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摘要：通过对3种不同溶剂体系的研究，选择正丁醇一乙酸一水(4 l 1 l 5)体系作为HSCCC法分离纯化辣

椒碱的溶剂体系}此方法可以将粗提物中的辣椒碱和红色素得到很好的分离，出峰时间在40～70 min

的收集物即为辣椒碱I用HSCCC纯化处理后的辣椒碱收集物经HPLC法测定，纯度为90．3％。
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Study on separation and purification of capsaicin with HSCCC
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Abstract：In this paper，we tried to purify capsaicin with HSCCC．The results showed that n-butyl al—

cohol。acetic acid l H2 O(4 l 1 I 5)was the best solvent system to separate capsaicin．After purifica—

tion with HSCCC，we could get 90．3％purified capsaicin determined by HPLC．
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辣椒(Capsicum annuum L．)属茄科本草植物，其

果实可食用，根茎可人药。近年来随着研究的深入，辣

椒的研究已经不限于传统的食用和药用上。辣椒含有

辣椒红色素和辣椒碱，辣椒红色素色泽鲜艳且无毒，是

食品添加剂红色素的优良原料[1]。辣椒碱更是近年来

的研究热点，药用价值极高，而且在军事、生化农药等

领域也有很大的应用，相关的研究国内外报道已有很

多[2’3]。辣椒碱具有镇痛、消炎、促进食欲、改善消化、

抗菌杀虫及对神经递质的选择性等药理作用[．-6】，但

是辣椒碱粗提物中有一些酚类物质能够拮抗辣椒碱对

神经肽的作用，故辣椒碱粗品在临床上不能诱导神经

肽活性，反而加剧疼痛和炎症117]，因此辣椒碱必须提纯

才有应用价值。因此，为了拓宽辣椒碱的应用范围，提

高其经济效益和价值，有必要对辣椒碱粗提物进行进

一步分离、纯化，从而得到高纯度的辣椒碱。

高速逆流色谱(high—speed counter--current chro—

matography，简称HSCCC)是20世纪80年代发展起来

的一种液液分配色谱技术，与其它色谱技术不同的是它

不需任何固态载体(如柱填料、吸附剂、亲和剂、板床和

筛膜等)，因而避免了分离样品与固态载体表面因发生

化学反应而造成的失活、变性、污染及不可逆吸附等不

良情况。此外，它还具有高效、快速、进样量大、回收率

高等优点，所以特别适合于天然产物的分离与纯化。经

过近30年的发展，随着其理论和技术的日益发展和完

善，HsCCC正越来越广泛的应用于生化、生物工程、医

药、天然药物化学、有机合成、环境分析、食品、地质和材

料等领域，尤其在天然产物分离纯化与制备领域显示了

其它色谱技术无可比拟的优势IS-to]。
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1 材料与方法

l-1试验材料与试剂

辣椒碱粗提物浸膏，实验室自制；正丁醇，分析纯，

天津化学试剂厂；乙酸，氯仿，分析纯，西安化学试剂

厂。

1．2仪器与设备

TBE-300型高速逆流色谱仪上海同田生化技术有限

公司生产(包括S-1007单缸柱塞泵和8823B紫外检测器，

聚四氟乙烯柱，柱内径1．6 1TIIn，螺旋管总体积300 mL，转

速0～1000 r／min)；N2000色谱工作站浙江大学智达信

息工程有限公司研制开发；溶剂体系选择软件清华大学

研制；DDB-300多通道蠕动泵浙江象山定山仪器厂，

PH孓3C型精密pH．计上海雷磁仪器厂。

1．3试验方法

1．3．1 分配系数的测定方法[11]

溶剂系统的选择是同时选择色谱分离过程的两

相，是对样品成功分离的关键所在，而样品中各组分的

分配系数决定着这种溶剂系统是否合适，因此分配系

数的测定是选择溶剂系统的重要环节j目前，分配系

数的测定多采用薄层色谱法、毛细管电泳法、HPLC

法、生物活性分配比率法及分析型HSCCC法。被分

离物质的分配系数(K)范围在0．5～2之间时可以达

到比较好的分离效果。按上述方法得到溶有样品的溶

剂体系，取上、下两相，进行高效液相色谱(HPLC)或

薄层色谱(TLC)分析，得到一对色谱图，计算对应峰之

间的高度和面积之比，则可算出每一成分的K值。

本试验选择浓度测定法测定K值，计算公式见(1)。
，一’．．

K一半 (1)
乙L 。

式中：Cu为上相中溶质浓度，CL为下相中溶质浓度。

1．3．2 HSCCC的分离操作

将选好的溶剂体系按照比例配好，超声波脱气

l～3 h，然后用塑料薄膜将容器封好，放置一夜，使体

系中的气体排尽。取粗提物浸膏0．5 g，用固定相和流

动相各5 mL将粗提物溶解，过滤作为样液备用。

分离前，先高流速泵入固定相，待固定相充满整个

管路后，停泵，启动工作鼓，把转速调至900 r／min，然

后以2．0 mL／ndn的速度泵人流动相，同时用量筒接

一78一

收流出的固定相，当出口端开始流出流动相，并在量筒

中不断透过固定相液层达到筒底部时，读取量筒中排

出的固定相的体积，按公式(2)计算固定相保留率。此

时，停泵，通过六通进样阀进样，进样量为8 mL，然后

继续以2．0 mL／min的速度泵人流动相。此时启动色

谱工作站记录图谱，紫外检测器检测波长280 nm。保目率(舻燮驾鬻产×100％。(2)
注：本试验色谱仪的螺旋管总体积为300 mL．

2 结果与分析讨论

2．1溶剂体系的选择

2．1．1 氯仿。甲醇：水体系

对于未知组成的样品，一般根据经验来选择溶剂体

系。通常先选用氯仿：甲醇：水为2：2。1溶剂体系先

进行尝试。它的平衡时间短，两相体积比大致相等。在

这个体系中，氯仿、水分成两相，甲醇在上、下相均有分布，

甲醇在其中起到调节两相极性的作用。甲醇量的增加，

一方面增加氯仿的极性，另一方面减少水的极性。

试验发现，上相主要成分为辣椒碱，而色素主要分布

在下相。通过计算K值远远小于0．5，所以该体系比例不

适合。另外，又对氯仿t甲醇。水为4：3：2和氯仿：甲

醇：水为7 t 13：8这两个经典体系进行了尝试，结果辣

椒碱还是很不均匀的分配在上相，即水相。从试验可以

看出，辣椒碱极性相对较大，该体系不适合辣椒碱的纯

化。因此，本试验尝试用强极性溶剂体系。

2．1．2氯仿水体系中调节pH值

氯仿水体系中调节pH值以增大极性，典型的溶

剂体系如氯仿。甲醇。0．3 mol／L或0．2 mol／L盐酸

的水溶液(4。1．5，2)，试验发现，上相主要成分为辣

椒碱，而色素主要分布在下相。通过计算K值远远小

于0．5，所以该体系不适合。

2．1．3正丁醇和水体系

强极性溶剂体系的基本两相由正丁醇和水组成，可

根据需要在上下相中加入甲醇、乙醇、醋酸乙酯等来调节

溶剂系统的极性。参考相关文献资料，本试验首先尝试

选用经典体系正丁醇：乙酸：水(4。1：5)，试验发现：该

溶剂体系平衡时问短，两相体积比大致相等。通过计算

K=0．504，符合溶剂体系选择的分配系数(O．5～2)的范
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围。所以本试验初步选定正丁醇和水体系作为提纯辣椒

碱的溶剂体系。在改变各组分的比例的基础上，观察分

层以及比例分配，并按公式(1)计算K值，以求能得到最

佳的分离溶剂体系比例，试验结果见表1。

裹1正丁醇一乙酸一水体系不同比例下分离效果

Table l Separation effects of alcohol‘acetic acid l H2 O

solvent system with different ratio

试验发现，减少水的比例和加大乙酸的比例，都可

以使分配系数变大。但是随着乙酸加入比例的增大，

溶剂体系上下层分层很慢，且由于正丁醇和水混合存

在一定的乳化特性，中间还很容易生成一条乳白色的

带。虽然K值相对较大，但是由于乳化以及分层缓慢

等原因，也会影响辣椒碱的分离纯化效果。综合考虑，

本试验选择经典溶剂体系：正丁醇t乙酸t水(4 t 1 t

5)进行辣椒碱的分离，该比例下上下相分布基本为1

t 1，可以减少溶剂的浪费，从而降低成本。

2．2 高速逆流色谱分离结果及分析

对辣椒碱粗提物的分离纯化结果见分离色谱图1。

0 5 1015∞巧弼"40q∞舄∞∞W 7，∞U 90 9510010M101I，120I≈l∞l"140145I弱I鄂I∞

时间(rain)

圈I辣椒碱的HSCCC分离色谱围

Fig．I Chromatogram map of capsaicin by HSCCC

在溶剂体系正丁醇。乙酸t水(4。1·5)下，辣椒

碱粗提物中的辣椒碱和其它物质能够很好的实现分

离。峰I收集物为无色，出峰时间在40～70 min之

间，经定性检测为辣椒碱组分。其余两个峰的收集物

检测无辣椒碱，具体物质有待进一步确定。将组分I

挥干有机溶剂后，用高效液相色谱法进行定量测定，计

算出辣椒碱纯度为90．3％。

3 小结

选用正丁醇，乙酸。水(4：l：5)为HSCCC法

分离纯化辣椒碱的最佳溶剂体系。

该法可以将粗提物中的辣椒碱和红色素得到很好

的分离，出峰时间在40～70 min的收集物即为辣椒

碱。经HSCCC纯化处理后的辣椒碱收集物经HPLC

法测定，纯度为90．3％。

本方法结合HSCCC来分离纯化辣椒碱具有创新

性，目前鲜见报道，分离效果良好，但是该方法处理的

量小，对工业化应用有一定的限制，需要进一步改进。
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