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　　摘要：采用在提取溶剂中加入ＣｕＳＯ４的方法，对蚕沙中叶绿素提取的传统工艺进行了改进，将提取叶绿素和置铜

同时进行。通过单因素试验和正交试验相结合的方法比较了不同提取方法、提取溶剂、提取时间、提取温度等条件对

蚕沙叶绿素提取的影响。结果表明，以ｐＨ值２～３的含ＣｕＳＯ４的９０％乙醇为提取溶剂，蚕沙 ∶溶剂＝１∶８（体积比），

８０℃提取６ｈ，为蚕沙中叶绿素提取的最佳技术工艺。
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　　蚕沙为家蚕（ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＬ．）幼虫蚕食桑叶后排泄出来
的粪便。蚕食桑叶后只消耗了桑叶中的部分蛋白质、糖类和

脂肪类物质，而其他成分随粪便排泄到体外，并使叶绿素得到

进一步富集［１］。叶绿素稳定性差与其中镁离子被脱去有关，

在一定条件下利用铜离子来取代镁离子，可以提高叶绿素的

稳定性及染色强度［２］。由于叶绿素对热不稳定，所以传统叶

绿素提取一般采用以有机溶剂如丙酮或乙醇常温浸提后置铜

的方法。本试验采用在提取溶剂中加入 ＣｕＳＯ４的方法，将提
取和置铜同时进行，增加叶绿素稳定性。本研究运用单因素

和正交试验结合的方法比较了不同提取条件对叶绿素提取率

的影响，以期为改良传统叶绿素提取工艺提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
蚕沙收集于江苏南通，自然晾干，除去石灰、沙子等杂质。

１．２　仪器和试剂
ＴＵ－１８１０型紫外分光光度计（北京普析通用仪器有限

公司产品）；乙醇、丙酮、硫酸铜、盐酸均为分析纯（南京化学

试剂厂产品）。

１．３　方法
１．３．１　不同提取方法比较　精密称取５．０ｇ蚕沙３份，依次
加入９５％乙醇５０ｍＬ、１ｍＬ２．５％ ＣｕＳＯ４，加 ＨＣｌ调节 ｐＨ值
至２～３。分别以８０℃水浴回流提取２ｈ、常温浸提２４ｈ、超
声提取５０ｍｉｎ、进行提取。
１．３．２　不同溶剂比较　精密称取５．０ｇ蚕沙５份，分别加入
５０ｍＬ８０％丙酮、７０％乙醇、８０％乙醇、９０％乙醇、９５％乙醇，
再依次加入１ｍＬ２．５％ ＣｕＳＯ４，加 ＨＣｌ调节 ｐＨ值至２～３。
８０℃水浴回流提取２ｈ，过滤得提取液。
１．３．３　不同提取温度比较　称取５．０ｇ蚕沙５份，依次加入
９５％乙醇５０ｍＬ、１ｍＬ２．５％ ＣｕＳＯ４，加ＨＣｌ调ｐＨ值至２～３。

分别以４０、５０、６０、７０、８０℃水浴回流提取２ｈ，过滤得提取液。
１．３．４　不同提取时间比较　称取５．０ｇ蚕沙５份，依次加入
９５％乙醇５０ｍＬ、１ｍＬ２．５％ ＣｕＳＯ４，加ＨＣｌ调ｐＨ值至２～３。
分别于８０℃水浴回流提取１、２、４、６、８ｈ，过滤得提取液。
１．３．５　正交试验　根据单因素试验结果，选择乙醇为溶剂，
以乙醇用量、乙醇浓度、提取时间为因素，每个因素设３个水
平，进行Ｌ９（３

４）正交试验（表１）。精密称取５．０ｇ蚕沙９份，
按正交表中条件分别加入不同醇浓度和不同体积的乙醇，并

用盐酸调节 ｐＨ值至 ２～３，再加入 １ｍＬ２．５％ ＣｕＳＯ４，于
８０℃ 水浴回流提取相应时间，滤过，得提取液。

表１　蚕沙中叶绿素提取工艺正交试验的因素和水平

水平
因素

Ａ：乙醇浓度（％）Ｂ：溶剂用量（倍） Ｃ：提取时间（ｈ）
１ ７０ １０ ７
２ ８０ ８ ６
３ ９０ ６ ５

１．３．６　叶绿素铜吸光度　精密移取叶绿素提取液０．２ｍＬ，
至１０ｍＬ量瓶中，分别以提取溶剂稀释至刻度，并以提取溶剂
为空白，于６５０ｎｍ和４１３ｎｍ处测定吸光度［３－４］。

２　结果与分析

２．１　不同提取方法对叶绿素提取率的影响
表２结果显示，８０℃水浴回流提取法所得叶绿素铜含量

最高，超声提取法次之，常温浸提法所得叶绿素铜含量最低。

表２　不同提取方法提取液中叶绿素铜的吸光度

提取方法 Ｄ４１３ｎｍ Ｄ６５０ｎｍ
常温浸提 ９３．５ ２３．０

８０℃水溶回流提取 ２１６．５ ９９．０
超声提取 １９６．０ ９０．５

　　注：Ｄ４１３ｎｍ、Ｄ６５０ｎｍ分别表示１ｇ蚕沙提取的叶绿素铜的吸光度。

２．２　不同提取溶剂对叶绿素提取率的影响
不同溶剂所得提取液中叶绿素铜吸光度见图１，９０％乙

醇提取所得叶绿素铜含量最高，８０％乙醇提取所得叶绿素铜
含量次之，且９０％乙醇和８０％乙醇提取所得叶绿素铜含量均
高于８０％丙酮提取所得叶绿素铜含量。
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２．３　不同提取温度对叶绿素提取率的影响
结果（图２）表明，随着提取温度的升高，提取液中叶绿素

铜含量增加，７０℃后增幅变缓，８０℃时叶绿素铜含量最高。

２．４　不同提取时间对叶绿素提取率的影响
不同提取时间所得提取液中叶绿素铜吸光度（图３）表

明，随着提取时间增加叶绿素铜含量增加，但提取时间达到

６ｈ后叶绿素铜含量反而下降。

２．５　正交试验结果
正交试验结果（表３、表４、表５）表明，乙醇浓度对叶绿素

铜吸光度有显著影响，提取溶剂用量和提取时间对叶绿素铜

吸光度无显著影响，叶绿素提取的最佳工艺条件是 Ａ３Ｂ２Ｃ２，
即加８倍量９０％乙醇（含ＣｕＳＯ４，ｐＨ值２～３），提取６ｈ。

３　讨论

传统叶绿素提取一般采用常温浸提方法，在预备试验中

我们通过常温浸提方法比较了文献［３］中报道的不同浓度乙
醇、丙酮、乙醇－丙酮（２∶１，体积比）混合液等溶剂对叶绿素
的提取率，发现８０％丙酮提取率最高。但是丙酮价格较贵，
有一定毒性，且易燃易爆不适合工厂化生产。本试验采用乙

醇为溶剂，可以降低提取成本，增加操作安全性。

　　预备试验中还发现采用加温回流提取可以显著提高叶绿
素的提取率，但是加温后会导致叶绿素不稳定，可能与叶绿素

遇热易脱镁生成脱镁叶绿素有关。我们在本试验中采取在提

取溶剂中加入ＣｕＳＯ４的方法，在提取过程中进行置铜，将不

表３　蚕沙中叶绿素提取工艺正交试验结果

试验号
因素 吸光度

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ６５０ｎｍ Ｄ４１３ｎｍ
１ １ １ １ １９１．４ ５４．３
２ １ ２ ２ １６３．４ ４６．３
３ １ ３ ３ １３５．４ ３６．７
４ ２ １ ２ ２０９．１ ７３．７
５ ２ ２ ３ １９５．９ ６９．３
６ ２ ３ １ １５５．９ ５５．１
７ ３ １ ３ ２１５．５ ９３．０
８ ３ ２ １ ２５７．６ １１１．４
９ ３ ３ ２ ２４７．９ １０８．３

ｋ１（Ｄ６５０ｎｍ） １６３．３７ ２０５．３３ ２０１．６２
ｋ２（Ｄ６５０ｎｍ） １８６．９７ ２０５．６３ ２０６．７８
ｋ３（Ｄ６５０ｎｍ） ２４０．３３ １７９．７１ １８２．２７
Ｒ（Ｄ６５０ｎｍ） ７６．９６ ２５．９１ ２４．５１
ｋ１（Ｄ４１３ｎｍ） ４５．７７ ７３．６５ ７３．６２
ｋ２（Ｄ４１３ｎｍ） ６６．０１ ７５．６４ ７６．０６
ｋ３（Ｄ４１３ｎｍ） １０４．２１ ６６．７０ ６６．３１
Ｒ（Ｄ４１３ｎｍ） ５８．４４ ８．９４ ９．７５

表４　蚕沙中叶绿素提取工艺正交试验方差分析结果（Ｄ６５０ｎｍ）

变异来源 ＳＳ ｄｆ Ｓ Ｆ Ｐ
Ａ ９３２７．９７ ２ ４６６３．９９ ５．３４ ＞０．０５
Ｂ １３２７．９１ ２ ６６３．９５ ０．７６ ＞０．０５
Ｃ １００１．５７ ２ ５００．７８ ０．５７ ＞０．０５
误差 １７４６．７２ ２ ８７３．３６

表５　蚕沙中叶绿素提取工艺正交试验方差分析结果（Ｄ４１３ｎｍ）

变异来源 ＳＳ ｄｆ Ｓ Ｆ Ｐ
Ａ ５２８４．１５ ２ ２６４２．０８ ２０．９８ ＜０．０５
Ｂ １３２．３３ ２ ６６．１６ ０．５３ ＞０．０５
Ｃ １５４．４７ ２ ７７．２４ ０．６１ ＞０．０５
误差 ２５１．９２ ２ １２５．９６

耐热的叶绿素转化为对热稳定的叶绿素铜，通过增加提取温

度的方法增加叶绿素的提取率。

不同溶剂筛选结果表明，在加温回流提取条件下，９０％乙
醇的提取率最高，高于８０％丙酮，这与传统常温浸提方法结
果有差异，分析原因可能是因为常温下８０％丙酮的渗透性大
于乙醇，所以在常温浸提条件下对叶绿素的提取率会高于乙

醇。而在加热条件下乙醇的渗透性大大增加，而叶绿素极性

较小，更易溶于比丙酮极性小的乙醇，所以在加热条件下乙醇

的提取率会高于丙酮。

单因素和正交试验结果表明，ｐＨ值２～３的含ＣｕＳＯ４的
９０％乙醇为提取溶剂，用量为蚕沙的８倍（体积），８０℃加热
回流提取６ｈ，提取液中叶绿素铜含量最高。
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