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大孔树脂精制苦荞总黄酮工艺条件的优化研究

于智峰, 王　敏※, 张家峰
(西北农林科技大学食品科学与工程学院, 杨凌 712100)

摘　要: 为了研究DM 22 型大孔树脂精制苦荞总黄酮的优化工艺条件, 以树脂对苦荞总黄酮的吸附率、解吸率为评价指标,

采用响应曲面法 ( response surface m ethodo logy, R SM ) 建立树脂法精制苦荞总黄酮的二次多项回归模型方程, 对精制苦荞

总黄酮吸附解吸工艺条件进行优化。结果表明吸附最佳工艺条件为吸附速率2 mL öm in, pH 值2, 上样液浓度2 m gömL。解

吸最佳工艺条件: 乙醇浓度 71. 05% , pH 值 8. 76, 解吸速率 1 mL öm in。该方法简单可行, 精制效果好, 适合于工业化生产。
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0　引　言

苦荞 ( tartary buckw heat) 也称鞑靼荞麦, 为双子叶

蓼科荞麦属 (F ag op y rum escu len tum ) 植物的成熟种

子, 是一种粮、饲、药兼用的植物资源[1 ]。其叶、茎、花、麸

皮等各器官中均含有丰富的黄酮类化合物, 特别是在籽

粒粉中, 芦丁含量是甜荞的9～ 300 倍[2 ]。现代医学研究

表明[3 ] , 黄酮类化合物具有降血糖、降血脂[4 ]、防癌、抗

突变、增强免疫力、杀菌、抗动脉粥样硬化、抗衰老等功

能。中国是世界苦荞的主产国之一, 主要分布于四川凉

山、云贵、晋、冀高原等处, 年产苦荞约一亿公斤[5- 7 ] , 资

源极其丰富。而且, 作为副产品的苦荞麸皮仍然主要作

为饲料被处理, 利用率极低。目前, 国内学者对黄酮物质

的提取已有众多研究, 方法有热水浸提法、酶法提取、微

波提取法、超声波提取法等[8, 9 ] , 但提取物存在纯度低、

有效成分含量不足等缺点, 对黄酮物质后续的纯化工艺

研究虽有少量报道, 但大部分只是作为科学研究被应

用, 并不适用于大规模工业化生产。

大孔树脂吸附分离技术作为一种新型固液柱层析

分离技术, 由于其独特的分离效果, 在天然产物有效成

分的精制纯化中已被广泛应用[10, 11 ] , 但由于大孔树脂

吸附分离是一个比较复杂的过程, 纯化效果的好坏受到

多种因素的影响, 而目前, 应用该技术对黄酮物质的纯

化研究虽有报道, 但仅仅是孤立地考虑单因素的影响,

而忽略了各因素间的交互作用, 响应曲面法 (R SM ) 是

目前国际上较为常用也是最为流行的试验设计及数据

分析方法, 它可以定量地分析各因素及其交互作用对响

应值的影响[12 ] , 近年来该方法已在微生物等方面广泛

被应用[13- 15 ] , 但用于优化大孔树脂精制工艺条件的研

究国内外尚未见报道。

因此, 本文选取DM 22 型树脂为吸附填料[16 ] , 以从

苦荞麸皮中提取的黄酮粗提物为试材, 采用统计软件

D esign2Expert 中响应曲面方法的Box2Behnken 模式,

对黄酮粗提物在DM 22 型树脂上的吸附、解吸工艺进行

了研究, 从而建立树脂法精制苦荞总黄酮的二次多项数

学模型, 优化出了吸附、解吸最佳工艺条件。为苦荞黄酮

在工业生产中的分离提纯提供了较为可靠的科学依据。

1　材料与方法

1. 1　材料、试剂及仪器

1. 1. 1　原料

苦荞为2001 年产于四川凉山彝族自治州川荞 1 号

种子。用法国肖邦公司CD 21 仿工业实验磨制粉, 除荞麦

壳和面粉外的所有部位全部收集, 获荞麦麸皮全粉, 将

荞麦麸皮全粉在沸程为 30～ 60℃的工业石油醚中浸提

去脂, 后以95% 工业酒精提取, 经旋转薄膜蒸发器浓缩、

真空干燥得苦荞黄酮粗提物, 然后在超声波辅助条件

下, 用水溶解, 抽滤得清液, 待用。
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1. 1. 2　试剂

DM 22 树脂, 山东鲁抗医药股份有限公司树脂分厂

生产。

芦丁 (生化试剂, 含量≥95. 0% ) , 国药集团化学试

剂有限公司生产; A l (NO 3) 3、N aNO 2、N aOH 均为市售

分析纯。

1. 1. 3　仪器

SHB 2Ë 循环水式真空泵 (郑州长城科工贸有限公

司) ; UV 21700 分光光度计 (日本岛津) ; FA 1004 电子

天平 (上海天平仪器厂) ; KQ 2600DB 型超声波清洗器

(昆山超声仪器有限公司)。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　树脂预处理

将市售树脂用95% 乙醇浸泡24 h, 充分溶胀后用蒸

馏水洗至无醇, 然后用 5% HC l 溶液浸泡 12 h, 用蒸馏

水洗至中性; 最后用5% N aOH 溶液浸泡12 h, 再用蒸

馏水洗至中性, 备用[11 ]。

1. 2. 2　苦荞总黄酮含量的测定

总黄酮含量采用 N aNO 22A l (NO 3 ) 3 比色法测

定[17 ]。

1. 2. 3　标准曲线的绘制

称取干燥至恒重的芦丁标准品0. 0501 g, 精确至0.

001 g, 超声辅助条件下用水溶解, 定容至 250 mL , 分别

取上述芦丁标准液0、1、3、5、7、9、11 mL 于7 只50 mL 容

量瓶中, 加入5% N aNO 2 溶液1. 5 mL , 溶解放置6 m in,

加入 10% A l (NO 3) 3 溶液 1. 5 mL , 6 m in 后, 加入 4%

N aOH 溶液 10 mL , 用水定容, 摇匀, 10 m in 后, 于 510

nm 处测吸光度A , 以试剂空白为参比, 用最小二乘法

线性回归, 得芦丁含量 Y (m gömL ) 与溶液吸光度A 间

的 回 归 方 程 为: Y = 0. 1014A + 0. 0002;

R 2 = 0. 9999。

1. 2. 4　吸附液的制备

称取一定量的苦荞黄酮粗提物置于三角瓶中, 在超

声波辅助条件下用水溶解, 抽滤, 清液备用。

1. 2. 5　吸附液、解吸液中总黄酮含量的测定

按照1. 2. 3 方法测定吸光度A , 由回归方程求得待

测液苦荞黄酮浓度。

1. 2. 6　DM 22 树脂对苦荞黄酮吸附率的测定

树脂的吸附率是评价树脂吸附性能的重要参数。其

测定方法为: 取一定量预处理好的DM 22 树脂湿法装

柱, 量取一定量的苦荞黄酮吸附液, 在不同的条件下通

过层析柱, 再吸附一次, 由式 (1)计算吸附率:

B = (C 0 - C r) öC 0 × 100% (1)

式中　B —— 吸附率, % ; C 0 —— 起始浓度,m gömL ;

C r—— 过柱液中黄酮含量,m gömL。

1. 2. 7　DM 22 树脂对苦荞黄酮解吸率的测定

大孔吸附树脂在一定条件下进行动态吸附, 待树脂

吸附饱和后, 选取一定的洗脱剂, 调节不同的工艺条件

对其进行洗脱, 黄酮解吸率由式 (2)计算:

D = (V r ×C′
r) ö(V 0 ×C′

0 ×B ) × 100% (2)

式中　D ——解吸率, % ; B ——吸附率, % ; C′
r——解

吸后溶液浓度,m gömL ; V 0—— 吸附液体积,mL ;

C′
0—— 吸附液起始浓度,m gömL ; V r—— 解吸液体积,

mL。

1. 2. 8　试验设计与数据处理方法

采用统计软件D esign Expert 中响应曲面方法的

Box2Behnken 模型, 以吸附速率、pH 值、上样液浓度

3 个因子为吸附操作中的自变量, 以吸附率为应变量,

各因素取值范围确定为 1～ 3 mL öm in、2～ 4 和 1～

3 m gömL ; 因素水平编码见表1。
表 1　吸附试验自变量因素编码及水平

T able 1　Code and level of facto rs cho sen fo r the

adso rp tion experim ent

因　　素
自变量编码值 (x i) 及水平

- 1 0 + 1

吸附速率X 1ömL õm in- 1 1 2 3

pH 值X 2 2 3 4

上样液浓度 X 3öm gõmL - 1 1 2 3

　注: x 1 = (X 1 - 2) ö1; x 2 = (X 2 - 3) ö1; x 3 = (X 3 - 2) ö1。

以乙醇浓度、pH 值、解吸速率3 个因子为解吸操作

中的自变量, 分别以 X ′
1、X ′

2、X ′
3 表示, 并根据前期单因

素试验结果, 解吸操作中各因素取值范围确定为20%～

80%、6～ 10 和1～ 5 mL öm in; 因素水平编码见表2。
表 2　解吸试验自变量因素编码及水平

T able 2　Code and level of facto rs cho sen fo r the

deso rp tion experim ent

因　　素
自变量编码值 (x ′

i) 及水平

- 1 0 + 1

乙醇浓度X ′
1ö% 20 50 80

pH 值X ′
2 6 8 10

解吸速率X ′
3ömL õm in- 1 1 3 5

　注: x ′
1 = (X ′

1 - 50) ö30; x ′
2 = (X ′

2 - 8) ö2; x ′
3 = (X ′

3 - 3) ö2。

2　结果与分析

2. 1　树脂法精制苦荞黄酮吸附工艺参数优化及回归方

程的建立

采用D esign Expert 进行试验设计以及数据分析,

试验值和预测值见表3。对表3 试验数据进行多元回归

拟合, 得到树脂法精制苦荞黄酮吸附率对自变量吸附速

率、pH 值、上样液浓度的二次多项回归模型方程 (3)。
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Y = 95. 08 - 1. 18x 1 - 4. 12x 2 + 0. 86x 3 -

0. 93x 1x 2 - 0. 05x 1x 3 - 0. 53x 2x 3 + 0. 34x 2
1

- 1. 79x 2
2 + 0. 26x 2

3 (3)

对该模型进行方差分析, 结果见表 4。由表 4 可以看

出, 模型 F = 33. 87 > (F 0. 01 (9, 4) = 14. 66) , 模型 p <

0. 0001, 表明建立的回归模型极其显著。能够较好地拟

合吸附速率、pH 值、上样液浓度对苦荞黄酮吸附率的

影响情况。
表 3　吸附试验设计与结果

T able 3　D esign and resu lts of the adso rp tion experim ent

序号
自 变 量

x 1 x 2 x 3

吸附率 Y

试验值ö% 预测值ö%

1 - 1 - 1 0 98. 09 98. 06

2 - 1 0 1 98. 07 97. 85

3 1 - 1 0 97. 04 97. 27

4 0 0 0 94. 86 95. 02

5 0 0 0 94. 82 95. 02

6 0 - 1 1 98. 67 98. 92

7 1 0 1 97. 04 96. 56

8 0 1 - 1 89. 49 89. 24

9 0 - 1 - 1 97. 04 96. 59

10 1 0 - 1 93. 38 93. 60

11 1 1 0 87. 31 87. 34

12 - 1 0 - 1 97. 11 97. 59

13 0 0 0 95. 31 95. 08

14 0 0 0 94. 95 95. 02

15 - 1 1 0 92. 07 91. 84

16 0 1 1 89. 69 90. 14

17 0 0 0 95. 15 95. 02

表 4　吸附试验回归模型方差分析

T able 4　A nalysis of variance of regression equation

fo r the adso rp tion experim ent

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 p 值

模型 9 171. 47 19. 05 33. 87 < 0. 0001

残差 7 3. 94 0. 56

总和 16 175. 41

复相关系数= 0. 9685, 校正决定系数= 0. 9280

由表 4 可知, 模型的校正决定系数为 0. 9280, 说明

该模型能解释 92. 80% 响应值的变化, 仅有总变异的

7. 2% 不能用此模型来解释; 复相关系数为0. 9685, 说明

该模型拟合程度良好, 试验误差小, 可以用此模型对树

脂法精制苦荞黄酮吸附工艺进行分析和预测。

由回归方程系数显著性检验可知 (表 5) , 模型中一

次项吸附速率 x 1、pH 值 x 2、上样液浓度 x 3、二次项 x 2
2 以

及交互项x 1x 2 对Y 有显著或极显著影响, 其余项的影响

均不显著 (p > 0. 05)。其中, 吸附速率、pH 值、上样液

浓度对吸附操作影响的显著性顺序为: pH 值> 吸附速

率> 上样液浓度。优化回归模型为

Y = 95. 08 - 1. 18x 1 - 4. 12x 2 + 0. 86x 3 -

0. 93x 1x 2 - 1. 79x 2
2 (4)

由表 5 分析可知, x 1 与 x 2 之间交互作用显著, x 2 与

x 3、x 1 与 x 3 之间交互作用不显著, x 1、x 2 的交互作用对

响应值的影响如图 1 所示。该曲面为固定上样液浓度 x 3

= 2 m gömL 情况下, 不同吸附速率和pH 值水平对吸

附率的影响情况。从图1 可以看出, pH 值不变, 吸附速

率在 1～ 3 mL öm in 范围内变化时, 随着吸附速率的增

大, 树脂对苦荞黄酮的吸附率即响应值 Y 随之减小, 但

变化梯度较小, 几乎处于稳定状态; 当吸附速率不变时,

随着pH 值的增大, 响应值 Y 随之急剧减小。试验结果

与前期单因素试验结果 (数据未显示)一致。
表 5　吸附试验回归模型系数显著性检验

T able 5　T est of sign ificance of regression coefficien t

fo r the adso rp tion experim ent

系数项 自由度 系数估计值 标准误差 t 值 p 值

截距 1 95. 08 0. 34

x 1 1 - 1. 18 0. 27 - 4. 45 0. 0030

x 2 1 - 4. 12 0. 27 - 15. 55 < 0. 0001

x 3 1 0. 86 0. 27 3. 24 0. 0143

x 2
1 1 0. 34 0. 37 0. 93 0. 3852

x 2
2 1 - 1. 79 0. 37 - 4. 89 0. 0018

x 2
3 1 0. 26 0. 37 0. 71 0. 5023

x 1x 2 1 - 0. 93 0. 38 - 2. 47 0. 0426

x 1x 3 1 - 0. 05 0. 38 - 0. 13 0. 8977

x 2x 3 1 - 0. 53 0. 38 - 1. 42 0. 1986

利用D esign Expert 软件, 对模型方程 (3) 解逆矩

阵, 求得树脂对苦荞黄酮吸附率的最大预测值为

99. 10% , 此时吸附速率= 2 mL öm in, pH 值= 2, 上样液

浓度= 2 m gömL , 在此条件下作验证试验, 所得树脂对

苦荞黄酮吸附率的试验值为 97. 31% , 相对误差为

1. 81% , 说明吸附工艺的回归模型是合适有效的。

2. 2　树脂法精制苦荞黄酮解吸工艺参数优化及回归方

程的建立

采用D esign Expert 进行试验设计以及数据分析,

试验值和预测值见表6。对表6 试验数据进行多元回归

拟合, 得到树脂法精制苦荞黄酮解吸率对自变量吸附速

率、pH 值、上样液浓度的二次多项回归模型方程 (5)

Y ′= 69. 16 + 30. 01x ′
1 + 3. 07x ′

2 - 5. 75x ′
3 +

1. 18x ′
1x ′

2 + 2. 98x ′
1x ′

3 - 0. 48x ′
2x ′

3 -

19. 58x ′2
1 - 5. 76x ′2

2 + 10. 88x ′2
3 (5)

对该模型进行方差分析, 结果见表 7。由表 7 可以看

出, 模型F = 103. 57 > (F 0. 01 (9, 4) = 14. 66) , 模型p <

0. 0001, 表明建立的回归模型极其显著。
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图 1　吸附速率 x 1、pH 值 x 2 及其交互作用对吸附率影响的响应面和等高线

F ig. 1　R esponse surface and con tour line of the effect of adso rp tion velocity (x 1) ,

pH value (x 2) and their in teraction on adso rp tion rate

表 6　解吸试验设计与结果

T able 6　D esign and resu lts of the deso rp tion experim ent

序号
自 变 量

x ′
1 x ′

2 x ′
3

解吸率 Y ′

试验值ö% 预测值ö%

1 - 1 - 1 0 14. 52 11. 91

2 - 1 0 1 18. 95 21. 71

3 1 - 1 0 66. 21 69. 57

4 0 0 0 69. 00 69. 16

5 0 0 0 68. 92 69. 16

6 0 - 1 1 66. 08 65. 93

7 1 0 1 90. 92 87. 71
8 0 1 - 1 83. 43 83. 58
9 0 - 1 - 1 77. 08 76. 48
10 1 0 - 1 96. 00 93. 24
11 1 1 0 75. 47 78. 08
12 - 1 0 - 1 35. 97 39. 18
13 0 0 0 68. 90 69. 16
14 0 0 0 69. 73 69. 16
15 - 1 1 0 19. 06 15. 70
16 0 1 1 70. 52 71. 12
17 0 0 0 69. 26 69. 16

表 7　解吸试验回归模型方差分析

T able 7　A nalysis of variance of regression equation

fo r the deso rp tion experim ent

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 p 值

模型 9 9777. 87 1086. 43 103. 57 < 0. 0001

残差 7 73. 43 10. 49

总和 16 9851. 30

复相关系数= 0. 9925, 校正决定系数= 0. 9830

由表 7 可知, 模型的校正决定系数为0. 9830, 说明

该模型能解释 98. 30% 响应值的变化, 仅有总变异的

1. 7% 不能用此模型来解释; 复相关系数为0. 9925, 说明

该模型拟合程度良好, 试验误差小, 可以用此模型对树

脂法精制苦荞黄酮解吸工艺进行分析和预测。

由回归方程系数显著性检验 (表 8) 可知, 模型中一

次项乙醇浓度 x ′
1、解吸速率 x ′

3、pH 值 x ′
2、二次项 x ′2

1、x ′2
2、

x ′2
3 对 Y ′有显著或极显著影响, 交互项 x ′

1x ′
2、x ′

1x ′
3、x ′

2x ′
3

均不显著 (p > 0. 05)。其中, 乙醇浓度、pH 值、解吸速

率对解吸操作影响的显著性顺序为: 乙醇浓度> 解吸速

率> pH 值。优化回归模型为

Y ′= 69. 16 + 30. 01x ′
1 + 3. 07x ′

2 - 5. 75x ′
3 -

19. 58x ′2
1 - 5. 76x ′2

2 + 10. 88x ′2
3 (6)

利用D esign Expert 软件, 对模型方程 (5) 解逆矩

阵, 求得树脂对苦荞黄酮吸附率的最大预测值为

95. 95% , 此时乙醇浓度= 71. 05% , pH 值= 8. 76, 解吸

速率= 1 mL öm in, 在实际试验中, 取最佳条件的近似值

乙醇浓度= 70% , pH 值= 8. 70, 解吸速率= 1 mL öm in

作验证试验, 试验值为 97. 46% , 与预测值相比, 相对误

差仅为1. 58% , 说明该回归模型所优化出的工艺参数是

合适有效的。
表 8　解吸试验回归模型系数显著性检验

T able 8　T est of sign ificance of regression coefficien t

fo r the deso rp tion experim ent

系数项 自由度 系数估计值 标准误差 t 值 p 值

截距 1 69. 16 1. 45

x ′
1 1 30. 01 1. 15 26. 21 < 0. 0001

x ′
2 1 3. 07 1. 15 2. 68 0. 0313

x ′
3 1 - 5. 75 1. 15 - 5. 02 0. 0015

x ′2
1 1 - 19. 58 1. 58 - 12. 41 < 0. 0001

x ′2
2 1 - 5. 76 1. 58 - 3. 65 0. 0082

x ′2
3 1 10. 88 1. 58 6. 89 0. 0002

x ′
1x ′

2 1 1. 18 1. 62 0. 73 0. 4899

x ′
1x ′

3 1 2. 99 1. 62 1. 84 0. 1078

x ′
2x ′

3 1 - 0. 48 1. 62 - 0. 29 0. 7767
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3　结　论

本研究利用试验设计软件 D esign expert, 通过

R SM 建立了树脂法精制苦荞总黄酮吸附、解吸工艺条

件的二次多项数学模型, 同时利用模型的响应面及其等

高线对影响精制工艺的关键因子及其对响应值有显著

或极显著影响的交互作用进行了分析。试验结果表明:

1) 吸附速率、pH 值、上样液浓度对吸附操作影响

的显著性顺序为: pH 值> 吸附速率> 上样液浓度; 乙

醇浓度、pH 值、解吸速率对解吸操作影响的显著性顺

序为: 乙醇浓度> 解吸速率> pH 值。

2) 优化出吸附与解吸的最佳工艺条件分别为: 吸

附最佳条件: 吸附速率= 2 mL öm in, pH 值= 2, 上样液

浓度= 2 m gömL。解吸最佳条件: 乙醇浓度= 71. 05% ,

pH 值= 8. 76, 解吸速率= 1 mL öm in。
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Optim ization of pur ify ing technology of tartary buckwheat tota l
f lavono ids with macroporous resin

Yu Zhife ng , W a ng M in
※, Zha ng J ia fe ng

(Colleg e of F ood S cience and E ng ineering , N orthw est A g ricu ltu re and F orestry U niversity , Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to study the pu rifying techno logy of tartary buckw heat to ta l f lavono ids w ith DM 22

m acropo rou s resin, the adso rp t ion ra tes, deso rp t ion ra tes of m acropo rou s resin w ere selected as mon ito ring

param eters fo r separa t ing eff iciency. R espon se su rface m ethodo logy (R SM ) w as emp loyed in the study and a

m athem atica l regression model fo r pu rif ica t ion of tartary buckw heat to ta l f lavono ids w ith the m acropo rou s resin

w as bu ilt. T he techno logica l param eters of the pu rifying p rocess of tartary buckw heat to ta l f lavono ids w ith the

m acropo rou s resin w ere op t im ized. R esu lts show that the op t im al ab so rp t ion param eters are adso rp t ion velocity

2. 0 mL öm in, pH 2, so lu t ion concen tra t ion 2 m gömL and the op t im al deso rb t ion param eters are 71. 05% ethano l

as elu t ing so lven t, pH 8. 76, the deso rp t ion velocity 1 mL öm in. T h is m ethod is simp le and feasib le w ith good

effect of pu rif ica t ion, w h ich can m eet indu stria l requ irem en ts.

Key words: respon se su rface m ethodo logy (R SM ) ; tartary buckw heat to ta l f lavono ids; m acropo rou s resin;

adso rp t ion; deso rp t ion
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