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摘 要: 在单因素试验的基础上,用正交试验法确定了超声波法提取乌饭树叶色素的最佳工

艺条件。结果为:室温下, 超声波频率 30 kH z, 浸提时间 10 m in,溶剂为 62% (体积分数 )乙醇,

液固比为 3. 5 1( mL g ) ,浸提 1次。超声波提取法与常规提取法相比有明显的优势,在各自

的最佳工艺条件下, 常规法提取率为 11. 43% ,而超声波法为 23. 84% ,且所用溶剂少, 提取时间短, 所得色素

品质更高。此外对色素的稳定性进行了实验。乌饭树叶色素在酸性条件及低于 80 时是稳定的;蔗糖对色

素的降解作用不明显, 而柠檬酸具有明显的增色和护色作用; 当苯甲酸钠和山梨酸钾的质量分数高于 0. 01%

时对色素有明显的降解作用。
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Abstrac t: The op tim a l processing cond itions fo r u ltrason ic ex traction of pigm ent fo rm leaves o f Vacciniun bracteatum

Thunb. w ere obta ined by sing le factor and orthogonal tests. The resu lts are: 30 kH z ultrason ic wave, 62% ( vo lum e

fraction) e thano l as so lvent, the ratio o f liqu id to m ater ia l is 3. 5 1 ( mL g ), ex tracting once for 10 m in at room

tem pe ra ture. U ltrason ic extraction has a pr im e superiority over trad itiona l one. The y ield o f ultrason ic ex traction under

optim a l processing cond itions is 23. 84%, h igher than that o f traditional ex traction 11. 43% . Furtherm ore, u ltrason ic

ex traction has advantages of shorter duration, less solven t and energy consumption, and improved qua lity o f produc ts.

M o reover, the pigm ent is stable at pH va lue< 7. 0 and tem perature be low 80 . Sucrose has little e ffect on the

stability o f pigm ent w hile c itr ic ac id has considerab le positive effect on increas ing the co lor and luster, and keep ing

the stability of pigm ent. Sod ium benzoate and potassium so rbate degrade the pigm ent quite obv iously when the irm ass

fraction arem ore than 0. 01% .

K ey words: ultrason ic ex traction; Vaccinium bracteatum Thunb. ; p igm ent

21世纪,随着食品、医药工业的发展, 色素的需求量越来越大。与此同时,人们对食品的安全性也

日益重视,天然食用色素将逐步取代对人体健康有害的合成食用色素
[ 1 ~ 4]
。因此,研究天然色素的开发

有着重要的意义。

乌饭树 ( Vaccinium bracteatum Thunb. ), 又名南烛,是越桔属常绿灌木。在我国江浙一带民间,农历

四月初八,素有以乌饭树的嫩茎叶浸汁后染米蒸饭食用的习惯,故称乌饭,具有很高的营养价值, 有 久

服轻身,长年,令人不饥,变白去老 之称
[ 5]
。因此研究乌饭树叶色素的提取有重要的实际意义。乌饭
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树叶色素存在于植物组织细胞内,一般的机械破碎法很难将细胞有效地破碎,而化学破碎法则易造成提

取物结构和性质的改变。常规色素提取法存在流程复杂、时间长、能耗大等缺点,不利于提高生产效益。

而超声波是一种弹性机械波,利用超声振动能量,可以改变物质组织结构、状态、功能和加速这些改变的

过程。若将其运用在固液萃取过程中,则可使细胞周围和细胞内产生环流, 从而提高细胞壁和细胞膜的

通透性
[ 6~ 11]

,起到强化萃取过程、有利于细胞内有效成分浸出的作用。本研究探讨了超声波对乌饭树

叶色素提取的促进作用,希望能为改进乌饭树叶色素提取工艺、缩短提取时间、降低提取成本提供一些

客观的实验依据。

1 材料与方法

1. 1 材料与仪器

1. 1. 1 原料 乌饭树叶采自江苏省宜兴市屺亭镇, 洗净,晾干,存于冰箱中备用。

1. 1. 2 仪器 电子天平,超级恒温水浴, KQ- 100B型台式超声波清洗器 ( 100 W, 江苏昆山市超声仪器

公司 ), MU S- 1002( 100W,深圳现代超声公司 ) , RE- 52AA旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ) , TU-

1901双光束紫外可见分光光度计 (北京普析通用仪器有限责任公司 )。

1. 1. 3 试剂 乙醇、HC l、N aOH、FeC l3 6H2O、柠檬酸、蔗糖、苯甲酸钠、山梨酸钾,均为分析纯。

1. 2 色素的提取

1. 2. 1 乌饭树叶色素定性实验 分别称取两份等量的样品,破碎, 加 3. 5倍的 70% (体积分数,下同 )

乙醇。一份直接研磨提取;一份研磨后,在超声波频率 30 kH z,超声波作用 20m in提取,然后分别过滤,

取适量定容于 50 mL容量瓶中,取样进行紫外光谱扫描。参数设置为: 光度模式, Abs; 扫描速度, 中速;

光谱带宽, 2 nm;采样间隔, 0. 50 nm。

1. 2. 2 标准曲线绘制 将乌饭树叶的浸提液,经过滤,浓缩,真空干燥, 研磨后得乌饭树叶色素粉末。

称取 0. 512 0 g乌饭树叶色素粉末, 用 70% 乙醇溶解后定容至 500 mL, 得 1. 024 10
- 3

g /mL溶液。分

别取上述色素溶液 4、8、12、16、20 mL,用 70% 乙醇定容至 25mL,于 263 nm测其吸光度值作标准曲

线,得出乌饭树叶色素质量浓度 C ( g /mL)与吸光度 A 的线性回归方程式: A = 720. 67 C - 0. 017 5,

R
2
= 0. 998 6。色素的质量浓度在 0. 1~ 1. 0 mg /mL范围内与吸光度呈现良好的线性关系。

1. 2. 3 乌饭树叶色素的常规提取方法 以浸提时间、乙醇体积分数、浸提温度、浸提次数、液固比等 5

个因素分别进行单因素试验拟定 4个水平后, 采用 L16 ( 4
5
)正交试验表,设计 16组工艺条件进行提取,

每组工艺取样量一致,将提取的色素液用 70% 的乙醇定容到相同体积,在 263 nm下测定色素溶液的吸

光度 A,代入回归方程式及下列公式,计算出色素的提取率 ( Y ) ,公式如下:

Y= (C V) / W 100%

式中: V 定容体积, mL; W 干叶质量, g。

1. 2. 4 乌饭树叶色素超声波提取 以超声波频率、超声波作用时间、乙醇体积分数、液固比 4个因素拟

定 3个水平后,采用 L 9 ( 3
4
)正交试验表,设计 9组工艺条件进行试验,方法同 1. 2. 3节。

1. 3 色素稳定性实验

1. 3. 1 pH值对色素的影响 分别取色素液 10 mL于具塞刻度试管中,用 1. 5 m ol /LH C l和 1. 0 m o l/L

N aOH溶液调 pH值分别为 1. 0、3. 0、5. 0、7. 0、9. 0、11. 0和 13. 0, 观察色素液颜色的变化, 并在 263 nm

下分别测其吸光度。

1. 3. 2 温度对色素的影响 分别取色素液 10mL于具塞刻度试管中,然后再将具塞刻度试管分别置于

20、40、50、60、70和 80 的恒温水浴中保温 1 h后取出,冷却,在 263 nm处测其吸光度。

1. 3. 3 FeC l3对色素的影响 分别取色素 10 mL, 配制使其中 FeC l3浓度分别为: 5. 0 10
- 4
、1. 0

10
- 3
、2. 0 10

- 3
、3. 0 10

- 3
、4. 0 10

- 3
和 5. 0 10

- 3
m o l/L,观察现象。

1. 3. 4 蔗糖和柠檬酸对色素的影响 将蔗糖加入到 10 mL的色素溶液中, 使其质量分数分别为

0. 5%、1. 0% 和 5. 0%。将柠檬酸配制成质量分数为 0. 1%、0. 5% 和 1. 0% 的溶液, 将上述溶液放
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置 0和 1 h, 在 263 nm波长下测其吸光度。

1. 3. 5 防腐剂对色素的影响 将苯甲酸钠和山梨酸钾分别配制成质量分数为 0. 001%、0. 01%、

0. 2% 和 0. 5%的溶液。放置 0、1和 2 h后, 在 263 nm波长下测其吸光度。

2 结果与分析

2. 1 乌饭树叶色素提取方法的确定

图 1 不同处理方法对乌饭色素提取的影

响

F ig. 1 E ffects of different extraction m e th-

ods o f p igm ent from leaves o f V.

bractea tum Thunb.

2. 1. 1 两种处理方法下乌饭树叶色素的吸收光谱 结果如图 1

所示。从图 1看出两方法提取的色素成分一致, 超声波法的提取

率更高。

2. 1. 2 常规提取方法最佳条件的确定 根据单因素试验确定正

交试验各因素水平如下: A浸提时间 (m in) : 15、45、90、150; B乙

醇体积分数: 0、30%、50%、70% ; C温度 ( ) : 20、30、50、75;

D浸提次数: 1、2、3、4; E液固比 ( mL g,下同 ) : 2. 0 1、2. 5

1、3. 0 1、3. 5 1。试验结果表明, 影响乌饭树叶色素提取的因

素主次为 B> A > C > D > E, 用计算机对正交试验结果进行二次

多项式回归分析并通过拟合, 最终优化后的工艺条件为:浸提时

间 41 m in,溶剂为 70%乙醇,温度 73 ,浸提次数为 1次,液固比

为 3. 5 1。最佳工艺条件下的提取率为 11. 45% ,实验验证值

为 11. 43%。

2. 1. 3 超声波提取最佳条件的确定 设计 4因素 3水平的正交

试验来优化超声波提取法的工艺条件, 试验结果见表 1。由表 1

看出, 影响超声波提取的因素主次为 C> A > D > B,对正交试验结果进行二次多项式回归分析并通过拟

合,最终优化后的工艺条件为: 在室温下, 超声波频率 30 kH z, 浸提时间 10 m in, 溶剂为 62% 乙醇,液固

比 3. 5 1的条件下, 浸提 1次,最大提取率可达 24. 01%。实验验证值为 23. 84%。

表 1 L9 ( 34 )正交试验设计表及结果

Tab le 1 O rthogonal test design L 9 ( 34 ) and its results

试验号

testNo.

A

超声波频率 /kH z

u ltrason ic frequ ency

B

时间 /m in

tim e

C

乙醇体积分数 /%

eth anol volum e fraction

D

液固比

liqu id m aterial

提取率 /%

yield

1 25 10 0. 0 2. 5 1 12. 49

2 25 20 0. 5 3. 0 1 23. 70

3 25 40 0. 7 3. 5 1 16. 29

4 40 10 0. 5 3. 5 1 15. 23

5 40 20 0. 7 2. 5 1 8. 64

6 40 40 0. 0 3. 0 1 11. 80

7 80 10 0. 7 3. 0 1 14. 23

8 80 20 0. 0 3. 5 1 11. 06

9 80 40 0. 5 2. 5 1 14. 44

K 1 52. 480 41. 950 35. 350 35. 570

K 2 35. 670 43. 400 53. 370 49. 730

K 3 39. 730 42. 530 39. 160 42. 580

k1 17. 493 13. 983 11. 783 11. 857

k2 11. 890 14. 467 17. 790 16. 577

k3 13. 243 14. 177 13. 053 14. 193

R 5. 603 0. 483 6. 007 4. 720

2. 1. 4 常规提取法和超声波提取法效果对比 在各自的最佳工艺条件下比较其提取率, 结果见表 2。

表 2结果表明,超声波法提取率是常规法的 2. 09倍, 且所用溶剂少,提取时间短,可节约成本,另外因为
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无需加热,所得色素品质更高。

表 2 常规提取法和超声波提取法效果对比

Table 2 Compar ison o f resu lts betw een traditiona l ex traction and u ltrasonic ex traction

提取方法

extract ion m ethods

乙醇体积分数 /%

ethan ol volum e fract ion

提取时间 /m in

tim e

温度 /

tem p.

液固比

l iquid m aterial

浸提次数

t im es

提取率 /%

yield

常规法

trad itional
70 41 73 3. 5 1 1 11. 43

超声波法

ultrason ic
62 10 室温 room tem p. 3. 5 1 1 23. 84

2. 2 乌饭树叶色素的稳定性

2. 2. 1 pH值的影响 pH值为 1、3、5、7、9、11和 13时,色素的吸光度值分别为 0. 572、0. 498、0. 479、0. 378、

0. 578、0. 696和 0. 915。可见该色素随着 pH值的上升,其吸光度值先是逐渐降低,但 pH值至 8~ 9时,吸光度

值显著增高。pH值 < 7时,色素为橙红色,当 pH值升至 7时,色素颜色变浅,为浅橙色,但 pH值 > 7时,色素

颜色变深,为暗红色。实验表明,乌饭树叶色素发色物结构对酸、碱极为敏感
[ 12~ 13]

。

2. 2. 2 温度的影响 不同温度下放置 0 h,乌饭树叶色素的吸光度值均为 0. 693,放置 1 h后,吸光度值

发生变化, 20 时 0. 732, 40 时 0. 739, 60 时 0. 752, 80 时 0. 996, 由此表明,色素在 80 以下吸

光度值变化不大,尤其是 60 以下。温度高于 80 时色素吸光度值明显增大,颜色明显变深, 但无沉

淀、混浊现象。

2. 2. 3 FeC l3的影响 FeC l3在 ( 1. 0~ 5. 0) 10
- 3

m ol/L浓度范围内,短时间内即出现明显絮状沉淀, 溶

液颜色成褐绿色,随浓度增大, 沉淀更明显。含 FeC l3浓度达 5. 0 10
- 4

m o l/L的色素溶液絮状沉淀虽不

明显,但溶液颜色变为淡褐绿色,这一现象表明, FeC l3能影响乌饭树叶色素的稳定性。所以在色素应用

和保存时应避免使用铁制容器。

2. 2. 4 蔗糖、柠檬酸的影响 不同质量分数的蔗糖 ( 0. 5%、1. 0%、5. 0% )、柠檬酸 ( 0. 1%、0. 5%、

1. 0% )与色素混合,放置不同的时间 ( 0、1 h), 测其吸光度值。结果表明,不同质量分数的蔗糖对乌饭

树叶色素无明显不良影响。柠檬酸对色素有一定的增色作用,并且随着质量分数的增加、时间的延长,

增色作用在增加。

2. 2. 5 防腐剂的影响 色素与不同质量分数 ( 0. 001%、0. 01%、0. 2%、0. 5% )的苯甲酸钠和山梨

酸钾混合,放置不同的时间 ( 0、1和 2 h) ,测其吸光度值。结果表明,苯甲酸钠和山梨酸钾对色素都有一

定的降解作用。质量分数 < 0. 01%时降解作用不明显,但随着质量分数的增大,降解作用逐渐显著, 所

以防腐剂在含有乌饭树叶色素的食品中应用量越少越好。

3 结 论

3. 1 超声波提取乌饭树叶色素的最佳条件为: 室温、超声波频率 30 kH z、浸提时间 10 m in、溶剂为 62%

乙醇、液固比为 3. 5 1(mL g)、浸提次数为 1次。在各自的最佳工艺条件下比较其提取率, 常规法为

11. 43%,而超声波法为 23. 84%,且所用溶剂少,提取时间短, 可节约成本, 另外因为无需加热, 所得色

素品质更高。

3. 2 研究表明, pH值对乌饭树叶色素影响明显,该色素在酸性条件下稳定;在温度 < 80 时乌饭树叶

色素也是稳定的;蔗糖对色素稍有降解作用,但不明显, 柠檬酸具有明显的增色和护色作用;苯甲酸钠和

山梨酸钾对色素都有一定的降解作用,并且质量分数 > 0. 01% 时降解作用十分明显。酸、碱、加热对色

素稳定性均有影响。
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