糖，这可能是由

于两方面的原因造成的，一方面，还原糖易溶于水，加工过程中因溶解而损失，

尤其是在清洗、浸泡工艺，另一方面，还原糖在高温下会发生分子重排，形成黑

色素而损失掉。酚类物质在加工后含量也有所下降，酚类物质的性质与维生素

C相似，经热处理，和光照及吸收空气中的氧而被氧化掉；槟榔碱含量的降

低，主要是由高温和水泡工艺导致的。加工后，灰分和粗纤维的含量上升，这主

要是因为在加工过程中，灰分和粗纤维相对稳定，而其他成分减少，导致其相对

含量上升。粗脂肪含量槟榔制品甲少于海南产槟榔鲜果，而槟榔制品乙的含量比

海南产槟榔鲜果多，这可能是由于加工工艺的不同引起的；由于槟榔生产工艺差

异较大，因此，水分变化没有一定规律。加工后的不同产品的营养成分含量也有
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所不同，槟榔制品甲的营养成分低于槟榔制品乙，这可能是因为，槟榔制品甲的

生产工艺中有加热，温度高等工序或水泡时间较长。由于槟榔碱、还原糖、维生

素C和酚类均为槟榔中的主要生理活性组分，其具有不同的保健功效和作用机

理，它们的变化可能会造成加工前后槟榔生理功效的差异。

表1．3加工前后槟榔主要成分含量

Tablel．3 content ofmain component Before and after processing

注：A，C，卫分别代表海南产槟榔果、槟榔制品甲、槟榔制品乙

1．4．1．2槟榔的多酚组成

槟榔多酚的组成多种多样，1964年A．G Mathew和V S．Govindarajan用纸

层析和特定的洗脱剂对槟榔中的多酚物质进行了测定。结果表明其中含有(+)．儿

茶素、无色矢车菊素及其单体和多聚体，多聚化合物中含有高含量的花青素，表

明他们容易裂解，对不同化合物的定量分析表明黄烷．3，4-二醇含量最多，不同

生长阶段下，槟榔中的酚类化合物主要为黄酮类物质，并且，随着成熟度的增加，

酚类化合物的浓度逐渐降低。随着高聚物、新生单体和中聚合物的溶解性降低，

槟榔中多酚的成分模式也发生变化

1997年，我国台湾学者Chin-Kun Wang[35】等就对台湾槟榔成熟过程中，槟

榔碱和槟榔多酚含量的变化进行了研究，研究表明台湾槟榔果中的酚类物质是儿

茶素二聚体、无色矢车菊素二聚体和无色矢车菊素，全部新鲜槟榔果中酚类化合

物的成分包括缩合单宁(92 mg／g，干重)、水解单宁(69 mg／g，干重)、非单宁

类黄烷(84 mg／g，干重)、酚类化合物单体(56 mg／g，干重)。

2009年，张兴，梅文莉等【36】对槟榔果实的酚类化学成分与抗菌活性进行初

步研究，结果从槟榔果实中分离鉴定了5个酚类成分，分别鉴定为：金圣草黄素，

异鼠李素，木犀草素，巴西红厚壳素和(士)-4，5．二羟基．3，5，7．三甲氧基黄

烷酮。以上化合物均为首次从该属植物中分离得到。2010年，王明月，罗金辉

等f3刀采用甲醇超声提取槟榔嫩果中的儿茶素，先用石油醚除去杂质，再用乙酸乙

酯萃取，提取物经真空浓缩，高效液相色谱．质谱联用法测定。结果表明：槟榔
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嫩果中儿茶素类组分为(+)-儿茶素和表没食子儿茶素没食子酸酯。总离子流图如

图1．1，其中化合物l为儿茶素没食子酸酯，化合物2为表没食子儿茶素没食子

酸酯，化合物1和化合物2的质谱图如图1．2和图1．3

图1．1槟榔嫩果儿茶素总离子流图

Fig 1．1 Total ion chromatograms of catechin extracted from tender arena nut
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图1．2化合物l的质谱图

Fig 1．2 Mass sp嚼∞rLIm ofcompound l
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图1．3化合物2的质谱图

Fi91．3 Mass spectrum ofcompound 2

以上两种物质均属于多元酚类的一种，具有清除自由基、延缓老化、预防蛀
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牙、改变肠道微生物的分布、抗菌作用、除臭、降低血中胆固醇及低密度脂蛋白

(LDL)，并增加高密度脂蛋白(冈)L)的量、抗辐射以及紫外线等功能。特别

是表没食子儿茶素没食子酸酯的抗肿瘤作用不亚于紫杉醇，而且毒性远低于紫杉

醇。在常温条件下，表没食子儿茶素没食子酸酯具有很强的抗氧化功能，因此在

日化产品上可做特殊功能的保质剂、护肤剂。

1．4．2槟榔多酚的含量

槟榔多酚的含量随着不同季节，不同生长阶段及不同部位的差异而有所不同，

1976年，Shivashankar等人口81研究表明槟榔多酚含量在绿果时期为17．2％--29．8％，

而到了成熟时期就下降为11．1％～17．8％，这一结果与前人报道的相似。不同部位槟

榔水提物和甲醇提取物中单宁和总多酚的含量见表1．5．2008年，张春江，吕飞杰等

【391对槟榔果及其制品中总酚和单宁的含量进行了测定，发现，不同槟榔青果间酚类

物质含量差异明显，榔玉的酚类物质含量远高于槟榔青果和槟榔外壳。经加工后的

槟榔制品中，酚类物质含量明显减少。

表1．5不同部位槟榔水提物和甲醇提取物中单宁和总多酚的含量

Table 1．5 Content oftannin and total polyphenols in different parts ofareca extracted with water

and methanol
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1．4．3槟榔多酚的活性

1．4．3．1槟榔多酚的抗菌活性

槟榔果多酚粗提物对鼠伤寒沙门杆菌TA98、TAl00 2．氨基．3甲基咪唑并喹啉

具有显著的抗氧化活性和抗诱变作用，不会诱导染色体畸变，能增加卵细胞姐妹染

色单体互换(SCE)的几率，而且槟榔果的儿茶素和单宁提取物能抑制胶原酶的活

性；张兴，．梅文丽，等【36】，从槟榔提取物中分离出了，巴西红厚壳素，异鼠李素，

(±)-4，5．二羟基．3，5，7．三甲氧基黄烷酮，金圣草黄素，木犀草素，5种酚类化合物，

并采用滤纸片琼脂扩散法测定了5种酚类化合物的抗菌活性，结果表明，巴西红厚

壳素对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和金黄色葡萄球菌均有明显抑制作用，抑菌圈直

径达9 nlrfl，而对白色念珠菌则无抑菌活性。其他四种化合物对金黄色葡萄球菌、

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和白色念珠菌均没有抑制活性。从槟榔籽中分离出来的

多酚物质NF．86I和NF．8611分别对变形链球菌MT8148(c)和MT6715(g)的生

长具有抑制作用，这些抑制剂特异性地结合到细菌的细胞表面上从而抑制牙斑的形

成【40】。张春江，吕飞杰141】报道，槟榔中所含的鞣质，对堇色毛癣菌、许兰氏黄癣菌、

奥杜盎氏小芽孢癣菌、抗流感病毒PR3等均有不同程度的抑制作用，槟榔水浸剂可

以降低内氏放线菌和血链球菌的产酸能力槟榔的乙醇提取物能有效地控制牙龈卟

啉菌和福赛类杆菌的生长，此外，当槟榔提取液浓度低于或等于8．0 mg／mL时，对

粘性放线菌的生长有抑制作用；作用于变形链球菌表面的粘结素和获得性膜中的受

体成分，阻碍变形链球菌的粘附，而产生有效的抗龋作。

1．4．3．2槟榔多酚的抗氧化活性

抗氧化活性性是槟榔多酚最重要的性质，也是其多种应用的基础，2006年

Penpun Wetwitayaldtmg等；[42】对不同生长阶段槟榔抗氧化活性的研究中指出，槟榔果

含有50．60％的糖类，15％的脂类(月桂酸酯、肉豆蔻酸酯、油酸酯)、15％的缩合

单宁(鞣质、儿茶素)、多酚(NPF．861A、NPF．861B、NPF．86A、NPF．86B)和

0．2--4)．5％的槟榔碱(槟榔碱、槟榔次碱、去甲基槟榔次碱、去甲基槟榔碱)，不同

生长阶段下槟榔果的水提取物和甲醇提取物中单宁和总酚的含量高于植株的其他

部分的提取物，不同生长阶段下槟榔果的甲醇提取物的抗氧化活性比植株的其他部

位(叶子、树冠、果壳(4或8个月)、根和不定根)的提取物高，槟榔果甲醇提

取物的抗氧化活性次序从高到低依次是4个月的槟榔果、8个月的槟榔果、6个月

的槟榔果、3个月的槟榔果、2个月的槟榔果和1个月的槟榔果，82．05％的抗氧化

活性来源于槟榔中的酚类化合物，槟榔碱没有抗氧化活性该研究还表明槟榔种子的

水提物和甲醇提取物含有较高的单宁和总多酚，甲醇提取物比水提物的抗氧化性
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强，这可能是由于槟榔种子中酚类化合物成分复杂，多样，而甲醇是较为适当的提

取溶剂。虽然乒8个月的槟榔种子甲醇提取物中，单宁和总多酚的含量高于4个月

的槟榔种子，但是他们的抗氧化活性略低于4个月的槟榔种子。这表明槟榔种子中

的单宁和总多酚并不是唯一的抗氧因子，从数据可以看出82．05％的抗氧化活性来源

于酚类物质，而槟榔碱没有抗氧化活性，因此槟榔种子中还有其他的抗氧化成分，

如挥发油等，这些成分占到抗氧化活性的17．95％。根部单宁的含量比树冠、4、8

个月的果壳和不定根的高，而且根部的甲醇提取物具有中抗氧化活性，其他部分具

有低抗氧化活性。

此外，槟榔果中的酚类物质似乎与OSF有密切的关系阳】，另一方面，据研

究槟榔果中的酚类提取物能降低人体N．亚硝基．L脯氨酸的形成。槟榔果酚类物

质的抗畸变性质，也与他的抗氧化活性有关，研究表明，槟榔果中的酚类物质，

在保护人体健康方面起着重要作用m】。

1．4．3．3槟榔多酚的抗衰老作用

槟榔多酚具有抗透明质酸酶和抗弹性蛋白酶的作用，因此可用作抗老化物

质，Lee[45l等人研究了150种药用植物对弹性蛋白酶的抑制作用，结果表明，槟

榔多酚能够明显的抑制皮肤组织老化和发炎，此外，Lee(46】等人还从槟榔中分离

出了CC．516和CC．517(槟榔乙醇提取物)成分，CC．516能够抑制弹性蛋白酶

的活性从而保护弹性蛋白纤维而且能够促进胶原蛋白的合成，CC．517能够抑制

参与血管周围基质降解的酶和弹性蛋白酶的活性，保护细胞外基质的主要蛋白，

促进其重构，间接改善毛细管壁的韧性。

1．4．4槟榔多酚的提取

槟榔多酚提取的常用方法为有机溶剂萃取法，不同产地，不同槟榔品种及不同

部位槟榔多酚的提取所采用的溶剂会有所差异，张春江，吕飞杰【39】等采用丙酮-水

体系对加工前后槟榔中的总多酚，缩合单宁及原花青素进行了提取，结果表明，成

熟槟榔仁中总酚和缩合单宁含量最高，分别达到14．5％和22．1％。韩林，张海德，

等【47l，采用乙醇水体系对槟榔籽中的多酚进行了提取，并对提取工艺进行了优化，

结果得到在提取温度5812、提取时间4h、液料比47mL／g，总酚含量为146．63mg／g：

郑仕宏，任费燕，等【耜】，采用甲醇对槟榔鲜果中的总酚进行提取，结果得到在最优

条件下槟榔鲜果总酚的提取率为6．72mg／g。王明月，罗金辉，等【371，以甲醇为溶剂，

采用超声波辅助的方法对槟榔嫩果中的儿茶素进行了提取，经石油醚除去杂质后采

用乙酸乙酯进行萃取，得到了纯度较高的儿茶素，表儿茶素没食子酸酯．
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1．4．5槟榔多酚的应用

1．4．5．1开发保健食品

许多试验研究资料均显示，槟榔多酚具有较强的抗氧化作用，以及明显的抑菌，

抗癌，抗老化和抑制胆固醇上升等功效，摄取一定量的槟榔多酚能够有效地预防和

抑制疾病的发生。因此，可将其添加到食品中制作保健食品，这方面研究国内刚刚

起步。周文化，李忠海，等【491以新鲜槟榔为主料，以金银花、甘草为辅料，经提取、

过滤，制得槟榔固体饮料提取物，再以蔗糖作为甜味剂，以可溶性淀粉为增稠剂，

经熬制、干燥、粉碎得槟榔固体饮料。这既为槟榔的综合利用与深度开发打基础弥

补当今市场上含有槟榔成分食品的空白，满足消费者对槟榔与健康的双重需求，也

为含有槟榔成分的(功能性)食品的开发提供一定的理论与现实依据

1．4．5．2开发食品抗氧化剂

植物多酚是一类抗氧化和清除自由基的活性物质，对油脂和含油脂食品具有良

好的抗氧化作用，其抗氧化效果甚至高于BHA等人工合成的抗氧化剂。我国槟榔

种质资源丰富，利用槟榔提取分类物质，将其制作成天然抗氧化剂，具有广阔的应

用前景

1．5本课题的研究意义和研究内容
’

1．5．1本课题的研究意义

槟榔主产于我国海南岛、台湾、云南河口及西双版纳热带雨林间，广西、广

东及福建也有少量的分布。据史书记载海南岛种植槟榔已有1500年的历史了，

远在唐宋时代已闻名岛外。槟榔既是药用植物，又可嚼食，被誉为“植物口香糖"，

据记载人类嚼食槟榔历史已超过2000年，苏东坡就写过“红潮登颊醉槟榔"的

佳句。嚼食槟榔的习惯源于东南亚、印度、大陆南方及台湾。近年来，嚼食槟榔

的地域正在逐步扩大，消费量也在不断增加。据统计，2007年仅湖南省槟榔的

产值就达四十多亿元。最近十年，槟榔加工已从家庭作坊式生产走向工业化生产，

成为湖南省食品行业一枝独秀的产业。

目前，槟榔深加工问题已成为制约我国槟榔产业规模化升级的瓶颈，而近年

来，随着国内外学者对多酚的深入研究，使得多酚在食品、及日用化工品方面的

应用越来越突出，因此，研究槟榔多酚可为槟榔的深加工提供新的思路。

近来，关于槟榔毒理作用的大量研究，及文献报导，使得人们渐渐忽略了槟

榔的有益作用，槟榔产业的发展受到很大的打击，因此，减害增益以成为槟榔产

业今后发展的主方向，因此可将槟榔多酚提取出来，添加到食品中，或将其制成

新型的健康食品。这就为槟榔高附加值产品的开发奠定了工作基础。



1．5．2本课题研究的主要内容

1．采用有机溶剂萃取法对槟榔多酚进行提取，并对提取工艺进行优化。

2．对提取物采用大孔树脂进行分离纯化

3．对纯化后的多酚进行结构鉴定

12



2．槟榔多酚的提取

槟榔多酚的提取多种多样，有沉淀分离法、超声波辅助提取、微波辅助提取，

超临界流体萃取、层析分离法，色谱分离法等。其中沉淀分离法操作过程繁琐，

而超声波、微波、层析分离及色谱分离法虽然提取效率高，污染相对较小，但因

其设备要求高，成本大，不适合企业生产之用，超临界流体萃取无溶剂残留，安

全系数高，但其对多酚的提取效率较低，而且设备成本高昂也不适用于企业生产，

有机溶剂萃取法作为一种传统的多酚提取方法，不需要复杂的设备，操作过程简

单，应用较为普遍，适合企业实际生产。因此，本章从企业实际生产及节约成本

角度出发，采用有机溶剂萃取法对槟榔多酚进行提取。

本章首先通过不同溶剂对比实验，筛选出槟榔多酚的最佳提取溶剂，然后采

用单因子试验方法，对新鲜槟榔多酚的有机溶剂提取进行研究，考察提取时间，

提取温度，料液比，提取剂浓度，对槟榔多酚提取率的影响，最后采用响应曲面

法对槟榔多酚的提取工艺进行优化，以期获得槟榔多酚有机溶剂萃取的最佳工艺

条件。

2．1材料与方法

2．1．1实验原料

新鲜槟榔，原产地海南．

2．1．2主要试剂

酒石酸钾钠 分析纯(AR)

硫酸亚铁 分析纯(AR)

磷酸氢二钠 分析纯(AR)
磷酸二氢钾 分析纯(AR)

焦性没食子酸 分析纯(AR)
甲醇 分析纯(AR)

乙醇 分析纯(AR)

丙酮 分析纯(AR)

2．1．3仪器与设备

仪器或设备名称 规格型号

微型高速试样粉碎机 FW80

电子分析天平 FA-2004

数显恒温水浴锅HH．S2lA

旋转蒸发仪 。‘SBXZ．1

广州化学试剂厂

广州化学试剂厂

天津化学试剂厂
天津化学试剂厂

上海化学试剂厂

上海化学试剂厂

上海化学试剂厂

上海化学试剂厂

生产厂家

河北省黄骅市新兴电器厂

上海科学仪器厂

金坛市医疗仪器厂

上海玻璃厂



2．1．4实验方法

2．1．4．1主要试剂的配制【50l

(1)酒石酸亚铁溶液的配制：称取硫酸亚铁1 g，酒石酸钾钠59加蒸馏水溶解

定容到1 L。

(2)pH7．5磷酸缓冲溶液的配制： 将0．0667 mol／L的磷酸氢二钠溶液与0．0667

mol／L的磷酸二氢钾溶液按84：16的比例混合，调pH至7．5。

(3)没食子酸标准溶液的配制： 精确称取焦性没食子酸50 mg置于100 mL

容量瓶中，用蒸馏水定容，浓度为0．5 mg／mL。

2．1．4．2标准曲线的绘制

准确吸取焦性没食子酸溶液0、1．0、2．0、3．0、4．0、5．0 mL置于一系列50 mL

的容量瓶中，加水至体积为5 mL，再加入5 mL酒石酸亚铁溶液，然后用pH7．5

磷酸缓冲溶液定容至50 mL，混匀，静置15 min在540姗处测吸光度，同时做

空白

2．1．4．3槟榔提取液中多酚含量的测定

准确吸取l mL槟榔提取液于50 mL容量瓶中，加入4 mL蒸馏水，5 mL酒

石酸亚铁，用pH=7．5的磷酸缓冲溶液定容到50 mL同时做空白，在540 rim处

测其吸光度，根据标准曲线计算槟榔多酚的浓度。

2．1．4．4实验设计

采用单因素实验法对影响槟榔多酚提取率的因素进行研究，采用响应曲面法

对槟榔多酚提取工艺条件进行优化。

2．2结果与分析

2．2．1槟榔多酚标准曲线的绘制

采用2．1．4．2中的方法，以焦性没食子酸的浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，

绘制标准曲线如图2．1所示，由2．1可以看出，焦性没食子酸标准曲线的相关系

数R2=0．9939，说明吸光度范围在0．1~o．9内，焦性没食子酸浓度与吸光度的线

性关系良好，可以用于计算槟榔多酚的浓度。
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40 45 50 55

提取温度(℃)
60

图2．1焦性没食子酸标准曲线

Fig．2．1 Standard curVe of pyrogallic acid

●

2．2．2提取溶剂的选择

溶剂对提取速率的影响是溶剂的溶解度、亲和力、粘度、分子大小等各因素

的综合影响。根据相似相容原理选择溶剂，同时还应考虑溶剂容易回收、适当的

密度、表面张力、安全性及化学稳定性等问题。
在提取条件相同的情况下，分别用甲醇、乙醇、丙酮和蒸馏水对槟榔多酚进

行提取，结果见表2．1，由表2．1可以看出几种溶剂中甲醇的提取率最高，乙醇

次之，丙酮的提取效果不好，蒸馏水的提取效果最差，这可能与槟榔多酚复杂的

化学结构有关，其在甲醇中的溶解度最高，而且甲醇容易回收，因此选择甲醇为

最佳提取剂。

表2．1不同提取剂对槟榔多酚提取效果的比较

Table 2．1 Effect ofvariOUS solvent on the extraction ofareca nut polyphenols

溶剂种类 槟榔多酚含量(rag／g)

甲醇

乙醇

丙酮

蒸馏水

15．82

13．23

10．34

8．78

2．2．3提取温度对槟榔多酚提取率的影口向

对大多数物质而言，提取温度对提取速率有一定的影响。升高温度可以加大
物质的溶解度，溶液粘度下降，扩散系数就增大，可提高有效成分的扩散速率，

从而提高提取速率。但是提取温度过高，对一些热敏性物料有破坏作用。
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在提取时间为60 min料液比l：15，甲醇浓度为100％，的条件下选择温度
为40℃、45℃、50℃、55℃、60℃对槟榔多酚进行提取。以提取温度为横

坐标，提取率为纵坐标作图，结果如图2．2所示

∞
＼
凹
且

埒
盛
取

40 45 50 55 60

提取温度(℃)

图2．2提取温度对槟榔多酚提取率的影响

Fig．2．2 Effect oftemperature on the extraction of areca nut polyphenols

由图2．2可以看出，在40----60℃之间，随着温度的升高多酚提取率逐渐增大，

在60"C时达到最大值，由于甲醇的沸点为68"(2，而且高温条件下多酚容易发生

氧化，因此选择最佳提取温度为60℃。

2．2．4提取时间对槟榔多酚提取率的影响

提取时间是影响多酚提取率的重要因素，在温度为60"(2料液比1：15，甲醇

浓度为100％，的条件下选择提取时间分别为20 rain，40 rain，60 rain，80 rain

对槟榔多酚进行提取，以提取时间为横坐标，提取率为纵坐标作图，结果如图
2．3所示

，、
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∞
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静
甾
辎

图2．3提取时间对槟榔多酚提取率的影响

Fig．2．3 Effect oftime on the extraction ofareca nut polyphenols
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由图2．3可以看出，多酚的提取率随着时间的增加呈先增加后下降趋势。主

要原因可能是开始时随着时间的延长长，多酚物质的溶解越来越充分。在60 min

达到峰值后，细胞内的有效成分基本析出，再增加时间，析出的多酚由于受光、

热等的影响，极易被氧化，因此应选择60 rain为最佳提取时间。

2．2．5料液比对多酚提取率的影响

料液比能够影响多酚在溶剂中的浓度差，而有效成分浓度差是推动提取进行

的重要因素，一般浓度差越大，提取的传质推动力就越大，提取速率就越快。在

温度为60"C，提取时间为60 rain，甲醇浓度为100％，的条件下选择料液比分别

为l：6、l：9、1：12、1：15、1：18对槟榔多酚进行提取，以料液比为横坐标，

提取率为纵坐标作图，结果如图2．4所示．

18

16

14

，、12

誊10

萎8
取6

4

2

O

l：6 1．9 l：12 I：15 1：15

科液比

图2．4料液比对多酚提取率的影响

Fig．2．4 Effect ofsolid—liquid ratio on the extraction ofareca nut polyphenols

由图2．4可以看出，当料液比在l：6~l：15之间时，多酚的提取率随着料

液比的增大而增加，并在l：15时达到最大值15．98mg／g，当料液比超过l：15

时多酚提取率反而下降，因此，选择l：15为最佳料液比。

2．2．6甲醇浓度对多酚提取率的影响

在温度为6012，提取时间为60 min，料液比I：15的条件下选择甲醇浓度

分别为60％、70％、80％、90％、100％，对槟榔多酚进行提取，以甲醇浓度为横

坐标，提取率为纵坐标作图，结果如图2．5所示。
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图2．5甲醇浓度对槟榔多酚提取率的影响

Fig．2．5 Effect ofmethanol concentration 011 the extraction ofareca nut polyphenols

由图2．5可以看出，槟榔多酚提取率，在甲醇浓度为60％～80％之间迅速上

升，在80％"-100％缓慢下降，原因可能是高浓度的甲醇溶液中水分很少，通透性

差，细胞内的多酚物质向外扩散难度大，所以提取率低，另外一个原因也可能是

高浓度的甲醇易挥发，间接降低了料液比使多酚提取量降低，所以选择80％的甲

醇较好。

2．2．7响应面法优化槟榔多酚提取工艺

2．2．7．1实验设计及结果

在单因素实验的基础上采用响应曲面的方法对槟榔多酚的提取工艺进行优

化，以提取温度、提取时间、料液比、甲醇浓度为自变量(因素)，以槟榔多酚

提取率为响应值(指标)，采用Box=Behnken四因素三水平的响应曲面(骼M)

设计方法，分别进行二次多项回归方程拟合及其优化分析试验设计因素编码及水

平见表2．2，实验设计及其结果见表2．3．

表2．2实验设计因素编码及水平

，，Table 2．2 Code and levers ofexperiment design
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表2．3响应曲面实验设计及其结果

Table 2．3 Experiment design and result

试验号 A温度(℃)B时间(rain)C料液比(g／mL)D甲醇浓度(％)提取率(rag／g)
·_-_-·___-_·____，____-。__·____’．___’__·_-_·_‘____-_-_____--____’____--。‘‘。。o·o__·--。___-__·__-_-’___---__-_·__·___。-___·-_·_·__。一w——

--
---·-一

1． ．1 ．1 0 0 13．75

2． 1 -1 0 0 17．37

3． ．1 l 0 0 15．56

4． 1 1 0 0 16．15

5． 0 0 -l -1 13．10

6． 0 0 I -l 15．65

7． O 0 _l l 13．98

8． 0 0 1 l 15．82

9． ·l 0 0 -1 14．10

10． 1 0 O ·1 15．86

11． ．1 O 0 l 16．13

12． 1 0 0 l 16．4l

13． 0 -l -l 0 13．74

14．0 1 一l O 14．95

15． 0 ·l l 0 16．63

16． O 1 1 0 15．9l

17． ．1 0 ·1 0 13．18

18． 1 0 -l 0 13．77

19． ．1 0 1 ．0 14．86

20． 1 0 1 0 17．1 l

2I． 0 -1 0 ．I 14．93

22． 0 l 0 ．1 15．17

23． 0 一l 0 l 15．49

24． 0 l 0 1 16．92

25． 0 0 0 0 17．62

26． 0 O 0 O 17．63

27． O 0 0 0 17．59

28． O 0 0 0 17．60

29． O 0 0 0 17．61

表2．3中l~24号为析因点，是自变量取值在个因素构成的三维顶点，25-29

为零点，是区域的中心点，零点实验重复五次，用以估计实验误差睛u：利用dx7

软件对表2．3中的实验数据进行多元回归拟合，由此可求出影响因素的一次效应、

二次效应及其交互效应的关联方程强幻，对槟榔多酚提取率的影响因素进行更深入

的研究和条件优化，并做出响应面图。以提取温度、提取时间、料液比、甲醇浓

度为编码自变量，以槟榔多酚提取率为指标，进行多元回归拟合分析，得到槟榔

多酚提取率与各因素变量的二次方程模型为：

Y=17．61+0．76．4+0．23B+1．11C+0．50D-O．76AB七o．41AC-0．37AD-o．48BC+0．30BD．o。

18CD．1．OOAZ-O．76分．1．74e．1。l 3移

2．2．7．2实验模型方差分析
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对实验模型进行系数估计及方差分析结果见表2．4，由表2．4中的回归方程

系数估计及方差分析可知，方程模型的显著性P<0．001，属极显著范畴，表明方

程只有0．01％的几率产生误差，回归方程相关系数R2_-96．97％，说明模型方程中

的因变量与全体自变量之间的线性关系显著，方程对实验结果拟合度良好，实验

误差小，可以用于对槟榔多酚提取率进行预测。方差分析中P<0．05表明该项对

结果影响显著，P<0．01表明该项对结果影响非常显著，P>0．05表明该项对结果

影响不显著，由表2．4可知，该模型中，A、B、C、D、AB、AC、 BC、∥、

B2、C2、D2对结果均有显著影响，其中提取时间(因素A)、料液比(因素C)、

甲醇浓度(因素D)对结果有极显著影响，其次是提取时间(因素B)；方程的

一次项，平方项均达显著水平，说明各个具体实验因素对响应值的影响不是简单

的线性关系，而是二次抛物线的关系。

表2．4回归方程系数估计及方差分析

Table 2．4 Estimate value ofthe regression coefficient and variance analysis

2．2．7．3槟榔多酚提取率响应曲面分析与优化

响应曲面方法的图形，是特定的响应面Y与对应的因素A、B、C、D构成

的三维空间，及其在二维平面上的等高线图，每个响应面对其中两个因素进行分

析，另外两个因素固定在零水平，从中可以直观地反映出个因素对响应值的影响，

从实验所得响应面曲线图上可以找到他们在提取过程中的相互作用，等高线图的

形状反应交互作用的大小，椭圆形表示交互作用显著，圆形表示交互作用不显著

嘲，槟榔多酚提取率的响应曲面优化见图2．6。 ．
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图b提取温度与料液比交互作用

Fig．b Interaction bctwccrl temperature and solid-liquid ratio
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图c提取温度与甲醇浓度交互作用
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图d提取时间与料液比交互作用

Fig．d Interaction bet_weerl time and solid-liquid ratio
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图e提取时间与甲醇浓度交互作用

Fig．e Interaction between time and methanol concentration
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图f甲醇浓度与料液比交互作用

Fig．fInteraction between methanol concentration and solid—liquid ratio

图2．6各因素见得交互作用

Fig．2．6 Interaction of various f∞tors



图2．6中a、b、c、d、e、f给出了当其中两个因素固定在零水平，另外两个

因素间的交互作用图，由图2．6可以看出，提取温度与提取时间(A与B)、提

取温度与料液比(A与C)、提取温度与甲醇浓度(A与D)、提取时间与料液

比(B与C)、提取时间与甲醇浓度(B与D)间的交互作用显著，表现为等高

线图呈椭圆形，而料液比与甲醇浓度间(C与D)的交互作用不显著，表现为等

高线图呈圆形。

根据所得到的模型，通过软件对回归方程进行求导，并令一阶偏导数为令，

得到一元一次方程组，解方程组得到在稳定状态下各因素的最佳水平，与槟榔多

酚提取率的预测值。软件给出的影响槟榔多酚提取的各因素最佳水平为：A(提

取温度)=o．34、B(提取时间)=-0．31、C(料液比)=O．27、D(甲醇浓度)=o．62，

对应的各因素实际水平为：提取温度61．7℃、提取时间53．1 min、料液比1：15．51、

甲醇浓度为86．2％。在此条件下模型预测槟榔多酚提取率为17．96 mg／g。

2．2．7．4验证试验

为检验结果可靠性，根据上述试验结果，进行验证试验，考虑到实际操作方

便，将上述条件修改为提取温度62"C，提取时间53rain、料液比l：16、甲醇浓度

86．2％，再次条件下进行三次平行试验，结果得到槟榔多酚提取率为17．82 mg／g，

与理论预测值较为接近，相对误差为0．78％。说明优化结果可靠。

2．3讨论与小结

2．3．1讨论

有机溶剂萃取法是植物多酚提取最常用的方法，因为其提取过程不需要复杂

的设备，提取工艺简单，成本较低。而影响植物多酚有机溶剂萃取法的主要因素

为提取温度，提取时间，料液比，提取剂种类及浓度。提取温度直接影响多酚分

子在溶液中的相对运动，一般来说，温度越高多酚分子的相对运动越剧烈，其向

溶液中扩散的速率越高，因而提取率越高，但温度不宜过高，因为植物多酚大多

为热敏性物质，许多多酚成分在高温下会发生分解氧化等，因而会使多酚的含量

较低，不同植物其多分的耐热性及其最佳提取温度有所不同，因此，必须通过实

验来确定最佳的提取温度，提取时间也是影响植物多酚有机溶剂萃取法的重要因

素，植物多酚因温度不同及其与溶液中的浓度差的不同其达到渗透平衡的时间也

会有所差异，在提取初始阶段随着时间的延长，植物多酚的提取率会逐渐增加，

但当达到一定时间后，反应体系达到渗透平衡后植物多酚的提取率不再增加，甚

至由于时间过长，导致植物多酚氧化而造成植物多酚提取率下降；料液比主要影

响植物多酚提取过程中溶质多酚和溶液提取剂之间的浓度差，一般料液比越大，



体系溶质与溶液的浓度差越大，传质动力越大，植物多酚提取效率增大，但考虑

到成本问题料液比不宜过大，而且也有报道称料液比过大植物多酚的提取效率反

而可能会下降，具体原因尚不明确，因此，要根据实际情况，将料液比控制在适

宜的范围内；植物多酚是由多种具有共同基团或特性的化合物组成的混合物，其

成分复杂多样，不同成分在不同溶剂中的溶解差异较大，有机溶剂萃取法提取植

物多酚主要是依靠相似相容原理，将植物多酚提取出来，由于不同植物，多酚的

组成各不相同，其在不同溶剂中的溶解性差异较大，因此，提取剂的种类及浓度，

对植物多酚的提取有很大影响，实际应用中应根据不同植物中多酚的组成及特性

来选择不同的提取溶解及其浓度，以达到最优的提取效果。以上因素对有机溶剂

萃取法提取植物多酚的提取效率的影响并不是独立的，而往往是相互作用共同影

响提取效率，因此，要综合考虑各种因素对结果的影响，

响应曲面法(RsM)能够考察各种因素的交互作用，并用立体图型直观的表

现出来，是工艺优化的常用方法瞰】。近年来随着统计学在各个领域的飞速发展，

响应面的应用得到了大大的扩展，其在食品领域应用最为广泛，许多学者采用响

应面的方法来进行工艺的优化，并得到了很好的结果。

2．3．2dx结

本章首先对槟榔多酚的最佳提取溶剂进行了筛选，然后采用单因子试验方

法，考察了提取温度、提取时间、料液比、甲醇浓度对槟榔多酚提取率的影响，

在此基础上采用Box．Behnken四因素三水平的响应曲面法对槟榔多酚的提取工

艺进行了优化，结果表明：槟榔多酚的最佳提取溶剂为甲醇，提取过程的各因素

对槟榔多酚的提取率均有一定影响，槟榔多酚的提取率在一定范围内随着温度的

升高而增加，随着提取时间、料液比和甲醇浓度的增加而增大，采用响应曲面的

方法对槟榔多酚的提取工艺进行优化，结果得到各因素对槟榔多酚提取率均有显

著影响，因素间交互作用显著，通过模型优化得到槟榔多酚最佳提取工艺条件为

提取温度62℃，提取时间53rain、料液比1：16、甲醇浓度86．2％，在此条件下槟

榔多酚的提取率为17．82 mg／g。韩林p引，采用响应曲面法对槟榔籽中的多酚加热

回流提取工艺进行了优化，结果得到的最佳提取工艺为温度58℃，提取时间4h，

料液比l：47，在最佳工艺条件下槟榔籽多酚的提取率为146．63mg／g，同时，采

用响应曲面法，对槟榔多酚的超声波辅助提取工艺进行了优化，得到的最佳工艺

为温度58℃，时间42rain，料液比l：53，在此条件下，槟榔籽多酚提取率为

160．95mg／g，与加热回流法相比，提取时间短，提取率高，但两种方法的提取率

远远高于本研究，其原因可能是原料不同，因此多酚含量有所差异。



3槟榔多酚的纯化

槟榔中含有大约15％的酚类物质，(包括缩合鞣质、水解类鞣质及非丹宁类

黄烷醇等)此外，槟榔中还含有生物碱，多种矿物质、氨基酸、挥发油、木质素、

甘露糖、半乳糖、丫．儿茶素、B．谷甾醇、无色花青素、槟榔红色素、儿茶精花白

素及皂甙、胆碱等，采用溶剂法提取的槟榔多酚为多酚含量较低的粗品，其中含

有多糖、槟榔碱等杂质，因此需对槟榔多酚进行纯化，使其更好的发挥生理效用。

多酚纯化的方法有很多种，目前使用最多的是大孔树脂吸附法【56,571。

大孔树脂是一类以吸附为特点，对有机物具有浓缩、分离作用的高分子聚合

物[58,59J，它具有物理化学稳定性高，吸附选择性独特，不受无机物存在的影响、

再生简单、解吸条件温和等特点，广泛用于生化物质的分离和纯化[60,61】，本研究

采用大孔树脂吸附法，纯化槟榔多酚，研究了最佳吸附和解析条件。

3．1．材料与方法

3．1．1材料

海南产鲜槟榔，S．8、D．3520、ADS一8、DM．0301、AB．8型大孔树脂购于长

沙裕丰化玻公司；所用药品均为分析纯

3．1．2方法

3．1．2．1槟榔多酚含量的测定

槟榔多酚含量的测定按照2．1．4．3进行

3．1．2．2大孔树脂的预处理

将S．8、D．3520、ADS．8、DM．0301、AB．8型大孔树脂用无水乙醇浸泡24h，

用蒸馏水洗净，然后用5％的HCI浸泡8h，用蒸馏水洗至中性，再用5％的NaOH

浸泡8h后，再用蒸馏水洗净待用【62·631。

3．1．2．3大孔树脂的静态吸附与解析特性研究

准确称取预处理后的5种树脂各5．0 g，先用滤纸吸干水分，分别置于250 mL

的具塞磨1：3--角瓶中，加入50 mL槟榔多酚粗提液，置于25℃水浴摇床震荡lO

h，每隔2 h测定溶液吸光度删，绘制吸附特性柱形图。

吸附量)：—(Co-c—,)Vo (3．1(mg／g 1)吸附量)=—— (3．)
m



，、 ，、

吸附取％1)=二!'_∑×100 (3．2)
乙O

式中：C旷一吸附前的多酚溶液浓度，mg／mL；Cl——吸附后多酚溶液浓度，mg／mL r

V旷一多酚粗体也体积mL树脂静态吸附后，过滤，加入无水乙醇50mL，置于25℃水浴摇床振荡10h，

每隔2h取样，测定样品的吸光度，绘制解析时间曲线，解析率按下式计算

解析率％)-蒜‰枷。 (3．3)

解析量(mg／g)：—cy—, (3．4)

式中：C广———解析后槟榔多酚溶液浓度，mg／mL；

C旷_—一吸附前的多酚溶液浓度，mg／mL；Cl——吸附后多酚溶液浓度，mg／mL；
Vl——吸附多酚溶液体积，mL；
V广—一解析后多酚溶液体积，mL。

3．1．2．4大孔树脂的筛选

根据3．1．2．2中得至IJ的5种大孔树脂的静态吸附与解析特性图，在各自的最佳

吸附与解析时间对槟榔多酚进行吸附与解析，选出吸附率与解析率最好的树脂待

用。

3．1．2．5大孔树脂的动态吸附与解析

筛选出的树脂采用湿法装柱，装入OJ．0cm X 40．0cm的玻璃柱中，装柱高度

约25em，准确量取一定树脂床体积的槟榔多酚粗提液，调节pH后上柱，收集
流出液，测定穿透液中多酚浓度，吸附完成后，用无水乙醇解吸树脂上吸附的槟

榔多酚，收集洗脱液，i91日定穿透液中多酚浓度[651。

3．1．2．6大孔树脂纯化槟榔多酚条件的响应曲面优化

采用Design expert响应曲面发建立三因素三水平的Box．behnken模型，以上

柱液浓度、上柱液体积、上柱液pH为吸附自变量，以吸附率为吸附操作响应值，

以解析液体积，解析液浓度、解析液pH为解析操作自变量，以解析率为解析操
作响应值，根据前期单因素实验结果，吸附和解析自变量因素编码及水平见表

3．1和表3．2．



表3．1大孔树脂动态吸附条件优化因素水平

Table 3．1 Factors and levers in box-behnken experimental design for optimizing the

．．．．．——dynamic adsorption of areca nut polyphenols

表3．2大孔树脂动态解析条件优化因素与水平

Table 3．2rFactors and levers in box-behnken experimental design for optimizing the

dynamic desorption of areca nut polyphenols

3．2结果与分析

3．2．1大孔树脂静态吸附特性研究

D-3520 AB．8 S．8 ADS．8 DM．030 1

大孔树脂

日2h

日4h

囝6h

园8h

圈lOh

(注：图中相同字母表示差异不显著P>0．051不同字母表示差异显著P<O．05)

图3．1大孔树脂静态吸附特性柱形图

Fig．3．1 Theadsorption time bars of macroporous resin

五种大孔树脂对槟榔多酚的吸附量随时间的变化柱形图见图3．1，由图3．1

可知，D．3520型大孔树脂在4 h时达到最大吸附量5．90 mg／g，超过4 h吸附量显

著下降(P<0．05)并且吸附量随着时间的延长变化不明显，因此该种树脂的最佳

吸附时间为4 h；AB．8型树脂在8 h时达到最大吸附量7．71 mg，g，但与4 h、6 h
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及10 h相比差异均不显著(P>0．05)因此，从实际操作角度考虑，可将该树脂的

最佳吸附时间确定为4 h；S-8型大孔树脂在8 h时达到最大吸附量15．11 mg／g，

与其他时间相比差异显著(P<0．05)因此确定该种型号的树脂最佳吸附时间为8

h；ADS．8型大孔树脂在2 h时达最大吸附量6．27 mg／g，明显高于4 h(P<0．05)，

与6 h、8 h及10 h相比差异不显著，因此确定该树脂的最佳吸附时间为2 h：

DM-0301型树脂随着时间的延长吸附量逐渐增加，在10 h时达最大吸附量11．27

mg／g，与8 h相比差异不显著(P>o．05)但与其他时间相比差异显著(P<o．05)

因此，该树脂的最佳吸附时间为8 h。 一

3．2．2大孔树脂静态解析特性研究

^
零
、．，

褥
辐
琏

D-3520 AB．8 s．8 ADS．8 DM[-0301

大孔树脂

图3．2大孔树脂静态解析柱形图

Fig．3．2 The elution bars ofmacroporous resin

五种大孔树脂吸附多酚后对其进行解析，解析率随时间的变化情况见图3．2，

由图3．2可知，D．3520型树脂在6 h时达到最大解析率90．28％，明显高于2 h、

4 h和8 h，(P<0．05)，与10 h相比差异不显著(P>0．05)因此该种型号的树脂最

佳解析时间为6 h；AB．8型大孔树脂在10 h时达最大解析率89．46％，与2 h的

87．70％相比，差异不显著(P>0．05)，与其它时间相比差异显著(P<0．05)因此，

确定该树脂的最佳解析时间为2 h：S-8型大孔树脂在10 h时达最大解析率

88．77％，与2h的87．18％相比差异不显著，但明显高于4 h、6 h及8 h(P<o．05)，

因此该树脂的最佳解析时间选择2 h：ADS．8型大孔树脂在4 h时达最大解析率

94．14％，明显高于其它时间的解析率(P<0．05)；DM．0301型大孔树脂的解析率

随时间的延长而有所下降，并在2 h时达最大解析率92．18％，与其它时间相比差

异显著，因此，该型号树脂的最佳解析时间为2 h．
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3．2．3大孑L树脂的筛选

根据3．2．1和3．2．2中得到的各种大孔树脂的最佳吸附与解析时间，在各自的

最佳吸附与解析时间下，对槟榔多酚进行纯化，结果见图3．3

35．00

30．00

25．00

20．00

15．00

10．00

5．00

O．00

D-3520 AB一8 S．8 ADS．8 DM．0301

图3．3五种大孔树脂的吸附量和解析量

Fig．3．3 Adsorption and elution amount of five maeroporous resin

从图3．3中可以看出，五种大孔树脂中，S．8型树脂的吸附量和解析量均最

大，分别为14．01 mg／g和28．44 mg／g，树脂筛选的目的为筛选出同时具有高吸附

量和解析量的树脂，因此本实验选择S-8型树脂为最佳树脂，对槟榔多酚进行纯

化。

3．2．4大孔树脂动态吸附实验

3．2．4．1上柱液pH对大孔树脂吸附率的影响

将处理好的S．8大孔树脂，采用湿法装柱，用水洗平衡后上柱，上柱液浓度

为1．92 mg／mL，上柱液体积100 mL，设定上柱液pH分别为2．O、3．0、4．0、5．O、

6．O，分别测定流出液的多酚含量，考察不同上柱液pH对吸附率的影响，结果见

图3．4

lOO．00％

o 80．00％

S 60．00％

篓40．00％
jb．

懿20．00％

0．00％

2 3 4 5 6

上柱液pH

图3．4上柱液pH对吸附率的影响

Fi93．4 The effect ofpH of polyphenols on the adsorption rate
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由图3．4可知，随着pH的增加，S．8型大孔树脂对槟榔多酚的吸附率逐渐下

降，在pH为2．0时达最大吸附率81．64％，这可能是由于槟榔多酚中含有一定的

酚酸类物质，如绿原酸，果酸、没食子酸、鞣酸等，使粗提液呈现弱酸性，酸性

物质在酸液中吸附，在碱液中解析，碱性物质在碱液中吸附，在酸液中解析[661，

因此选择pH--2．0为最佳吸附pH。

3．2．4．2上柱液浓度对大孔树脂吸附率的影响

在pH--2．0条件下，上柱液体积100 mL，设定上柱液浓度分别为：1．42、1．74、

2．05、2．90、3．82 mg／mL，采用S．8型大孔树脂对槟榔多酚粗提液进行吸附，考

察不同上柱液浓度对大孔树脂吸附槟榔多酚的影响，结果见图3．5。由图3．5可

知，在槟榔多酚粗提液浓度小于2．05 mg／mL时，吸附率随着浓度的增加而增大，

在2．05 mg／mL时达最大值66．73％，当继续提高槟榔多酚粗提液浓度时，槟榔多

酚吸附率反而有所下降，这可能是由于，浓度低时增加槟榔多酚的浓度，有利于

增加与树脂接触的多酚分子的数量，吸附率增大，当达到2．05 rag／mE时，树脂

达到吸附饱和状态，过量的多酚分子无法被吸附，直接穿透大孔树脂，导致穿透

液多酚含量增加，吸附率降低。
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上柱液浓度浓度(哩；，mL)

图3．5上柱液浓度对大孔树脂吸附槟榔多酚的影响

Fi93．5 The effect ofeoncenlration ofpolyphenols on the adsorption rate

3．2．4．3上柱液体积对大孔树脂吸附率的影响

在pH=2．0，上柱液浓度为2．05 mg／mL的条件下，选择上样液体积为50、100、

150、200、250mL相当于2、4、6、8、10倍树脂床体积(2BV、4BV、6BV、

8BV、lOBV)进行上柱，考察不同上样体积对多酚吸附率的影响，结果见图3．6。
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图3．6上柱液体积对大孔树脂吸附率的影响

Fi93．6 The effect ofvolum ofpolyphenols On the adsorption rate

由图3．6可知，当上样液体积小于6 BV时，S．8大孔树脂对槟榔多酚的吸附

率随着上样液体积的增加而增大，但当上样液体积超过6 BV时，大孔树脂对槟

榔多酚的吸附率反而明显下降，而且，漏出液多酚的质量浓度超过了上样液浓度

的10％，这说明，在槟榔多酚质量浓度为2．05 mg／mL时，当上样液体积为6 BV

时，大孔树脂对槟榔多酚的吸附达到了饱和状态，因此选择6 BV为最佳吸附体

积。

3．2．5大孔树脂动态解析实验

3．2．5．1解析液pH对解析率的影响

采用95％的乙醇溶液对吸附的槟榔多酚进行洗脱，固定洗脱体积为4 BV，

用l mol／L的HCI溶液分别调节pH值为2．0、3．0、4．0、5．0、6．0、考察不同洗脱

液pH对大孔树脂解析率的影响，实验结果见图3．7．
100．OO％

解80．00％

錾60．00％率

％40·00％

20．OO％

0．OO％

2 3 4 5 6

pH

图3．7解析液pH对解析率的影响

Fig．3．7 The effect ofelution liquid pH on the elution rato

由图3．7可以看出，在较低的pH范围内，随着pH的增加，解析率逐渐增
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加，当pH值为4．0时，解析率达最大值87．50％，继续升高pH值，解析率反而

有所下降，并且维持在较低水平，这可能是由于酸性物质在偏碱性条件下有较好

的解析率，但pH过高，多酚类物质会发生氧化，导致解析率降低，因此选择pH=4．0

为最佳解析pH。

3．2．5．2解析液浓度对解析率的影响

在pH为4．0，洗脱体积为4 BV的条件下，设定乙醇浓度分别为55％、65％、

75％、85％、95％，分别测定流出液中多酚含量，考察不同乙醇浓度对解析率的

影响，实验结果见图3．8， 由图3．8可以看出，随着乙醇浓度的增加，从55％到

75％，大孔树脂的解析率不断增加，在75％时达最大解析率87．30％，继续增加

乙醇浓度，解析率反而有所下降，这可能是由于在一定范围内，乙醇浓度增加，

槟榔多酚的溶解性也不断增加，因而解析率提高，但由于槟榔中的多酚既含醇溶

性成分，同时又含有水溶性成分，过高的浓度导致水溶性多酚溶解性降低，同时，

高浓度的醇溶液会导致醇溶性杂质的流出，因此解析率会有所下降。因而，选择

75％的乙醇为最佳洗脱浓度【d¨。
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图3．8乙醇浓度对大孔树脂解析率的影响

Fig．3．8 The effect of elution liquid concentration on the elution rate

3．2．5．3解析液体积对解析率的影响

采用75％的乙醇，在pH为4．0的条件下，分别选择洗脱体积为2 BV、4 BV、

6 BV、8 BV、10 BV进行洗脱，分别测定洗脱液中多酚的含量，考察不同洗脱

体积对解析率的影响，实验结果见图3．9，由图3．9可以看出，70％的乙醇溶液对

大孔树脂的解析率随着洗脱体积的增加而不断增加，当洗脱体积为2BV时，解

析率只有47．74％，当洗脱体积增加到6 BV时，解析率达到75．71％，之后随着

洗脱体积的增加，解析率增加不明显，趋于稳定，这可能是由于洗脱体积增大，
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槟榔多酚与溶剂接触充分，因而解析率增加，当达到6 BV时，槟榔多酚趋于完

全解析，因而解析率趋于恒定，因而最佳解析体积为6 BV。
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图3．9洗脱液体积对解析率的影响

Fi93．9 The effect ofelution liquid volume on the elution rate

3．2．6响应面法优化槟榔多酚纯化工艺

3．2．6．1动态吸附试验条件的优化及模型的建立

根据Design expert中三因素三水平的Box．behnken进行了15组吸附试验，

其中1-12为析因点，13～15为零点及中心试验点，试验设计及结果见表3．3，对

表3．3中的实验数据进行回归分析，得到吸附率与上柱液浓度、上柱液体积、上

柱pH之间的二次多元回归方程：

Y=93．10+I．95A+3．24B+O．34C-O．80AB+2．25AC-1．72BC-3．81f．3．54妒4．84c (35)

对该模型进行回归系数估计及方差分析，结果见表3．4，由表3．4中的回归

方程系数估计及方差分析可知，方程模型的显著性P=O．0016<0．01，属极显著范

畴，失拟项P=0．1378>0．05不显著，不显著的失拟项是可取的，回归方程的系数

估计分析表明回归方程的相关系数R2为0．9761，调整后的R2为0．9330，说明方

程中各自变量与因变量之间的线性关系显著，方程对实验结果拟合度良好，实验

误差小，综合表明，该方程适合用于大孔树脂纯化槟榔多酚动态解析条件的优化。

表3．4表明，模型中一次项A、B对结果影响极显著(P<0．01)，一次项C多结

果影响不显著(P>0．05)交互作用项AC、BC、对结果影响显著(P<o．05)，AB

对结果影响不显著(P>O．05)，二次项A2、B2、C2、对结果影响极显著(P<O．01)。

响应曲面是响应值与个自变量之间构成的三维空间曲线，其等高线可以直观反映

出各对响应值的影响及因素间交互作用的强弱，本实验中各因素间的等高线图及

相应曲面图见图3．10
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表3．3大孔树脂动态吸附条件优化试验设计及结果

Table 3．3 Arrangementand experimental results ofthe Box-Behnken experimental design for

optimizing the dynamic adsorption ofal℃c,a nut polyphenols

试验号 A上柱液浓度(mg／mL) 上柱液体积(InL) 上柱液pH 堕堕窒(墅!

15 0 0 0 93．1

表3．4吸附试验回归方程系数估计及方差分析

Table 3．4 Estimate value ofthe regression coefficient and variance analysis for adsorption

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型

A

B

C

AB

AC

BC

．心

B2

P

残差

失拟项

纯误差

312．09

30．42

83．85

0．9l

2．56

20．25

11．903

53．67

46．2l
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7．65

6．93

0．72

34．68
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83．85

O．9l

2．56

20．25

l 1．90
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46．2l
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1．53

2．3l

O．36

22．66

19．88

54．79

0．60

1．67

13．23

7．78

35．07

30．19

56．46

0．0016

O．0067

0．0∞7
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图3．10 a上柱液浓度与上柱液体积之间的交互作用

Fig．3．1 0 aInteraction between column liquid concentration and column liquid volum

Y
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r
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图3．10 b上柱液浓度与上柱液pH之间的交互作用
Fig．3．1 0 b Interaction between column liquid concentration and column liquid pH

图3．10 c上柱液体积与上柱液pH之间的交互作用

Fig．3．1 0 c Interaction between column liquid volum and column liquid pH

图3．10动态吸附实验各因素间的交互作用

Fig．3 10 Int盯action ofvarious factors in dynamic ad∞rpti∞ofarec毽nut polyphenols

图3．10中给出了动态吸附优化试验中，其中一个因素固定，另外两因素间
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的交互作用的等高线图及响应曲面图，等高线图呈椭圆形表示交互作用显著，圆

形表示交互作用不显著。从图a中可以看出上柱液浓度与上柱液体积(A与B)

之间的交互作用显著，极值点出现在椭圆中心；图b中上柱液浓度与上柱液pH

(A与C)等高线图成椭圆型，表明交互作用显著，而且随着上柱液浓度和上柱

液pH的增加，吸附率成先增加后降低的趋势：图c表明，上柱液体积与上柱液

pH之间的交互作用显著，表现为等高线图呈椭圆形，吸附率随着上柱液体积与

上柱液pH的增加先增加后降低。

3．2．6．2动态解析实验条件的优化及模型的建立

表3．5动态解析优化实验设计及结果

Table 3．5Arrangement and experimental results ofthe Box-Behnken experimental design for

optimizing the dynamic desorption ofareca nut polyphenols

根据Design expert中三因素三水平的Box-behnken进行了15组解析试验，

其中l～12为析因点，13-15为零点及中心试验点，试验设计及结果见表3．5，对

表3．5中的实验数据进行回归分析，得到解析率与解析液浓度、解析液体积、解

析液pH之间的二次多元回归方程：． ．．

Y--92．67+0．041．4+0．27B+O．063C+O．04AB+O．025AC-O．023BC-O．26A2-O．11∥k掰(3．6)
对该模型进行回归系数检验及方差分析，结果见表3．6．由表3．6中的回归

方程系数估计及方差分析可知，方程模型的显著性P=0．0002<0．01，属极显著范
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畴，失拟项P--0．0507>0．05不显著，不显著的失拟项是可取的，回归方程的系数

估计分析表明回归方程的相关系数R2为O．9901，调整后的R2为0．9724，说明方

程中各自变量与因变量之间的线性关系显著，方程对实验结果拟合度良好，实验

误差小，综合表明，该方程适合用于大孔树脂纯化槟榔多酚动态解析条件的优化。

从表3．6中还可以看出，一次项B(解析液体积)对结果影响极显著(P《0．01)

一次项C(解析液pH)对结果影响显著(P<0．05)，一次项A(解析液浓度)对

结果影响不显著(P>O．05)，交互作用项AC、BC对结果影响显著(P<0．05)，

AB对结果影响不显著(P>0．05)，二次项A2、B2、C2对结果影响极显著(P<o．01)

各因素间的交互作用等高线图及响应曲面图见图3．1l。．·’ ·

’一．，表3．6解析试验回归方程系数估计及方差分析

Table 3．4 Estimate value ofthe regression coefficient and variance analysis for desorption

37



C

C

B

Y

A

Y
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图3．1lc解析液体积与解析液pH之间的交互作用

Fig．3．1 lc Interaction betw∞n elution volume and elution pH

图3．1l动态解析实验各因素问的交互作用

B

Fig．3．1 1 Interaction ofvarious factors in dynamic desorption ofare髓nut polyphenols
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图3．11中a、b、c为动态解析优化试验中，其中一个因素固定，另外两因素

间的交互作用的等高线图及响应曲面图，从图3．11a可以看出，解析液浓度与解

析液体积(A与B)之间的交互作用显著，解析率随着解析液浓度和解析液体积

的增加而增大，从图3．11b可以看出，解析液浓度与解析液pH(A与C)之间交

互作用显著，解析率随着解析液浓度和解析液pH的增加成现增加后下降趋势，

极值点出现在椭圆中心，从图3．11c中可以看出，解析液体积与解析液pH(B与

C)之间的交互作用显著，解析率随着解析液体积与解析液pH的增加而增大。
3．2．6．3动态吸附与动态解析优化实验结果

根据动态吸附实验与动态解析实验得到的优化模型3．1和3．2，利用Design

expert7．1软件对回归方程进行求导，并令一阶偏导数为令，得到一元一次方程组，

解方程组得到在稳定状态下吸附试验与解析实验各因素的最佳水平以及吸附率

与解析率的理论最优值。动态吸附试验中，通过软件得到最佳吸附条件为A为

0．13水平，B为0．64水平，C为O．04水平，换算为实际值为上柱液浓度2．23 mg／mL，

上柱液体积6．6 BV，上柱液pH2．2，理论吸附率预测值为93．81％：最佳解析条

件为A为0．49水平，B为O．50水平，C为．O．02水平，即解析液浓度77．4％，解

析液体积6．5BV，解析液pH3．8，解析率理论预测值92．74％，根据所得到的最优

吸附与解析条件进行验证实验，平行三次，得到实际吸附率为93．062％，解析率

为92．52％，与理论值接近，说明动态吸附与解析模型优化结果可靠。

3．3讨论与小结

3．3．1讨论

植物多酚常用的纯化方法有金属离子沉淀法，膜分离纯化及大孔树脂柱层析

分离纯化，沉淀法分离纯化多酚是利用在一定pH条件下多酚与A13+、Zn2+、H矿、

ca2+、M92+、Fe3+等金属离子产生络合沉淀，离心分离出来后用酸转溶，得纯化

多酚【68,69l。此种方法的关键技术是选择合适的沉淀剂。常用沉淀剂有4类，即无

机盐类、生物碱、蛋白质类和高分子聚合物(聚乙烯吡咯烷酮、环糊精等)。其

中无机盐类最为常用，由于其它3类沉淀剂成本较高，目前尚处在试验阶段使用。

中国农科院茶叶研究所最早于20世纪80年代开始用水或乙醇等提取绿茶多酚，可

得纯度为72％的粗品，如先用沸水提取，用A1C13沉淀，再用乙酸乙酯萃取，可得

到接近白色的结晶，有效成分达99．5％，提取率约10．5％／7们。

膜分离法是一种以膜两侧的压力差为动力，对酚类提取物进行分离、纯化的

技术。超滤是膜分离法中用途最广泛的方法之一。该方法在常温条件下操作，不

破坏植物多酚，操作工艺简单，不污染环境，但产品纯度偏低，膜的价格偏高。

刘志昌，夏炎，张莹，等【7¨，利用膜分离技术分离纯化了白藜芦，结果表明，经
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微滤膜处理后白藜芦醇的纯度达30．5％，再经超滤膜处理，纯度达55．8％。王永

刚，李卫，￡72】研究膜分离技术在花生壳中多酚提取液纯化上的应用，研究表明：

使用微滤膜除杂，纳滤膜浓缩后，提取液中多酚的纯度从9％提高到1 8．67％，体

积减少95．6％，且检验证明经膜处理后提取物仍具有较高的抗氧化能力和一定的

抗菌效果。

大孔树脂柱层析法是应用最广泛的植物多酚纯化方法，大孔树脂是20世纪

60---70年代发展起来的一类有机高分子聚合物吸附剂，它具有物理化学稳定性

高，吸附选择性独特，不受无机物存在的影响、再生简单、解吸条件温和，具有

快速、高效、方便、使用周期长、宜于构成闭路循环、节省费用等优点，常用于

天然产物的分离和纯化【73】。侯晓丹，袁其朋，田海源【硎以安徽怀远石榴加工废

弃物石榴籽为研究对象，建立了大孔吸附树脂纯化石榴籽中总多酚的方法，选择

AB．8大孔吸附树脂为实验树脂，吸附过程为单分子层吸附，吸附等温线符合

Langmiur方程，拟合方程为y--O．0121 1+0．02086x，R2=o．9977，理论最大吸附量

为82．56 mg／g湿树脂。石榴籽乙酸乙酯提取物水溶液以0．75 mUmin流速上柱，

以O．5 mL／min流速洗脱，所收集产品总多酚含量由53．13％提高到78．80％。

3．3．2小结

本文采用大孔树脂吸附法对槟榔多酚进行纯化，通过静态吸附实验，得到

D．3520、AB．8、S．8、ADS．8、DM．0301五种大孔树脂的最佳吸附时间分别为为

4 h、4 h、8 h、2 h、10 h：通过静态解析实验得到D．3520、AB-8、S．8、ADS一8、

DM．0301五种大孔树脂的最佳解析时间分别为6 h、2 h、2 h、4 h、2 h。试验得

到S．8大孔树脂对槟榔多酚的吸附率和解析率最大。通过动态吸附实验得到，pH

为2．O，上柱液浓度为2．05mg／mL、上柱液体积为6 BV时，吸附效果最好；通过

动态解析实验得到，解析液pH为4．0、乙醇浓度为75％、解析液体积为6 BV时’

解析效果最好。

在单因素实验基础上采用响应曲面法对动态吸附与解析实验条件进行优化，

结果得到最佳吸附条件为上柱液浓度2．23 mg／mL，上柱液体积6．6BV，上柱液

pH．．2．2，理论吸附率预测值为93．8 1％；最佳解析条件为解析液浓度77．4％，解

析液体积6．5 BV，解析液pH_3．8，解析率理论预测值92．74％，验证实验表明，

吸附率与解析率的实际值与理论预测值相近，模型预测结果准确可靠。
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4．槟榔多酚的高效液相色谱与质谱联用分析

高效液相色谱是～种准确度高，分离范围广的快速分离方法，它对化合物的
结构破坏性小，适合有机分子和生物分子的分离[75,76】。质谱具有其他分析方法无

可比拟的灵敏度，对于未知化合物的结构分析定性十分准确，对相应的标准样品
要求也比较低【77．瑙J。质谱可以和气相联用如GC／MS，也可以和高效液相色谱联
用如HPLC／MS。由于色谱和质谱灵敏度相当，再加上分离效果很好的色谱可以
作为质谱的进样系统，质谱作为色谱的鉴定仪，速度快，分离好，应用广。色谱
．质谱联用成为最好的用于分析微量有机混合物的仪器U9,aol。

本章采用超高效液相色谱与质谱联用分析(LC．MS)技术对大孔树脂纯化后
的槟榔多酚进行分析，对槟榔多酚的组份进行结构鉴定

4．1材料与方法

4．1．1材料

新鲜槟榔，原产地海南

4．1．2主要试剂

乙腈(色谱纯) 上海化学试剂厂

甲醇(色谱纯) 上海化学试剂厂

没食子酸标准品 上海原叶生物技术有限公司

绿原酸标准品 上海原叶生物技术有限公司
． ．- ’‘

芦丁标准品 上海原叶生物技术有限公司

表儿茶素标准品 上海原叶生物技术有限公司

4．1．3仪器设备

WATERS UPLC．TQlD液相色谱质谱联用仪

4．1．4方法

4．1．4．1槟榔多酚提取

槟榔多酚提取按照第二章中得至IJ最佳提取工艺条件进行提取

4．1．4．2槟榔多酚的纯化

采用第三章中的方法多槟榔多酚进行纯化
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4．1．4．3标准品工作液的配置

准确称取标准品lOrng至于10rnL容量瓶中，用甲醇溶解，配置成lmg／mL
的溶液，置于冰箱中备用

4．1．5仪器条件

WATERS UPLC—TQD液相色谱质谱联用仪，离子源温度110℃，脱溶剂气温
度350"C，脱溶剂气流量800L／hr。表JL茶素是采用正离子模式，其他均采用负
离子模式分析

4．1．6梯度洗脱程序

梯度洗脱程序见表4．1

表4．1梯度洗脱程序
Table 4．1 Gradient elution program

4．2结果与分析

4．2．1多酚标准品LC—MS分析

本实验采用LC．MS对4种多酚标准品进行检测，其中芦丁、绿原酸、没食
子酸，采用聊+H】+模式检澳q，表JL茶素采用[M—H】。模式检测，四种标准的特征离
子对见表4．2，相对分子量信息见表4．3四种标准品的总离子流图见图4．1

表4．2标准品特征离子对
Table 4．2 Features ion to the standard products

特征离子对
Parent Daughter D^vell Cone Coil

【!璺丝 (型圣) 【!丝≥ f!竺!堕】 至旦型皇12
表儿茶素 291．5 188．8 O．1 46 22

291．5 209．3 O．1 46 10

没食子酸 169．1 79．1 O．1 30 23

169．1 125．1 o．1 30 14

绿原酸 353．5 127．2 O．1 27 36

353．3 191．2 0．1 27 2l

芦丁 609．2 271．3 0．I 5l 8l

609．2 300．3 O．1 5l “
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表4．3四种标准品相对分子量

Table 4．3 Relative molecular mass of standard products

相对分子量

表儿茶素 Catechin 290．3

芦丁 Rutin 610．5

绿原酸 Chlorogenic acid 354．3

没食子酸 Galic acid 170．1

201 106001 MRM of 6 Channels ES一

1．37 609．2>300．3

●

201 106001

1．37

4e5

MRM of 6 Channels ES．
609．2>271 3

20．1 106001

0．37

图4．1a芦丁标准品总离子流图

Fi94．1 aT0诅l Ion Chromatogram of Rutin

3e4

MRM of 6 Channels ES一

353．5>191．2

201 106001

0．37

．97e5

0

MRM of 6 Channels ES一

353．5>127．2

图4．1b绿原酸标准品总离子流图

Fi94．Ib Total Ion Chromatogram ofChlorogenic acid

201 106001

0．38

7e4

MRM 0f 6 Channels ES．

169．1>125．1

201 106001

0 38

1e5

MRM 01'6 Channels ES．

169．1>79．1

17e4

Z00 4．OO 6．00 B．00

图4．1c没食子酸标准品总离子流图

Fi94．1 c Total Ion Chromatogram ofGalic acid
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一

201'06005 MRM of2 Chann．s ES4-

’

图4．1d表儿茶素标准品总离子流图

Fi94．1 d Total IonChromatogram of Catechin

图4．1多酚标准品总离子流图

Fig 4．1 Total Ion Chromatogram of standard polyphenols

4．2．2槟榔多酚样品LC．MS分析

201

20’

一

201

201

图4．2a槟榔中芦丁成分总离子流图

Fi94．2a Total Ion Chromatogram ofRutin in re'eta nut

图4．2b槟榔中绿原酸成分总离子流图

Fi94．2b Total Ion Chromatogram of Chlorogenic acid in aroca nut



2011

1

20110

2

)8 MRM of 6 Channels ES-

0^．G8翟咒拍23．弋4泓姗2钠心1∥69 1>3m1 25e．31

2．00 4．00 6．00 8．00

008 MRM of 6 Channels ES．

。．胁37 1 2冬2 64 3．5、34．1、6螂乡97 6．跫7彬169．219>强：
2．00 4．00 6．00 8．00

图4．2c槟榔中没食子酸成分总离子流图

Fi94．2c Total Ion Chromatogram of Galic acid in arecanut

201106006 Sm(Mn，2x1) MRM Of 2 Channels ES+

291．5>188．8
』

’

0．6、O 103 3．46
．∑—L J-I

9e3

201106006 Sm(Mn．2x1) MRM of2 Channels ES+

●

291．5>209．3

■■2朋掣乡甲 ⋯
7．21
／

2．00 4．00 6．00 8．00

图4．2d槟榔中表儿茶素成分总离子流图

Fi94．2d Total Ion Chrom．mogram of Catechin

图4．2槟榔多酚样品总离子流图

Fig 4．2 Total Ion Chromatogram of arecanut polyphenols

表4．4槟榔多酚主要成分

Table4．4 component of areca nut polyphenols

多酚成分 特征离子对 相对分子量

芦丁 609．2 610．5

绿原酸 353．5 354．3

没食子酸 169．1 170．1

表儿茶素 291．5 290．3

植物多酚在在ESI．MS阴离子模式下容易裂解，适宜用于多酚结构的鉴定，

Schieber等‘81 J用HPLC．ESI．MS在阴离子模式下测定了芒果原浆中多酚的结构，

王志远【821使用HPLC．ESI．MS在阴离子模式下测定了龙眼及龙眼壳中多酚的结
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构，本章通过对标准品的分析采用正负离子结合的模式对槟榔多酚样品进行分

析，分析条件按照4．1．5及4．1．6中所述，平行2次，得到的分析图谱见图4．2，

得到的分析图谱见图4．2，由图4．2可以看出槟榔多酚样品中含有质荷比

m／z609．2[M．I-I]．负离子特征碎片峰，与标准品对照推测其为芦丁即黄酮类成分；

质荷比m／z=353．5[M-HI一负离子特征碎片峰，与标准品对照推测其为绿原酸；质

荷比m／z=169．IEM—I-I]．负离子特征碎片峰，与标准品对照推测其为没食子酸；质

荷比m／z=291．5[M+I--I]+．I正离子特征碎片峰，与标准品对照推测其为表儿茶素。槟

榔多酚主要成分见表4．4

4．3讨论与小结

4．3．1讨论

植物多酚的检测技术主要分为光谱检测，电化学检测及质谱检测三大类；光

谱分为原子光谱及分子光谱，分子光谱又分为紫外及可见光谱，其中紫外光谱因

其检测器灵敏度高，结构简单而应用广泛，在茶多酚的研究中，紫外光谱是最常

用的方法。电化学检测是根据溶液或介质中的电化学性质及变化规律而进行分析

的一种方法，主要有分为电位分析，伏安法，库伦分析法等几类，该方法灵敏度

高，线性范围广，因此常被用作检测手段；色谱法是近代发展起来的应用最广泛

的分离检测技术，在食品、生物、化学等领域发挥着越来越重要的作用，常用的

色谱法有薄层色谱法，气相色谱法和高效液相色谱法，薄层色谱法操作简便快捷，

分析成本较低，但分离效果较差，不适用于复杂体系，气相色谱法需要将样品汽

化才能检测到信号，而大多酚类物质沸点较高而且是热敏性物质，往往需要将样

品衍生化后进行检测，其操作程序繁琐，因此较少应用于酚类物质的检测，高效

液相色谱是20世纪60年代发展起来的新型高校分析技术，其分析对象包括高沸

点，热敏性高、分子量较大，极性差异较大的化合物及生物大分子物质，其分析

灵敏度高，准确性好，因此，广泛应用于酚类物质的检测，但高效液相色谱也有

其一定局限性，即对具有相似结构的物质不能达到很好的分离效果，质谱技术的

出现，使得分析未知化合物的分子量等成为可能，采用高效液相色谱与质谱联用

技术可以进一步确定化合物的分子量，因此可将结构相似的不同物质区分开来，

因此，该技术在多酚分离检测中应用最为广泛。

付桂明，万茵，等，【83】采用液质联用技术对杜仲叶中总黄酮的成分进行了检

测分析，结果表明，杜仲叶提取物中的主要成分为绿原酸、芦丁、金丝桃苷、紫



亟±望业论窑 撼擅垒酚坦豇：纯化厘组盆盆盘

云英苷和槲皮素。2008年罗丽平，高荫瑜，等，采用液质联用技术对18种薯蔓

原料中黄酮成份进行了分析，从获得的质谱分子量信息初步判定薯蔓黄酮中主要

存在染料木素、槲皮素、木犀草素、芹菜素、刺芒柄花素、山奈酚，六种黄酮甙

元。 ．

4．3．2小结

本章采用超高效液相色谱与质谱联用技术对纯化后的槟榔多酚进行结构鉴

定，以表儿茶素、没食子酸、绿原酸、芦丁为标准品，分别获得了四种标准品的

特征离子对、质荷比及相对分子质量，通过对样品的分析结果的到槟榔多酚中分

别含有表儿茶素，没食子酸、芦丁和绿原酸，2010年王明月，罗金辉【371，采用

液质联用技术对槟榔中的儿茶素组分进行了分析，结果表明槟榔中的儿茶素组分

为儿茶素和表儿茶素没食子酸酯，与本章结果相似，另外，本章内容采用了四种

标准品做对照，检测出的槟榔中的多酚成分比王明月等人多，但槟榔多酚是一种

复杂的化合物，其中尚可能含有其他类多酚物质，因此，有待进一步研究
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5．论文主要结论、创新点及展望

5．1结论

本论文以海南产新鲜槟榔为原料，研究了有机溶剂萃取法对槟榔多酚的提取

效果，并采用响应曲面法对提取工艺条件进行优化，在此基础上采用大孔树脂柱

层析法对提取后的槟榔多酚进行了纯化，并对纯化工艺进行了优化，最后采用

HPLC．MS对纯化后的槟榔多酚进行了结构鉴定，得到的主要结论如下：

(1)槟榔多酚的提取：采用有机溶剂萃取法对槟榔多酚进行提取，结果得

到甲醇为最佳提取剂，采用响应曲面法对提取工艺进行优化，通过模型优化得到，

槟榔多酚最佳提取工艺条件为提取温度62℃，提取时间53 rain、料液比1：16、

甲醇浓度86．2‰在此条件下槟榔多酚的提取率为17．82 mg／g。

(2)槟榔多酚的纯化：以响应曲面法优化的最佳工艺提取出的槟榔多酚为

原料，采用大孔树脂吸附法对槟榔多酚进行纯化，通过树脂筛选实验得到AB．8

型大孔树脂利于纯化槟榔多酚，采用响应曲面法对大孔树脂的动态吸附与解析实

验进行优化，结果得到最佳吸附条件为上柱液浓度2．23 mg／mL，上柱液体积6．6

BV，上柱液pH=2．2，此条件下，吸附率93．81％；最佳解析条件为解析液浓度

77．4‰解析液体积6．5BV，解析液pH=3．8，解析率为92．74％

(3)槟榔多酚的结构鉴定：采用HPLC．MS对大孔树脂纯化后的槟榔多酚

进行结构鉴定，结果表明槟榔多酚中含有芦丁，绿原酸、没食子酸和表儿茶素。

5．2创新点

本论文的创新点如下： ．

(1)系统的对槟榔多酚进行了研究
‘

(2)采用四种标准品对槟榔多酚进行了结构鉴定较前人有所进步。

5．3展望

本论文为基础性研究，旨在促进槟榔向减害增益方向发展，提高槟榔产品附

加值，促进新型槟榔产品开发，扩大槟榔应用范围。本论文对槟榔的提取、纯化

及结构鉴定进行了研究，属于理论研究，但仍无法满足实际需求，在接下来的研

究工作中应进行应用研究，对槟榔多酚的功能性及应用技术进行研究与开发，以

达到指导生产之目的。
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