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摘 要: 以 1 %盐酸甲醇为提取剂提取葡萄果皮中的花色素苷 , 通过 Amberlite XAD- 7HP 大

孔吸附树脂对葡萄皮中花色素苷进行纯化后 , 由高效制备液相分离纯化二甲花翠素 3- O- 葡萄

糖苷单体。采用 PREP- ODS(H)kit( 5 μm, 250×20 mm i.d.) 色谱柱 , 流动相为水 / 乙腈 / 甲酸( 流

动相 A 为 80/10/1.65; 流动相 B 为 40/50/1.05,v/v) , 测定波长 535 nm, 流速 11 mL/min, 室温 , 进

样量 100 μL, 梯度 : 0 min, 0 %B; 10 min, 10 %B; 20 min, 30 %B; 25 min, 50 %B; 30 min, 0 %B。

结果表明, 产品单体纯度可达 98.13 %, 经 HPLC 分析与 UV、MS 分析鉴定 , 其分析图谱与数据同

标准图谱及数据相一致。
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Abstract: 1 %HCl MeOH was used as extractant for anthocyanins extration from grape pericarp, then the anthocyanins
sample was subjected to an Amberlite XAD-7HP column for purification, and then Malvidin 3-O- Glucoside was prepared
by PHPLC. The relative technical parameters were as follows: PREP-ODS(H)kit(5 μm, 250×20 mm i.d.) column, mobile
phase as H2O/CH3CN/MeOH, (A:80 /10/ 1.65, B:40 /50 / 1.05, v/v), determination wavelength as 535 nm, flow rate as
11 mL/min, sample injection volume as 100 μL, and the gradient: 0 min, 0 %B; 10 min, 10 %B; 20 mim, 30 %B; 25 min,

50 %B; 30 min, 0 %B. The results suggested that the purity of the product was 98.13 % and its analytic chromatogram and
data were in accord with standard chromotogram and data by HPLC, UV and MS analysis.
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花色素苷是葡萄酒中主要的呈色物质, 它对葡萄酒

的感官品质和保健功能有重要影响。花色素苷广泛存在

于花、果实等植物细胞中, 使其呈现由红、紫红到蓝等不

同的颜色。葡萄中的花色素苷主要分布于果皮、果肉、

葡萄籽、芽鳞片等器官中, 以果皮中的含量最高[1]。葡萄

果皮中的花色素苷通过浸渍发酵, 可部分转移到葡萄酒

中 , 成为葡萄酒最主要的呈色物质 [2], 对葡萄酒 的 感 官

品质有重要影响。Richard 在 1987 年提出“法国悖论”

之后 , 对葡萄酒中多酚类物质的生理功能的研究发现 ,

葡萄酒中花色素苷等多酚类物质具有预防心脑血管疾

病、预防癌症等保健作用[3～6]。目前 , 已明确花色素苷具

有抗氧化、消除自由基、改善肝脏以及血清中的脂质、

防止动脉硬化、抗变异原和抗肝炎及预防眼科领域疾

病等功能[7～8]。

探索 HPLC 分离纯化花色素苷的条件和方法, 并研

究利用葡萄皮制备二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷单体的工

艺流程, 获得高纯度的二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷单组

分物质, 为葡萄花色素苷研究提供对照品。
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1 材料与方法

1.1 材料

赤霞珠( Cabernet- sauvignon) 葡萄皮, 盐酸, 甲醇( 分

析纯 ) , 色谱纯乙腈 、甲 醇 Amberlite XAD- 7HP 大 孔 吸

附树脂。

1.2 仪器

江苏 SP- KQ- 300DE 数控型超声波清洗器; 制备型

高效液相色谱仪: LC- 6AD, 检测器 SPD- 10Avp, 馏分收

集器 FRC- 10A, 色谱工作 站 ; 真 空 抽 滤 器 : Autoscience
AP- 9901S; 真空脱气机: Autoscience AS3120B; 纯水机 :

Water Millipore; 旋转蒸发仪 ; 真空冷冻干燥机 ; 离心管

若干。

1.3 花色素苷提取

选用成熟度良好的赤霞珠葡萄皮 , 以 1 %盐酸甲醇

( v/v) 为提取剂, 提取条件为: 40 ℃水浴中超声波辅助提

取, 提取时间 50 min, 料液比 1∶7, 提取 3 次。将得到的花

色素苷提取物用旋转蒸发仪于 35 ℃旋转蒸发至无有机

相, 所得花色素苷溶液于 4 ℃保存备用[8, 13～15]。

1.4 花色素苷纯化

将 旋 转 蒸 发 浓 缩 后 的 花 色 素 苷 溶 液 上 Amberlite
XAD- 7HP 大孔吸附树脂纯化。将经大孔树脂纯化后的

花色素苷溶液用旋转蒸发仪于 35 ℃旋转蒸发至无有机

相, 所得溶液经冷冻干燥机冻干后得到暗红色粉末状固

体, 真空包装后低温避光保存[16～17]。

1.5 花色素苷单体分离纯化

1.5.1 花色素苷单体的 HPLC 制备

色谱柱 : PREP- ODS(H)kit 250×20 mm i.d., 粒径为

5 μm, 流 动 相 为 水 / 乙 腈 / 甲 酸 ( 流 动 相 A 为

80/10/1.65; 流动相 B 为 40/50/1.05) , 测定波长 535 nm,

流速为 11 mL/min, 室温, 进样量 100 μL, 梯度为: 0 min,

0 %B; 10 min, 10 %B; 20 min, 30 %B; 25 min, 50 %B;

30 min, 0 %B [8～9]。

1.5.2 花色素苷单体溶液冻干保存

将分离纯化后的花色素苷单体溶液用旋转蒸发仪

于 35 ℃旋转蒸发至无有机相, 所得溶液经冷冻干燥机

冻干后得到粉末状固体, 装入 2 mL 离心管后低温避光

保存。

1.5.3 花色素苷单体经液相分析柱分析纯度

将收集的目标物质上分析柱, 用面积归一法计算其

纯度, 检测其是否达到预期纯度。

1.5.4 HPLC 分析

秤取 1 mg 将制备得到的单体冷冻干燥后得到粉末

状固体 , 加入 1 mL 色谱甲醇 , 配置成 1 mg/mL 的二甲

花翠素 3- O- 葡萄糖苷溶液, 高效液相分析, 观察色谱峰

的出峰时间以及其光谱图。色谱条件如下:

色 谱 柱 : PREP- ODS(H)kit 250×4.6 mm i.d., 粒 径

5 μm, 流 动 相 为 水 / 乙 腈 / 甲 酸 ( 流 动 相 A 为

80/10/1.65, v/v; 流动相 B 为 40/50/1.05, v/v) , 测定波 长

535 nm, 流 速 1 mL/min, 室 温 , 进 样 量 为 10 μL, 梯 度

为 : 0 min, 0 %B; 10 min, 10 %B; 20 min, 30 %B; 25 min,

50 %B; 30 min, 0 %B。

秤取 1 mg 购自挪威的二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷

标准品 , 加入 1 mL 色谱甲醇 , 配置成 1 mg/mL 的二甲

花翠素 3- O- 葡萄糖苷溶液, 在最佳色谱分析条件下进

样高效液相分析 , 观察色谱峰的出峰时间以及其色谱

图。色谱条件同上。

1.5.5 紫外光谱分析

取少量自制单体和二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷标准

品分别配成甲醇溶液 , 在 200～800 nm 扫描 , 得到其紫

外光谱图。

1.5.6 质谱分析

将自制的单组分物质溶于色谱甲醇中 , 5～7 kV 氙

原子流轰击, 进行质谱分析[8～13,17]。

2 结果与分析

2.1 制备色谱图

图 1 为制备色谱条件下进样的色谱图。收集标号为

16 号的峰, 得到花色素苷单体组分。

2.2 对所收集的单组分纯度检验

应用面积归一法, 计算出所得花色素苷单体纯度为

98.13 %。

2.3 定性分析

图 2 和图 3 为购买标准品与自制对照品的色谱图。

由图 2 和图 3 可知, 自制对照品与二甲花翠素 3- O- 葡

萄糖苷标准品的出峰时间一致。初步推断, 自制物质为

二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷。

2.4 紫外光谱分析( 见图 4、图 5)

由图 4 和图 5 可知, 自制单体与二甲花翠素 3- O-
葡萄糖苷标准品的紫外光谱一致。

2.5 质谱分析( 见图 6、图 7)

如图 6 所示 , 正离子图中 492.82 的离子峰与二甲

花翠素 3- O- 葡萄糖苷的分子量一致。在图 7 中, 组分离

子峰[M]+m/z 为 492.69, 第一碎片峰 m/z330.99, 质量差

为 162, 推断出 m/z399 为失去葡萄糖的碎片离子峰。

图 1 花色素苷制备色谱图
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图 4 自制单体光谱图

图 5 标准品光谱图

图 6 质谱图

图 7 质谱图

图 2 自制单体分析色谱图

图 3 标准品分析色谱图

[姜平平等,2003; Markham K R,1982]。

3 结论

采用色谱柱: PREP- ODS (H)kit 250×20 mm i.d., 粒

径 5 μm, 流 动 相 为 水 / 乙 腈 / 甲 酸 ( 流 动 相 A 为

80/10/1.65; 流动相 B 为 40/50/1.05) , 测定波长 535 nm,

流速 11 mL/min, 室温 , 进样量 100 μL, 梯度为 : 0 min,

0 %B; 10 min, 10 %B; 20 min, 30 %B; 25 min, 50 %B 和

30 min, 0 %B, 制备二甲花翠素 3- O- 葡萄糖苷单体。对

产品 的 纯 度 和 结 构 分 别 进 行 了 HPLC 分 析 与 UV、MS
分析鉴定。结果表明, 单体纯度可达 98.13 %, 其分析图

谱与数据同标准图谱及数据相一致。
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0.01 ‰～0.05 ‰时, 啤酒的色度呈逐渐上升的趋势, 显

示出此浓度下保质 4 个月时色度值达到 5.468, 6 个月

时为 5.785, 尽管超过了企标中高档啤酒的标准, 但仍在

普通酒的色度范围之内。植酸浓度为 0.07 ‰时, 护色效

果 最 为 理 想 , 保 质 4 个 月 、6 个 月 的 色 度 值 分 别 降 为

5.032 和 5.328。但在浓度为 0.09 ‰时, 啤酒的色度又呈

现出较缓的上升趋势, 表明植酸的护色作用并不是完全

取决于浓度的高低。

2.3 植酸在超高压条件下对啤酒色度的影响

为进一步考察植酸在超高压条件下对啤酒的协同

护色作用, 依据上述超高压及植酸单因素作用于啤酒的

效果 , 确定了 3 因素 3 水平的正交实验 , 即压力分别为

200 MPa、300 MPa 和 400 MPa, 保压时间分别为 5 min、

10 min 和 15 min, 植酸添加量分别为 0.03 ‰、0.05 ‰和

0.07 ‰。正交实验结果见表 1。

正交实验结果表明 , 最佳试验方案为 A3B1C3, 在此

条件下, 啤酒的色度值最小, 为 4.229。各因素影响啤酒

色度稳定性的主次顺序为: A> B> C。

3 结论

啤酒的色度随着压力的增高, 呈现先是急剧上升而

后平缓的下降趋势 , 保压时间延长 , 作用不显著但仍有

所下降, 说明增大压力及延长保压时间对啤酒色度稳定

性都有积极的作用。

啤酒添加植酸后的 24 h 内 , 由于植酸反应尚不完

全, 啤酒色泽有所加深, 但在保质期中, 植酸发挥了显著

的护色效果。植酸浓度达到 0.07 ‰时, 啤酒的色度达到

最小值。

超高压协同植酸作用对啤酒的护色效果优于单一

的超高压处理和植酸处理。协同作用的最佳方案为: 作

用压力 400 MPa, 加压时间 5 min, 植酸浓度 0.07 ‰。3

个因素对啤酒色度的影响主次顺序为: 压力大小> 保压

时间> 植酸浓度。
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