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摘　要:以黑土豆为原料提取色素,在乙醇浓度、回流温度、回流时间和料液比四个单因素实验基础上,通过

响应面法优化提取条件,利用BoxＧBenhnken设计模型,研究四个自变量之间的影响.结果表明,得到最佳提

取工艺为回流温度４７℃,回流时间４７．５min,料液比１∶９０,乙醇浓度４２．５％.在此条件下,理论上测得黑土

豆中色素的吸光度值为０．４１３,实验测得黑土豆中色素的吸光度值为０．４１６,理论值与实验值的相对误差为

０．７２６％.该提取工艺简便、具有较高的重现性和可行性.
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Abstract:TheoptimumconditionsforextractionpigmentfromBlackPotatoweredeterminedbyusingresponsesurＧ
facemethodonthebasisofethanolconcentration,refluxtemperature,refluxtimeandratioofsolidtoliquidfoursinＧ
glefactortests．Theresultsshowedthattheoptimalextractionconditionwasasfollows:ethanolconcentration
４２．５％,refluxtemperature４７℃,refluxtime４７．５min,andratioofsolidtoliquid１∶９０．Undertheseconditions,the
measuredabsorbanceofpigmentwas０．４１３,comparedwiththepredictivevalueof０．４１６,therelativeerrorwas
０．７２６％．Theresultalsoindicateditwasfeasibletoadoptresponsesurfacemethodologytooptimizetheextraction
condition．
Keywords:responsesurfacemethodology;BlackPotato;pigment;extractionprocess

　　黑土豆是一种具有保健性能的药用兼食用的特

殊马铃薯稀有品种,其呈现黑紫色的原因是富含

Delphindin(紫色)花青素.花青素是目前发现的防

治疾病,维护人类健康最直接、最有效、最安全的自

由基清除剂之一,其黑色素具有抗癌(Reddivariet
al．,２００７)、防治高血压、心脑血管疾病、抗衰老、养

颜美容和提高人体免疫力等多种保健功能(张静等,

２００９).“黑美人”是兰州陇神航天育种研究所选育

而成的黑土豆,皮肉皆为黑紫色,因其蒸、煮后其肉

质部分呈现出宝兰石般晶体亮丽兰紫色泽而得名.
其黑色素纯含量之高让一般黑色食品无与相比,它
作为一种天然食用色素安全、无毒、资源丰富(赵宇
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瑛等,２００５).所以黑土豆天然色素的提取、应用对

于食品加工业和医疗保健行业来说,具有十分重要

的意义.
响应面分析法(ResponseSurfaceMethodoloＧ

gy,RSM)是近几年发展起来的一种分析法,其原理

是通过一系列确定性实验拟合一个响应面来模拟真

实的极限状态曲面,从而很容易地进行可靠性分析.
响应面分析法采用多元二次回归方法作为函数估计

工具,将多因子实验中因子与指标的相互关系用多

项式拟合,精确表述因素与响应值之间的关系,并依

此从响应面的形状上找到最佳控制点,可用于确定

各因素及其交互作用在工艺过程中对指标的影响,
在实验设计与结果表达方面更加优良.采用回流法

进行黑土豆中色素的提取,利用BoxＧBehnken实验

设计及 DesignＧexpert７．１．６软件进行工艺优化,确
定黑土豆色素的最佳提取工艺,使其提取率达到最

大.

１　材料、试剂与方法

１．１原料及处理方法

黑土豆:２０１１年１２月购于定西.将黑土豆经

自来水、蒸馏水清洗干净,切片,置于６０℃的烘箱中

烘干至恒重,粉碎,过６０目筛,备用.

１．２主要试剂及仪器

无水甲醇,无水乙醇,丙醇,盐酸等试剂均为分

析纯,实验用水为蒸馏水.实验仪器均经自来水、蒸
馏水清洗.７２１G型可见分光光度计(上海精密科学

仪器有限公司);SHBＧⅢ型循环水式多用真空泵(郑
州长城科工贸有限公司);HHＧ４型数显恒温水浴锅

(国华电器有限公司);智能型电热恒温鼓风干燥箱

(上海琅玕实验设备有限公司).

１．３实验方法

１．３．１测定波长的选择　准确称取黑土豆１．００００g,
以３５％乙醇为提取剂,在４０℃的恒温水浴中回流

５０min,冷却后抽滤,测定波长２５０~７２０nm 区域

的吸光度,确定色素的最大吸收波长在５５０nm,因
此分光光度计选测定波长为５５０nm.

１．３．２ 提取溶剂的选择　分别称取４份黑土豆各

１．００００g于１００mL圆底烧瓶中,分别加入无水甲

醇,无水乙醇,丙醇和蒸馏水５０mL,在４０℃的恒温

水浴中回流５０min,冷却后抽滤,用溶剂定容于１００
mL容量瓶中,在５５０nm 处测定溶液吸光度值,寻

找最佳提取溶剂.

１．３．３提取溶剂酸度的影响　准确称取６份黑土豆

各０．２０００g于１００mL圆底烧瓶中,分别加入pH＝
１．０、１．５、２．０、２．５、３．０及未酸化的３５％乙醇溶液５０
mL,在４０℃的恒温水浴中回流５０min,冷却后抽

滤,用３５％乙醇溶液定容于１００mL容量瓶中,在

５５０nm 处测定溶液吸光度值,确定溶剂酸度对黑土

豆色素提取效果的影响.

１．３．４单因素实验　在保持其他条件不变的情况下,
探究乙醇浓度、回流温度、回流时间和料液比对黑土

豆色素提取率的影响.

１．３．５响应面法优化提取工艺 　在单因素实验的基

础上,采用BoxＧBehnken实验方案设计,选择回流时

间、回流温度、乙醇浓度及料液比为影响因素,以黑土

豆色素提取液吸光度为响应值,采用四因素三水平的

响应面法进行实验.响应面因素水平表见表１.

表１　响应面因素水平表

Table１　FactorsandlevelsofRSM

编号
Code

X１回流温度

Refux
temperature

(℃)

X２回流时间

Refux
time
(min)

X３料液比

Solidto
liquadratio
(g􀅰mLＧ１)

X４乙醇浓度

Ethanol
concentration

(％)

Ｇ１ ４０ ４０ １:８０ ３０
０ ５０ ５０ １:９０ ４０
１ ６０ ６０ １:１００ ５０

２　结果与分析

２．１提取溶剂的选择

按照实验方法测定溶液吸光度值.由表２可

知,用乙醇溶液提取率高于其他三者.因此,选择乙

醇作提取溶剂.

表２　溶剂对提取效果的影响

Table２　Effectsofsolventonextractionresult

溶剂
Solvent

甲醇
Methanol

乙醇
Ethanol

丙醇
Propanol

蒸馏水
Distilledwater

吸光度
Absorbance １．４３７ １．４７４ ０．５７６ １．４０２

２．２提取溶剂酸度的确定

由表３可知,在所选取的酸度范围内,提取溶剂

的酸度对黑土豆色素的提取没有影响.因此,选择

未酸化的乙醇作提取剂.

２．３单因素实验

２．３．１乙醇浓度对提取率的影响　准确称取０．１５００g

０６８ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３４卷



黑土豆粉 ６ 份于 ５０ mL 圆底烧瓶中,分别加入

２５．００mL的１０、２０、３０、４０、５０、６０％的乙醇溶液,置
于４５℃的水浴中回流４０min,冷却后过滤,将滤液

转移至５０mL容量瓶内,用同浓度的乙醇溶液定容

至刻度.测定溶液吸光度值,其结果如图１所示.

表３　溶剂酸度的影响

Table３　Effectsofsolventacidity

pH
未酸化

NotＧacidification１．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０

吸光度 A
Absorbance ０．２８４ ０．２８２ ０．２８３ ０．２８１ ０．２８３ ０．２８４

图１　乙醇浓度对提取率的影响

Fig．１　Effectsofethanolconcentrationonextraction

　　由图１可知,提取率随乙醇浓度的增大而提高,
当乙醇浓度增大到一定值后又随浓度的增大而降

低.这可能是因为随乙醇浓度的增大,提取出的色

素逐渐增多,使溶液吸光度值提高,当浓度增大至

４０％时吸光度达到最大值;随着乙醇浓度的继续增

大,溶剂中醇溶性的色素达到最大而水溶性的色素

由于水的减少而降低.从而使提取出的总色素含量

降低,导致溶液的吸光度值减小.所以黑土豆色素

提取的最佳乙醇浓度为４０％.

２．３．２ 回 流 温 度 对 提 取 率 的 影 响 　 准 确 称 取

０．１５００g黑土豆粉５份于５０mL圆底烧瓶中,分别

加入２５．００mL４０％乙醇溶液,并分别置于３０、４０、

５０、６０、７０℃的水浴中回流４０min,冷却后抽滤,将
滤液转移至５０mL容量瓶内,用４０％乙醇溶液定容

至刻度.测定溶液的吸光度,其结果如图２所示.
由图２可知:随回流温度的升高,溶液吸光度逐

渐增大,当温度升高到一定值后又随温度的升高而

降低.这是因为温度升高,分子运动速度加快,渗
透,扩散,溶解速度加快,有效成分更易转移到溶剂

图２　回流温度对提取率的影响

Fig．２　Refluxtemperatureonextraction

中.温度高于５０℃后,黑土豆色素提取率随温度的

增加而降低,这是因为温度过高,花色苷的热稳定性

变差,导致其结构发生变化所致(房岩强等,２００９).
所以黑土豆色素提取的最佳的回流温度为５０℃.

２．３．３ 回 流 时 间 对 提 取 率 的 影 响 　 准 确 称 取

０．１５００g黑土豆粉８份于５０mL圆底烧瓶中,分别

加入２５．００mL４０％乙醇溶液,于５０℃的水浴中分

别回流２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０min,控制其他

条件不变,冷却后抽滤,将滤液转移至５０mL容量

瓶内,４０％乙醇定容至刻度.测定溶液的吸光度,其
结果如图３所示.

图３　回流时间对提取率的影响

Fig．３　Effectsofrefluxtimeonextraction

　　由图３可知,随着回流时间延长,溶液吸光度值

逐渐升高,当回流到一定时间后又随回流时间的增长

而降低.因为随着时间增长,黑土豆中的色素充分溶

解,使溶液吸光度值增大,当回流５０min时达最大

值,其后随时间延长,溶液的吸光度值减小,说明提取

时间过长,对黑土豆色素的提取不利.所以黑土豆色

１６８６期　　　　　　　　　任雪峰等:响应面法优化黑土豆中色素提取工艺研究



图４　料液比对色素提取率的影响

Fig．４　Effectsofsolidtoliquidratioonextraction

表４　BoxＧbehnken实验设计及响应面法实验结果

Table４　DesignofBoxＧbehnkenexperimentand
responsesurfacemethodology

编号
Code

X１回流温度

Refux
temperature

(℃)

X２回流时间

Refux
time
(min)

X３料液比

Solidto
liquadratio
(g􀅰mLＧ１)

X４乙醇浓度

Ethanol
concentration

(％)
A吸光度

１ ０ Ｇ１ １ ０ ０．３３４
２ ０ ０ Ｇ１ １ ０．３７１
３ Ｇ１ ０ ０ Ｇ１ ０．３２５
４ Ｇ１ ０ Ｇ１ ０ ０．３５３
５ ０ １ １ ０ ０．２９１
６ ０ １ Ｇ１ ０ ０．２７１
７ Ｇ１ ０ ０ １ ０．３７３
８ ０ ０ ０ ０ ０．４１４
９ １ ０ ０ １ ０．３３５
１０ ０ Ｇ１ ０ Ｇ１ ０．３９５
１１ １ ０ Ｇ１ ０ ０．１８１
１２ Ｇ１ ０ １ ０ ０．３５９
１３ ０ Ｇ１ ０ １ ０．３７１
１４ Ｇ１ Ｇ１ ０ ０ ０．３６９
１５ ０ ０ ０ ０ ０．４１６
１６ ０ １ ０ １ ０．３６１
１７ ０ １ ０ Ｇ１ ０．３２９
１８ ０ ０ １ １ ０．３５９
１９ １ Ｇ１ ０ ０ ０．２２６
２０ ０ ０ １ Ｇ１ ０．３５５
２１ ０ ０ Ｇ１ Ｇ１ ０．３１５
２２ １ １ ０ ０ ０．１６３
２３ １ ０ １ ０ ０．２０１
２４ ０ Ｇ１ Ｇ１ ０ ０．３９８
２５ ０ ０ ０ ０ ０．４１４
２６ １ ０ ０ Ｇ１ ０．２７８
２７ Ｇ１ １ ０ ０ ０．３６１
２８ ０ ０ ０ ０ ０．４１４
２９ ０ ０ ０ ０ ０．４１７

素提取的最佳回流时间为５０min.

２．３．４料液比对提取率的影响　准确称取０．１５００g
黑土豆粉５份于５０mL圆底烧瓶中,分别加入按

１∶４０、１∶５０、１∶６０、１∶７０、１∶８０、１∶９０、１∶１００、

１∶１１０、１∶１２０移取４０％的乙醇溶液,控制其他条

件不变,冷却后抽滤,将滤液转移至５０mL容量瓶

内,４０％的甲醇定容至刻线.测定溶液吸光度,其结

果如图４所示.
由图４可知,随着料液比增大,溶液吸光度值逐

渐升高,当料液比增大到一定比例时又随料液比的

增大而降低.因为随料液比的增大,色素充分溶解

在溶剂中,当料液比达１∶９０时,溶液吸光度值出现

最大值,随料液比的继续增大,传质推动力增大,溶
剂与色素的接触作用减小,使溶液的吸光度值降低.
所以黑土豆色素提取的最佳的料液比为１∶９０.

２．４响应面优化设计与结果

按照BoxＧbehnken中心组合实验方案进行四

因素３水平实验,以吸光度值为指标,研究各因素间

相互作用下的吸光度值(表４).表４中１~２４为析

因实验,２５~２９为中心实验.２９个实验点为析因点

和零点,其中析因点为自变量取值在 X１、X２、X３、X４

所构成的三维顶点,零点为区域的中心点,零点实验

重复５次,用来估计实验误差(伍时华等,２００６;刘明

绶等,２０１０;游庆红等,２０１０).

表５　方差分析表

Table５　Analysisofvariancetable

来源
Source

平方和
SS

自由度
DF

均方
MS

F值
F Pr＞F

显著性
Significance

Model０．１２６３８２ １４ ０．００９０２７ ８．６９８１８ ＜０．０００１ significant
X１ ０．０４７６２８ １ ０．０４７６２８ ４５．８９１５ ＜０．０００１ significant
X２ ０．００８３７４ １ ０．００８３７４ ８．０６８７６７ ０．０１３１
X３ ８．３３EＧ０６ １ ８．３３EＧ０６ ０．００８０３ ０．９２９９
X４ ０．００２４９４ １ ０．００２４９４ ２．４０３１５ ０．１４３４

X１X２ ０．０００７５６ １ ０．０００７５６ ０．７２８６７７ ０．４０７７
X１X３ ４．９EＧ０５ １ ４．９EＧ０５ ０．０４７２１３ ０．８３１１
X１X４ ２．０２EＧ０５ １ ２．０２EＧ０５ ０．０１９５１２ ０．８９０９
X２X３ ０．００１７６４ １ ０．００１７６４ １．６９９６８５ ０．２１３４
X２X４ ０．０００７８４ １ ０．０００７８４ ０．７５５４１６ ０．３９９４
X３X４ ０．０００６７６ １ ０．０００６７６ ０．６５１３５３ ０．４３３１
X１

２ ０．０４８８１４ １ ０．０４８８１４ ４７．０３４７ ＜０．０００１significant
X２

２ ０．０１２３４５ １ ０．０１２３４５ １１．８９４６１ ０．００３９

X３
２ ０．０１８７４ １ ０．０１８７４ １８．０５６６２ ０．０００８

X４
２ ０．０００２６４ １ ０．０００２６４ ０．２５４００４ ０．６２２１

残差
Residual

０．０１４５３ １４ ０．００１０３８

失拟项
Lackoffit

０．０１４５２２ １０ ０．００１４５２ ７２６．０８７５ ＜０．０００１ significant

纯误差
Pureerror

８EＧ０６ ４ ０．０００００２

总和
Total

０．１４０９１２ ２８

２６８ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３４卷



２．５响应面分析与优化

用DesignＧexpert７．１．６软件对表４数据进行多项

式拟合回归,建立多元二次响应面回归方程:Y＝０．４１５
－０．０６３X１－０．０２６４２X２＋０．０００８３３X３＋０．０１４４１７X４－０．
０１３７５X１ X２ ＋ ０． ００３５X１ X３ ＋
０．００２２５X１X４＋０．０２１X２X３＋０．０１４X２X４－０．０１３X３X４

－０．０８６７５X１
２ －０．０４３６３X２

２ － ０．０５３７５X３
２ －

０．００６３８X４
２

由表５看出,模型的“Prob＞F”值小于０．０００１,
表明二次方程拟合极显著,决定系数R２＝０．８９６９,

说明回归方程的拟合度很好,失拟较小,实验操作可

信,可用此模型来提取黑土豆色素.从表５中的P
值可知,方程中X１、X１

２对Y 值的影响极显著(P＜
０．０００１),X２

２、X３
２ 对Y 值的影响比较显著(P＜

０．０１),X２对Y 值的影响显著(P＜０．０５),与模型回

归拟合预测吻合(余安等,２０１０).
各因素对色素提取率的影响程度各异,回流温

度的影响最大,其次依次是回流时间和乙醇浓度,料
液比对其影响度不大.各交互因素对黑土豆色素提

取率的三维响应面图如图５.

图５　各因素对黑土豆色素提取的三维响应面曲线图

Fig．５　VariousfactorsontheBlackPotatopigmentextracting３dresponsesurfaceplot

２．６验证实验

通过回归模型预测的黑土豆色素提取的最佳条

件:回流时间４７．５min,回流温度４７℃,料液比１∶
９０,乙醇浓度４２．５％,在此条件下吸光度值理论上可
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达到０．４１３.在预测的最佳条件下进行３组平行实

验,实验测得溶液吸光度值如表６所示.

表６　验证实验结果

Table６　Resultofverifyexperiment

测定次数
Testingtimes １ ２ ３ RSD (％)

吸光度
Absorbance ０．４１６ ０．４１７ ０．４１５ ０．２４

　　由表６可知,RSD＝０．２４％,实际值与理论值的

误差为０．７２６％,两者吻合较好,此方法合理可行.

３　结论

为了最大限度地提取黑土豆中的色素,实验以

乙醇作为溶剂,分析比较不同回流温度、回流时间、
乙醇浓度和料液比对色素提取率的影响.结果表

明,各因素对色素提取影响次序依次为回流温度＞
回流时间＞乙醇浓度＞料液比,优化提取工艺为回

流温度４７℃,回流时间４７．５min,料液比１∶９０,乙
醇浓度４２．５％,利用响应面法分析黑土豆中色素的

提取工艺,科学合理,而且方便高效,减小了提取的

盲目性,为今后进一步地研究打下了一定的基础.
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