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叶绿素 a工艺研究
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摘  要: 为了探索蓝藻叶绿素 a的最佳萃取工艺参数, 在单因素试验基础上, 选取乙醇体积分数、

萃取时间以及液固体积质量比为自变量,叶绿素 a 萃取得率为响应值, 采用中心组合设计的方法,

研究各自变量及其交互作用对响应值叶绿素 a萃取率的影响。利用响应面分析方法, 模拟得到了

2次多项式回归方程的预测模型,并确定叶绿素 a萃取工艺的最佳参数:乙醇体积分数 86%、时间

133 s、液固体积质量比 16B 1 ( mL Bg ) ,在开启超声波、微波功率 250 w、萃取两次的条件下,叶绿

素 a萃取率达到( 21 686 ? 01 013) mg/ g。
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Abstract: On the basis of the results of single factor experiments, the ethanol concentration,

ext ract ion t ime and the rat io of liquid volume to solid mass w ere selected as independent variables

to opt imize the ext ract ion process parameters for chlo rophy l-l a from blue algae. by using central

composite design and response sur face analysis. the opt imum conditions w er e achieved and listed

as fo llow s: 86% ethano l, ext raction t ime 133 s and volume of liquid to so lid mass rat io 16 B 1

( mL/ g ) , m icrow ave pow er 250 w . U nder the opt imum conditions, the ex t ract ion y ield o f

chlor ophy l-l a achieved at ( 2. 686 ? 0. 013) mg/ g.

Key words: blue alg ae, chlo rophy lla, ult rasonic-microw ave ex traction, response surface
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  蓝藻 ( Cyanobacter ia) 俗称蓝细菌 ( Blue a-l

g ae)、蓝绿藻( blue-green alg ae) , 是最简单、最原始

的一类革兰氏阴性原核生物, 能进行光合作用, 富

含有数种类胡萝卜素、叶黄素以及叶绿素 a( Ch-l

a) ,但无叶绿素 b。太湖中蓝藻主要由微囊藻(M i-

crocy st is) 组成, 其中, 铜绿微囊藻 ( M icrocy st is.

aer uginosa)约占90%,是太湖水源有毒害二次污染

的主要物种, 还有少量水华微囊藻 ( M icrocy st is.

f lo-saquae)以及螺旋鱼腥藻 ( Anabeana sp i rodes )

等[ 1]。叶绿素是绿色植物或者藻类进行光合作用的

主要色素
[ 2]

,其分子中的卟啉环结构与人体血红素

结构类似,具有活化细胞、抗贫血、抗菌消炎、抗衰

老以及护肝等功效, 因此可广泛应用于食品、化妆

品、医药等领域 [ 3]。

叶绿素的提取主要以蚕沙、桑叶等为原料, 采

用有机溶剂提取法[ 4] 、超声辅助萃取法[ 5-6]、微波辅

助萃取法[ 7] 、超临界 CO 2萃取法 [ 8-9]等。有机溶剂提

取法存在溶剂消耗量大, 提取时间长、提取率低等

缺点;超临界 CO2萃取法对于脂溶性物质提取较好

而对叶绿素提取效果不理想
[ 10-11]

。微波萃取技术

具有设备简单、适用范围广、萃取效率高、重现性

好、节省时间、节省试剂、污染小、重现性好等特

点[ 12] ,再加上超声波的次级效应如机械振动、乳化、

扩散、击碎法、化学效应等也能加速细胞内有效成

分的扩散释放并使其充分与溶剂混合,可以提高萃

取效率[ 13]。本实验采用超声-微波波萃取技术( U-l

t rasonic-M icrowave Coor dinat ive Extraction, U-

MCE) ,通过响应面设计研究相关因素对叶绿素 a

萃取率的影响, 旨在资源化利用太湖中有严重毒害

作用的物种蓝藻,建立超声-微波协同萃取叶绿素 a

技术提供科学的实验依据。

1  材料与方法

11 1  材料、试剂与仪器

蓝藻: 取自太湖无锡段德林海公司脱水后的新

鲜蓝藻; 甲醇、二甲亚砜、无水乙醇、体积分数 95%

乙醇、丙酮、乙酸乙酯、正己烷、石油醚、盐酸等均为

分析纯。

CW-2000型超声-微波协同萃取仪: 上海新托

微波溶样测试技术有限公司产品; 高效粉粹机: 上

海淀久中药机械制造有限公司产品; TGL-20M 高

速冷冻离心机: 上海卢湘仪离心机有限公司产品;

752型紫外可见光光度计: 上海光谱仪器有限公司

产品; DHG-9070A 型电热恒温鼓风干燥箱:上海精

宏实验设备有限公司产品。

11 2  实验方法

11 21 1  叶绿素 a超声-微波协同萃取工艺  将收集

的蓝藻晒干,粉碎过 60 目筛。准确称取 11 00 g 干

蓝藻粉及量取一定量的萃取剂装于萃取瓶中, 设定

萃取时间、功率、温度及开启超声系统和水循环进

行萃取。

11 21 2  叶绿素 a 萃取率的测定  萃取完成后, 将萃

取液离心取上清液用 95 %乙醇定容, 752型分光光

度计于波长 665 nm 和 750 nm处测吸光值, 然后加

入几滴 1 mo l/ L 盐酸酸化, 于波长 665 nm 和 750

nm处再次测吸光值,按下式计算叶绿素 a含量
[ 14]

:

Ca乙醇 = 271 9 @ [ ( A 665 - A 750) -

( A 665 - A 750) ] @ V乙醇 / m蓝藻

 式中: Ca乙醇 为乙醇法测定的叶绿素 a 质量分数

(Lg/ g) ; A 665、A 750分别为乙醇萃取液于波长665 nm

和 750 nm 的吸光值; A 665、A 750 分别为乙醇萃取液

酸化后于波长 665 nm和 750 nm 的吸光值; V乙醇 为

乙醇萃取液的体积( mL) ; m蓝藻 为干蓝藻粉的质量

( g) 。

11 21 3  单因素试验  以 60目干蓝藻粉为试验材

料, 分别以萃取溶剂及乙醇体积分数、萃取时间、微

波功率、液固体积质量比和萃取次数做单因素试

验, 重复 3次。

11 21 4  响应面法优化实验  在单因素实验的基础
上, 以乙醇体积分数、萃取时间和液固体积质量比

因素作为考察对象, 以叶绿素萃取率为响应值, 采

用 Design Exper t 71 01 0统计分析软件的响应面法
安排实验,以获取最优化工艺参数。

2  结果与讨论

21 1  超声-微波协同萃取叶绿素 a单因素试验

21 11 1  萃取剂对叶绿素 a 萃取率的影响  准确称

取 11 00 g 干蓝藻粉若干份, 分别加入甲醇、二甲亚

砜、无水乙醇、体积分数 95%乙醇、丙酮、乙酸乙酯、

正己烷、石油醚 20 mL,开启超声系统, 设定微波功

率 200 w ,萃取时间 120 s, 萃取 1次,考察不同萃取

剂对叶绿素 a萃取率的影响,结果见图 1。

萃取溶剂,选择的重要依据在于将目标成分尽

可能地萃取出来,依据叶绿素 a 萃取得率以及溶剂

有无毒性来确定最合适的萃取溶剂。由图 1 可看

出, 选择不同极性的溶剂进行萃取时, 溶剂极性越

大叶绿素 a 的萃取得率越大。叶绿素 a虽然是脂溶

性物质但带有两个极性基团, 因此具有一定极性,

易溶于极性大的溶剂。而且微波具有选择性加热,

介电常数越小的极性溶剂越容易被加热,能更好地
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吸收微波,提高溶剂的活性, 另外超声波的次级效

应也能加速细胞内有效成分的扩散释放并使其充

分与溶剂混合, 便于萃取。从图 1中可以看出甲醇

和体积分数 95%乙醇对叶绿素 a的萃取得率相差

不大, 由于乙醇无毒性, 因此选择乙醇为最佳萃取

溶剂。

图 1 萃取溶剂对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 1  Effect of extraction solvent on extraction yield of

Ch-l a

21 11 2  乙醇体积分数对叶绿素 a萃取率的影响  

准确称取 11 00 g 干蓝藻粉若干份,分别加入不同体

积分数的乙醇水溶液 20 mL, 开启超声系统, 设定

微波功率 200 w ,萃取时间 120 s,萃取 1次,考察乙

醇浓度对叶绿素 a萃取率的影响,结果见图 2。

由图 2可看出, 随着乙醇体积分数的增加, 叶

绿素萃取率逐渐升高,当达到 90 %时,叶绿素 a 萃

取得率达到最大;再增加乙醇体积分数,叶绿素 a 萃

取得率开始下降。这是由于在乙醇中加入少量的

水时增加了溶剂的极性, 有利于微波加热提高溶剂

活性,从而提高萃取得率; 当乙醇中含水量增大时,

虽然溶剂活性提高了但是脂溶性叶绿素 a在水中的

溶解性较差,从而导致萃取率下降。故选择体积分

数 90%的乙醇为最佳萃取溶剂。

图 2 乙醇体积分数对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 2  Ef fect of ethanol concentration on extraction

yield of Ch-l a

21 11 3  萃取时间对叶绿素 a 萃取率的影响  准确

称取 11 00 g 干蓝藻粉若干份, 分别加入体积分数

90%乙醇水溶液15 mL,开启超声系统,设定微波功

率 200 w ,萃取 1次,考察不同时间对叶绿素 a萃取

率的影响,结果见图 3。

图 3 萃取时间对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 3 Effect of extraction time on extraction yield of Ch-l a

  从图 3可以看出, 随着超声-微波时间的增加,

叶绿素 a的萃取得率逐渐升高,当达到 150 s时, 叶

绿素 a 萃取得率达到最大, 再延长萃取时间叶绿素

a有所下降, 萃取时间过长叶绿素 a热降解或衍生

化可能是导致萃取率下降的原因。

21 11 4  萃取功率对叶绿素 a 萃取率的影响  准确

称取 11 00 g 干蓝藻粉若干份, 分别加入体积分数

90%乙醇水溶液15 mL,开启超声系统,设定萃取时

间 150 s,萃取 1次,考察不同功率对叶绿素 a 萃取

率的影响,结果见图 4。

图 4 微波功率对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 4  Effect of microwave power on extraction yield of

Ch-l a

由图 4可知,微波功率对叶绿素 a 的萃取率影

响不显著,随着微波功率的增加, 由于超声波次级

作用,加速细胞内有效成分的扩散释放并使其充分

与溶剂混合,叶绿素 a的萃取率有一定提高,但提高

幅度不明显, 再加上微波作用使物质均匀受热, 两

者的协同作用使得单独改变微波功率时,对叶绿素

a的萃取影响不明显;当功率达到 250 W时,叶绿素
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a的萃取率达到最大,再增大功率叶绿素 a 的萃取

率反而下降,这与过高的微波功率可能破坏叶绿素

a的结构有关, 从而使得萃取物中叶绿素 a 的含量

降低,因此选择微波功率在 250 W 左右较好。

21 11 5  液固体积质量比对叶绿素 a萃取率的影响

 准确称取 11 00 g 干蓝藻粉若干份,分别加入不同

体积分数 90%乙醇水溶液, 开启超声系统, 设定微波

功率 250 W,萃取时间 150 s, 萃取 1次,考察不同液

固体积质量比对叶绿素 a萃取率的影响,结果见图

5。

图 5 液固体积质量比对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 5  Effect of volume of liquid to solid mass ratio on

extraction yield of Ch-l a

由图 5可知,随着液固体积质量比增加叶绿素

a质量分数也逐渐增大, 当液固体积质量比达到

15B 1以后,叶绿素 a的萃取得率变化不大。这是由

于溶剂中叶绿素 a浓度很低, 溶剂量越大,与物料及

溶剂边界层的叶绿素 a 浓度差也越大,扩散推动力

增大,所以萃取率增大,当溶剂量增加到一定量后,

叶绿素 a萃取率的增幅会很快降到一个很小的值,

从经济上考虑,溶剂比增大, 会增加原料成本及后

续浓缩工艺的成本, 所以选择液固比在 15 左右较

好。

21 11 6  萃取次数对叶绿素 a 萃取率的影响  由图

6可以看出, 叶绿素 a 的萃取得率随萃取次数增加

增大,当萃取 2次后, 叶绿素 a的萃取率随萃取次数

的增加变化不大,因此萃取次数可以根据液固比的

大小选择萃取 1~ 2次。

21 2  叶绿素 a萃取工艺响应面法优化

21 21 1  因素的选取以及试验方案  根据 Box-

Benhnken的中心组合试验设计原理, 结合单因素

试验结果,固定功率 250 w, 开设超声系统, 萃取 1

次,选取乙醇体积分数、萃取时间、液固体积质量比

三个因素(分别以 X 1、X 2 与 X 3 表示) , 每个因素的

低、中、高水平分别以- 1、0、1 进行编码, 采用三因

素三水平的响应面分析方法求取优化的工艺参数,

图 6 萃取次数对叶绿素 a萃取率的影响

Fig. 6  Effect of extraction times on extraction yield of

Ch-l a

试验因素与水平设计见表 1; 以叶绿素 a 得率为响

应值( Y )进行实验优化,实验方案及结果见表 2。

21 21 2  响应面分析结果  表 2为不同条件下所测

的叶绿素 a 的得率, 利用 Design-exper t 71 01 0软件
对表 2 中所测得的数据进行多元回归拟合, 由表 3

回归分析结果表明该模型回归显著。各因素经回

归拟合后,得到叶绿素 a萃取率对乙醇体积分数、温

度和液固体积质量比(编码值)的二次多项回归方

程为:

Y= 21 34- 01 47X 1+ 01 099X 2- 01 033X 3 +

 01 037 X 1X 2- 01 13 X 1X 3+ 01 031 X 2 X 3-

 01 64 X 12- 01 20 X 2
2- 01 12 X 3

2

  从方差分析可以看出,模型 P 值小于 01 000 1,

表明该模型是高度显著的。同时模型中的参数 A、

B、A C、A 2、B 2、C2都是显著的( P 值小于 01 05)。模
型失拟项( Lack of F it )表示模型预测值与实际值不

拟合的概率[ 15]。表 3 中模型失拟项的 P 值为

01 596 7,表示有 591 67%的概率使得模型偏差由噪
音产生,因此模型失拟项不显著。同时, 模型的相

关系数 R
2为 01 989 0大于 01 9,模型相关度非常好。

所以,可以使用该模型来分析响应值的变化。

表 1  响应面分析因素与水平

Tab. 1 Variables and levels in response surface design

水平

因 素

X 1 (乙醇体积

分数) / %

X 2

(时间) / s

X 3 (液固体积

质量比) / ( mL B g)

- 1 80 60 59

0 120 15

1 100 180 25

  为了进一步研究相关变量之间的交互作用以

及确定最优点,通过绘制响应面曲线图来进行可视

化的分析。图 7中分别显示了3组以叶绿素 a 得率
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为响应值的趋势图, 每组图中均有 2个变量,第 3个

变量设定在优化水平上。从等高线图可以直观地

反映出两变量交互作用的显著程度。图 7a 和7b中

的等高线呈椭圆形,表明两者交互作用显著; 图 7c

中等高线接近圆形,表明两者交互作用不显著。进

一步对实验模型进行典型性分析, 以获得最大叶绿

素-a得率时的各萃取条件。通过对二次多项回归

方程 X 1X 2 X 3分别求偏导, 建立方程组得到 X 1 =

- 01 38, X 2 = 01 22, X 3 = 01 09, 即在乙醇浓度为
861 20 %, 萃取时间为1331 32 s,液固比为151 92 B1

时, 可以取得叶绿素 a 萃取得率理论最大值 21 436
mg / g。

表 2  响应面分析方案及试验结果

Tab. 2 Arrangement and experimental results of response surface central composite design

实验
编号

编码值

A B C

真实值

乙醇体积分数/ % 时间/ s 液固体积质量比/ ( mL B g)

叶绿素 a
质量分数/
( mg / g )

1 - 1 - 1 0 80 60 15 1. 873

2 1 - 1 0 100 60 15 0. 837

3 - 1 1 0 80 180 15 2. 082

4 1 1 0 100 180 15 1. 193

5 - 1 0 - 1 80 120 5 1. 939

6 1 0 - 1 100 120 5 1. 262

7 - 1 0 1 80 120 25 2. 145

8 1 0 1 100 120 25 0. 959

9 0 - 1 - 1 90 60 5 2. 030

10 0 1 - 1 90 180 5 2. 079

11 0 - 1 1 90 60 25 1. 883

12 0 1 1 90 180 25 2. 058

13 0 0 0 90 120 15 2. 260

14 0 0 0 90 120 15 2. 249

15 0 0 0 90 120 15 2. 448

16 0 0 0 90 120 15 2. 354

17 0 0 0 90 120 15 2. 395

表 3 叶绿素 a得率的响应面的方差分析

Tab. 3  ANOVA of RSM for Ch-l a yield

项目 M odel A B C AB AC BC A2 B2 C2 Lack o f F it

平方和 4. 05 1. 79 0. 078 8. 778E- 3 5. 402E- 3 0. 065 3. 969E- 3 1. 73 0. 18 0. 065 0. 016

自由度 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3

均方 0. 45 1. 79 0. 078 8. 778E- 3 5. 402E- 3 0. 065 3. 969E- 3 1. 73 0. 18 0. 065 5. 215E- 3

F值 69. 61 277. 74 12. 05 1. 36 0. 84 10. 03 0. 61 267. 56 27. 23 10. 08 0. 71

P值 < 0. 000 1 < 0. 000 1 0. 010 4 0. 281 8 0. 390 8 0. 015 8 0. 458 8 < 0. 000 1 0. 001 2 0. 015 6 0. 596 7
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图 7 各变量两两相互作用对叶绿素 a得率影响的响应面趋势图

Fig. 7 3D surface and contour plots showing the effect of different variables on Ch-l a yield

21 21 3  回归模型的实验验证  为了便于操作, 将

响应面优化的萃取条件取整为:乙醇浓度 86 %, 萃

取时间为 133 s,液固比为 16: 1,萃取 1次, 采用优

化后的实验条件对回归模型所得出的叶绿素-a 萃

取得率进行实验验证, 经 3次重复实验, 所得叶绿

素 a得率为( 21 392 ? 01 09) mg / g, 该实验结果与模

型预测结果没有显著性差异, 在 95 %置信区间内。

在最佳单因素条件下萃取 2次所得叶绿素 a 得率为

( 21 521 ? 01 065) mg / g, 而在采用优化后的实验条

件下萃取 2 次, 所得叶绿素 a 得率为 ( 21 686 ?

01 013) mg/ g,也有明显提高。

21 3  超声-微波协同萃取与有机溶剂萃取、超声辅

助萃取、微波辅助萃取和超临界 CO2萃取工艺比较

现有工业化叶绿素的提取主要采用有机溶剂

萃取法、超声辅助萃取法、微波辅助萃取法、超临界

CO2萃取法等, 比较超声-微波协同萃取法与这些方
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法的优缺点见表 4。

表 4结果表明: 超声-微波协同萃取叶绿素 a 萃

取率最高,萃取时间最短, 从而可以缩短萃取周期,

降低成本;溶剂萃取法萃取时间较长, 能耗大, 并且

选择的溶剂大多都对人体伤害较大,因此也不宜采

用;超临界 CO 2萃取法是一种零污染最理想的萃取

方式, 但其只对于极性较弱的脂溶性物质萃取较

好,而对极性较强的叶绿素 a, 其萃取率将大大降

低,并且萃取时间相对较长, 导致能耗和成本增加;

超声辅助萃取主要是超声波可以加速细胞内有效

成分的扩散释放并使物料与溶剂充分混合, 但由于

超声功率较低, 萃取速率下降, 所以在有限时间内

叶绿素 a萃取得率相对较低; 微波辅助萃取叶绿素

a时,能在短时间内使局部溶液温度升高, 从而使得

整个溶液体系受热不均匀,形成热对流, 导致溶液

与物料接触受到阻碍, 而且在高温区叶绿素 a 会有

一定降解;超声-微波协同萃取时, 超声起到搅拌和

翻腾的作用,使溶液受热均匀以及使整个体系充分

混合, 再加上微波的高能作用, 从而使得萃取率要

高于超声和微波辅助萃取。经过对几种萃取工艺

的比较,超声-微波协同萃取叶绿素 a 是一种较理想

的萃取方式。

表 4 几种萃取工艺比

Tab. 4  Comparison of several extraction methods

萃取方式 时间/ min 溶剂 提取次数 叶绿素-a 得率/ mg / g

溶剂萃取 180 甲醇-丙酮 2 2. 411? 0. 008

超临界 CO 2 萃取 180 CO 2-乙醇 2 0. 420? 0. 104

超声辅助萃取 60 甲醇-丙酮 2 0. 897? 0. 044

微波辅助萃取 3 乙醇-水 2 2. 274? 0. 020

超声-微波协同萃取 2. 3 乙醇-水 2 2. 686? 0. 013

3  结  语

在单因素试验基础上, 选取显著性因素乙醇体

积分数、时间和液固体积质量比为变量,叶绿素 a 萃

取率为响应值, 进行响应面设计,试验结果表明: 超

声-微波萃取叶绿素 a的最佳工艺参数:乙醇体积分

数为 86%、萃取时间 133 s、液固体积质量比 16, 在

超声开微波功率为 250 w ,萃取 2次时,叶绿素 a 萃

取得率为( 21 686 ? 01 013) mg/ g。

不同萃取方式的对比试验结果表明, 超声波-微

波协同萃取叶绿素 a效果最好, 与传统萃取方法相

比, 除了速度快、能耗小等优点外, 还有利于极性和

热不稳定性组分的萃取, 避免长时间高温高压条件

下萃取时,导致叶绿素 a的分解, 而且它克服了常规

超声波和微波萃取之不足, 实现了低温常压条件

下, 对固体样品进行快速、高效、可靠的预处理。
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