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摘要:目的:提高万寿菊花中叶黄素的纯度.方法:以葵

花籽油微乳液作为提取剂提取万寿菊中的叶黄素.利用

KOHＧC２H５OH 溶液对叶黄素粗提物进行皂化,再用大

孔树脂进一步纯化.结果:静态试验中,HPＧ２０型大孔树

脂对叶黄素的吸附及解析效果最好,以８０％乙醇溶液作

为吸附溶剂,无水乙醇溶液作为解析溶剂,上样质量浓度

为０．０１mg/mL,最佳静态吸附条件为温度３０℃,吸附时

间２．０h,pH７．０;最佳静态解析条件为温度４０℃,解析时

间１．０h,pH 为７．０.动态试验中,最佳上样质量浓度为

０．０１mg/mL,上样流速为０．４mL/min.经大孔树脂吸附

后的叶黄素纯度可达６１．７２％.结论:大孔树脂纯化后的

万寿菊中叶黄素的纯度明显提高.

关键词:万寿菊;叶黄素;皂化;大孔树脂;微乳液

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoimprovethepurityof

luteininMarigold．Methods:Luteinwasextractedfrom marigold

bysunflowerseedoilmicroemulsion．Thecrudeextractoflutein

wassaponifiedwithKOHＧC２H５OHsolutionandfurtherpurified

with macroporousresin．Results:In thestatictest, HPＧ２０

macroporousresinhadthebestadsorptionandresolutioneffectof

lutein．８０％ethanolsolutionwasusedastheadsorptionsolvent,

andanhydrous ethanolsolution was used asthe analytical

solvent,withtheloading massconcentrationof０．０１ mg/mL．

Theoptimalstaticadsorptionconditionswere３０℃temperature,

adsorptionfor２．０h,atpH７．０;theoptimalstaticanalyticalconＧ

ditionsweretemperature４０℃,analyticaltime１．０h,atpH７．０．

Inthedynamictest,theoptimalloadingconcentration was

０．０１mg/mL,andtheloadingflowratewas０．４ mL/min．The

purityofluteinafteradsorptionby macroporousresinreached

６１．７２％．Conclusion:The purity ofluteinin marigold after

macroporousresinpurificationisobviouslyimproved．

Keywords:marigold;lutein;saponification;columnchromatogＧ

raphy;microemulsion

万寿菊具有较高的营养保健价值,其花、叶可入药,

有清热化痰、补血通经的功效[１].由万寿菊提取分离制

成的叶黄素产品可作为食品及饲料着色剂使用,同时在

预防视网膜黄斑病变和艾滋病、提高人和动物免疫力、预
防心脑血管疾病、作为新型饮料等方面具有卓越的生理

功能[２].万寿菊叶黄素提取后常用的纯化方法有柱色谱

法、结晶法、高效逆流色谱法等,相比较而言,柱色谱法具

有成本低廉、操作简单等特点,其中,大孔树脂被广泛应

用于多 酚、生 物 碱、黄 酮 等 植 物 活 性 成 分 的 分 离 纯

化[３－５].李育楠[６]采用 HZ８１６树脂纯化玉米黄粉中的叶

黄素,以V无水乙醇 ∶V乙酸乙酯 为９∶１作洗脱剂进行洗脱,较
皂化后叶黄素的纯度(９２．１７％)提高了４．３２％.目前,从
万寿菊中制备高纯度叶黄素的研究较少,且一些有关叶

黄素纯化方法的研究存在纯度低、工艺复杂以及溶剂有

毒性等问题,影响了万寿菊花资源的开发利用[７－８].试

验拟确定大孔树脂纯化万寿菊中叶黄素的工艺条件,进
一步提高叶黄素的纯度,以期为后续工业化研究和开发

万寿菊中叶黄素类产品提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

多力葵花油:佳格投资(中国)有限公司;

Tween８０、Span８０、氢氧化钾:河北市光复精细化工有

限公司;

叶黄素标准品(纯度≥９０％):上海源叶生物科技有

限公司;

无水乙醇:河北市天力化工研究所;

万寿菊颗粒:广州立达尔生物科技股份有限公司;

XＧ５、SＧ８、DＧ３５２、DＧ１０１、HPＧ２０大孔树脂:南昌市广
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富药品有限公司.

１．２　仪器与设备

水浴恒 温 振 荡 器:SHAＧC 型,河 北 阅 近 仪 器 有 限

公司;

可见分光光度计:７２２N型,济南易农仪器有限公司;

电子天平:BSA１２４SＧCW 型,德国赛多利斯科学仪器

(北京)有限公司;

磁力搅拌器:IKACＧMAG HSＧ４型,艾卡(广州)仪器

设备有限公司;

pH 计:Sartorius谱及型,上海仪电科学仪器股份有

限公司;

层析柱:１．５cm×５６cm,河北庆傅仪器有限公司;

旋转蒸发器:REＧ５２AA型,湖南雅阳仪器有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　叶黄素粗制品的制备　万寿菊颗粒粉碎过８０目

筛,按m万寿菊粉 ∶V葵花籽油微乳液 为１∶５０(g/mL)将万寿菊粉

和葵花籽油微乳液混合均匀,添加１％纤维素酶.４５ ℃
恒温水浴中振荡２．０h,用０．４５μm 滤膜抽滤,收集滤液,

经旋转蒸发得叶黄素粗提物.

１．３．２　 叶 黄 素 粗 制 品 的 皂 化 　 按 m叶黄素粗提物 ∶
VKOHＧC２H５OH溶液 为 ５∶６ (g/mL)将 叶 黄 素 粗 提 物 与

０．１５g/mL 的 KOHＧC２H５OH 溶液混合均匀,５０ ℃下超

声皂化５８min,将滤液旋转蒸发,得到浓缩液备用.

１．３．３　大孔树脂纯化叶黄素

(１)最佳大孔树脂的选择:分别选取 XＧ５、DＧ３５２、DＧ
１０１、HPＧ２０、SＧ８５种大孔树脂,将纯品叶黄素分别与不同

体积分数的乙醇混合均匀,制备成不同的叶黄素—乙醇

稀释液,用叶黄素—乙醇稀释液吸附大孔树脂,真空抽

滤,测定４４７nm 处吸光度值,并计算其吸附率.
(２)静态吸附剂的选择:将纯品叶黄素分别与不同体

积分数的乙醇混合均匀,制备成不同的叶黄素—乙醇稀

释液,在不同温度、吸附时间、pH 下进行吸附,真空抽滤,

测定４４７nm 处吸光度值,并计算其吸附率.
(３)上样浓度对静态吸附的影响:将纯品叶黄素分别

与不同体积分数的乙醇混合均匀,制备成不同的叶黄

素—乙醇稀释液,将稀释液配制成不同浓度的上样液,采
用大孔树脂进行吸附,真空抽滤,测定４４７nm 处吸光度

值,并计算其吸附率.
(４)静态解析剂的选择:用超纯水对已吸附叶黄素的

HPＧ２０大孔树脂进行清洗,清洗液置于１００mL 锥形瓶

中,分别加入不同体积分数的乙醇,制备成不同的叶黄

素—乙醇稀释液,不同温度、解析时间、pH 下进行解析,

真空抽滤,测定４４７nm 处吸光度值,并计算其解析率.
(５)HPＧ２０型大孔树脂动态条件优化:分别考察上样

质量浓 度 (流 速 ０．４ mL/min,pH ６．０)和 上 样 流 速

(pH６．０,质量浓度０．０１mg/mL)对动态吸附吸附率的

影响.

１．３．４　吸附率、解析率的计算　分别按式(１)、式(２)计算

吸附率和解析率.

Q吸 ＝
Aa－Ab

Aa
×１００％, (１)

Q解 ＝
Ac

Aa－Ab
×１００％, (２)

式中:

Q吸 ———吸附率,％;

Q解 ———解析率,％;

Aa———叶黄素稀释液的吸光度值;

Ab———大孔树脂吸附叶黄素后滤液的吸光度值;

Ac———大孔树脂解析叶黄素后滤液的吸光度值.

１．３．５　高效液相色谱检测纯化后叶黄素纯度　准确称量

１mg叶黄素,将其完全溶解至１０mL甲醇中,稀释制成

０．１mg/mL 的 标 准 溶 液.C１８ 反 相 色 谱 柱 (４．６ mm×
２５０mm,５μm),流动相为乙酸乙酯,柱温３０ ℃,进样量

１μL,流速０．５mL/min,检测波长４４７nm.

１．３．６　数据处理　所有试验重复３次,采用 Origin和

Excel软件进行图表绘制,通过SPSS软件对数据进行显

著性分析,字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

２　结果与讨论

２．１　最佳大孔树脂的选择

由图１可知,大孔树脂种类对色素的纯化效果存在

差异,吸附率从高到低依次为大孔树脂 HPＧ２０＞DＧ１０１＞
XＧ５＞SＧ８＞DＧ３５２.HPＧ２０、DＧ１０１、SＧ８３种大孔树脂均属

于非极性,根据相似相溶的原理,如果树脂的极性接近吸

附颗粒的极性,则其吸附能力会更好.SＧ８和 DＧ３５２是极

性树脂,叶黄素是脂溶性色素,几乎不溶于水所以其吸附

率较低.大孔树脂 HPＧ２０的解析率最高,是因为该树脂

具有表面积大和孔径大的特点,更有助于色素的吸附和

解析.故选取大孔树脂 HPＧ２０对万寿菊中的叶黄素进行

纯化.

图１　大孔树脂对叶黄素吸附率和解析率的影响

Figure１　Theeffectofdifferentresinsontheadsorption
andanalyticalrateoflutein
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２．２　静态吸附剂的选择

由图２可知,当乙醇体积分数＜８０％时,吸附率与乙

醇体积分数呈正比,是因为乙醇使大孔树脂发挥作用,使
其得到了充分的溶胀,因此其吸附能力增强即吸附率高;

当乙醇体积分数＞８０％时,吸附率呈下降趋势,可能是由

于大孔树脂的吸附达到了饱和,故选择体积分数为８０％
的乙醇溶液作为吸附剂.

图２　乙醇体积分数对叶黄素吸附率的影响

Figure２　Theeffectofdifferentadsorbentsonthe
adsorptionrateoflutein

２．３　上样质量浓度对静态吸附的影响

由图３可知,随着上部样品质量浓度的增加,吸附量

先增大后减小.当上样质量浓度＞０．０１mg/mL时,吸附

速率趋于下降.上样质量浓度太高,杂质含量增加,叶黄

素与大孔树脂之间的接触面积减少,可能会影响大孔树

脂对叶黄素的吸附[９].因此,选择０．０１mg/mL的样品质

量浓度作为最佳吸附条件.

２．４　静态吸附单因素试验

２．４．１　温度对静态吸附率的影响　由图４可知,当温度

为３０ ℃ 时,HPＧ２０型大孔树脂静态吸附率最高,当温

度＞３０℃时,吸附率呈下降趋势.温度越高,叶黄素的稳

定性越差,其稀释液更容易挥发,故吸附率降低[１０].因

图３　上样质量浓度对叶黄素静态吸附率的影响

Figure３　Theeffectofdifferentloadingconcentrations

ontheadsorptionrateoflutein

８０％乙醇,pH５．０,吸附时间２h
图４　温度对叶黄素静态吸附率的影响

Figure４　Theeffectofdifferenttemperaturesonthe
staticadsorptionrateoflutein

此,选取静态吸附温度为３０℃.

２．４．２　吸附时间对静态吸附率的影响　由图５可知,随
着吸附时间的增加,静态吸附速率先增大后趋于稳定.

当吸附时间＞３h时,吸附速率无明显变化,HPＧ２０大孔

树脂已处于吸附饱和状态.因此,选择静态吸附时间为

３h.

２．４．３　pH 对静态吸附率的影响　由图６可知,当稀释液

的pH 为３．０~６．０时,叶黄素的吸附率呈上升的趋势,当
稀释液的pH＞６．０时,吸附率下降.这可能是由于弱酸

条件下,叶黄素易与大孔树脂发生氢键作用,使其更容易

吸附在大孔树脂上[１３],因此选取pH 为６.

２．５　静态吸附正交试验

在单因素试验的基础上,选择温度、吸附时间和pH
为试验因素,以大孔树脂吸附率为考察指标,进行三因素

三水平正交试验优化静态吸附工艺条件,试验因素水平

见表１,试验设计及结果见表２.

　　由表２可知,各因素对大孔树脂吸附率的影响顺序

为 温度＞吸附时间＞pH,最佳试验组合为A２B１C３,即温

８０％乙醇,pH５．０,温度３０℃

图５　吸附时间对叶黄素静态吸附率的影响

Figure５　TheeffectofdifferenttimeonthestaticadＧ

sorptionrateoflutein
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８０％乙醇,温度３０℃,吸附时间２h

图６　pH 对叶黄素静态吸附率的影响

Figure６　TheeffectofdifferentpHvaluesonthestatic

adsorptionrateoflutein

表１　静态吸附正交试验因素水平表

Table１　Factorleveltableofstaticadsorption

orthogonaltest

水平 A温度/℃ B吸附时间/h CpH

１ ２０ ２ ５．０

２ ３０ ３ ６．０

３ ４０ ４ ７．０

表２　静态吸附正交试验设计及结果

Table２　Orthogonaltestdesignanalysistable

试验号 A B C 吸附率/％

１ １ １ １ ９４．４５±０．１０２

２ １ ２ ２ ９５．２４±０．０９１

３ １ ３ ３ ９３．８１±０．０８１

４ ２ １ ２ ９４．０５±０．０５５

５ ２ ２ ３ ９６．２４±０．０３４

６ ２ ３ １ ９４．９９±０．０６５

７ ３ １ ３ ９１．８６±０．０３６

８ ３ ２ １ ９１．０５±０．０７７

９ ３ ３ ２ ９２．４１±０．０７５

k１ ９４．４７０ ９４．４２３ ９３．４６７


k２ ９５．０９３ ９４．１７７ ９３．９００

k３ ９１．７７３ ９３．７３７ ９３．９７０

R ３．３２０ ０．７５４ ０．５０３

度３０℃,吸附时间 ２．０h,pH７．０,测得平均吸附率为

(９６．３５±０．０３２)％(n＝３).

２．６　静态解析剂的选择

由图７可知,随着乙醇体积分数的增加,HPＧ２０型大

孔树脂对叶黄素的解析率增加,是由于乙醇溶液可以使

大孔树脂得到充分溶胀,同时叶黄素在乙醇中溶解度较

高,使叶黄素和大孔树脂之间的作用力减小,将其叶黄素

图７　乙醇体积分数对静态解析率的影响

Figure７　Theeffectofdifferentanalyticalsolventson
thestaticanalyticalrate

从大孔树脂中洗脱出来溶解于乙醇溶液中.由于无水乙

醇的解析率最高,因此选取其作为大孔树脂的解析溶剂.

２．７　静态解析单因素试验

２．７．１　温度对静态解析率的影响　由图８可知,随着温

度的升高,解析率先增加后降低.当温度为４０ ℃时,叶
黄素的解析率最高.当温度＞４０℃时,解析率呈下降趋

势.因此选取４０℃作为最佳解析温度.

pH５．０,解析时间２h

图８　温度对静态解析率的影响

Figure８　Effectsoftemperatureonstaticresolutionrate

２．７．２　pH 对静态解析率的影响　由图９可知,当pH 为

３．０~５．０时,解析率随之增加,当pH＞５．０时,解析率趋

于平稳,对叶黄素的解析率无显著性影响.为了节约实

际用量,选取pH５．０作为最佳解析条件.

２．７．３　解析时间对静态解析率的影响　由图１０可知,随
着解析时间的增加,解析率呈先增加后降低的趋势.当

解析时间为１~３h时,解析率基本不变,其中２h时的解

析率最高,当解析时间＞３h后解析率出现了急剧下降,

是因为解析时间过长,叶黄素的稳定性变差,且无水乙醇

挥发,影响解析结果.因此选取２h为最佳解析时间.

２．８　静态解析正交试验

在单因素试验的基础上,选择温度、解析时间和pH
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温度３０℃,解析时间２h

图９　pH 对静态解析率的影响

Figure９　EffectsofpHonstaticresolutionrate

pH５．０,温度３０℃

图１０　解析时间对静态解析率的影响

Figure１０　Effectsoftimeonstaticresolutionrate

为试验因素,以大孔树脂解析率为考察指标,进行三因素

三水平正交试验优化静态解析工艺条件,试验因素水平

见表３,试验设计及结果见表４.

　　由表４可知,各因素对大孔树脂吸附叶黄素解析率

的影响依次为温度＞解析时间＞pH,最佳工艺组合为

A２B１C３,即温度４０℃,解析时间１．０h,pH７．０,测得平均

解析率为(７２．２３±０．０６４)％(n＝３).

２．９　HPＧ２０型大孔树脂动态吸附条件优化

２．９．１　上样质量浓度对动态吸附的影响　由图１１可知,

叶黄素的吸附量随样品溶液质量浓度的增加而先增加后

减少.当上部样品质量浓度＞０．０１mg/mL时,会发生部

分溶质泄漏,导致叶黄素的损失和浪费[１１].因此,当样品

表３　静态解析正交试验因素水平表

Table３　Factorleveltableofstaticanalysis

orthogonaltest

水平 A温度/℃ B解析时间/h CpH

１ ３０ １ ５．０

２ ４０ ２ ６．０

３ ５０ ３ ７．０

表４　静态解析正交试验设计及结果

Table４　Analyticalconditionorthogonaltestresults

试验号 A B B 解析率/％

１ １ １ １ ６６．６７±０．０８５

２ １ ２ ２ ６４．３９±０．０７１

３ １ ３ ３ ６５．３９±０．０８１

４ ２ １ ２ ７１．６２±０．０５６

５ ２ ２ ３ ７０．４７±０．０５５

６ ２ ３ １ ６８．７４±０．０５５

７ ３ １ ３ ６６．８９±０．０５７

８ ３ ２ １ ６４．２４±０．０５１

９ ３ ３ ２ ６５．７０±０．０６８

k１ ６５．４８３ ６８．３９３ ６６．５５０


k２ ７０．２７７ ６６．３６７ ６７．２３７

k３ ６５．６１０ ６６．６１０ ６７．５８３

R ４．７９４ ２．０２６ １．０３３

图１１　上样质量浓度对叶黄素动态吸附率的影响

Figure１１　Theeffectofloadingconcentrationon
dynamicadsorptionrate

质量浓度为 ０．０１ mg/mL 时,叶黄素的动态吸 附 效 果

最好.

２．９．２　上样流速对动态吸附的影响　由图１２可知,叶黄

图１２　上样流速对叶黄素动态吸附的影响

Figure１２　Theeffectofloadingconcentrationon
dynamicadsorptionrate
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素的吸光度值随样品溶液上样流速的增加而增加.当上

样流速＞０．４mL/min时,吸光度值突然升高,说明叶黄素

并未被大孔树脂完全吸附便已流出[１２].因此,当上样流

速为０．４mL/min时,叶黄素的动态吸附效果最好.

２．１０　纯化样品与叶黄素标准品的对比

由图１３可知,试验所纯化的叶黄素与纯品叶黄素的

出峰时间基本一致,差距较小,出现偏差是因为样品浓缩

液中不能完全去除杂质,但是经过大孔树脂吸附等一系

列的提纯操作可以得到纯度为６１．７２％的万寿菊叶黄素

纯度,基本达到提纯目的.

图１３　上样质量浓度对叶黄素动态吸附率的影响

Figure１３　Theeffectofloadingconcentrationon

dynamicadsorptionrate

３　结论

采用大孔树脂将叶黄素粗品进行纯化,通过吸附率

以及解析率对其静态和动态条件进行优化.结果表明:

静态试验中,HPＧ２０型大孔树脂对叶黄素的吸附与解析

效果最好,选取体积分数为８０％的乙醇作为吸附剂,最佳

静态吸附质量浓度为０．０１mg/mL,选取无水乙醇作为解

析剂.大孔树脂对叶黄素的最佳吸附工艺条件为温度

３０℃,吸附时间２．０h,pH７．０;最佳解析工艺条件为温度

４０℃,解析时间１．０h,pH７．０.动态试验中,样品溶液的

最佳吸 附 质 量 浓 度 为 ０．０１ mg/mL,最 佳 样 品 流 速 为

０．４mL/min.通过高 效 液 相 色 谱 法 测 定 其 纯 度 可 达

６１．７２％.后续需进一步分离纯化以提高叶黄素纯度.
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