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　　摘要：选取４种大孔树脂，研究它们对紫甘薯花青素的动态吸附工艺并优化工艺参数。结果表明：ＡＢ－８大孔树
脂吸附性能最好，Ｘ－５次之；最优工艺参数为花青素含量１．０００（Ｄ５４０ｎｍ表示）、ｐＨ值３．０、恒流泵流速１ｍＬ／ｍｉｎ，在此

条件下花青素吸附率高达９９．３５％。
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　　紫甘薯含有丰富的花青素类色素，其主要以花色素苷和
酰基化花色素苷形式存在［１］，具有抗氧化、清除自由基、改善

肝功能、抗高血糖、抗突变和抗肿瘤等功效［２－４］，引起国内外

的广泛关注，开发前景十分广阔。

紫甘薯色素粗提液或浓缩液一般含有较多还原糖、淀粉

等杂质，极大地影响了花青素的品质特性，常采用树脂法、醋

酸铅沉淀法、分级醇沉法和膜分离法等方法进行分离纯

化［５－６］。大孔树脂吸附法是目前纯化天然色素的主要方法，

具有工艺简单、成本低、可再生、不吸潮等特点［７］。利用大孔

树脂纯化紫甘薯花青素研究已有相关报道［８］，但大多集中于

大孔树脂静态吸附，而动态吸附的研究较少。本研究分析了

大孔树脂动态吸附紫甘薯花青素的工艺条件，并进行了试验

优化，旨在为紫甘薯花青素的开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
紫甘薯品种为济黑１号，江苏徐州甘薯研究中心提供；大

孔吸附树脂 ＡＢ－８、Ｘ－５、ＮＫＡ－９、Ｄ４０２０，南开大学化工厂
提供；磷酸氢二钠、柠檬酸、乙醇、氢氧化钠、盐酸等试剂均为

分析纯。

１．２　仪器设备
循环水真空泵（上海嘉鹏科技有限公司），旋转蒸发器

（上海嘉鹏科技有限公司），７３０ｐＨ计（德国ＷＴＷ公司），２４５０
紫外分光光度计（日本岛津公司），玻璃层析柱（３５ｍｍ×
５００ｍｍ，上海生工生物工程有限公司）。
１．３　试验方法
１．３．１　紫甘薯花青素溶液制备　鲜紫甘薯经酸化乙醇溶液
［Ｖ（９５％乙醇）∶Ｖ（０．５％柠檬酸）＝４０∶６０］提取，于
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，真空浓缩，用ｐＨ值３．０磷

酸氢二钠－柠檬酸缓冲液稀释至一定浓度，备用。
１．３．２　大孔树脂预处理　大孔树脂经无水乙醇浸泡后，先用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ浸泡２４ｈ，再经１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ浸泡２４ｈ，最后用
蒸馏水洗至中性，备用。

１．３．３　大孔树脂动态吸附　称取一定量经预处理的大孔树
脂，以湿法缓慢装入３５ｍｍ×５００ｍｍ的吸附柱中。室温下采
用恒流泵控制流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，将５００ｍＬｐＨ值３．０紫甘薯
花青素溶液（Ｄ５４０ｎｍ＝３．０００）加入树脂柱，用部分收集器收集
流出液，测定吸光度Ｄ。
１．３．３　单因素试验　称取一定量经预处理的 ＡＢ－８树脂，
以湿法缓慢装入３５ｍｍ×５００ｍｍ的吸附柱中。室温下控制
恒流泵流速１、２、３、４、５ｍＬ／ｍｉｎ，将 ｐＨ值分别为 １．０、１．５、
２０、２．５、３．０的 ５００ｍＬ紫甘薯花青素溶液（Ｄ５４０ｎｍ分别为
０５００、１．０００、１．５００、２．０００、２．５００、３．０００）加入树脂柱，用部
分收集器收集流出液，测定吸光度Ｄ。
１．３．４　正交试验优化　根据单因素试验结果，选择花青素含
量、ｐＨ值和流速对大孔树脂吸附率有较大影响的条件进行
Ｌ９（３

４）正交试验，试验因素及水平见表１。

表１　大孔树脂动态吸附正交试验因素和水平

水平
因素

Ａ：花青素含量Ｄ５４０ｎｍ Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：流速（ｍＬ／ｍｉｎ）
１ ０．５００ ２．０ １．０
２ １．０００ ２．５ ２．０
３ １．５００ ３．０ ３．０

２　结果与分析

２．１　大孔树脂的选择
从图１可以看出，ＡＢ－８、Ｘ－５、ＮＫＡ－９、Ｄ４０２０４种大孔

树脂吸附能力差异较大，ＡＢ－８吸附能力最强，其对紫甘薯
花青素吸附率为９５．６７％；Ｘ－５次之，为９４．１０％；ＮＫＡ－９最
低，为８４．０４％。ＡＢ－８大孔树脂吸附量大缘于 ＡＢ－８是弱
极性的树脂，在吸附过程中易和色素形成氢键，结合比较牢固

的原因。

２．２　ｐＨ值对大孔树脂动态吸附的影响
在花青素浓度为１．０００（Ｄ５４０ｎｍ）、恒流泵流速为１ｍＬ／ｍｉｎ

条件下，考察ｐＨ值在１．０～３．０之间变化对ＡＢ－８大孔树脂
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对紫甘薯花青素动态吸附的影响。从图２可以看出，随着 ｐＨ
值的升高，ＡＢ－８对花青素吸附率不断波动，ｐＨ值３．０时最
大，总体上对花青素吸附率影响不大。

２．３　花青素含量对大孔树脂动态吸附的影响
在ｐＨ值为３．０、恒流泵流速为１ｍＬ／ｍｉｎ条件下，考察花

青素浓度为在０．５００～３．０００（Ｄ５４０ｎｍ）之间变化对ＡＢ－８大孔
树脂对紫甘薯花青素动态吸附的影响。从图３可以看出，随
着花青素含量的升高，ＡＢ－８对花青素吸附率呈下降趋势，
花青素含量为０．５００时，花青素全部被吸附，花青素含量为大
于２．０００后，吸附率变化不大。

２．４　恒流泵流速对大孔树脂动态吸附的影响
在花青素浓度为１．０００（Ｄ５４０ｎｍ）、ｐＨ值为３．０条件下，考

察恒流泵流速在１．０～３．０ｍＬ／ｍｉｎ之间变化对 ＡＢ－８大孔
树脂对紫甘薯花青素动态吸附的影响。从图４可以看出，随
着恒流泵流速的加快，ＡＢ－８对花青素吸附率下降明显，流
速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ时，吸附率最大，为 ９９．２３％；流速为
５．０ｍＬ／ｍｉｎ时，吸附率最小，仅为９０．７５％。
２．５　大孔树脂动态吸附紫甘薯花青素正交试验优化

根据单因素试验结果，选择花青素含量、ｐＨ值和流速等
条件作为正交试验因素。从表２可知，诸因素对ＡＢ－８大孔
树脂吸附率影响的主次顺序为Ｃ＞Ａ＞Ｂ，最优组合为Ａ２Ｂ３Ｃ１，

即色素含量１．０００、ｐＨ值３．０和流速１ｍＬ／ｍｉｎ。方差分析结
果（表３）表明，流速对吸附有显著影响（Ｐ＜０．０５），而色素含
量和ｐＨ值的影响不显著。

表２　大孔树脂动态吸附紫甘薯花青素正交试验结果

序号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
吸附率

（％）

１ １ １ １ ９３．７６
２ １ ２ ２ ９２．０８
３ １ ３ ３ ９０．７３
４ ２ １ ２ ９４．４１
５ ２ ２ ３ ９０．１２
６ ２ ３ １ ９９．３５
７ ３ １ ３ ９１．８７
８ ３ ２ １ ９７．６５
９ ３ ３ ２ ９３．３４
ｋ１ ９２．１９ ９３．３５ ９６．９２
ｋ２ ９４．６３ ９３．２８ ９３．２７
ｋ３ ９４．２９ ９４．４７ ９０．９１
Ｒ ２．４４ １．１９ ６．０１

表３　正交试验结果的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

花青素含量 １０．４４９ ２ ５．２２４ ３．８８６
ｐＨ值 ２．６８９ ２ １．３４５ １．０００
流速 ５５．０５１ ２ ２７．５２５ ２０．４７３ 
误差 ２．６９０ ２ １．３４５
总和 ７０．８７９ ８

　　注：表明在０．０５水平显著。

３　结论

供试的ＡＢ－８、Ｘ－５、ＮＫＡ－９、Ｄ４０２０４种大孔树脂中，
ＡＢ－８吸附能力最强，Ｘ－５次之；ＡＢ－８大孔树脂动态吸附
紫甘薯花青素最优工艺条件为花青素含量 １．０００（Ｄ５４０ｎｍ表
示）、ｐＨ值３．０、恒流泵流速１ｍＬ／ｍｉｎ，此条件花青素吸附率
高达９９．３５％。
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　　鸡蛋中含有丰富的生命必需元素，营养价值较高。随着
对鸡蛋生理生化活性研究的不断深入，对鸡蛋的利用逐渐超

越简单的初加工阶段，趋向于开发具有较高附加值的生理活

性物质［１－２］。蛋清是一种以水为分散介质、以蛋白质为分散

相的典型胶体物质，鸡蛋清中的蛋白质含量约为总量的

１１％，除不溶性的卵黏蛋白外，均为可溶性蛋白质。卵白蛋
白、卵铁传递蛋白和溶菌酶是其中 ３种主要的生物活性蛋
白质。

卵白蛋白是蛋清中主要的活性蛋白，约占蛋清蛋白质含

量的５４％。卵白蛋白具有许多功能特性［３］，例如，卵白蛋白

对胰蛋白酶有强烈抑制作用，能部分抑制枯草杆菌蛋白酶活

性［４］；Ｆｕｊｉｔａ等用胃蛋白酶水解卵白蛋白，并用 ＲＰ－ＨＰＬＣ分
离出具有血管舒张活性的物质 ＯＡ３５８－３６５［５］；Ｄａｖａｌｏｓ等研
究发现，卵白蛋白酶降解物是具有强抗氧化活性的多肽［６－７］。

卵白蛋白是生物化学中一种重要的参考蛋白质，包含所有的

必需氨基酸，而且比例合理。高度纯化和结晶的卵白蛋白可

以作为载体、稳定剂、封阻剂或标准物等，也可作为营养添加

剂应用于食品工业。虽然许多学者对卵白蛋白进行了大量研

究，但对其生物学特性和功能的了解仍不够全面。本研究采

用硫酸铵盐析的方法，对鸡蛋清中的卵白蛋白进行了快速初

步分离，为其进一步开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
新鲜鸡蛋，购自超市；卵白蛋白标准品，Ｓｉｇｍａ公司；硫酸

铵（分析纯），购自天津市风船化学试剂科技有限公司；透析

袋，ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｃｎｃｃｓ（ＳＦ）Ｃｏｒｐ。
１．２　试验方法
１．２．１　鸡蛋清原液的制备　取新鲜鸡蛋，用双层灭菌纱布过
滤得到水样成分，充分搅拌３０ｍｉｎ（搅拌剧烈程度以不起泡
沫为准）。为了降低鸡蛋清黏度以利于后续试验，取５ｍＬ鸡
蛋清用 ｐＨ值 ９．０的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（５０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ溶液与５．７ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液混匀后，冷却到
室温，加水定容到１００ｍＬ）进行 ５倍稀释，４℃下静置至少
６ｈ。
１．２．２　鸡蛋清卵白蛋白盐析法分离　将静置蛋清 ４℃、
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，缓慢多次加入烘干研磨
成粉末的硫酸铵，磁力搅拌，使加入粉末溶解，并参考硫酸铵

溶液饱和度计算表，使其饱和度分别达到３０％、４０％、５０％、
６０％、７０％和８０％。４℃静置过夜，于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，不同饱和度离心所得沉淀均用 ｐＨ值 ９．０的
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液溶解，并在４℃、０．０５ｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓
冲液中进行透析。其间更换透析液２～４次，透析过夜。
１．２．３　蛋白质检测　蛋清盐析蛋白质含量采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
测定［８－９］：考马斯亮蓝Ｇ－２５０在游离状态下呈红色，与蛋白
质结合则呈现蓝色，蛋白与考马斯亮蓝反应后，溶液在分光光

度计波长５９５ｎｍ处吸光度与蛋白质含量成正比。用ＢＳＡ蛋
白标准液在波长５９５ｎｍ处测得的吸光值绘制标准曲线（表
１），不同饱和度盐析得到的蛋白样品在５９５ｎｍ波长测得的吸
光度，通过标准曲线得到蛋白含量。采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测
盐析后卵白蛋白的纯度。

—９２２—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期


