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模型，以提取得率作为响应值，对提取剂浓度、料液比、提取时间等３个主要影响因素进行响应面法分析，得到枫香树
叶黑色素提取的优化工艺条件。结果表明，３个因素对枫叶黑色素提取得率影响由大到小依次为料液比、乙醇浓度、
提取时间，最优提取工艺参数为乙醇浓度４０％、料液比１ｇ∶４０ｍＬ、最佳提取时间４ｈ，此条件下初步干燥的枫香树叶
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　　黑色素是广泛存在于动植物和微生物界的保护性色
素［１－２］。天然黑色素具有抗病毒、抗辐射和提高免疫力等多

种功效，能抑制艾滋病毒复制［３］、解蛇毒［４］，还能治疗治疗老

年性痴呆症、帕金森症等与黑色素缺乏相关的神经系统疾

病［５］。天然黑色素虽然存在较为广泛，但是由于染色工序相

对复杂，染色效果不稳定、生产成本高等原因，违规添加人工

合成色素，制造有毒“黑色”食品的现象时有发生，存在致病

安全隐患。从不同来源提取天然黑色素已经成为研究热点。

人们已成功从黑米［６］、黑木耳［７］、花椒籽［８］等天然食品中提

取出黑色素。枫香树（ＬｉｑｕｉｄａｍｂａｒｆｏｒｍｏｓａｎａＨａｎｃｅ）叶中含
有丰富的花色苷类黑色素，具有有祛风湿、行气、解毒等功

效［９］，常用于治疗疮疖肿痛及外伤出血等症［１０－１１］，在药用研

究方面有重要开发价值［１２－１３］。我国壮族、黎族等少数民族利

用枫香树叶黑色素染制黑色糯米饭有着悠久的历史，其安全

性和药用功效得到了长期检验，是制取天然黑色素的理想原

料。目前，枫香树叶黑色素的提取工艺鲜见报道［１４－１６］。本试

验以枫香树叶为原料，采用响应面分析法优化提取工艺，从而

为枫香树叶黑色素的开发利用提供参考数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验材料和试剂　枫香树叶样品：采集于广西壮族自
治区百色市右江区，洗净后经６０℃干燥，粉碎备用；无水乙
醇、石油醚、盐酸、乙酸乙酯、丙酮等药品均为国产ＡＲ级。
１．１．２　仪器与设备　ＵＡ－２７００型分光光度计（日本岛津公
司）；ＴＧＬ－１６Ｍ高速冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发
有限公司）；ＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空泵（河南郑州市世纪
双科实验仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　枫香树叶黑色素提取工艺流程　提取工艺流程：新鲜
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叶片→洗净后干燥→粉碎→称质量→浸渍提取→分离，收集
滤液→以６０℃烘干→黑色素粗产品。

黑色素提取得率计算：得率ｙ＝黑色素粗产品质量／枫香
树叶粉末质量×１００％。
１．２．２　提取剂的选择　准确称取相同质量的枫香树叶样品
５份，按１ｇ∶３０ｍＬ的料液比分别加入蒸馏水、乙醇、乙酸乙
酯、石油醚、丙酮等提取剂，调节 ｐＨ值 ＜３．５，在相同水浴中
浸渍提取１ｈ。以３０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心分离，准确移取相
同体积提取液，用相应提取剂稀释定容到相同容积容量瓶，并

以相应提取剂为参比，分别测２１０ｎｍ处的吸光度。
１．２．３　测定波长的选择　取枫香树叶的乙醇提取液，稀释到
适合紫外－可见分光光度计工作的浓度后，在２００～４００ｎｍ
范围内进行紫外光谱扫描，绘制吸光图，从图中选取最大吸收

波长为本试验测定波长。

１．２．４　提取温度的选择　称取５份１．００ｇ枫香树叶样品置
于１００ｍＬ锥形瓶中，按料液比为１ｇ∶３０ｍＬ加入提取剂，调
节ｐＨ＜３．５，密封后分别在 ４０、５０、６０、７０℃的水浴中恒温浸
提１ｈ。离心沉淀，取上层提取液，分别准确移取２５μＬ上清
液，并用相应的提取剂定容至２５．００ｍＬ，以相应的提取剂为
参比，测２１０ｎｍ波长的吸光度。
１．２．５　枫香树叶黑色素提取的单因素研究
１．２．５．１　提取剂浓度的影响　称取 ５份枫香树叶样品
１．００ｇ，置于１００ｍＬ锥形瓶中，分别按料液比１ｇ∶３０ｍＬ加
入２０％、４０％、５０％、６０％、８０％的乙醇溶液，调节 ｐＨ值 ＜
３５，密封后在６０℃恒温水浴中提取１ｈ。离心沉淀，分别移
取２５μＬ上清液，并分别用相应的提取剂定容至 ２５．００ｍＬ。
以相应的提取剂为参比，测２１０ｎｍ波长处的吸光度。
１．２．５．２　料液比的影响　称取５份枫香树叶样品１．００ｇ，置
于１００ｍＬ锥形瓶中，分别按分别按料液比为 １∶１０、１∶２０、
１∶３０、１∶４０、１∶５０（ｇ∶ｍＬ）加入同浓度提取剂，调节 ｐＨ
值＜３．５，密封后在６０℃恒温水浴中提取１ｈ。抽滤收集滤
液，在恒温干燥箱中用６０℃烘至恒重，后计算成品得率。
１．２．５．３　提取时间的影响　称取８份枫香树叶样品１．００ｇ，
置于１００ｍＬ锥形瓶中，按１ｇ∶３０ｍＬ的料液比加入提取剂，
调节ｐＨ值＜３．５，在６０℃的恒温水浴中分别浸提 ０．５、１、２、
３、４、５、６、７ｈ。离心沉淀后，分别移取２５μＬ提取液，用相应
的提取剂定容至２５．００ｍＬ。以相应的溶剂为参比，测２１０ｎｍ
波长处的吸光度。

１．２．６　响应面法优化枫叶黑色素的提取工艺　选取３因素
３水平的响应面分析方法，因素水平编码见表１。

表１　黑色素提取响应面分析因素与水平

水平
因素

ｘ１：乙醇浓度（％） ｘ２：料液比（ｇ∶ｍＬ） ｘ３：提取时间（ｈ）
－１ ４０ １∶２０ ２
０ ５０ １∶３０ ３
１ ６０ １∶４０ ４

２　结果与分析

２．１　枫香树叶黑色素提取剂的选择
各种提取剂的试验结果如表２所示，由表２可知乙醇溶

液的提取效率最高，本试验选取乙醇作为枫香树叶黑色素的

表２　不同提取剂的吸光度

提取剂 吸光度

蒸馏水 ２．５３０
乙醇 ３．５１９
丙酮 ２．０５０
石油醚 ０．０３３
乙酸乙酯 ３．３８６

提取剂。

２．２　枫香树叶黑色素最大吸收波长的选择
枫香树叶黑色素的乙醇提取液在２００～４００ｎｍ范围内的

光吸收情况如图１所示。

　　由图１可知，在２００～４００ｎｍ范围内，枫香树叶黑色素乙
醇提取液的吸光度先随着波长增大而升高，在波长为２１０ｎｍ
左右时，其吸光度达到最大峰值，之后不断下降，故本试验选

取２１０ｎｍ为枫香树叶黑色素的测定波长。
２．３　枫叶黑色素提取温度的选择

如表３所示，在４０～７０℃范围内，提取效率随着温度提
高而上升。试验发现，随着提取温度增高，提取剂挥发损失也

会增大，越接近乙醇沸点越明显。综合考虑提取效率和提取

成本，本试验选择６０℃作为枫香树叶黑色素的提取温度。
表３　不同提取温度的吸光度

提取温度（℃） 吸光度

４０ １．０８８
５０ １．２２５
６０ １．４８２
７０ １．６６７

２．４　单因素试验结果
２．４．１　乙醇浓度对枫香树叶黑色素提取效率的影响　由图
２可知，在２０％～５０％的乙醇浓度范围内，枫香树叶黑色素的
提取效率随浓度提升，５０％乙醇浓度时达到最大，之后再提高
乙醇浓度，吸光度反而下降。因此选择５０％左右的乙醇作为
提取剂是较为适宜的。

２．４．２　料液比对枫叶黑色素提取工艺的影响　料液比直接
影响黑色素在固液两相的浓度差。提高料液比，可以降低黑

色素在溶剂中的浓度，进而有利于枫香树叶中尚未溶解的黑

色素继续向溶剂扩散。但当料液比大到一定程度，枫香树叶

中的黑色素基本溶出，再提高料液比，不仅不能提高提取得

率，还会增加溶剂使用量，增加杂质溶出的概率，并增加溶剂

蒸发等后续工艺的难度，进而提高提取工艺的成本。由图３
可知，当料液比为１ｇ∶３０ｍＬ～１ｇ∶４０ｍＬ时，黑色素的得率
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处于较高水平，因此选择料液比为１ｇ∶３０ｍＬ～１ｇ∶４０ｍＬ
为宜。

２．４．３　提取时间对枫叶黑色素提取工艺的影响　由图４可
知，在０．５～４ｈ之间时，提取液的吸光度随着提取时间的延
长而增大，当达４ｈ后，吸光度进入一个平台，直到７ｈ后，才
略有上升。综合考虑提取工艺能耗等成本，本试验提取时间

在４～６ｈ为宜。

２．５　响应面分析结果

２．５．１　响应面分析试验设计方案　对枫香树叶黑色素的提
取工艺进行响应面分析试验。以乙醇浓度 ｘ１、料液比 ｘ２、提
取时间ｘ３为自变量，以枫香树叶黑色素粗产品提取得率ｙ为
响应值。Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ分析方案及试验结果见表３。
２．５．２　回归方程和方差分析　用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ软
件程序对试验数据进行回归分析，得出枫叶黑色素提取得率

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ分析方案及试验结果

试验号 ｘ１ ｘ２ ｘ３
提取得率ｙ
（％）

１ ０ ０ ０ ３９．１７
２ ０ １ １ ４０．９０
３ ０ ０ ０ ３９．０６
４ ０ ０ ０ ３８．９９
５ ０ －１ １ ３７．６３
６ １ ０ １ ４０．５２
７ ０ ０ ０ ３９．３５
８ １ １ ０ ４１．６３
９ １ －１ ０ ３８．４１
１０ －１ １ ０ ４０．４５
１１ －１ ０ －１ ３７．７３
１２ ０ １ －１ ３９．１９
１３ ０ ０ ０ ３９．０９
１４ ０ －１ －１ ３６．４７
１５ －１ －１ ０ ３６．０６
１６ １ ０ －１ ３９．８３
１７ －１ ０ １ ４０．３２

的回归方程如下：

　　ｙ＝３９．１３＋０．７３ｘ１ ＋１．７０ｘ２ ＋０．７７ｘ３ －０．２９ｘ１ｘ２ －
０．４７ｘ１ｘ３＋０．１４ｘ２ｘ３＋０．５３ｘ１

２－０．５２ｘ２
２－０．０６１ｘ３

２。式中：ｙ
为枫叶黑色素的提取得率（％）；ｘ１为乙醇的浓度（％）；ｘ２为
料液比 （ｇ∶ｍＬ）；ｘ３为提取时间 （ｈ）。回归方程各项的方差
分析见表４。

表４　回归方程各项的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著水平 显著性

模型 ３５．６５ ９ ３．９６ ４５．１４ ＜０．０００１ 
ｘ１ ４．２５ １ ４．２５ ４８．４２ ０．０００２ 
ｘ２ ２３．１２ １ ２３．１２ ２６３．４７ ＜０．０００１ 
ｘ３ ４．７３ １ ４．７２ ５３．８８ ０．０００２ 
ｘ１ｘ２ ０．３４ １ ０．３４ ３．９０ ０．０８８９
ｘ１ｘ３ ０．９０ １ ０．９０ １０．２８ ０．０１４９ 
ｘ２ｘ３ ０．０７６ １ ０．０７６ ０．８６ ０．３８４１
ｘ１２ １．１８ １ １．１８ １３．４３ ０．００８０ 
ｘ２２ １．１５ １ １．１５ １３．１５ ０．００８４ 
ｘ３２ ０．０１６ １ ０．０１６ ０．１８ ０．６８５３
残差 ０．６１ ７ ０．０８８
失拟项 ０．５４ ３ ０．１８ ９．４３ ０．０２７５ 
纯误差 ０．０７６ ４ ０．０１９
总离差 ３６．２６ １６

　　注：“ ”表示在０．０１水平显著；“”表示在０．０５水平显著。
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　　由表４可分析出，用以上回归方程描述枫香树叶黑色素提
取工艺中各因素与响应值之间的关系时，因变量和全体自变量

之间的线性关系显著，相关系数Ｒ２为９８．３２，模型的显著水平
远远小于０．０５，此Ｑｕａｄｒａｔｉｃ回归方差模型为高度显著。

由表４的分析可知，枫叶黑色素提取工艺中各个因素影
响得率从大到小的顺序依次为料液比（ｘ２）、乙醇浓度（ｘ１）和
提取时间（ｘ３），其中料液比对枫叶黑色素提取得率的影响最
为显著。

２．５．３　响应面图分析　由图５、图６、图７可知，枫香树叶黑
色素的提取工艺中，料液比（ｘ２）的影响最为显著，提取时间
（ｘ３）和提取剂乙醇浓度（ｘ１）次之。

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５ｂ软件程序对枫叶黑色素的提
取工艺条件进行优化，可得最佳方案为乙醇浓度（ｘ１）４０％、
料液比（ｘ２）为１ｇ∶４０ｍＬ、提取时间（ｘ３）４ｈ。在此提取工艺
条件下，初步干燥的枫叶黑色素粗产品的提取得率预测值为

４１．７３％。
２．５．４　模型的验证性试验　固定乙醇浓度为４０％、料液比
为１ｇ∶４０ｍＬ、提取时间 ４ｈ，平行提取 ３次，得到未除杂、
６０℃烘干后的枫香树叶黑色素粗产品，平均提取率为
４１．４７％。试验值与模型理论预测值基本一致，说明优化方案
是可行的。

３　结论

经响应面法分析，影响枫香树叶黑色素粗产品提取率的

主要因素的影响大小依次为料液比，乙醇浓度，提取时间。枫

香树叶最优提取工艺参数为乙醇浓度为 ４０％，料液比
１ｇ∶４０ｍＬ、最佳提取时间４ｈ。黑色素粗产品经６０℃烘干
后的实际提取得率为４１．４７％，形态为黑色块状固体。本研
究为枫香树叶黑色素的综合开发应用提供了参考。
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