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铜氨法生产叶绿素铜钠盐工艺优化

喻 薇，纪平雄 *
(华南农业大学理学院 生物材料研究所，广东 广州      510642)

摘   要：叶绿素铜钠盐作为一种安全无毒的水溶性叶绿素衍生物，具有良好的稳定性和着色性，被广泛应用于食

品添加剂。本研究对以蚕沙叶绿素为原料制备叶绿素铜钠盐的传统工艺进行了改进，以碱性铜氨置换法半合成叶绿

素铜钠盐。选择铜代过程中乙醇质量分数、pH 值、反应温度及加铜量 4 个试验因素，通过正交试验和 SAS 统计

软件进行优化分析，得出最适工艺条件为加铜量为理论值的 2.5 倍、乙醇质量分数 75%、温度 55℃、pH11.5。减

少置铜过程溶剂乙醇用量 10%，得到的产品质量符合国家规定食品添加剂标准。
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Optimization of Synthesis of Sodium Copper Chlorophyllin by Alkaline Cuprammonium Replacement
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Abstract ：Chlorophyll copper sodium salt as a non-toxic water soluble chlorophyll derivative has excellent stability and

colorability and is widely used as a food additive. In the present study, the traditional preparation process for sodium copper

chlorophyllin from silkworm excrement chlorophyll was modified to develop a semi-synthesis method based on alkaline

cuprammonium replacement. Four reaction conditions such as ethanol concentration, pH, reaction temperature and copper

amount were chosen for synthesis process optimization based on orthogonal array design using SAS statistical software. The

optimal copper amount, ethanol concentration, reaction temperature and pH were 2.5 times higher than the theoretic value, 75%,

55 ℃, and 11.5, respectively. Under these conditions, the ethanol consumption for copper replacement was reduced by 10%,

and the quality of the product obtained was in accordance with the national standard of food additives.
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叶绿素铜钠盐作为一种安全无毒的水溶性叶绿素衍

生物，是联合国粮农组织( F o o d  a n d  A g r i c a l t u r e
Organizat ion，FAO)、世界卫生组织(Wor ld Heal th
Orangization，WHO)和我国食品添加剂标准委员会批准

使用的一种天然食用色素[1]，由于较之叶绿素具有良好

的稳定性和着色性[2]，被广泛应用于食品添加剂、化妆

品添加剂、着色剂、药品、光电转换材料等领域 [ 3 - 4 ]。

此外，可从废弃蚕沙中提取叶绿素，再由叶绿素制备叶

绿素铜钠盐，不仅促进我国蚕业产生的蚕粪这一大宗废

弃副产物资源的充分利用，而且创造了更高的经济效益

和社会效益[ 5 ]。

迄今为止，国内外有关叶绿素铜钠盐制备方法研究

报道大多采用酸性置铜法[6-9]，该法需要消耗较多的溶剂

汽油、丙酮和乙醇等有机溶剂，并且未见有碱性铜氨

置换法生产叶绿素铜钠盐的相关报道[10-11]。本实验用铜

氨法在碱性条件下半合成叶绿素铜钠盐，大大降低了生

产消耗，为蚕沙生产叶绿素铜钠盐的进一步开发利用提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

干蚕沙由华南农业大学亚太蚕桑研究中心提供。
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无水乙醇、石油醚( 6 0～9 0℃)、浓盐酸、氨水、

氢氧化钠、硫酸铜(均为分析纯试剂)。
JJ300 精密电子天平    常熟双杰测试仪器厂；恒温

水浴锅    江苏省金坛市江南仪器厂；UV2550 紫外可见

分光光度计    日本岛津公司；ACATAR360 FT-IR-670 红

外光谱仪    美国 Nnicolet 公司。

1.2 方法

1.2.1 叶绿素的提取

参照文献[12]对蚕沙中的叶绿素进行提取，并按正

交试验法得出最佳提取工艺，提取制备糊状叶绿素，按

照黄自然等[13]的方法对糊状叶绿素的质量进行检验。

1.2.2 叶绿素铜钠盐制备

铜代过程反应机理：C34H32O5N4Mg ——————→ C34H32O5N4Cu

在碱性条件下，叶绿素酸中的中心镁离子与卟啉环

共轭体系结合不稳定，易被取代。且铜氨络合物在碱

性条件下易离解，释放出 C u 2 +，由于铜离子的离子半

径大于镁离子，它和配体中心可以离得更近，结果静

电引力增强，稳定性增加。

取一定量的糊状叶绿素，用约 1:5(V/V)倍的石油醚

使之溶解，再加入一定浓度的 N a O H 乙醇溶液，调节

pH12～13，65℃水浴皂化，回流。将皂化液移置分液

漏斗，按 1 :2 0( V / V )加入的石油醚，振摇，静置分层，

收集下层墨绿色叶绿素皂化液于 500mL 圆底烧瓶中，用

盐酸调节 pH6～8，然后加入配好的铜氨络合物，搅拌

滴加氨水，调节 pH 值，水浴回流 1h，进行置铜反应。

将反应液过滤，反复水洗得叶绿素铜酸。将叶绿素铜

酸溶于丙酮中，加入含有 NaOH 的乙醇溶液，调 pH11～
1 2，析出晶体，晶体经过滤和干燥后得到墨绿色有金

属光泽的叶绿素铜钠盐[14-15]。

1.2.3 叶绿素铜钠盐制备正交试验设计和数据处理

采取 L9(34)正交试验法对影响铜代过程的 4 个因素进

行研究，选择乙醇质量分数(A )、pH 值(B )、反应温度

(C)及加铜量(D)4 个主要生产工艺条件作为试验因素。其

中每个因素各设 3 个水平：乙醇质量分数 55%、65%、

75%；pH10 .5、11、11 .5；反应温度 45、55、60℃
水平；加铜量分别为理论加铜量的 1.5、2、2.5 倍。进

行 4 因素 3 水平正交试验。并参照文献[12]计算得出置铜

率，以置铜率判定反应进行程度。所得结果数据使用

SAS 统计软件进行分析[16 ]，得出最适工艺条件。

1.2.4 叶绿素铜钠盐质量的检定

叶绿素铜钠盐主要质量指标是产品的紫外吸收光

谱、最大吸收波长、消光比、特殊消光值、总铜和

游离铜，均参照国家标准 GB 3262 — 1982《食品添加

剂叶绿素铜钠盐》规定方法进行检验[17-18]。另外以 KBr

粉末压片法定性测定了叶绿素铜钠盐红外光谱。

2 结果与分析

2.1 蚕沙中叶绿素含量及质量检验

称取除去杂质的干燥蚕沙 5.0g，在一定的时间和温

度下用提取液进行提取，并分别在 645nm 和 663nm 处用

分光光度计测定吸光度。计算叶绿素的含量 [ 1 2 ]：

Ca ＝ 12.7A663 － 2.69A645，Cb ＝ 22.9A645 － 4.68A663

Ct ＝ Ca ＋ Cb

式中：C a、C b、C t 分别为叶绿素 a、叶绿素 b 的

质量浓度及叶绿素总质量浓度/(mg/L)。
                          Ct ×提取液体积×稀释倍数

叶绿素含量 /(mg/g)＝—————————————＝ 0.57mg/g
                                                              样品质量

利用最佳工艺提取的糊状叶绿素，为墨绿色油状

物，带有特殊胺类的气味。经过检验，消光比( A 4 0 5 n m/
A 630nm)＝ 3.36，符合企业标准规定[13]。

2.2 工艺条件优化

置铜过程是叶绿素铜钠盐整个生产工艺流程的关

键，置铜率的大小直接影响到产品的消光比、特殊消

光值、总铜等主要指标。置铜率越低，产品中所含的

脱镁叶绿素类化合物就越多，而脱镁叶绿素类化合物呈

灰褐色，这样就直接影响到产品的色泽度，甚至使其

呈现枯叶黄色，从而影响其作为天然着色剂的产品质

量。因此，为了提高产品的置铜率，需对影响铜代过

程极显著的 4 个工艺条件加铜量、醇度、温度、pH 值

进行优化。首先，加铜量是铜代反应的关键影响因素，

加铜量太少会使铜代不完全，导致总铜含量减少，太

多则浪费且铜氨络合物中游离铜不易清除，导致产品不

合格；乙醇体积分数太低，则叶绿酸不易溶解，太高

则会导致叶绿素中所含的脂类溶入过多且铜氨络合物容

易析出；pH 值偏低，则铜酸黏度过大，导致洗涤过滤

困难，且不利于反应的进行，导致难以置铜，偏高则

浪费溶剂，且易使溶液中的少量游离铜离子产生沉淀；

温度太高影响醇度控制的稳定性，且易使调节 pH 值的

氨水挥发过快，过低则反应不完全。在这 4 个因素中，

以乙醇体积分数和 pH 值最难控制，是整个生产过程中

的难点，两者在生产工艺过程中贯穿全线，直接影响

试验结果。因此，选择铜代过程中乙醇质量分数、p H
值、反应温度及加铜量 4 个主要生产工艺条件作为试验

因素，进行 L 9( 3 4)正交试验，试验设计及结果见表 1。
从表 1 数据分析可以得出，第 3 号试验的生产工艺

条件下的置铜率最低，为 31.1%，第 9 号试验的置铜率

最高，为 5 9 . 4 %。

[Cu(NH3)4]SO4



121※工艺技术 食品科学 2012, Vol. 33, No. 12

使用 SAS 统计软件[13]对表 1 进行分析，由表 2 可知，

加铜量(X 1)、乙醇质量分数(X 2)、反应温度(X 3)、pH 值

(X4)4 个因素的尾概率 P 均小于 0.01，且均在 0.0001 水平

上，说明它们对置铜率的影响差异极显著。

由表 3 可知，对影响极显著的各因素使用邓肯氏新

复极差检验法(DMRT 法)，检验结果表明，加铜量(X 1)
以水平 3(加铜量为理论值的 2.5 倍)的效果最好；乙醇体

积分数(X2)中水平 1 和水平 2、3 之间差异明显，而水平

2 和 3 之间差异不明显，但水平 3 的效果更好些，因此

三者中以水平 3(乙醇体积分数 75%)的效果最好；反应温

度(X3)以水平 2(温度 55℃)效果较好；pH 值(X4)以水平 2
(pH11)的效果最好，水平 3 效果最差。所以叶绿素铜钠

盐最佳工艺条件为加铜量按理论值的 2.5 倍、乙醇质量

分数 75%、温度 55℃、pH11 为生产的最适工艺条件。

相对于传统酸性置铜法制备叶绿素铜钠盐，需要消

耗较多的有机溶剂汽油、丙酮和乙醇，且在铜代过程

要控制乙醇质量分数 85% 左右，碱性铜氨法只需控制乙

醇的质量分数 75%，节约了 10% 以上的乙醇含量，大

大降低了生产成本，提高了生产效率。

试验号 X1 加铜倍数 X2 乙醇质量分数 /% X3 反应温度 /℃ X4 pH 置铜率 /%
1 1(1.5) 1(55) 1(45) 1(10.5) 42.9
2 1 2(65) 2(55) 2(11.0) 48.9
3 1 3(75) 3(60) 3(11.5) 31.1
4 2(2) 1 2 3 32.9
5 2 2 3 1 38.5
6 2 3 1 2 47.7
7 3(2.5) 1 3 2 50.7
8 3 2 1 3 50.1
9 3 3 2 1 59.4

表 1  叶绿素铜钠盐制备 L 9(3 4)正交试验因素水平、试验设计及

结果

Table 1   Factors and levels of L9(34) orthogonal array design

注：P ＜ 0.05 为影响显著；P ＜ 0.01 为影响极显著。

变异来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值

X1 2 1050.406667 525.203333 2399.41 0.0001
X2 2 81.646667 40.823333 186.50 0.0001
X3 2 276.126667 138.063333 630.75 0.0001
X4 2 628.506667 314.253333 1435.68 0.0001

表 2  不同因素对置铜率影响的方差分析

Table 2   Variance analysis of copper replacement rate with various
reaction conditions

水平 X 1 X 2 X 3 X 4

1 41.0000 ± 7.85B 42.2889 ± 7.91B 46.9556 ± 3.22A 46.9222 ± 9.54B

2 39.7000 ± 6.54C 45.8556 ± 5.58A 47.0556 ± 11.57A 49.2556 ± 1.50A

3 53.5333 ± 4.41A 46.0889 ± 12.30A 40.2222 ± 8.74B 38.0556 ± 9.12C

表 3  各因素对置铜率的影响效果分析

Table 3   Duncan's new multiple range test of the effects of various
reaction conditions on copper replacement rate

2.3 叶绿素铜钠盐产品检验结果

按最优工艺条件制备叶绿素铜钠盐 3 次，所得产品

均为墨绿色带金属光泽的粉末，有特殊的胺类气味，易

溶于水。所得产品主要指标检验结果见表 4，用 UV2550
紫外可见分光光度计，在 300～800nm 波长范围内进行

光谱扫描，U V 光谱特征见图 1。

试验 特殊 消光 pH 铜络 理论铜 游离 置铜

号 消光值 比 值 合量 /% 络合量 /% 铜 /% 率 /%
1 625 3.61 9.71 5.55 9.35 0.010 59.36
2 624 3.70 9.65 5.47 9.35 0.009 58.50
3 627 3.76 9.69 5.64 9.35 0.013 60.32

表 4 叶绿素铜钠盐产品各项指标测定结果

Table 4   Major quality indexes of sodium copper chlorophyllin

由表 4 可知，处理 1、2、3 的叶绿素铜钠盐的各

项主要指标均符合国家标准。由图 1 可知，在 405nm 和

630nm 处有两个最大吸收峰，且在 405nm 处的波峰最

高。查文献得叶绿素及其盐有两个最大吸收峰范围

404～406nm 和 629～631nm，而图 1 的最大吸收峰正好落

在文献的最大吸收峰范围内，而且 A405 ＝ 0.624，A630 ＝

0.173，消光比 A405nm/A630nm ＝ 3.61，与文献要求相符[14]。

和叶绿素的紫外吸收谱图比较[12]，两着都有两个吸收峰

和相似形状，只是叶绿素铜钠盐的吸收峰位置明显蓝

移，且叶绿素铜钠盐在 6 3 0 n m 的吸收峰与叶绿素在

665nm 的吸收峰强度相比大大下降，这就是叶绿素铜钠

盐的消光比比叶绿素大得多的原因。通过计算特殊消光

值、消光比都符合标准，由此可见，所制备的叶绿素

铜钠盐纯度高。

2.4 叶绿素铜钠盐产品的 IR 光谱检测

由图 2 可知，3440cm-1 处为叶绿素铜钠盐中 O － Na
键的伸缩振动吸收峰，2920cm-1 和 2850cm-1 为饱和 C － H
键的非对称和对称伸缩振动峰，1570cm-1 为 C ＝ C 双键

的伸缩振动吸收峰，1430cm-1 为－ CH2 －的弯曲振动吸

图 1 叶绿素铜钠盐的吸收光谱图

Fig.1   UV spectrum of sodium copper chlorophyllin
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收峰，1061cm-1 为 C ＝ N、C － N、C － C 的面内弯曲

振动峰，662cm-1 为 C － H 键的弯曲振动峰。叶绿素经

置铜反应生成叶绿素铜酸后，在 1570cm-1 附近的吸收峰

强度降低并分裂为 2 个弱峰 1570cm-1 和 1430cm-1。根据

查阅的文献和红外图谱分析可证实制备的化合物具有叶

绿素铜钠盐的官能团特征[19-21]。

3 结  论

本实验探讨了在碱性条件下利用铜氨置换法合成叶

绿素铜钠盐，通过使用 SAS 统计软件对正交试验结果

进行分析，得出了最适置铜工艺条件：加铜量为理论

值 2 .5 倍、乙醇质量分数 75%、温度 55℃、pH11 .5。
置铜是叶绿素铜钠盐合成的重要步骤，而置铜过程

中乙醇体积分数的把握最为关键。传统方法需控制乙醇

体积分数在 85% 左右[2]，而碱性铜氨置换法只需在 75%
左右，大大降低了乙醇的含量，可节约生产成本，本

实验结果为企业生产叶绿素铜钠盐提供了重要的理论和

实用依据，有良好的应用前景。
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图 2 所得叶绿素铜钠盐产品的红外光谱图

Fig.2   IR spectrum of sodium copper chlorophyllin
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