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摘要:本文主要研究利用超声波提取叶绿素。并且对超声提取法和单纯浸泡法作了比较,同时, 分析了叶绿素提取效率对时

间的依赖性。实验结果显示,用超声来提取绿色植物中的叶绿素,可以增大提取率, 缩短提取时间。

关键词:超声提取; 叶绿素;超声波

中图分类号: S212;文献标识码: A

Study on the Natural Pigment Extracted by Ultrasonic Wave from Green Plant
YUE Hui - ji1, ZHU Jie2

1 College of Phy sics and Information Technology , Shaanxi Normal University , Xi an 710062, Shaanxi

2 College of Life Science, Northwest Sci&Tech University of Agriculture and Forestry , Yangling, 712100, China

ABSTRACT: In this article, it has been studied that the chlorophyll was extracted by ultrasonic wave from green plant, comparing ultra-

sonic extracting method with simple- soaking method, meanwhile, analyzing the dependence of extracting rate of chlorophyll on the time. The ex-

perimental results showed that extracting chlorophyll by ultrasonic wave from green plant could increase extracting rate and shorten extracting time.
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叶绿素存在于所有植物和部分微生物中, 它在光合作用

中起着非常重要的作用。在日常生活中叶绿素也有很多用

途,如食用调色剂。在高等植物的组织中依据结构的不同, 又

可分为叶绿素A 和叶绿素 B,但其基本结构都是卟啉环。当

前,化学成分的提取方法有多种, 如热提取法、浸泡提取法破

胞萃取、紫外分光光度法。但是这些常规方法都有许多不足

之处,如回流法虽然提取较完全, 但是需要加热, 耗时较长, 煎

煮法虽然可以方便的进行工业化生产,但是提取率较低, 溶媒

用量很大,耗时长; 渗漉法虽然不用加热,提取效率也较高, 但

是耗时长; 冷浸法是最原始的提取方法, 溶媒用量很大, 耗时

也太长, 提取率也很低[ 1- 4]。因此, 利用不断出现的新技术、

新方法提取某些化学成分是目前化学成分提取研究领域的一

大热点。我们也主要研究利用超声提取叶绿素。超声波应用

于生物、化学等技术是一个较新的研究领域。近年来超速声

波在高分子化合物降解、有机合成、提取分离等方面得到了广

泛的研究和应用, 如多糖的讲解及提取。目前超声波应用于

从陆地植物中提取有用有机成分进行了较多的研究, 都取得

了较满意的结果, 回收率大大提高。超声波用于海藻破碎提

取海洋生物活性物质亦取得了较好的效果, 如超声波用于盐

藻破碎提取胡萝卜素。在采用化学及机械破碎方法均不能从

龙须藻中获得理想的藻胆体时, 采用超声波提取得到了完整

的藻胆体,并且效果良好。本文采用超声波提取叶绿素, 希望

能为叶绿素提取工艺改进、缩短提取时间、降低提取成本、提

高产品质量提供一些依据。

1 原理部分

1. 1 超声波及超声波发生器

超声波是指频率在声频以上, 即超过人耳所能接受的频

率- 20khz 的弹性波。超声波的频率也有上限, 一般认为是 5

106kHz。超声波是一种在弹性介质中的纵波,可在固、液、气

中产生。超声波具有频率高、方向性好、穿透力强、能量集中

等特性,已在机械制造、化学、冶金、医疗卫生、轻工业、农业、

动力工程等方面广泛应用。超声波发生器是超声波的波源,

通常有三种类型, 即机械式超声波发生器、磁致伸缩振荡式超

声波发生器和电磁伸缩振荡式超声波发生器。机械式超声波

发生器是以高速气体或液体为介质, 通过机械装置产生谐振

的系统,其发生的超声频率一般较低, 通常为 20- 30kHz。磁

致伸缩振荡式超声波发生器是利用磁性材料的磁致伸缩现

象,将电能转换成声波的仪器, 通过对线圈输入交变电流, 是

作为铁芯的磁致伸缩材料产生振动,发出超声波, 其发生的频

率通常为 20kHz- 100kHz。电致伸缩振荡式超声波发生器或

压电晶体振荡式超声波发生器是利用压电式或电致伸缩效应

的材料,加上高频电压,使其按电压的正负和大小产生高频伸

缩。在应用中,可将这种伸缩通过介质耦合到作用物上, 使作

用物表面随之振动而产生声的波动在物质内部传播, 其发生

的声的频率很高。通常在 100mHz 以上甚至达到 GHz量级。

1. 2 超声提取法的基本原理

超声提取法就是利用超声波产生的强烈振动, 很高的加

速度、强烈的空化效应、搅拌等特殊作用, 可以破坏植物的细

胞,使溶媒渗透到被提取物的细胞中, 以便使被提取物的化学

成分溶于液体之中, 再通过化学分离提纯以得到所需要的成

分。超声提取的主要动力是声空化。空化现象是指在超声波

的作用下,在液体中形成空腔的现象。这些空腔随传播着的

声波的频率而伸张和压缩。声空化是液体中气泡在声场作用

下所发生的一系列动力学过程。当足够强度的超声波通过液

体时,当声波负压半周期的声压值超过液体内部的静压强时,
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存在液体中的微小气泡 (称作空腔或空化核)就会迅速增大,

而在相继而来的声波正压相中, 气泡会突然绝热压缩。当压

缩时,气泡的尺寸会变小, 同时它所产生的巨大压力可能会使

空腔完全消失,既可能是它们完全闭合。因为闭合之前的瞬

间空腔及其周围微小的空间内出现热点,形成高温高压区(压

力可达几千个大气压, 温度超过 50000C) , 并伴有强大的冲击

波和时速达 400km 的射流。所以在空腔完全闭合的瞬间, 由

于出现这种极端的物理环境, 只是中草药化学成分的细胞在

溶剂中瞬时产生的空化泡的崩溃而破裂, 以便溶剂渗透到细

胞内部,而使细胞中的化学成分溶于溶剂之中。同时, 超声波

产生的振动作用加强了细胞内物质的释放、扩散及溶解。而

且,超声波破碎过程是一个物理过程,浸泡提取过程中无化学

反应,被浸泡的化学成分的结构和性质不会发生变化, 因而超

声波的振动作用提高了细胞的破碎速度,缩短了破碎时间, 促

进了化学成分向溶剂中溶解。所以用超声波提取化学成分可

以大大的缩短提取时间,提高提取率,得到的化学成分的结构

和性质也不会改变[ 5]。

超声波作用时其效果不仅取决于超声波的强度和频率,

而且与被破碎物的结构有一定的关系。计算表明: 在水中当

超声波辐射面上的强度达 3000W/ m2 时就会产生空化现象, 使

被破碎的生物体和细胞完全破碎。从理论上讲, 确定被破碎

物所处介质中气泡的大小后即可选择适宜的超声波频率。但

实际上被破碎物所处介质中气泡的大小不是单一的, 而是存

在着一个分布范围。所以超声波的频率应有一定范围的变

化,既有一个频率宽带。因此, 频率宽带比单一频率效果又要

好一些。今后我们将从这个角度深入研究。

1. 3 分光光度法

分光光度法是通过测定被测物质在特定波长处或一定波

长范围内光的吸收度, 对该物质进行定性和定量分析的方

法[6- 7]。他是基于被测物质的分子对光具有选择性吸收而建

立起来的一种分析方法。常用的波长范围为: ( 1) 200~ 400nm

的紫外光区; ( 2) 400~ 760nm 的可见光区; ( 3) 2. 5~ 25 m(按波

数计为 4000cm< - 1> ~ 400cm< - 1> )的红外光区。所用仪

器为紫外分光光度计、可见光分光光度计(或比色计)、红外分

光光度计或原子吸收分光光度计。为保证测量的精密度和准

确度,所有仪器应按照国家计量检定规程, 定期进行校正检

定。单色光辐射穿过被测物质溶液时, 被该物质吸收的量与

该物质的浓度和液层的厚度(光路长度 )成正比, 其关系如下

式:A= l c 式中 A 为吸收度 , 为一吸收常数, 和溶液性

质、温度等因素有关。l为液层厚度, 单位 cm。C 为 100ml溶

液中所含被测物质的重量,单位 g(按干燥品或无水物计算) ;

即吸收度换算成溶液浓度为 0. 01( g / ml) , 液层厚度为 1cm 的

数值; 物质对光的选择性吸收波长, 以及相应的吸收系数是该

物质的物理常数。当已知某纯物质在一定条件下的吸收系数

后,可用同样条件将该供试品配成溶液, 测定其吸收度, 即可

由上式计算出供试品中该物质的含量。在可见光区, 除某些

物质对光有吸收外,很多物质本身并没有吸收,但可在一定条

件下加入显色试剂或经过处理使其显色后再测定,故又称比

色分析。由于显色时影响呈色深浅的因素较多, 且常使用单

色光纯度较差的仪器,故测定时应用标准品或对照品同时操

作。

1. 4 叶绿素性质

叶绿素光、热、酸性介质均不稳定, 易产生降解现象; 在散

射光环境中,降解速度随时间延长和温度升高而加快; 在 pH

值6~ 7 时的中性条件下最稳定, 在pH 值 3~ 4的酸性条件下,

叶绿素易降解。

2 实验部分

2. 1 实验准备

用超声波提取叶绿素, 用到的主要实验仪器有: 超声波发

生器,分光光度计, 超声换能器, 功率放大器。我们在实验中

使用的超声频率为 19KHz, 输出功率大约为 9. 6 瓦( 400 10-

3mA 6V 4) .在考虑温度对提取的影响后, 有自制了一套回

流系统(如上图 1)。

图 1 试验装置图

Figure 1 Experimental installation diagram.

这套装置可以保证整个实验过程中基本上实现恒温(室

温)条件下进行的。冬青叶片的选择也是非常讲究的,考虑的

因素也很多。因为每片叶子所含的叶绿素都有所不同, 湿度

对叶绿素的提取效果也有明显的影响, 还有酸碱度, 溶剂等都

对其有影响,所以我们把精心选好的叶子切碎搅匀, 保证其一

致性后,称取了几份0. 5g 的样品。

2. 2 实验仪器

超声波发生器( 44C2- A 型) ; 低频信号发生器( XFD- 7A

型) ; 分光光度计( 721 型) ; 换能器 (一组四个) ; 铁架台、试管、

PH 试纸等。

表 1

波长 / nm 吸光度 A 波长 / nm 吸光度 A

640 0. 332 662 0. 632

642 0. 360 664 0. 562

644 0. 395 666 0. 486

646 0. 440 668 0. 400

648 0. 479 670 0. 345

650 0. 540 672 0. 275

652 0. 575 674 0. 245

654 0. 645 676 0. 190

656 0. 665 678 0. 146

658 0. 672 680 0. 112

660 0. 661 682 0. 089

2. 3 溶剂的选取

溶剂的选取要满足以下几点: 所选溶剂不和被测组分

发生化学反应 所选溶剂在测定波长范围内无明显吸收 所

选溶剂对被测组分有较好的吸收能力 被测组分在所选溶剂

中具有良好的吸收峰形。鉴于以上几点, 我们选乙醇为溶剂。

2. 4 实验过程

测叶绿素吸收波波峰

用721型分光光度计, 测已经配好的叶绿素的乙醇溶液的

吸光度,数据如下表1 所示。表1 由该数据可得吸收波曲线为

图 2。由图 2得, 该叶绿素吸收波波峰为 658nm。也就是说,叶

绿素对波长为 658nm 的光波的吸收度最大。通过吸收度, 我

们可以大概知道它的浓度。
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图 2 叶绿素吸收波波峰曲线

Figure 2 Diagram of ridge curves of chlorophyl l absorption wave.

图 3 吸光度浓度曲线图

Figure 3 Diagram of concentration curves of optical density.

A- c(吸光度- 浓度)标准曲线的测定

由于实验条件的限制, 我们无法配出已知浓度的叶绿素

乙醇溶液,只能按比例作一条曲线,取较大浓度的叶绿素乙醇

溶液 1ml五份,分别稀释为 10ml、20ml、30ml、40ml、50ml,测其在

658nm 波长处的吸光度, 数据如表 2。

表 2

浓度 吸光度 A

X/ 50 0. 175

X/ 40 0. 225

X/ 30 0. 255

X/ 20 0. 400

X/ 10 0. 992

注: X为原先 1ml溶液中含有的叶绿素的量( g)

表 3

时间

( min)

浸泡提取

样本吸光度

浸泡提取

样本浓度

超声提取

样本吸光度

超声提取

样本浓度

10 0. 135 0. 0306 0. 275 0. 0624

20 0. 245 0. 0556 0. 280 0. 0635

30 0. 250 0. 0567 0. 285 0. 0646

40 0. 256 0. 0580 0. 293 0. 0664

60 0. 260 0. 059 0. 295 0. 0669

由朗伯- 比尔定律A= l c知, 在同一溶剂、溶质配

成的溶液中,在同一温度下其值是不变的, l为比色皿厚度也

是不变的。该定律适应条件为( 1)在单色光 max 或肩峰处测

定( 2)吸光质点形式不便( 3)溶液为稀溶液。我们所配溶液基

本满足以上几点。有 A和 c我们可以得出叶绿素的准标准曲

线(按比例的曲线)如图 3所示。由上我们可以得出: A 为一常

数0. 1191,真值为 0. 02526。据其原理, A值为 0。修正后该曲

线为 Y= BX.引起误差原因很多,但基本在误差允许的范围之

内。B 的值为 4. 41005, 即 b 为 4. 41005。只要我们知道叶

绿素溶液的吸收度, 就可以从该曲线中找出它的对应的浓度

比例值,由此我们就可以知道不加超生和加了超声的不同的

提取效果。

提取叶绿素

经过反复调试仪器, 反复试验,最终得出如下数据(溶剂

为酒精) ,如表 3 所示。我们可以做两种对比, 一种是横向对

比,在 10 分钟时,叶片中叶绿素的含量远大于溶液中的含量,

两者之间的差别促使两者快速向平衡的方向发展,所以提取

速度快, 而加了超声后, 超声作用破坏了叶片的细胞壁, 叶绿

素溶于乙醇的速度加快。而到了 20 分钟时, 由于叶片中叶绿

素的浓度以和溶液的浓度相差不大, 提取的量和速度都受到

了影响。这种情况在 30 分钟时表现得更加明显, 此时, 浸泡

提取的结果和超声提取结果的差距为 0. 0079, 这两种提取方

法的差距已不再明显。等到 40min 和 60min 时, 差距分别为 0.

0084 和 0. 0079。基本上和 30 分钟时的差距是一样的。从纵

向对比来看,单纯用浸泡提取 20 分钟的浓度将近是用同样方

法提取 10 分钟时的两倍。但 30分钟时的结果和 20分钟时的

结果差距就缩小了。再分析 60 分钟和 40分钟时的情况, 差距

就更小。由此,我们可以得出, 在 20 分钟时叶片中叶绿素的

浓度以基本上和溶液中叶绿素的浓度相当。他们之间似乎可

以用溶解动态平衡来解释。所以即使提取时间延长, 对提取

的效果也没有什么影响。再看用超声提取的实验。在 20 分

钟时的提取浓度以基本上和 10 分钟时的提取浓度相差不大。

在 30分钟、40分钟和 60 分钟时, 差距也基本上差不多。浓度

没有太大的变化。可知超声作用后, 提取时间大大缩短。即

达到溶解平衡的时间大大缩短, 在 20 分钟时效果最好, 提取

效率也大大提高. 由该实验,我们可知超声在提取中至少有两

个作用,一是缩短提取时间, 二是提高提取率。但是, 由于叶

绿素也是一种有机大分子, 在不同频率、不同功率处有可能降

解,所以在用超声提取叶绿素时,一定要选一个合适的提取功

率和提取频率, 我们所用的频率为195* 100Hz, 功率为 9. 6 瓦。

在此处,叶绿素未被降解。

3 展望

超声提取法在化学成分提取中的应用已经显出明显的优

势,具有省时、节能、提取率高等优点。然而目前超声波提取

法的研究仅限于实验室的小规模上。国内尚无超声提取的设

备,其原因是超声波提取法需增加产生超声波的动力消耗, 实

际生产是否经济, 有待放大实验后作全面核算。因此,一旦超

声提取工程放大问题得到解决,超声波提取法必将会迅速在

提取业中广泛应用。
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