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Abstract 

In this paper, enzymatic extraction process of black rice anthocyanins was optimized by response 
surface analysis, the main monomer C3G was prepared and the effect of amino acids on color sta-
bility of C3G was studied. The extraction conditions were determined by single factor tests in 
terms of anthocyanin yield. On this basis, the extraction parameters were optimized by response 
surface analysis, then C3G was separated and purified by AB-8 macroporous, polyamide resin and 
semi-prepared liquid chromatograph in turn, finally copigmentation of leucine, cysteine, trypto-
phan, and methionine on C3G was studied by spectrophotometry and color difference measure-
ment. The results showed that the optimum extraction conditions were: citric acid concentration 
3.5%, enzyme type α-amylase, enzyme addition 95 U/mL, temperature 50˚C, time 125 min, and 
liquid-solid ratio 14:1 mL/g. Under this condition, the average yield of anthocyanins was 1.725‰, 
while the purity was 71.24%. Four amino acids increased the color stability of C3G and improve-
ment with cysteine was the most significant. Therefore, enzymatic extraction of anthocyanins is an 
effective extraction method, and the auxiliary color of amino acids plays an important role in ex-
panding the application range of anthocyanins. 
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摘  要 

利用响应面法对酶法辅助提取黑米花青素工艺进行优化，制备主要单体矢车菊素 -3-O-葡萄糖苷

(cyanidin-3-O-glucoside, C3G)并研究氨基酸对C3G颜色稳定性的影响。以花青素得率为指标，在单因素

试验基础上，结合响应面法，确定最佳提取条件，进而通过AB-8、聚酰胺树脂和半制备液相色谱分离纯

化出C3G。采用分光光度法和色差测定，研究4种氨基酸对C3G颜色稳定性的影响。结果表明，酶法提取

的最佳工艺条件为：柠檬酸浓度3.5%、酶的种类α-淀粉酶、酶的添加量95 U/mL、温度50℃、时间125 
min和液料比14:1 mL/g，在此条件下，花青素的平均得率为1.725‰，纯度为71.24%；4种氨基酸均

增加了C3G的颜色稳定性，其中半胱氨酸的辅色作用最为显著。因此，酶法提取花青素是一种切实有效

的提取方法，及氨基酸的辅色作用对扩大花青素的应用范围具有重大意义。 
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1. 引言 

黑米是禾本植物稻经长期培育形成的一类特色品种，是我国一种药、食兼用的大米[1]。黑米本身具

有很高的药用和营养价值，不仅含有人体所必需的丰富的蛋白质、不饱和脂肪酸和维生素等营养元素，

更含有普通大米所缺乏的胡萝卜素、叶绿素及花青素等特殊成分[2]。黑米花青素的含量高，且其主要单

体是 C3G [3]。如何有效地提取纯化出 C3G 是目前研究的焦点之一。传统的花青素提取方法主要有：水

浸提法和有机溶剂提取法等，而酶法提取是一种简单迅速、创新的提取方法，利用相关的酶破坏植物细

胞，促使有效物质快速溶出。目前，已广泛应用于生物活性物质提取领域[4]。 
花青素是一种安全性高、无毒、纯天然的植物色素，可被添加到食物中，但易受光照、温度、pH 等

因素的影响而氧化及分解[5]。如何提高花青素的稳定性成为亟待解决的问题。咖啡酸、阿魏酸和香豆酸

等有机酸可作为辅色剂，提高花青素颜色稳定性[6] [7]。本试验采用酶法提取黑米中的花青素，并采用响

应面分析优化提取工艺，考察酶添加量、温度、时间及液料比对花青素得率的影响，得到最佳工艺条件

[8]。利用树脂纯化及半制备液相色谱得到 C3G，进而研究氨基酸对 C3G 的辅色作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

黑米(Oryza sativa L.)：市售，产自黑龙江省五常市，购于安徽燕之坊食品有限公司；甲醇(色谱级)、
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甲酸(分析纯)：国药集团化学试剂有限公司；乙腈(色谱级)：美国 Tedia 公司；氨基酸(Leu，Cys，Trp 及

Met)：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；α-淀粉酶(100 U/mg)、纤维素酶(50 U/mg)和酸性蛋白酶(100 
U/mg)、AB-8 大孔树脂和 30~60 目聚酰胺树脂：上海源叶生物科技有限公司；柠檬酸、柠檬酸钠等试剂

为分析纯。 

2.2. 仪器与设备 

CP214 先行者分析天平：奥豪斯国际贸易(上海)有限公司；HX-300 型高速中药粉碎机：浙江省永康

市溪岸五金药具厂；TG16G 高速离心机：盐城市凯特实验仪器有限公司；KRT-NT-2-1 多功能膜设备：

合肥科锐特环保工程有限公司；LGJ-12 冷冻干燥机：北京松源华兴科技发展有限公司；4802 UV/VIS 双

光束分光光度计：尤尼柯(上海)仪器有限公司；E2695 高效液相色谱仪：美国 Waters 公司；HP PLUS 100D
半制备型液相色谱仪：利穗科技(苏州)有限公司等。 

2.3. 方法 

2.3.1. 黑米花青素提取工艺流程[9] [10] 
黑米→粉碎→过筛→细磨→水浴浸提→滤袋过滤→滤液→超滤→渗出液→大孔树脂吸附→乙醇洗脱

→洗脱液→减压浓缩→聚酰胺树脂吸附→乙醇洗脱→洗脱液→减压浓缩→冷冻干燥→花青素 
人工去除黑米中的杂质，称取适量黑米，用高速中药粉碎机粉碎 25 s，过 60 目筛，收集过筛物，将

渣子再粉碎 1~2 次，重复之前的步骤，将两次得到的黑米皮混合均匀备用。按液料比 5:1 加 3.5%柠檬酸

水溶液，用胶体磨细磨使物料粒度在 5~25 µm。控制 α-淀粉酶添加量，在一定温度下水浴浸提一段时间

后使用滤袋过滤，取滤液备用。将滤液进行超滤，除去蛋白质、多糖等大分子物质，收集流出液备用。

经 AB-8 大孔树脂和 30~60 目聚酰胺树脂分离纯化后，收集洗脱液减压浓缩，经过真空冷冻干燥得到紫

红色的花青素粉末即为花青素纯品。 

2.3.2. pH 示差法测定花青素含量 
花青素的得率采用 pH 示差法[11]。 

( ) ( )‰, 1000W tw w A L M DF V Wε= × × × ×花青素含量                        (1) 

式中：A—— ( ) ( )520 nm 700 nm 520 nm 700 nm 1.0  1.0  4.5  4.5A pH A pH A pH A pH= − − −吸光度 ；ε——C3G 的消光

系数，26900；L——光程，0.5 cm；DF——稀释因子；MW——C3G 分子量，449.2；V——最终体积，

mL；Wt——产品重量，mg。注：蒸馏水作参比(A700nm)消除样液混浊的影响。 

2.3.3. 单因素及响应面试验设计 
以花青素得率为指标，以柠檬酸浓度(1.5%、2%、2.5%、3%、3.5%、4%、4.5%和 5%)、酶的添加量

(20 U/mL、40 U/mL、60 U/mL、80 U/mL、100 U/mL、120 U/mL、140 U/mL 和 160 U/mL)、温度(30℃、

35℃、40℃、45℃、50℃、55℃、60℃和 65℃)、时间(20 min、40 min、60 min、80 min、120 min、140 min
和 160 min)及液料比(4:1 mL/g、6:1 mL/g、8:1 mL/g、10:1 mL/g、12:1 mL/g、14:1 mL/g、16:1 mL/g 和 18:1 
mL/g)为因素，其余条件保持相同，分别进行单因素试验[12] [13]，考察各因素对酶法提取黑米花青素得

率的影响 
响应面法试验设计采用 Box-Behnken 模型，在单因素试验基础上，利用 Design-Expert 8.0 软件对黑

米花青素提取条件进行 Box-Behnken 试验优化，柠檬酸浓度影响体系的 pH 值，仅需保证体系的 pH 能维

持花青素的稳定性，及酶的作用即可，对提取率影响不大。故选择酶添加量(A)、温度(B)、时间(C)及液

料比(D)为响应因素，设计 4 因素 3 水平试验见表 1，以得出黑米花青素最佳提取条件[14]。 
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Table 1. Experimental variables and levels for Box-Behnken design 
表 1. 响应面试验因素水平及编码 

因素 
水平 

−1 0 1 

X1酶添加量/(U/mL) 80 100 120 

X2温度/ ℃ 45 50 55 

X3时间/min 120 140 160 

X4液料比/(mL/g) 12:1 14:1 16:1 

2.3.4. 高效液相色谱法(HPLC)测定花青素的纯度及 C3G 的制备 
按最优工艺条件提取花青素，树脂纯化后，得到黑米花青素粉末。采用高效液相色谱法测定花青素

的纯度，色谱条件：流动相 A 为 5%甲酸水溶液，B 为乙腈。色谱柱类型：UItimate XB-C18，梯度洗脱：

0~5 min，5~10 % B；5~10 min，10 % B；10~17 min，10~24 % B；17~27 min，24~90 % B；27~30 min，
90 % B；30~35 min，90~5 % B；35~45 min，5 % B。进样量：10 µL；流速：1 mL/min；柱温 40℃；检

测波长：280 nm、520 nm。半制备液相色谱制备 C3G，色谱条件：同 HPLC 法，收集波长：520 nm、检

测波长 280 nm，进样量：5.0 mL 和流速：8 mL/min。 

2.3.5. 氨基酸对 C3G 的辅色作用 
分别配制 0.5%氨基酸(Leu、Cys、Trp 及 Met)水溶液，用 1 mol/L 柠檬酸调 pH 至 3.0；称取 0.05%矢

车菊素-3-O-葡萄糖苷溶于 20 mmol/L 柠檬酸缓冲溶液(柠檬酸、柠檬酸钠和苯甲酸钠，pH 3.0)，添加 200 
mM 氯化钙溶液，使溶液的 Ca2+离子强度为 0.02%。将氨基酸溶液和花青素溶液以体积比 1:1 混合，再加

入 0.1%L-抗坏血酸，充分搅拌至溶解，调节 pH 至 3.0。体系成分为 0.25%氨基酸、0.025%花青素、0.05%
抗坏血酸和 0.01%钙盐，以不添加氨基酸的体系为对照[15]。 

样品在 40℃自然光条件下贮存 5 天，分别测定 0 d、1 d、2 d、3 d、4 d 和 5 d 的吸光值(A520 nm)，测

量体系在 0 和 5 d 的 L、a 及 b 值，根据公式： ( )1 2* *2 *2 *2E L a b∆ = ∆ + ∆ + ∆ ，其中 ΔL*、Δa*、及 Δb*贮藏

5 天后 L、a 及 b 值与初始值的差距，得到 ΔE*；根据每天的 A520 nm进行花青素的降解动力学计算，确定

是否符合零级或一级反应，确定反应速率常数(k)和平均半衰期(t1/2) [16]。 

2.3.6. 统计学分析方法 
采用 SPSS 20.0 统计软件进行分析，数据以均数 ± 标准差(x ± s)表示。多组间比较采用方差分析，

均数间两两比较采用 LSD-t 检验。 

3. 结果与分析 

3.1. 单因素试验结果 

3.1.1. 酶的种类对花青素得率的影响 
由图 1 可得，与空白组(未添加酶)相比，α-淀粉酶的添加显著提高了花青素的得率，而纤维素酶和酸

性蛋白酶提高不明显。当 α-淀粉酶添加量为 100 U/mL 时，得率最大是 1.4526‰。这是因为黑米中主要

成分是淀粉，纤维素和蛋白质含量少，采用 α-淀粉酶将淀粉大分子物质水解成小分子物质，使花青素暴

露出来，更易被提取，故选择 α-淀粉酶作为花青素提取酶。 
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Figure 1. Effect of enzyme types on anthocyanin yield 
图 1. 酶的种类对花青素得率的影响 

3.1.2. 柠檬酸浓度对花青素得率的影响 
由图 2 可得，当柠檬酸浓度为 0%~3.5%时，花青素得率呈上升趋势；之后再增加柠檬酸浓度，花青

素得率反而缓慢下降。因为花青素是一种多酚类物质，含有很多的酚羟基，在较温和的酸性条件下容易

与水分子形成分子间氢键，从而增加花青素的溶解性，酸性过强时容易造成氢键断裂，降低花青素溶解

度，故选择柠檬酸浓度为 3.5%，即 pH 为 3 左右。  
 

 
Figure 2. Effect of citric acid concentration on anthocyanin yield 
图 2. 柠檬酸浓度对花青素得率的影响 

3.1.3. 酶的添加量对花青素得率的影响 
由图 3 可得，当酶的添加量在 20~100 U/mL 时，随着酶添加量的增加，花青素的得率不断上升。当
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酶添加量为 100 U/mL 时，得率最高为 1.5926‰。当添加量继续增加，得率反而有下降趋势。由于在低的

酶添加量下，酶与底物尚可充分的结合；但底物是一定的，随着酶添加量的增加，其不能使酶达到饱和，

导致了酶的作用受到了抑制[17]，故选择酶的添加量为 100 U/mL。 
 

 
Figure 3. Effect of enzyme addition on anthocyanin yield 
图 3. 酶的添加量对花青素得率的影响 

3.1.4. 温度对花青素得率的影响 
由图 4 可知，当温度在 30℃~ 50 ℃时，花青素得率随温度的升高而迅速增加，当温度达到 50 ℃时，

得率最大为 1.6301‰；但随着温度的进一步升高，得率随之下降。因为花青素的稳定性和 α-淀粉酶的活

性受到温度的影响，花青素在高温时不稳定易分解；适当地升高温度增加了溶液的热能，进而增强了酶

的作用，但温度过高会导致酶蛋白的变性及花青素的氧化分解，因此，选择温度为 50℃。 
 

 
Figure 4. Effect of temperature on anthocyanin yield 
图 4. 温度对花青素得率的影响 

3.1.5. 时间对花青素得率的影响 
由图 5 可知，当时间在 0~120 min 内，花青素的得率随着时间的增加迅速提高，并在 120 min 达到最
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大为 1.6823‰；之后，基本保持不变。因为在 0~120 min 内，黑米中的淀粉被 α-淀粉酶水解，使被淀粉

包裹的花青素释放出来，随着时间的增加得率逐渐提高，当反应达到一定阶段，淀粉已被充分水解，花

青素完全溶解在溶剂中，继续增加酶解时间，得率基本不变，所以选择提取时间为 120 min。 
 

 
Figure 5. Effect of extraction time on anthocyanin yield 
图 5. 时间对花青素得率的影响 

3.1.6. 液料比对花青素得率的影响 
由图 6 可知，当液料比在 4:1~16:1 内，花青素得率随提取剂体积的增加而提高，当液料比为 16:1 时，花青

素得率达到最大为 2.1808‰，之后随着提取剂体积的增加，得率缓慢下降。表明液料比在 16:1 时，花青素大量

溶解在提取剂中，再增加提取剂体积，花青素不会继续溶出，得率反而有所下降，选择液料比为 16:1 mL/g。 
 

 
Figure 6. Effect of liquid to solid ratio on anthocyanin yield 
图 6. 液料比对花青素得率的影响 

3.2. 响应曲面分析结果 

3.2.1. 响应曲面试验设计方案及结果 
通过单因素试验，确定最佳单因素试验条件范围，以此为基础，为获得最佳的提取工艺条件，研究
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酶添加量、温度、时间及液料比对花青素提取效果的影响，结果如表 2 所示。经过多元回归拟合，获得

拟合方程为： 

1 2 3 4 1 2 1 3 1 4
2 2 2 2

2 3 2 4 3 4 1 2 3 4

1.72 0.033 0.011 0.12 0.034 0.074 0.15 0.011

0.099 0.058 0.013 0.26 0.19 0.14 0.18

Y X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

= − − − − + + −

+ − + − − − −
 

 
Table 2. Experimental design for response surface analysis and corresponding results of anthocyanin extraction 
表 2. 黑米花青素提取试验设计及结果 

试验号 X1 X2 X3 X4 花青素得率 Y/‰ 试验号 X1 X2 X3 X4 花青素得率 Y/‰ 

1 1 0 1 0 1.444 16 0 1 0 −1 1.754 

2 1 0 −1 0 1.337 17 0 0 0 0 1.383 

3 0 −1 −1 0 1.278 18 1 −1 0 0 1.691 

4 0 0 1 −1 1.635 19 0 −1 0 −1 1.108 

5 −1 0 0 1 1.302 20 −1 0 0 −1 1.378 

6 0 0 0 0 1.286 21 0 1 −1 0 1.347 

7 −1 0 1 0 1.753 22 0 0 −1 −1 1.504 

8 1 0 0 −1 1.067 23 0 0 0 0 1.511 

9 0 −1 1 0 1.355 24 0 0 −1 1 1.779 

10 −1 0 −1 0 1.130 25 1 0 0 1 1.332 

11 −1 −1 0 0 1.620 26 0 1 1 0 1.250 

12 0 0 −1 1 1.402 27 1 1 0 0 1.395 

13 0 1 0 1 1.555 28 0 0 0 0 1.234 

14 −1 1 0 0 1.216 29 1 0 1 0 1.644 

15 0 0 0 0 1.233       

3.2.2. 回归模型的方差分析 
回归模型的方差分析如表 3 所示。试验选用的模型极显著 P < 0.01，失拟项不显著 P = 0.7152 > 0.05，

说明模型是有效的；模型的校正决定系数 2 0.9037AdjR = ，说明该模型能解释 90.37%响应值的变化，有总

变异大约 9.63%不能用该模型来解释；相关系数 R2 = 0.9468，说明该模型拟合程度良好，预测值与实测

值之间有较好的相关性，试验误差小，可以用该模型来分析和预测黑米花青素的提取率。 
 
Table 3. Variance analysis and significance test of regression model for anthocyanin extraction 
表 3. 回归模型的方差分析及显著性检验结果 

来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 1 0.013 0.013 2.22 0.0489 * 

X2 1 <0.001 <0.001 0.25 0.6250 N 

X3 1 0.160 0.160 27.50 0.0001 ** 

X4 1 0.012 0.012 2.09 0.1703 N 

X1X2 1 0.022 0.022 3.71 0.0745 N 

X1X3 1 0.093 0.093 15.97 0.0013 ** 
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Continued 

X1X4 1 <0.001 <0.001 0.082 0.7783 N 

X2X3 1 0.039 0.039 6.70 0.0214 * 

X2X4 1 0.014 0.014 2.31 0.1505 N 

X3X4 1 <0.001 <0.001 0.083 0.7781 N 

X1
2 1 0.43 0.43 72.86 <0.0001 ** 

X2
2 1 0.23 0.23 39.56 <0.0001** ** 

X3
2 1 0.12 0.12 20.83 0.0004 ** 

X4
2 1 0.20 0.20 33.55 <0.0001 ** 

模型 14 1.04 0.074 12.67 <0.0001 ** 

残差 14 0.082 <0.001    

失拟 9 0.045 <0.001 0.67 0.7152 N 

纯误差 5 0.037 <0.001    

合计 28 1.12     

注：N 表示没有显著性，P > 0.05，*差异显著，P < 0.05；**差异极显著，P < 0.01。 
 

在设定的 29 组试验中最小的响应值为 1.079‰，最大值为 1.724‰。由表 3 回归方程系数显著性检验

可知，在此试验设计中，一次项 X1 显著(P < 0.05)，X3 极显著(P < 0.01)，二次项 X2X3 显著，X1X3 极显著，

X1
2、X2

2、X3
2、X4

2 极显著，其余项均不显著。影响花青素提取得率的各因素主次顺序为：时间 > 酶的

添加量 > 液料比 > 温度。 

3.2.3. 响应面交互作用分析 
回归模型的响应曲面及等高线如图 7 所示。花青素的得率均随着提取条件值的增加呈现先增加后减

少的趋势，并且响应曲面的坡度越陡峭，说明交互效应越显著。可以看出，图 7 B 的曲线较为陡峭，而

图 7 A 的曲线次之，故酶添加量和时间的交互作用极显著(P < 0.01)，而酶添加量和温度的交互作用显著

(P < 0.05)。随着酶添加量的增加得率呈增加趋势，随后略微下降。这表明通过增加酶分子活性位点数目

可使更多底物分子转化成产物，但是过高的酶量可能造成扩散限制和传质限制[18]。在一定范围内，提高

温度可促进底物分子和酶之间的碰撞，得率明显增加。随着时间的增加，得率呈增加趋势，随后保持稳

定。酶促反应需要一定的时间，达到饱和状态后，得率不再受时间影响。 
 

 
固定水平：时间 153.51 min、液料比 14.59 mL/g 

A：酶添加量(X1)与温度(X2) 
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固定水平：温度 50.68℃、液料比 15.14 mL/g 

B：酶添加量(X1)与时间(X3) 

Figure 7. Response surface and contour map of pairwise interactive effects of various factors 
图 7. 各因素交互作用的响应面与等高线图 

3.2.4. 最优提取条件及模型验证 
确定花青素提取的最佳工艺参数为：酶添加量 94.05 U/mL、温度 48.74 ℃、时间 126.42 min 和液料比

13.86:1 mL/g。在此工艺条件下，花青素的预测得率最大为 1.7734‰。为了检测响应面法所得结果的可靠

性，采用上述最佳工艺条件对黑米花青素进行提取，考虑到实际可操作性，将酶的添加量调整为 95 U/mL，
温度 50 ℃、时间 125 min 和液料比 14:1 mL/g，得到实际提取率为 1.725‰ ± 0.041‰，与理论值非常接近，

说明模型较好地反映出花青素提取的条件，也说明了用响应面法优化是可行的。 

3.3. HPLC 测定花青素的纯度及 C3G 的制备 

黑米花青素经提取纯化后，每一步均使 C3G 含量得到提高，提取物经过 AB-8 大孔树脂纯化后，纯

度为 47.33%；经聚酰胺树脂纯化后，纯度为 71.27%，这说明聚酰胺对黑米花青素纯化效果是较好的。如

图 8 所示，聚酰胺纯化前样品在 280 nm 检测波长下，即黄酮类化合物常用检测波长下杂峰较多，经聚酰 
 

 
(a) AB-8 大孔树脂纯化 

 
(b) AB-8 大孔树脂 + 聚酰胺树脂纯化 

Figure 8. HPLC chromatogram before and after purification 
图 8. 纯化前后的 HPLC 色谱图 
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胺处理后，杂峰峰面积明显减少，可见大多黄酮类杂质已被除去。 
 

 
Figure 9. Semi-preparative liquid chromatography and C3G mass spectrometry 
图 9. 半制备液相色谱图及 C3G 质谱图 
 

利用半制备液相色谱分离纯化出黑米花青素主要单体矢车菊素-3-O-葡萄糖苷(C3G)，结果如图 9 所

示。收集 18 min 左右的物质，即为 C3G，其峰面积最大。对收集的组分进行质谱检测，得到主要成分是

分子量 449 的物质，即验证该组份为 C3G。 

3.4. 氨基酸对黑米花青素的辅色作用研究 

3.4.1. L-抗坏血酸对 C3G 颜色稳定性的影响 
L-抗坏血酸对 C3G 颜色稳定性的影响如图 5 所示。在 40℃自然光光照下贮存 5 天后，仅含 C3G 的

体系表现出良好的稳定性，其颜色和吸光值的变化较小。由表 4 可得，仅含 C3G 的体系的降解反应动力

学符合零级反应和一级反应，经计算得半衰期 t1/2 为 5.63 或 6.30 天。L-抗坏血酸的添加导致体系中花青

素颜色迅速的衰退(t1/2 = 2.61 天)，伴随着吸光值的变化和红色褪去。含 L-抗坏血酸的体系中，花青素的

降解符合一级反应动力，揭示了抗坏血酸的浓度对降解速率有线性影响。L-抗坏血酸降解花青素的作用

主要有以下 2 种机制：1) L-抗坏血酸和花青素间存在缩合作用，从而破坏花青素；2) 抗坏血酸的自氧化

作用产生自由基，进而分裂花青素的黄烊盐离子核心[19]。 
 

 
Figure 10. Absorbance stability of system in light for 5 days at 40˚C 
图 10. 体系的吸光值稳定性(在 40 ℃自然光光照下)  
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3.4.2. 氨基酸对 C3G 颜色稳定性的影响 
四种不同的氨基酸(Leu、Cys、Trp 及 Met)对含 C3G 的体系中颜色稳定性影响如图 11 所示。添加 0.25%

氨基酸增强了体系中 C3G 的稳定性，与未添加氨基酸的体系相比，贮藏过程中花青素的褪色率较小，添

加了半胱氨酸的体系的颜色稳定性提高最明显。花青素在半胱氨酸存在下颜色稳定性提高的原因可能是

它们之间通过氢键或疏水作用的发生了相互作用[20]。 
 

 

Figure 11. Relative absorbance and ΔE* of system with 0.25% amino acid in light for 5 days at 40℃ 
图 11. 体系的相对吸光度和色差变化(在 40℃光照 5d 下，0.25%氨基酸，显著性以字母 a-e 表示，a：影响最显著) 
 

体系中花青素颜色稳定性的动力反应顺序如表 4 所示。在氨基酸存在时，花青素颜色的降解符合一

级反应。结果表明：花青素降解受氨基酸浓度的线性影响，但需进一步研究。添加氨基酸后，含 L-抗坏

血酸的模型饮料体系的半衰期有一定程度的延长(Leu：2.61 至 3.81 d，Cys：2.61 至 11.95 d，Trp：2.61
至 6.08 d 及 Met：2.61 至 4.99 d)。因此，半胱氨酸抑制花青素降解的作用最强。 
 
Table 4. Kinetic reaction order for anthocyanin stability in model beverage systems stored at 40˚C for 5 days 
表 4. 模型饮料系统的花青素稳定性的动力反应参数(在 40℃储存 5 天下) 

模型饮料系统 
零级反应 一级反应 

k(M/day) R2 t1/2(day) k(M/day) R2 t1/2(day) 

C3G 0.585 0.97 5.63 0.110 0.97 6.30 

C3G + Vc 0.536 0.82 2.88 0.266 0.96 2.61 

C3G + Vc + Leu 0.072 0.94 3.81 0.182 0.99 3.81 

C3G + Vc + Cys 0.032 0.97 9.20 0.058 0.98 11.95 

C3G+ Vc + Met 0.050 0.99 5.90 0.114 0.98 6.08 

C3G + Vc + Trp 0.066 0.98 5.18 0.139 0.96 4.99 

注：粗体表示 R2大于 0.95。 

4. 结论 

本文采用 Box-Behnken 的中心组合设计及响应面(RSM)分析，优化了酶法提取黑米中花青素的工艺

参数，得到最佳工艺条件为：酶的添加量 95 U/mL，温度 50℃、时间 125 min 和液料比 14:1 mL/g。以此

条件得到花青素的得率为(1.725 ± 0.041) ‰，经过 AB-8 大孔树脂和聚酰胺树脂纯化后，纯度为 71.24%。

辅色作用研究表明，L-抗坏血酸的添加加速了体系中花青素的降解，而氨基酸的加入能抑制其降解作用，
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从而提高体系的颜色稳定性，半胱氨酸辅色效果最好，是一种极具开发潜力的辅色剂。 
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