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摘　要　以四氢呋喃为提取剂 ,对常温下万寿菊中叶黄素的同时提取皂化工艺进行研究。分别考察了溶剂倍量、

反应时间、KOH乙醇溶液质量浓度对叶黄素提取率的影响 ,结果表明溶剂倍量和反应时间对叶黄素提取率有较显

著的影响。在单因素试验的基础上 ,采用 L9 (34)正交试验考察 3种因素对叶黄素提取率的影响 ,以提取率和 HPLC

检测量为指标综合考虑 ,优化工艺参数为 :溶剂倍量 50 mL/ g ,反应时间 6 h , KOH乙醇溶液质量浓度 0115 g/ mL ,

此条件下叶黄素提取率达到 90 %以上。
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Abstract　Using tetrahydrofuran ( THF) as extracting s olvent , extracting and s aponifying technologies from marigold

were s tudied at room temp erature . The effects of THF volume , reaction time and concentration with potassium hydrox2
ide in ethanol on the yield of lutein extraction were res earched. The res ults show that THF volume , reaction time have a

remarkable effect on the yield of lutein extraction. Bas ed on the exp eriments , the orthogonal exp erimental design was

adopted in the extraction process . The effects of THF volume , reaction time , and concentration of potassium hydroxide

in ethanol on the yield of lutein extraction and the lutein detection content with the HPLC method were investigated by

the orthogonal exp eriments of L9 (34) , which s uggests an optimum extracting technology that THF volume is 50 mL/ g ,

reaction time 6 h , and concentration with potassium hydroxide in ethanol 0115 g/ mL. The lutein yield is more than 90 %

using the optimized technology.
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　　万寿菊是富含叶黄素类物质的天然原料[1 ] ,万

寿菊提取物在国际上已商业化。

叶黄素属于类胡罗卜素类的四萜类化合物[2 ] ,

广泛存在于花卉、水果、蔬菜等植物中。纯度较高的

叶黄素为橙黄色粉末 ,有弱的干草气味 ,难溶于水、

甲醇等极性较高的溶剂 ,易溶于四氢呋喃、乙酸乙

酯、石油醚等极性较低的有机溶剂中[3 ]。叶黄素的

潜在价值包括提高免疫功能、抑制细胞质自身氧化、

保护细胞单元免受氧化剂带来的破坏 ,治疗癌症、以

及防治老年人视黄斑退化等[4 ]。目前叶黄素类物

质的制备工艺 ,如化学合成[5 ]和发酵工艺[6 ]等 ,都

面临着化学合成中不能有效除去毒性溶媒 ,以及得

率低的问题[5 ]。可行的方法就是改进叶黄素类物

质的制备方法。通过改进提取工艺提高叶黄素类物

质提取率已有报道[3 ,7 ] ,但处理过程需较高的温度
(70 ℃)和较长的处理时间 ,从而导致叶黄素的降解
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和异构体的出现[8 ]。另外 ,万寿菊中游离叶黄素含

量非常低 ,大部分与月桂酸、肉豆蔻酸、棕榈酸等饱

和脂肪酸结合成为叶黄素酯[9 ]。游离叶黄素可被

人体和禽类直接吸收利用 ,而以叶黄素酯形式存在

的叶黄素不易被人体和动物吸收[7 ] ,因此提取和分

离游离叶黄素已成为研究焦点之一。

Philip [10 ]于 1977年进行提取叶黄素的研究 ,最

终得到的产品以叶黄素酯的形式存在 ,得率为

211 %、提取率约 51 %。随后 ,其他研究人员[3 ,11 ]从

西方雪果、红辣椒、羽衣甘蓝和菠菜中分离出游离的

叶黄素 ,其质量分数约为 70 %～80 % ,但提取和分

离过程费时费力且需要大量的有机溶剂。本研究以

四氢呋喃为提取剂 ,在常温下对万寿菊中叶黄素的

同时提取皂化工艺进行研究 ,旨在获得一种提取率

高 ,提取皂化过程中损失少的游离叶黄素提取皂化

工艺。

1　材料与方法

111　试验原料、试剂及仪器

原料 :万寿菊花瓣 ,产自内蒙古赤峰 ,经真空冷

冻干燥、粉碎后过 20目筛。

试剂 :氢氧化钾 ( KOH) 、乙醇、正己烷、四氢呋

喃 (tet rahydrofuran , THF) 、丙酮、甲苯、乙酸、乙酸乙

酯 ,分析纯 ;叶黄素标准品购自美国 Chromadex 公

司 ;乙腈、乙酸乙酯 ,色谱纯。

仪器 :电子精密天平 ,奥豪斯国际贸易公司 ;

AB204 E型电子分析天平 ,瑞士梅特勒公司 ;L XJ

ⅡB型低速大容量多管离心机 ,上海华亭科学仪器

厂 ;L GJ 18型冷冻干燥机 ,北京四环科学仪器厂 ;

高效液相色谱仪 (MODEL L 7200自动进样器 ,L

7420/ L 7420S 型紫外可见检测器 , MODEL L

7300柱温箱 ,MODEL L 7100泵 ;L 7610真空脱

气机 ,日立) ; TU1800SPC紫外可见光光度计 ,北京

普析通用公司。

112　标准曲线的绘制

色谱柱为 Supelocosil TML C18 ( 416 mm ×250

mm ,5μm) ;紫外检测波长 447 nm ;柱温 26 ℃;流动

相 A 为乙酸乙酯 ,流动相 B 为乙腈 ,梯度洗脱的时

间范围 :0～35 min内乙腈体积比从 100 %降低到 0 ,

3511～40 min内乙腈体积比保持 100 %不变 ;流速 1

mL/ min ,进样量 10μL。

精确称取 817 mg叶黄素标准品 , THF溶解后 ,

用乙酸乙酯定容至 25 mL ,使其质量浓度为 01348 0

mg/ mL ;用乙酸乙酯分别稀释 ,其质量浓度为 :

01174 0、01104 4、01069 6、01034 8 和 01013 9 mg/

mL。在紫外可见光光度计上用乙酸乙酯作对照 ,对

叶黄素标准品在 200～600 nm波段扫描 ,确定最大

吸收波长。

113　万寿菊中叶黄素提取皂化试验设计

提取皂化工艺为 :将冷冻干燥后的万寿菊粉碎

过筛 ,按比例加入提取剂 THF 和 KOH 的乙醇溶

液 ,在氮气保护下反应 ,后经过滤 ,淋洗 ,浓缩 ,将得

到的提取液调 p H 至中性 ,离心 ( 3 000 r/ min) 10

min ,得到主要含叶黄素的沉淀物 ,用乙酸乙酯溶解

沉淀物 ,定容后用 HPLC法测定叶黄素含量。

叶黄素得率 =
叶黄素质量
万寿菊质量×100 % (1)

叶黄素提取率 =

叶黄素质量
万寿菊质量×万寿菊中叶黄素含量×100 % (2)

本研究选择 THF为提取溶剂 ,而没有选择常用

的正己烷 :理论上 , THF沸点低、毒性小、容易除掉 ,

对类胡罗卜色素有很强的溶解性 ,而且在 THF溶剂

中加入碱性物质 ,可以使万寿菊中叶黄素提取皂化

在同一步骤中完成 ,这样可以减少叶黄素与空气接

触时间而减少叶黄素的损耗 (试验中 ,笔者采用正己

烷为提取溶剂 ,以同时提取皂化工艺提取 ,得到的叶

黄素极少或根本得不到) 。根据美国食品与医药管

理部门 ( FDA)对物质中残留溶剂的规定 ,乙醇和

THF都属于三等级限制使用溶剂。

11311　单因素试验

1) THF溶剂倍量对叶黄素得率的影响。精确

称取 4份各 1 g 的万寿菊干粉样品 ,分别加入 20、

30、40和 50 mL 的 THF ,并各加入 25 mL 011 g/ mL

KOH的乙醇溶液。反应器中充入氮气后密封 ,在室

温条件下充分混合均匀 ;反应 16 h 后停止 ,过滤除

去残渣 ;滤液减压浓缩几乎为固体 ,将得到的固体溶

解于 100 mL 乙醇水溶液 (体积比 1∶1)中 ,用乙酸调

节 p H至中性 ;离心除去上清液 ,得到的沉淀物用乙

酸乙酯溶解并定溶到 25 mL。

2)反应时间对叶黄素得率的影响。精确称取 4

份各为 1 g的万寿菊干粉样品 ,分别加入 40 mL 的

THF和 25 mL 011 g/ mL 的 KOH乙醇溶液 ,反应器

充入氮气后密封 ,在室温条件下充分混合均匀 ,反应

时间分别为 4、6、8和 10 h ;以下操作同 1) 。

3) KOH乙醇溶液的质量浓度对叶黄素得率的
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影响。精确称取 4 份各为 1 g的万寿菊干粉样品 ,

分别加入 40 mL THF后 ,再分别加入 25 mL 0105、

011、0115和 0120 g/ mL 的 KOH的乙醇溶液 ,反应

器充入氮气后密封 ,在室温条件下充分混合均匀 ,反

应 8 h ;以后操作同 1) 。

11312　正交试验

在单因素基础上 ,采用 L9 (34)正交试验设计进

行试验 ,研究提取皂化叶黄素的最佳工艺参数。

114　检测分析方法

叶黄素含量的测定 , 前处理提取方法按

AOAC 970164 [12 ] ,提取液 p H 调至中性后 ,采用

HPLC法测定叶黄素含量。试验数据用 SPSS软件

分析 ,单因素试验以叶黄素得率为指标 ,正交试验以

叶黄素提取率和 HPLC检测量为指标。

2　结果与讨论

叶黄素对光和温度敏感极易被氧化 ,因此叶黄

素的提取分离需在避光、密封、低温条件下进行。乙

酸酸性较弱 ,调 p H时浮动较小 ;用乙醇水溶液 (体

积比 50 %)洗涤 ,除去花青素和反应生成的钾盐 ,同

时除去沉淀中的甾醇类物质。Khachik[11 ]在研究中

采用体积比为 50 %的乙醇水溶液多次大量洗涤皂

化后的产物 ,使其至中性 ,而不用乙酸调节 p H ;笔者

在研究中发现采用 Khachik的方法洗涤会带走大量

叶黄素 ,用乙酸调节产物酸碱度会避免这种情况。

图 1　叶黄素标准曲线
Fig. 1　The standard curve of lutein

211　标准曲线

经紫外可见光分光光度计扫描 ,叶黄素标准品

最大波长为 447 nm。此波长下采用 HPLC法测定

标准溶液中叶黄素的质量浓度 ,叶黄素标准曲线见

图 1。可见 ,叶黄素质量浓度为 1319～17410μg/

mL时 ,峰面积与叶黄素质量浓度呈良好的线性关

系 ,回归方程为 y = 01062 2 x - 01029 4 , R2 =

01999 5。

212　单因素试验

图 2 示出溶剂倍量、反应时间和 KOH乙醇溶

液的质量浓度对叶黄素得率的影响。

图 2　溶剂倍量、反应时间和 KOH乙醇溶液质量浓度

对叶黄素得率的影响
Fig. 2　Effect of different solvent , reaction time and concen2

tration with potassium hydroxide in ethanol on the
yield of lutein

1) THF溶剂倍量对叶黄素得率的影响。

当 THF 溶剂倍量为 40 mL/ g 时 ,叶黄素得率

最高 ,为 1148 % ;进一步增大溶剂倍量到 50 mL/ g ,

叶黄素得率不再增加 ,而稍有下降 ,为 1139 %。

2)反应时间对叶黄素得率的影响。

当反应时间为 8 h 时 ,叶黄素得率最高 ,达

1190 %。这是由于反应时间过短时 ,一部分叶黄素

酯没有提取出来 ,而已提取出来的叶黄素酯没有皂

化完全 (可从提取液的液相色谱图检测) ;当时间过

长时 ,有一部分游离叶黄素转化成玉米黄质 ,在空气

中氧化而使叶黄素得率降低 ,反应时间 10 h的得率

为 1163 %。

3) KOH乙醇溶液的质量浓度对叶黄素得率的

影响。

KOH乙醇溶液的质量浓度越大 ,叶黄素得率越

高 ,质量浓度为 012 g/ mL 时得率为 1181 %。但

KOH在乙醇中较难溶解 ,当其质量浓度为 012 g/

mL 时几乎达到其溶解的最大限度 ,所以实验中没

有再提高浓度。

213　正交试验

正交试验提取皂化叶黄素结果见表 1。

在所设因素水平下 ,溶剂倍量越大 ,叶黄素检测

量和提取率越大。主要原因是 :溶剂倍量越大 ,万寿

菊中叶黄素酯提取越充分 ,提取的叶黄素酯与碱性

分子接触面积越大 ,其酯与碱反应就越充分 ,得到的
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表 1　叶黄素提取皂化正交试验结果分析

Table 1　Analyzing tabulation of lutein extracting and saponify2
ing through the orthogonal test

试
验
号

反应时

间/ h

A

溶剂倍量/

(mL·g - 1)

B

碱浓度/

(g·mL - 1)

C

试验结果

检测量①/

(μg·mL - 1)

提取

率/ %

1 1 (6) 1 (30) 1 (0110) 55121 71193

2 1 (6) 2 (40) 2 (0115) 68185 89170

3 1 (6) 3 (50) 3 (0120) 68122 88187

4 2 (8) 1 (30) 3 (0120) 56119 73120

5 2 (8) 2 (40) 1 (0110) 55101 71166

6 2 (8) 3 (50) 2 (0115) 65194 85190

7 3 (10) 1 (30) 2 (0115) 53113 69121

8 3 (10) 2 (40) 3 (0120) 55188 72180

9 3 (10) 3 (50) 1 (0110) 69100 89188

K1 192128 164153 175196

K2 173188 176148 187192

K3 178100 203115 180129

k1 64109 54184 58165

k2 57196 58183 62164

k3 59133 67172 60110

R j 6113 12188 3199 j = 1 ,2 ,3

较优水平 A1 B3 C2

因素主次 B A C

　　注 : ①1 g 万寿菊提取皂化后的产物按体积比 1∶250 稀释 ,

HPLC检测。

游离叶黄素量就越多。

反应时间的影响次之。万寿菊中叶黄素的提取

率不随反应时间的延长而增高 ,这是因为随着反应

时间的延长 ,一些叶黄素转化成为玉米黄质 ,有一部

分叶黄素在空气中被氧化 ,反应时间越长 ,叶黄素转

化的量和被氧化的量就越多。

KOH乙醇溶液浓度的影响最小。KOH的量不

能太大 ,否则在后面中和操作步骤中会消耗大量乙

酸 ,而且需要大量的水洗去生成的盐 ,造成叶黄素的

损失。本研究没有选择氢氧化钠和其他碱皂化是因

为 KOH较易溶于乙醇且生成没有毒性的钾盐。

以提取率为考查指标 ,万寿菊中叶黄素同时提

取皂化最佳工艺为 A1B3C2 ,即溶剂倍量为 50 mL/

g ,反应时间 6 h , KOH乙醇溶液质量浓度为 0115 g/

mL。由于此最佳工艺参数在设计的试验中没有出

现 ,为验证该结果的准确性 ,对上述优化工艺进行试

验操作 ,得到叶黄素的提取率在 90 %以上 ,可见此

优化工艺是可靠的。

3　结　论

1)单因素试验结果表明 ,叶黄素得率随 THF溶

剂倍量的增大而增加 ,溶剂倍量为 40 mL/ g时得率

最高 ;反应时间增加 ,叶黄素得率也随着增加 ,8 h达

到最大值 ; KOH乙醇溶液的质量浓度对叶黄素得率

影响较小 ,随着浓度的增加 ,得率增加较慢。

2)正交试验得到最佳工艺条件为 : THF溶剂倍

量为 50 mL/ g ,反应时间 6 h , KOH乙醇溶液质量浓

度为 0115 g/ mL 时提取率最高 ,达 90 %以上。

采用上述优化的同时提取皂化工艺 ,其步骤较

常规工艺简化 ,得到的叶黄素中有机溶剂残留较少。
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