
第 7卷 第 10期 食品安全质量检测学报 Vol. 7 No. 10 

2016年 10月 Journal of Food Safety and Quality Oct. , 2016 

 

                            

*通讯作者: 房家祥, 食品中级检验员, 主要研究方向为保健食品的质量检测。E-mail: fangjasean@qq.com 

*Corresponding author: FANG Jia-Xiang , Food Intermediate Inspector, By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China.E-mail: fangjasean@qq.com 
 

超声辅助提取螺旋藻粉中叶绿素 a的工艺研究 

房家祥*, 李跃彬, 邱清莲, 蔡伟江 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  对超声辅助提取螺旋藻粉中的叶绿素 a工艺进行优化。方法  设计 4因素 3水平进行正交实验, 

即以提取时间、提取溶剂浓度、料液比和提取温度为实验因素, 每个实验因素设计 3个水平。通过分析极差和

均值, 筛选出最优的提取工艺条件。结果  最佳工艺条件如下: 超声时间 50 min, 乙醇浓度 80 %, 超声温度

35 ℃, 料液比 35:50(m:V)可以达到较理想的提取效果, 其中乙醇浓度和超声时间是影响提取叶绿素 a的主要因

素, 其次分别为超声温度和料液比。结论  本研究筛选出的超声辅助提取条件准确、重现性好, 可适用于螺旋

藻粉中叶绿素 a含量的测定。 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the ultrasonic assisted extraction of chlorophyll a from Spirulina powder. 

Methods  The orthogonal experimentof 4factors and3 levels was designed. The extraction time, extraction solvent 

concentration , solid-liquid ratio and extraction temperature were regraded as the 4 experimental factors with each 

experimental factor designedfor 3levels. The optimum extraction conditions were carried out by analyzing the means 

and extreme values. Results  The optimum process conditions were as follows: the ultrasonic time was 50min, 

ethanol concentration was 80%, ultrasonic temperature was 35 ℃and solid-liquid ratio was 35: 50 (m:V), which could 

achieve good extraction effect. The concentration of ethanol and time wereknown as the main influencing factors 

fortheextraction of chlorophyll a, followed by ultrasound temperature and liquor ratio. Conclusion  The 

ultrasound-assisted extraction conditionscreened in this study is accurate, reproducible, which is suitable for the 

determination of chlorophyll a in Spirulina powder. 
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1  引  言 

螺旋藻是大规模工业化生产的微藻类之一, 是有 35

亿年生命史的稀有藻类生物, 也是一种天然食品, 其蛋白

质含量高, 氨基酸组成模式十分平衡合理, 而且富含人体

自身不能合成的 8 种必需氨基酸, 其营养价值是其他植物

蛋白不可比拟的, 不饱和脂肪酸含量较多, 矿物质及维生

素含量丰富, 具有防癌抗癌、防治心血管疾病、抗老防衰

等多种功效[1]。螺旋藻中含有叶绿素 a、类胡萝卜素和藻蓝

素等天然色素。叶绿素 a 呈深绿或墨绿色油状或糊状, 不

溶于水, 易溶于乙醇、丙酮、二甲基亚砜等有机溶剂。叶

绿素 a 的结构决定了其性质的不稳定性, 对光、热、酸、
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碱敏感。螺旋藻叶绿素 a 含量大约占有机物干质量的

1%~2%, 可作为估计藻类的生物量和生产力的重要指标。 

早在 1818年叶绿素就被人们系统研究, 于 1933年确

定其中叶绿素 a的结构[2], 因此提取螺旋藻中叶绿素 a的工

艺条件, 决定了最终的提取效果, 同时很大程度上影响检

测效率[3]。目前叶绿素 a 的提取工艺主要包括有机溶剂浸

泡式提取、超声辅助提取和微波辅助提取[4]等。溶剂浸提

法是利用有机溶剂通过渗透、湿润、对流扩散和分子扩散

等作用将微藻中的油脂溶解在溶剂中, 再通过分离浸提溶

剂和油脂进而得到粗脂[5]。该工艺的缺点是耗时较长, 效

率相对较低。而超声辅助提取工艺由于超声波具有空化效

应和机械作用, 具有提取时间短、效率高的优势。 

有研究表明, 影响螺旋藻粉中叶绿素 a提取的主要因

素为提取时间和提取溶剂浓度。因此本研究通过单因素设

计实验, 在提取温度、提取溶剂、料液比均不变的条件下, 

改变提取时间和提取溶剂浓度, 对比相应条件下的提取效

率, 从而得出比较高效的提取工艺, 再结合正交设计实验

摸索出最优的提取组合条件。考虑到混合试剂对检测效率

及成本的影响, 本研究对螺旋藻中叶绿素 a 的提取采用单

一溶剂。叶绿素易溶于乙醇、丙酮、二甲基亚砜等有机溶

剂, 且在不同溶剂中的溶解效果也各有不同[6], 故本研究

选择了乙醇和丙酮的单一溶剂的提取工艺[7-15]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器和试剂 

UV-2450 紫 外 分 光 光 度 计 ( 日 本 岛 津 公 司 ); 

KQ-500VDE超声波清洗机(昆山市超声仪有限公司); GDE

恒温水浴锅(意大利 VELP公司)。 

螺旋藻粉(美国地升有限责任公司); 无水乙醇、无水

丙酮、乙醚(分析纯, 广州化学试剂厂); 无水硫酸钠(分析

纯, 天津市福晨化学试剂厂)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  螺旋藻粉中叶绿素 a 的超声辅助提取法 

准确称取 30mg 螺旋藻粉, 置于离心管中, 加入 50 

mL 提取溶剂, 在 35 ℃避光条件下超声提取叶绿素 a。一

段时间后, 停止提取, 将提取液转移入 500 mL的分液漏斗

中。然后加入 50 mL乙醚进行萃取, 再以 100 mL纯化水

进行洗涤, 洗涤 2次, 弃下层液。收集乙醚层液于 100 mL

棕色容量瓶中, 用少量无水硫酸钠过滤收集, 然后用乙醚

定容至 100 mL, 作为样液待用。 

2.2.2  螺旋藻粉中叶绿素 a 的含量测定 

目前应用较广的叶绿素 a含量测定技术主要包括紫外

可见分光光度法和高效液相色谱法。其中紫外可见分光光

度法主要是应用 Arnon计算公式进行含量计算[7]。 

2.2.3  单因素设计筛选提取溶剂 

设定提取温度为 35 ℃, 料液比为 35 mg:50 mL(m:V), 

提取时间为 60 min, 通过比较无水乙醇、50 %乙醇、无水

丙酮和 50 %丙酮的提取效果, 初步筛选较优的提取溶剂。 

2.2.4  单因素设计筛选提取时间 

设定提取温度为 35 ℃, 料液比为 35 mg:50 mL(m:V), 
采用以上得出的较优的提取溶剂, 通过改变不同时间的

提取 , 绘制提取值随时间的变化曲线 , 得出最佳的提取

时间点。 

2.2.5  正交设计筛选最优提取组合条件 

设计 4因素 3水平进行正交实验, 即以提取时间、提

取溶剂浓度、料液比和提取温度为实验因素, 每个实验因

素设计 3 个水平, 进行 9 组实验。通过比较各因素的极差

值, 得出各因素对实验的影响大小顺序, 然后取各因素中

平均值较高的水平为最优条件。 

2.2.6  精密度实验 

精密称取样品 6份, 按最佳提取方式与提取条件制备

处理供试品, 并测定样品中叶绿素 a 的含量,计算其相对标

准偏差。 

2.2.7  稳定性实验 

精密称取样品 1份, 按最佳提取方式与提取条件制备

处理供试品, 在 0、10、20、30、60、90 和 120 min 后分

别检测样品含量, 并计算其相对标准偏差 RSD(%)。 

3  结果与讨论 

3.1  叶绿素 a 含量测定波长的选择 

由于螺旋藻粉中的可溶于有机溶剂的天然色素主要

有叶绿素和类胡萝卜素, 其中类胡萝卜素的吸收区在蓝光

区, 而叶绿素 a的吸收在 660 nm左右的红光区, 因此选择

分光光度计测定叶绿素 a 含量是可行的。如图 1 所示, 以

无水乙醇、无水丙酮为提取溶剂的得到叶绿素 a 溶液, 在

660 nm处均有最大吸收峰。 

 

 

 
图 1  以无水乙醇、无水丙酮为提取溶剂的叶绿素 a溶液的光谱图 

Fig. 1  The spectrogram of chlorophyll a extracted by anhydrous 
ethanol and acetone 
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3.2  单因素实验结果 

比较无水乙醇、50%乙醇、无水丙酮和 50%丙酮的提

取效果, 由表 1可知, 乙醇作为提取溶剂的效果优于丙酮。 

 
 

表 1  提取溶剂对提取效果的影响 
Table 1  Effect of solvent extraction on the extraction 

提取溶剂 无水乙醇 50%乙醇 无水丙酮 50%丙酮

叶绿素 a含量(g/kg) 12.1 7.9 6.1 4.8 

 
 
以无水乙醇为提取溶剂, 其余条件均不变, 改变不同

时间。超声时间对提取率的影响见表 2, 由表 2可知, 从 30 

min 开始提取值逐渐趋于最大值, 但超过 50 min 后, 提取

值开始略有下降, 得出 50 min为最佳超声提取时间。 

设定提取温度为 35 ℃, 料液比为 35:50 (m:V), 提取
时间为 50 min, 乙醇为提取溶剂, 考察不同的乙醇浓度对

提取效果的影响, 由表 3 可知, 乙醇浓度在 60%~100%之

间的提取效果最佳。 

3.3  正交设计实验结果 

以超声时间、乙醇浓度、超声温度和料液比为实验因

素, 每个实验因素设计 3个水平, 进行 4因素 3水平的正交

实验, 结果如表 4、表 5所示。 

以上实验数据输入正交设计助手软件, 算出 4个因素

在各水平上的均值和极差值, 如表 6所示。 
 

表 2  超声时间对提取效果的影响 
Table 2  Effect of ultrasonic time on the extraction  

超声提取时间(min) 10 20 30 40 50 60 70 

叶绿素含量(g/kg) 9.8 10.9 12.4 12.3 12.6 12.2 12.5 

 
表 3  乙醇浓度对提取效果的影响 

Table 3  Effect of ethanol concentration on the extraction results 

乙醇浓度(%) 叶绿素 a含量(g/kg) 乙醇浓度(%) 叶绿素 a含量(g/kg) 乙醇浓度(%) 叶绿素 a含量(g/kg)

10 0.1 55 11.3 80 12.8 

20 0.2 60 12 85 12.7 

30 0.5 65 12.3 90 12.6 

40 3.8 70 12.4 95 12.4 

50 7.9 75 12.5 100 12.5 

 

表 4  4 因素 3 水平正交表 
Table 4  Orthogonal table of 4 factors and 3 levels  

水平 超声时间(min) 乙醇浓度(%) 超声温度(℃) 料液比(mg:mL) 

1 40 60 30 25:50 

2 50 80 35 30:50 

3 60 100 40 35:50 

 

表 5  正交实验结果 
Table 5  Orthogonal test results 

实验序号 超声时间(min) 乙醇浓度(%) 超声温度( )℃  料液比(mg:mL) 实验结果(g/kg) 

1 40 60 30 25: 50 11.4 

2 40 80 35 30:50 12.3 

3 40 100 40 35:50 11.9 

4 50 60 35 35:50 12.0 

5 50 80 40 25:50 12.7 

6 50 100 30 30:50 12.2 

7 60 60 40 30:50 11.7 

8 60 80 30 35:50 12.5 

9 60 100 35 25:50 12.1 
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表 6  影响因素在对应水平上的均值和极差值 
Table 6  The means and extreme valuesof influence factors at the corresponding level 

水平对应均值(g/kg) 超声时间(A) 乙醇浓度(B) 超声温度(C) 料液比(D) 

水平 1 11.867 11.7 12.033 12.067 

水平 2 12.3 12.5 12.133 12.067 

水平 3 12.1 12.067 12.1 12.133 

极差值 0.433 0.8 0.1 0.066 

 
 

表 7  精密度结果(n=6) 
Table 7  Results of precision (n=6) 

样品数 1 2 3 4 5 6 RSD(%) 

叶绿素 a含量(g/kg) 12.23 11.92 11.93 12.21 12.35 12.15 1.9 

 
 

表 8  稳定性结果 
Table 8  Results of stability 

试液放置时间(min) 0 10 20 30 60 90 120 RSD(%) 

叶绿素 a含量(g/kg) 12.15 12.18 12.21 12.2 12.13 12.18 12.41 0.8 

 
 
从以上数据可以看出, 极差值的大小顺序依次为: 乙

醇浓度(B)>超声时间(A)>超声温度(C)>料液比(D),说明乙

醇浓度和超声时间是影响提取叶绿素 a 的主要因素, 其次

分别为超声温度和料液比。通过比较各因素对应水平上的

均值, A2>A3>A1, B2>B3>B1, C2>C3>C1, D3>D1=D2, 由此可

以得出结论, 最优组合为 A2B2C2D3, 即超声时间 50 min, 

乙醇浓度 80%, 超声温度 35 ℃, 料液比 35:50(m:V)。 

3.4  精密度实验 

精密度实验结果见表 7, 由表 7 可知,  6 个样品的相

对标准偏差为 1.9%, 表明该方法有良好的精密度。 

3.5  稳定性实验 

稳定性实验结果见表 8, 试液放置不同时间下的相对

标准偏差为 0.8%, 表明该方法有良好的稳定性。 

4  结  论 

本研究采用超声辅助提取法测定螺旋藻粉中叶绿素 a

的提取工艺研究, 利用单因素设计结合正交设计的实验方

法, 筛选出最优的超声辅助提取工艺条件如下: 超声时间

50 min, 乙醇浓度 80%, 超声温度 35 ℃, 料液比 35:50 

(m:V), 精密度和稳定性实验结果令人满意。 
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