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玫瑰茄花色苷纯化工艺优化研究
张赛男１，李林福１，陈毅勇２，宗　俊２

（１．赣南医学院 药学院，江西 赣州　３４１０００；２．漳州农业科技园区研发中心，福建 漳州　３６３０００）

摘　要：对玫瑰茄花色苷纯化工艺进行优化研究，通过对 Ｘ－５、ＤＡ－２０１、ＨＰＤ－１００、Ｄ１０１、ＡＢ－８
五种大孔树脂进行筛选，得出最适用于玫瑰茄花色苷纯化的树脂为 ＨＰＤ－１００大孔树脂。通过单
因素和正交实验对ＨＰＤ－１００大孔树脂纯化条件进行优化，得出最佳吸附工艺条件是：样液浓度为
１．５ｍｇ／ｍＬ，上样流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，ｐＨ值为３．０，吸附率为９１．９８８％；最佳解吸工艺条件是：洗脱液
浓度为７０％，洗脱流速为１．７５ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱液用量６０ｍＬ，解吸率为９２．１４４％，纯化后的玫瑰茄红
色素色价为３８．５。通过纯化前后玫瑰茄红色素高效液相色谱图的比较可知：玫瑰茄红色素主要含
有５种成分，纯化后的色素矢车菊花色苷的含量明显升高。
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　　玫瑰茄属药食两用植物［１］，其花萼具有重要的

药用价值，且含有丰富的花色苷，可以用作天然食品

着色剂，因其色泽鲜亮、纯天然，受到广大消费者的

青睐［２］。玫瑰茄红色素是从玫瑰茄花萼中提取的

花色苷类色素，包括矢车菊素 －３－葡萄糖苷、飞燕
草素－３－葡萄糖苷、矢车菊素 －３－接骨木二糖苷
和飞燕草素 －３－接骨木二糖苷四种花色苷［３］，花

色苷具有不稳定性，在食品贮藏与加工过程中易受

温度、光照、ｐＨ、氧化剂、氧、酶、金属离子等因素影

响引起变色［４］。玫瑰茄红色素含有大量杂质［５］，色

价偏低，稳定性受到严重的影响，易吸潮，需要进一

步的分离纯化［６］。目前主要的分离纯化方法有纸

层析法、膜分离法、高效液相技术和柱层析法［７］，纸

层析法纯化后的花色苷产品质量稳定性差、纯度不

高［８］；膜分离法、高效液相纯化技术虽获得的产品

透明度高、稳定性好，但对设备要求高，纯化成本高，

提取效率低［９］；柱层析法即采用大孔树脂分离，利

用大孔吸附树脂纯化是一种适合工业化生产的方

法，该方法工艺简单，安全性强，树脂再生容易，重复

利用率高，可以有效地去除其中的糖类等杂质［１０］。
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本实验通过对大孔树脂的筛选，选出适合玫瑰茄色

素纯化的最佳树脂，然后选取样液浓度、上样流速、

ｐＨ值这三个影响吸附率的因素进行单因素与正交
实验，确定最佳吸附工艺参数；选取洗脱液用量、洗

脱液浓度、洗脱流速这三个影响解吸率的因素进行

单因素与正交实验，确定最佳的解吸工艺参数。

１　材料与方法
１．１　材料

玫瑰茄干花萼，经粉碎机处理后，过７０目标准
筛备用；大孔树脂：Ｘ－５、ＤＡ－２０１、ＨＰＤ－１００、
Ｄ１０１、ＡＢ－８，购买自郑州勤实科技有限公司，具体
指数详见表１。

表１　各种树脂具体指数

树脂型号 极性特征 孔径／ｎｍ 比表面／（ｍ２／ｇ）

Ｘ－５ 非极性 ２９～３０ ５００～６００

ＤＡ－２０１ 极性 ８０～９０ ５５０～６００

ＨＰＤ－１００ 非极性 ８５～９０ ６５０～７００

Ｄ１０１ 非极性 ９０～１００ ５００～５５０

ＡＢ－８ 弱极性 １３０～１４０ ４８０～５２０

１．２　仪器与设备
ＷＦＺ７５６ＰＣ型紫外 －可见分光光度计，上海光

谱仪器有限公司；ＪＡ１００３电子分析天平，上海舜玉
恒平科学仪器有限公司；ｐＨＳ－３Ｃ精度ｐＨ计，上海
精密科学仪器有限公司；自动收集器，上海青浦沪西

仪器厂；ＬＧＪ－１２立式真空冷冻干燥机，北京松源华
兴科技有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　玫瑰茄粗色素制备

本研究的前期已开展超声—微波协同提取法提

取玫瑰茄花色苷技术研究，通过单因素实验和响应

面实验，得出了最佳工艺条件为：乙醇体积分数

４０％，微波功率１６４Ｗ，料液比１∶２５，提取时间 １２
ｍｉｎ。因此，本研究采用上述的超声—微波协同法的
最佳工艺条件提取玫瑰茄花色苷，得到花色苷粗提

取液，然后冷冻干燥得到红色素备用。

１．３．２　大孔树脂预处理
把脱水的以上五种树脂浸泡在蒸馏水中，反复

淋洗并将小颗粒和破碎的树脂除去。用无水乙醇充

分浸泡，约１２ｈ后用蒸馏水冲洗树脂，去除其中的
乙醇。为了除去树脂内的杂质，分别用 ４％ＨＣｌ溶
液和４０ｍｇ／ｍＬＮａＯＨ溶液浸泡５ｈ，之后用蒸馏水

冲洗至ｐＨ＝７。动态吸附实验中，采用湿法装柱，即
将预处理好的树脂慢慢倒入已加入少量水的层析柱

中，使其分布均匀，床层稳定。

１．３．３　树脂纯化指标计算方法

静态吸附率 ／％ ＝
Ａ０－Ａ１
Ａ０

×１００ （１）

静态解吸率 ／％ ＝
Ａ２

Ａ０－Ａ１
×１００ （２）

动态吸附率 ／％ ＝
Ａ０Ｖ０－Ａ１Ｖ１
Ａ０Ｖ０

×１００ （３）

动态解吸率 ／％ ＝
Ａ２Ｖ２

Ａ０Ｖ０－Ａ１Ｖ１
×１００ （４）

式中：Ａ０，红色素原液吸光度；Ａ１，吸附后溶液
的吸光度；Ａ２，解吸后溶液吸光度；Ｖ０，原液体积；
Ｖ１，吸附后流出液的体积；Ｖ２，解吸后溶液的体积。
１．３．４　不同大孔树脂的能力测定

（１）吸附能力测定：Ｘ－５、ＤＡ－２０１、ＨＰＤ－
１００、Ｄ１０１、ＡＢ－８大孔树脂经预处理后，分别称取２
ｇ于三角瓶中，并向三角瓶内各加入２０ｍＬ同浓度
的色素溶液，在２５℃、１００ｒ／ｍｉｎ下振荡２４ｈ，抽滤
后在５２０ｎｍ下测定吸光度，根据１．３．３中的公式计
算出静态吸附率。

（２）解吸能力测定：称取吸附饱和的不同树脂
各１．０ｇ，分别加入３０ｍＬ、７０％乙醇水溶液，在２５
℃、１００ｒ／ｍｉｎ下振荡１２ｈ，抽滤后在５２０ｎｍ下测定
吸光度，根据１．３．３中的公式计算出静态解吸率。
１．３．５　ＨＰＤ－１００大孔树脂动态吸附单因素实验

称取活化后的 ＨＰＤ－１００大孔树脂１０ｇ装柱，
对影响大孔树脂吸附的因素进行研究，取等体积的

流出液测定吸光度，计算出吸附率，确定最佳吸附

条件。

（１）样液浓度的研究。配制 ｐＨ为３、浓度分别
为１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｇ／ｍＬ的样液，每组样液
的色素总量相等，控制上样流速为２ｍＬ／ｍｉｎ进行纯
化，记录每组样液吸附前后的吸光度，计算吸附率。

（２）上样流速的研究。配制以上确定的最佳样
液浓度、ｐＨ为３的样液１５ｍＬ，控制样液流速分别
为１．０、１．５．、２．０、２．５、３．０ｍＬ／ｍｉｎ进行纯化，记录
每组样液吸附前后的吸光度，计算吸附率。

（３）ｐＨ值的研究。以以上确定的最佳样液浓
度、上样流速，配制４组样液，每组１５ｍＬ，设置 ｐＨ
值分别为１、２、３、４，进行纯化，记录每组样液吸附前
后的吸光度，计算吸附率。
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（４）正交实验。在单因素的基础上，选取样液
浓度、上样流速、ｐＨ值为影响因素进行正交实验。

１．３．６　ＨＰＤ－１００树脂动态吸附透过曲线及吸附

饱和量

称取活化后的 ＨＰＤ－１００大孔树脂１０ｇ装柱，

配制浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ为３．０的样液，控制上

样流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，每收集５ｍＬ流出液后测吸光

度，绘制动态吸附透过曲线，计算树脂吸附饱和量。

１．３．７　ＨＰＤ－１００大孔树脂动态解吸实验

乙醇可选择性地洗脱出花色苷，因此以乙醇作

为洗脱液。称取活化后的ＨＰＤ－１００大孔树脂１０ｇ

装柱，对影响大孔树脂解吸的因素进行研究，取等体

积的流出液测定吸光度，计算出解吸率，确定最佳解

吸条件。

（１）洗脱液乙醇用量的研究。根据以上确定的

最佳上样条件吸附饱和后，控制洗脱流速为 １．７５

ｍＬ／ｍｉｎ，先用５０ｍＬ的蒸馏水冲洗，再用７０％乙醇

溶液进行洗脱，每５ｍＬ收集一次测定吸光度，计算
解吸率。

（２）洗脱液乙醇浓度的研究。根据以上确定的

最佳上样条件吸附饱和后，控制洗脱流速为 １．７５

ｍＬ／ｍｉｎ，先用５０ｍＬ的蒸馏水冲洗，再分别用５０％、

６０％、７０％、８０％、９０％的乙醇溶液进行洗脱，收集

６０ｍＬ洗脱液测定吸光度，计算解吸率。

（３）洗脱流速的研究。根据以上确定的最佳上

样条件吸附饱和后，先用５０ｍＬ的蒸馏水冲洗，再分

别以１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ／ｍｉｎ的流速用 ６０

ｍＬ、７０％的乙醇溶液进行洗脱，收集流出液，测定吸

光度，计算解吸率。

（４）正交实验。在单因素实验基础上，选取洗

脱液用量、洗脱液浓度、洗脱流速为影响因素进行正

交实验。

１．３．８　纯化后色价的测定

色素纯化参照曾哲灵等［１１］的方法，采用色价表

示，称取玫瑰茄纯化后的色素０．０１ｇ，用 ｐＨ３．０的

盐酸定容于１００ｍＬ的容量瓶中，以盐酸为空白对

照，用１ｃｍ比色皿，在５２０ｎｍ下测得吸光度Ａ。
Ｅ＝Ａ／ｍ，式中：Ｅ表示色价；Ａ表示色素吸光

度；ｍ表示色素质量，ｇ。

１．３．９　纯化前后玫瑰茄红色素的高效液相色谱图

参照葛芹［１２］的方法对玫瑰茄红色素进行高效

液相色谱分析，液相色谱条件：ｌｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒ５－Ｃ１８色

谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），柱温３５℃，流动相

Ａ：１００％的色谱乙睛，流动相 Ｂ：０．１％磷酸水溶液，

检测波长为５２０ｎｍ，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１０

μＬ，进行绘图。

２　实验结果
２．１　不同大孔树脂的能力测定

由表２可知，ＨＰＤ－１００和 Ｄ１０１型号的树脂具

有很强的吸附与解吸能力，吸附率分别为：９３．１０％、

８７．６１％，解吸率分别为：９０．６％、９１．４％。Ｘ－５、

ＡＢ－８型号的树脂吸附与解吸性能稍弱些，ＤＡ－

２０１型号的树脂吸附与解吸性能最弱，因此选择具

有最佳吸附与解吸性能的ＨＰＤ－１００型号的树脂对

玫瑰茄红色素进行后续的纯化。

表２　树脂的筛选结果

树脂型号 吸附率／％ 解吸率／％

Ｘ－５ ８０．５０ ７９．０

ＤＡ－２０１ ７５．４２ ７１．４

ＨＰＤ－１００ ９３．１０ ９０．６

Ｄ１０１ ８７．６１ ９１．４

ＡＢ－８ ８１．３２ ９０．３

　　

２．２　ＨＰＤ－１００大孔树脂动态吸附单因素实验

２．２．１　样液浓度的研究

由图１可知，随着样液浓度的升高，树脂吸附率

先升高，当浓度为２ｍｇ／ｍＬ时，吸附率达到最大值，

之后再增加样液的浓度，吸附率反而下降。这是因

为ＨＰＤ－１００大孔树脂与样液之间的吸附是以物理

方式进行的，当样液浓度达到２ｍｇ／ｍＬ后，继续提

高其浓度使得平衡时间延长，导致吸附率下降。另

外，样液浓度的增加，相应的杂质也会增加，阻碍了

色素在树脂中的扩散，也会导致吸附率的下降。因

此选择浓度为２ｍｇ／ｍＬ的样液进行纯化。

图１　样液浓度对吸附率的影响



营养与品质 粮油食品科技 第２３卷 ２０１５年 第５期

５８　　　

２．２．２　上样流速的研究
由图２可知，随着上样流速的加快，吸附率逐渐

减小，这是因为，上样流速过快使得树脂未能及时吸

附色素，导致色素流失。当上样流速达到２ｍＬ／ｍｉｎ
时，树脂的吸附率达到最大值；当上样流速再减缓

时，吸附率没有明显增加，反而延长了实验时间，因

此选择上样流速为２ｍＬ／ｍｉｎ。

图２　上样流速对吸附率的影响

２．２．３　ｐＨ值的研究
由图３可知，吸附率随着 ｐＨ值的升高先上升

后下降，当ｐＨ值为３时吸附率达到最大值。这是
因为酸性化合物在酸性溶液中最容易被吸附，当ｐＨ
值为３时，样液的极性最接近树脂的极性，使得吸附
率最高。因此选取最佳吸附ｐＨ值为３。

图３　ｐＨ值对吸附率的影响

２．２．４　正交实验

在单因素实验基础上，选取样液浓度、上样流

速、ｐＨ值为影响因素进行正交实验，实验设计见表

３～表４。

表３　Ｌ９（３４）正交实验因素与水平

水平
Ａ

样液浓度／（ｍｇ／ｍＬ）
Ｂ

上样流速／（ｍＬ／ｍｉｎ）
Ｃ
ｐＨ值

１ １．５ １．５ ２．７５
２ ２ ２ ３．０
３ ２．５ ２．５ ３．２５

由表４～表５可知，ＨＰＤ－１００大孔树脂最佳吸

附条件是：Ａ１Ｂ２Ｃ２；由极差分析可知影响程度大小
为：ｐＨ值 ＞上样流速 ＞样液浓度。综上所述，最佳

吸附工艺条件是：样液浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ，上样流速
为２ｍＬ／ｍｉｎ，ｐＨ值为３．０。

表４　正交实验方案及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 空列 吸附率／％

１ １ １ １ １ ８１．７３２

２ １ ２ ２ ２ ９１．９８８

３ １ ３ ３ ３ ８２．１６９

４ ２ １ ２ ３ ９０．４９７

５ ２ ２ ３ １ ８５．６２２

６ ２ ３ １ ２ ７８．８１８

７ ３ １ ３ ２ ８２．５７５

８ ３ ２ １ ３ ７８．９９０

９ ３ ３ ２ １ ８５．５２０

Ｋ１／３ ８５．２９６ ８４．９３５ ７９．８４７ ８４．２９１

Ｋ２／３ ８４．９７９ ８５．５３３ ８９．３３５ ８４．４６０

Ｋ３／３ ８２．３６２ ８２．１６９ ８３．４５５ ８３．８８５

Ｒ ２．９３４ ３．３６４ ９．４８８ ０．５７５

表５　正交实验方差分析表

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

Ａ １５．５６３ ２ ７．７８２ ２９．７００ ０．０３３

Ｂ １９．３２６ ２ ９．６６３ ３６．８８０ ０．０２６

Ｃ １３７．６２１ ２ ６８．８１１ ２６２．６２５ ０．００４

误差 ０．５２４ ２ ０．２６２

总变异 １７３．０３４ ８

２．３　ＨＰＤ－１００树脂动态吸附透过曲线及吸附饱
和量

由图４可知，在动态吸附过程中，上样量为３０ｍＬ
时透过液的吸光度开始较为明显地上升，上样量为

３５ｍＬ时，透过液吸光度超过上样液吸光度的１０％，
因此计算ＨＰＤ－１００树脂的吸附饱和量为３ｍｇ／ｇ。

图４　动态吸附曲线

２．４　ＨＰＤ－１００大孔树脂动态解吸研究结果
２．４．１　洗脱液用量的研究

由图５可知，解吸率随着洗脱液用量的增加而
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增大，当洗脱液为６０ｍＬ时，解吸率达到９２．１４６％，

洗脱液用量继续增加，解吸率增加不显著，表明：当

洗脱液为６０ｍＬ时，色素基本被洗脱完全，因此树脂

最佳洗脱液用量为６０ｍＬ，并用于后续实验。

图５　洗脱液用量对解吸率的影响

２．４．２　洗脱液浓度的研究

由图６可知，随着乙醇浓度的增加，解吸率先上

升后下降，当乙醇浓度为７０％时解吸率最大，这是

因为当乙醇溶液与色素分子间作用力大于大孔树脂

与色素分子间作用力时，树脂中的色素将转移到乙

醇溶液中。因此确定洗脱液最佳洗脱浓度为７０％，

并用于后续实验。

图６　洗脱液浓度对解吸率的影响

２．４．３　洗脱流速的研究

　　由图７可知，当洗脱流速大于２ｍＬ／ｍｉｎ时，解

吸率随着洗脱流速的增加而减小，变化比较明显；当

洗脱流速为２ｍＬ／ｍｉｎ时，解吸率为８８．３２６％。通

常来说，洗脱量与洗脱流速成反比，洗脱流速过大，

图７　洗脱流速对解吸率的影响

洗脱量会减小，洗脱流速过小虽然会增加洗脱量，但

是同时会带来洗脱时间延长的问题，生产效率下降。

综上所述，确定最佳洗脱流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，并用于

后续实验。

２．４．４　正交实验

在单因素实验基础上，选取洗脱液用量、洗脱液

浓度、洗脱流速为影响因素进行正交实验，实验设计

见表６～表７。

表６　Ｌ９（３４）正交实验因素与水平

水平
Ａ

洗脱液浓度／％
Ｂ

洗脱流速／（ｍＬ／ｍｉｎ）
Ｃ

洗脱液用量／ｍＬ

１ ６５ １．２５ ６０

２ ７０ １．５０ ６５

３ ７５ １．７５ ７０

表７　正交实验方案及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 空列 解吸率／％

１ １ １ １ １ ８１．６１７

２ １ ２ ２ ２ ８６．４４７

３ １ ３ ３ ３ ８８．６９２

４ ２ １ ２ ３ ７７．１４７

５ ２ ２ ３ １ ８７．９７１

６ ２ ３ １ ２ ９２．１４４

７ ３ １ ３ ２ ７６．８９５

８ ３ ２ １ ３ ８７．２８５

９ ３ ３ ２ １ ８２．５２１

Ｋ１／３ ８５．５８５ ７８．５５３ ８７．０１５ ８４．０３６

Ｋ２／３ ８５．７５４ ８７．２３４ ８２．０３８ ８５．１６２

Ｋ３／３ ８２．２３４ ８７．７８６ ８４．５１９ ８４．３７５

Ｒ ３．５２ ９．２３３ ４．９７７ １．１２６

由表７～表８可知，ＨＰＤ－１００大孔树脂最佳解

吸条件是：Ａ２Ｂ３Ｃ１；由极差分析可知影响程度大小

为：洗脱流速＞洗脱液用量 ＞洗脱液浓度。综上所

述，最佳解吸工艺条件是：洗脱液浓度为７０％，洗脱

流速为１．７５ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱液用量６０ｍＬ。
表８　正交实验方差分析表

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

Ａ ２３．６５５ ２ １１．８２７ １１．８１９ ０．０７８

Ｂ １６０．９１２ ２ ８０．４５６ ８０．３９６ ０．０１２

Ｃ ３７．１５６ ２ １８．５７８ １８．５６４ ０．０５１

误差 ２．００１ ２ １．００１

总变异 ２２３．７２４ ８

　　
２．５　纯化前后玫瑰茄红色素色价的比较

由表９可知，由超声—微波协同提取最佳工艺
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制得的玫瑰茄红色素液，经 ＨＰＤ－１００大孔树脂最

佳纯化工艺纯化后，得到玫瑰茄红色素产品的色价

为３８．５，是纯化前的７倍左右。

表９　纯化前后玫瑰茄红色素的色价比较

项目 色价

未经纯化的色素 ５．６３

经ＨＰＤ－１００纯化后的色素 ３８．５

２．６　纯化前后玫瑰茄红色素高效液相色谱图

由图８～图９可知，玫瑰茄红色素含有５种成

分，含量大小依次为Ａ＞Ｃ＞Ｅ＞Ｄ＞Ｂ。通过与标样

矢车菊花色苷图谱比较，得知成分 Ｄ为矢车菊花色

苷，纯化后的玫瑰茄红色素矢车菊花色苷的含量明

显升高。

图８　玫瑰茄红色素粗提物高效液相色谱图

图９　玫瑰茄红色素纯化后高效液相色谱图

３　结论

通过对Ｘ－５、ＤＡ－２０１、ＨＰＤ－１００、Ｄ１０１、ＡＢ－

８五种大孔树脂进行筛选，得出最适用于玫瑰茄花

色苷纯化的树脂是 ＨＰＤ－１００。利用单因素和正交

实验，以ＨＰＤ－１００大孔树脂的吸附率与解吸率为

评价标准，确定了树脂的最佳吸附与解吸工艺。最

佳吸附工艺条件是：样液浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ，上样流

速为２ｍＬ／ｍｉｎ，ｐＨ值为３．０，吸附率为９１．９８８％；

最佳解吸工艺条件是：洗脱液浓度为７０％乙醇，洗

脱流速为１．７５ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱液用量６０ｍＬ，解吸率

为９２．１４４％。通过树脂吸附流出曲线得出，ＨＰＤ－

１００大孔树脂的吸附饱和量为３ｍｇ／ｇ。纯化后的玫

瑰茄红色素色价为３８．５，是未纯化的７倍左右。以

矢车菊花色苷为标样，通过纯化前后玫瑰红色素高

效液相色谱图的比较可知：玫瑰茄红色素主要含有

５种成分，纯化后的色素矢车菊花色苷的含量明显

升高。使用ＨＰＤ－１００大孔树脂对玫瑰茄花色苷进

行纯化具有很好的效果。
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