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循环超声法提取万寿菊中叶黄素的研究
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摘   要：研究了循环超声技术在万寿菊中叶黄素提取中的应用。实验以万寿菊发酵造粒为原料，对比了不同提取

溶剂的提取效果；实验还采用正交试验研究了料液比、超声波功率、超声作用时间对提取率的影响；比较了超声

提取与静态溶剂提取法的提取效果。结果显示，最佳提取溶剂为丙酮:石油醚=1:1(V/V)；较理想的提取条件为料

液比1:70、超声作用时间为20min、超声功率为800W；在此条件下超声循环提取法的提取率为98%，而溶剂静

态浸提法仅为 42 %。
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Study on Ultrasonic and Circulated Extraction of Xanthophyll from Marigold Flower (Tagetes erecta L)

WANG Jing-yu，CHENG Xiao-bo，LIU Li-juan，LI He，CHEN Min*

(College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing         100083, China)

Abstract ：The use of ultrasonic and circulated process was investigated for extraction of xanthophyll from marigold flower.

The technical factors of the xanthophylls extraction from marigold flower were researched. The influence of the following factors

on the ultrasonic and circulated extraction yield was discussed: selection of solvent, extraction period, ultrasonic power and the

ratio between material and solvent. The results showed that 98% of xanthophyll contents could be achieved when optimal ultrasonic

and circulated extraction conditions were 1:70 for ratio of material to liquid, 20 min for ultrasonic time and 800 W for ultrasonic

power. Compared with ultrasonic and circulated extraction, the normal quiescent solvent extraction could only achieve 42% of

xanthophyll contents.
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万寿菊(Marigold；学名Tagetes erecta L)属菊科一

年生草本，含有类胡萝卜素等生物活性成分，各种类

胡萝素卜素万寿菊干花含量为0.6%～20%，其中叶黄素

酯约占总类胡萝卜素的88%～92%[1-2]。Philip和 Berry报

道万寿菊花中叶黄素占类胡萝卜素的 85%，在常见类胡

萝卜素来源植物中浓度是最高的[3-4]。

现代医学研究结果表明，人眼视网膜黄斑色素由叶

黄素(xanthophyll)组成，它能吸收对视网膜有损害作用

的蓝光，同时能阻止自由基对生物膜的侵害具有特定的

抗氧化作用[ 5 ]。叶黄素还有降低患老年性黄斑衰退症

(age-related macular degeneration，AMD) 的可能性[6-9]。

从万寿菊中提取叶黄素的工艺己有报道，主要是关

于有机溶剂的提取方法，例如溶剂萃取法[1 0 ]、超临界

流体萃取法[11-12]、普通超声波辅助法[3]等。

超声波提取是目前国内外正在研究开发的一种辅助

溶剂提取技术，它的优点是提取速度快、效率高、溶

剂用量少等。采用超声波法从植物中提取天然活性物

质，在提取过程中将细胞破碎使被提取物能够快速、高

效地进入提取介质，缩短提取时间，增加提取效率。

而没有超声辅助的普通静态溶剂提取法的主要问题是提

取时间长，溶剂用量大，在研究中为了了解万寿菊中

自然存在及加工中每种类胡萝卜素对应的真实含量，必

须要有较高的提取率来保证后续研究的准确性，所以静

态溶剂提取法经常要多次更新溶剂和多次离心以获得较

高的提取效率，而循环超声提取法的优点是不仅节约溶

剂用量而且大大降低了提取时间，提高了提取效率，同

时降低了后续浓缩而造成类胡萝卜素降解的可能性。

本研究的目的是采用循环超声技术，用石油醚和丙

酮混和溶剂从万寿菊造粒中提取叶黄素，探讨循环超声

提取的理想工艺参数。
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1 材料与方法

1.1 原料与试剂

万寿菊颗粒    青岛赛特香料有限公司。

石油醚(沸程 6 0～9 0℃)、丙酮、正己烷、二氯

甲烷、无水乙醇、二叔丁基羟基甲苯( B H T )，均为分

析纯    北京化工厂；甲醇、乙腈为进口分装，色谱

纯    Dikma 公司。其中色谱用二氯甲烷、正己烷在实

验室做了蒸馏纯化。

1.2 仪器与设备

UV1901紫外双光束分光光度计    北京普析通用公

司；旋转蒸发仪RE-52    上海亚荣生化仪器厂；SHB-3

循环水式多用真空泵    郑州长城科工贸有限公司；TDL-

5-A型低速台式大容量离心机    上海安亭科学仪器厂；

AR1530电子精密天平    上海奥豪斯公司；LD-02二两装

高速中药粉碎机    中国浙江温岭市大海药材器械厂；

250H超声波清洗器(800W)    上海科导超声仪器有限公

司；HF-2.0B型循环超声提取机    北京弘祥隆生物技术

开发有限公司；高效液相色谱仪SPD-M10AVP    日本岛

津公司；色谱柱为DiamonsilTM-C18(4.6 × 250mm，5m)

Dikma 公司。

1.3 方法

1.3.1 紫外分光光度法测定波长的选择

先将万寿菊颗粒粉碎，准确称取万寿菊粉1.000g，

置于烧杯中，在室温下，用丙酮和石油醚为混合溶剂，

浸泡 10min，将提取液倾入分液漏斗中，分次加入少量

蒸馏水洗去水溶性杂质，用旋转蒸发仪，在 3 5℃下真

空浓缩含类萝卜素的石油醚层，用适当的石油醚溶解。

用紫外 - 可见分光光度计对样品进行扫描，确定分光光

度法测定的最佳吸收波长。

1.3.2 超声辅助提取单因素试验

由于循环超声仪器设备较大，所以本试验先采用普

通超声条件考察各因素对提取的影响。

1.3.2.1 提取溶剂的影响

选用不同比例的丙酮与石油醚、不同比例的无水乙

醇与石油醚、不同比例的丙酮与正己烷混合溶剂为提取

溶剂，按1.3.1 步骤在超声条件下提取10min，提取温

度为室温19℃，料液比为1:60，提取1次并测定吸光度。

1.3.2.2 不同料液比的影响

按 1.3.1 步骤，在料液比为 1:30、1:40、1:50、

1:70、1:80、1:100下以1.3.2.1选取的最佳提取溶剂，在

室温19℃下超声提取10min，提取 1 次，均稀释到同样

容积，测定吸光度进行比较。

1.3.2.3 不同提取时间的影响

按1.3.1 步骤，提取的时间分别为5、10、15、20、

30min，以1.3.2.1选取的最佳提取溶剂，料液比为1:50，

在室温 1 9℃下超声提取 1 次，均稀释到同样容积，测

定吸光度进行比较。

1.3.3 万寿菊类胡萝卜素的循环超声提取正交试验

本试验采用HF-2.5B 型循环超声提取机，循环超声

提取方法，通过正交试验来优化提取条件。通过上述

的单因素试验，选择在超声提取过程中影响较大的料液

比、提取时间、超声功率三个因素。按1.3.1 步骤和选

定水平，进行提取测定吸光度进行比较。参数设定为：

功率转速1000r/min，超声波工作4s、间隔0.5s。

1.3.4 静态溶剂提取

称取万寿菊粉30g, 置于烧杯中，在室温下，用丙

酮和石油醚为混合溶剂2100ml，浸泡15min，按1.3.1步

骤，提取 1 次，稀释测定吸光度；把上述提取液离心，

残渣取出，按第一次步骤重复，合并 2 次提取液，为

2 次提取，稀释测定吸光度；再将上述提取液离心，残

渣取出，按以上步骤重复，合并 3 次提取液，进行 3

次提取，稀释测定吸光度。三次均稀释到同样容积，

并与循环超声提取的稀释倍数保持一致。

1.3.5 高效液相色谱分析

检测器：二极管阵列检测器( P A D ) ，色谱柱：

DiamonsilTM 反相 ODS-Cl8(250mm× 4.6mm；5μm) 色谱柱，

迪马公司；流动相：甲醇-乙腈-二氯甲烷-正己烷(20:

45:20:15，V/V)；柱温25℃，流速1.0ml/min，等度洗

脱，4 4 4 n m 波长检测。

2 结果与分析

2.1 紫外分光光度法测定波长的选择

通过光谱扫描来确定总类胡萝卜素的最大吸收波长，
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图1    叶黄素在石油醚中的可见光光谱图

Fig.1      Visible spectrum of xanthophyll in petroleum aether
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见图1。从图中可以看出以石油醚(沸点：60～90℃)为溶

剂时，最大吸收波长为 4 4 4 n m。

2.2 超声循环提取方法各因素的确定

2.2.1 提取溶剂的影响

根据以往发表的文献，提取溶剂主要有二氯甲烷、

苯、乙醚、丙酮、石油醚、正已烷或四氯化碳等有

机溶剂提取[13]。万寿菊中各类胡萝卜素酯的种类较多，

且极性差别较大，是一类复杂的混合物，因此对于不

同结构的类胡萝卜素要使用不同的溶剂进行萃取，如极

性较大的含氧类胡萝卜素主要使用极性强有机试剂(丙酮

等)，极性小的类胡萝卜素主要使用极性弱的有机试剂

(石油醚等)。所以类胡萝卜素的提取常用混合提取，万

寿菊中叶黄素的提取常用的混和溶剂有正已烷、丙酮、

甲醇[14]，石油醚、乙醇混合溶剂[15]。考虑溶剂的安全

性和成本，本实验采用了以上几种混和溶剂作为提取溶

剂。从上表 1 可以看出，乙醇和石油醚做混合溶剂时只

有在石油醚的比例较高时提取的效果较好，而丙酮和正

己烷做混合溶剂时只有在丙酮的比例较高时提取的效果较

好，而且差别不明显。相比之下，石油醚和丙酮混合

溶剂做提取液，特别是丙酮:石油醚 =1:1 时，提取效果

最佳，所以下面研究选择丙酮:石油醚=1:1 为提取溶剂。

2.2.2 不同料液比的影响

按照1.3.2.2 提取，不同料液比的影响结果见图2。

时，类胡萝卜素与提取溶剂之间基本达到了溶解平衡，

所以即使继续增加溶剂量，提取率不会有明显增大。

2.2.3 不同提取时间的影响

按照2.2.1 选取的最佳提取溶剂，料液比1:50，以

不同提取时间提取，影响结果见图 3 。

表1    不同提取溶剂提取样品时的比较

Table 1      Comparision of extraction with different solvents

提取试剂
丙酮:石油醚 丙酮:石油醚 丙酮:石油醚 乙醇:石油醚 乙醇:石油醚 乙醇:石油醚 丙酮:正己烷 丙酮:正己烷 丙酮:正己烷

1:2 1:1 2:1 1:2 1:1 2:1 1:2 1:1 2:1

A 450n m 0.410 0.479 0.390 0.370 0.298 0.213 0.391 0.386 0.393
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图2    料液比对提取效果的影响

Fig.2      Effects of solid-liquid ratio on extaction
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图3    浸提时间对提取效果的影响

Fig.3      Effects of time on extaction

由图 3 可以看出，当提取时间较短时，类胡萝卜

素与提取溶剂之间还未达到溶解平衡，所以吸光度较

小；当提取时间较长时，由于叶黄素对热不稳定[16]，超

声产生的热量对叶黄素具有一定的破坏作用，所以超过

一定的提取时间，吸光度反而稍有下降。当提取时间

为 1 5 m i n 时，吸光度最大，提取效果最好。

2.3 万寿菊类胡萝卜素提取正交试验结果

在以上单因子试验的基础上，以石油醚-丙酮(1:1，

V:V)为提取溶剂，对循环超声提取的三个参数：即提取

时间、液料比及超声功率进行四因素三水平进行正交试

验，正交试验结果见表 2 。

表2    正交试验设计表

Table 2      Table of orthogonal test design

水平
因素

A时间 (min) B料液比(g/ml) C 功率(W)

1 10 1:70 400

2 15 1:80 600

3 20 1:100 800

由图 2 可以看出，当液固比大于 40 时，随着溶剂

量的增加，提取效果增加不明显。说明当料液比为1:40

在单因素试验的基础上的正交试验中，由于本试验

操作时当液固比小于60 时，循环超声仪器的循环泵无法

完全带动物料，产生物料沉积，堵塞循环管道，不能
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达到循环超声的目的，所以本试验根据仪器特性采用大

于 6 0 的三个水平的液固比。实际超声时，由于超声波

发生器随着工作时间的延长，产生热量温度升高，并

且发生器位于提取溶剂中，会造成溶剂挥发，影响提

取，所以提取时间选择在15min 左右，使试验过程中的

溶剂挥发减少。

将按照1.3.4处理样品的2次提取液和A3B1C3 条件循

环超声处理样品的提取液进行高效液相色谱测定，可以

得出循环超声提取法与静态溶剂提取法对所提取出的物

质的结果一致，即两种提取法所提取出的物质基本相

同，循环超声法没有造成主要成分的降解。

试验序号 A时间(min) B料液比(g/ml) C 功率(W) 空白 吸光度

1 1 1 1 1 0.556

2 1 2 2 2 0.376

3 1 3 3 3 0.277

4 2 1 2 3 0.681

5 2 2 3 1 0.512

6 2 3 1 2 0.383

7 3 1 3 2 0.719

8 3 2 1 3 0.563

9 3 3 2 1 0.496

I 0.403 0.652 0.501 0.521

II 0.525 0.484 0.518 0.493

III 0.593 0.385 0.503 0.507

R 0.190 0.267 0.017 0.028

表3     正交提取试验结果

Table 3      Results of orthogonal test

表4    方差分析表

Table 4      Variance analysis

变异来源 S S df F Fa 显著性

A 时间 0.055 2 55.00 F0.05(2,2)=19.00 *

B 料液比 0.109 2 109.00 F0.01(2,2)=99.00 **

C 功率 0.001 2 1.00

误差 0.001 2

表5    循环超声提取法与静态溶剂法提取的比较

Table 5     Comparison of ultrasonic and circulated extraction with
static solvent extraction

提取方法 静态溶剂提取法 循环超声提取法

提取次数 1 2 3 1

提取率(%) 42 65 82 98

由表 3、4 可知，料液比的影响达到了极显著水平，

提取时间的影响也达到了显著水平，各个因素的影响顺

序应是料液比 B ＞提取时间 A ＞超声功率 C，较佳组合

为A3B1C3，即以 1:70 的料液比、提取时间为20min、超

声功率为 8 0 0 W 时，可以得到较好的提取效果。

2.4 循环超声提取法与静态溶剂提取法的比较

2.4.1 提取率的比较

由表 5 可见，利用循环超声提取法提高了万寿菊中

叶黄素的提取效率，而静态溶剂提取法的最高提取率只

达到了 82%，并且要经过 3 次提取，循环超声提取法的

一次提取效率可达 9 8 % ，明显高于静态溶剂提取法。

2.4.2 高效液相色谱的比较

由图4可以看出，超声提取法A 与静态提取法B 中

类胡萝卜素的种类和组成比例基本一致。通过色谱峰面

积的大小比较，两次静态提取法得到的 B 的各组分峰面

积仅为超声提取法 A 的 6 5 % 左右。

3 结  论

目前提取植物中叶黄素的常规方法是直接用有机溶

剂进行提取，但由于植物细胞内叶黄素不太容易直接释

放进入有机溶剂，提取效率低。采用超声波则可大大

提高提取效率。本研究结果显示，提取溶剂为丙酮:石

油醚=1:1(V/V)，在超声波功率800W、超声波作用时间

为20min，料液比 1:70 时，可以得到较好的提取效果。

将该方法验证示范用于产业化生产，对于充分利用万寿

菊资源，降低生产成本，提高产品产量具有重要的意

义。由此可见，超声波强化提取技术可作为天然活性

物质提取和开发利用的优选技术，具有广阔的利用价值

和应用前景。
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