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响应面法优化超声波提取构树叶中叶绿素的工艺研究

王丰俊 王运强 顾 欣 李 莉 黄建东 王建中
(北京林业大学生物科学与技术学院)

摘要:为实现构树叶的高附加值利用，选取影响超声波辅助提取构树叶中叶绿素提取效果的提取温度、超声波处理

时间、超声波功率、液料比 4 个因素，通过单因素实验选取影响因素的水平，然后在单因素实验的基础上采用四因

素三水平的响应面分析法(RSA)，依据回归分析优化了超声波辅助提取构树叶中叶绿素的工艺方法。结果表明:

超声波辅助提取构树叶中叶绿素的优化条件为提取温度 60℃，超声波处理时间 50 min，超声波功率 500 W，液料比
10 mL / g;该条件下，叶绿素的提取得率可达到 1. 277%。与传统的研磨法和溶剂萃取法相比，超声波辅助提取叶绿

素大大缩短了提取时间，提高了有效成分的提取得率，是一种极具应用前景的方法。
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WANG Feng-jun; WANG Yun-qiang; GU Xin; LI Li; HUANG Jian-dong; WANG Jian-zhong.
Optimization of ultrasonic extraction of chlorophyll from papermulberry leaves via response

surface analysis. Journal of Beijing Forestry University (2010)32(6)135--140［Ch，17 ref.］College of
Biological Sciences and Biotechnology，Beijing Forestry University，100083，P. R. China.

In order to achieve the high value-added-value utilization of papermulberry (Broussonetia papyriera)
leaves，we selected four factors which had effect on extraction rate of chlorophyll， i. e. extraction
temperature，ultrasonic extraction time，ultrasonic power and ratio of liquid to material. Through single
factor experiment and response surface analysis ( RSA) with four factors three levels，the extraction
conditions of ultrasonic wave assisted extraction for chlorophyll from papermulberry leaves were
optimized. The results showed that the optimum extraction conditions were an extraction temperature of
60℃，ultrasonic extraction time 50 min，ultrasonic power 500 W and ratio of liquid to material 10 mL / g.
Under the optimum extraction conditions，the extraction rate of the chlorophyll could reach 1. 277% .
Compared to conventional grinding extraction and solvent extraction，ultrasonic wave assisted extraction
for chlorophyll from papermulberry leaves greatly saved extraction time and increased extraction rate of
active principle，so this method has a good prospect of application.
Key words chlorophyll; ultrasonic extraction; response surface analysis; papermulberry leaves

自 1913 年诺贝尔奖获得者 Willstatter 报道了有
关叶绿素结构、特点及检测方法以来，叶绿素及其
衍生物促进造血

［1］、抗诱变［2］、抗肿瘤［3］、抗菌抗病
毒、抗氧化［4--6］、降血糖、降血脂、保肝［7］、加速创伤
愈合、抗溃疡、排毒、抗炎、除臭等作用不断得到证
实，叶绿素提取、制备、开发研究方兴未艾。根据目

前的研究进展，叶绿素的提取方法主要有丙酮研磨

法、有机溶剂萃取法［8］、超临界 CO2 萃取法
［9］、超声

波辅助提取法
［10］
和微波辅助提取法

［11］。国内外用
于产业化提取天然叶绿素的材料较少，主要有蚕沙

(Bombyx mori)［12］、菠菜( Spinacia oleracea)［13］、绿
藻
［14］、苜蓿(Medicago sativa)［11］、竹叶［10］等。寻求

DOI:10.13332/j.1000-1522.2010.06.007



新的叶绿素提取原料，探索高效节能提取技术，是

叶绿素提取、制备领域的发展方向。
构树( Broussonetia papyriera ( L. ) Vent. ) 通常

用作生态防护林树种，由于其生长速度快，繁殖力

强，纤维形态和制浆性能优良，目前多作为短轮伐

期纸浆材树种。作为纸浆原料利用的是构树的木
质部和韧皮部，采伐后大量叶子被弃作废物，不仅

浪费资源，而且遗留火患。构树叶不仅含有丰富的
蛋白质，叶绿素含量也显著高于蚕沙、苜蓿、竹叶、

菠菜等。如何高效利用构树叶中的天然产物是生
产中迫切需要解决的课题。本实验利用循环超声
波处理技术，考察提取温度、超声波处理时间、超声
波功率、液料比等工艺参数，采用响应面法进行工
艺优化，应用 Design-Expert 软件进行数据拟合，探
索超声波辅助提取构树叶叶绿素的优化工艺条件，

以期为构树叶叶绿素产业化提取提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料
构树叶:2009 年 8 月采摘于北京林业大学，

50℃烘干，粉碎机粉碎。

所用试剂均为分析纯。
1. 2 主要的仪器与设备

SHB 循环水多用真空泵，郑州长城科工贸有限
公司;CTXNW 循环超声提取机，北京弘祥隆生物技
术开发有限公司;721 紫外可见分光光度计，上海光
谱仪器有限公司;DF204 电热鼓风干燥箱，北京西城
区医疗器械二厂;高速万能粉碎机，天津市泰斯特

仪器有限公司; FA10004A 电子天平，精天精密仪
器厂。
1. 3 实验方法
1. 3. 1 叶绿素的提取
准确称取粉碎的干构树叶粉末 10. 0 g，加入一

定体积的 90%丙酮溶液作为提取溶剂，在超声波条
件下提取叶绿素，然后抽滤，收集滤液，将滤液稀释

5 倍，进行吸光度测定。
1. 3. 2 叶绿素质量浓度的测定
利用叶绿素提取液对可见光谱的吸收性能，根

据朗伯--比尔定律( Lambert-Beer’s law)［15］及吸光
度的加和性原理，在 663 和 645 nm 处测定叶绿素丙
酮提取液的吸光度( A)，利用 Arnon 法［16］公式计算
叶绿素质量浓度。

CT = C a + C b = 20. 2A645 + 8. 02A663

提取得率 = CT ×提取液体积 × 稀释倍数 /样品
质量 × 100%

式中:CT 为叶绿素的总质量浓度(mg /L)，C a 为叶绿

素 a 的质量浓度(mg /L)，C b 叶绿素 b 的质量浓度
(mg /L)。
1. 3. 3 超声波辅助提取叶绿素的单因素实验
分别以不同提取温度、超声波处理时间、超声

波功率、液料比为单因素进行单因素实验，考察各
单因素对叶绿素提取得率的影响。每个单因素水
平重复 3 次测其吸光值。
1. 3. 4 响应面分析法优化超声波辅助提取叶绿素
的工艺参数

经单因素实验确定了叶绿素的提取温度、超声
波处理时间、超声波功率和液料比为主要影响因
素，运用 Design-Expert 7. 1. 6 软件程序根据 Box-
Behnken 中心组合实验设计原理［17］，采用四因素三
水平的响应面分析法，以叶绿素的提取得率为响应

值作响应面，对提取条件进行优化。

2 结果与分析
2. 1 超声波辅助提取叶绿素的单因素实验结果
2. 1. 1 处理时间对叶绿素提取得率的影响
由图 1 可以看出，超声波辅助处理时间在 20 ～

40 min 范围之间，叶绿素的提取得率随时间的延长
而提高较快，40 ～ 60 min 则增加缓慢。其原因可能
是开始时随着超声波处理时间的延长，超声波对物

料的作用就越充分，叶绿素提取得率越高;但当达

到一定时间后，溶液体系渗透压达到平衡，导致叶

绿素的浸出趋于平稳。

图 1 处理时间对提取得率的影响

Fig. 1 Effect of extraction time on extraction rate

2. 1. 2 提取温度对叶绿素提取得率的影响
由图 2 可以看出，其他条件不变，提取温度在

50℃以下，随着温度的增加，叶绿素的提取得率也随
之增加且显著，50 ～ 60℃之间叶绿素提取得率下降
不明显，超过 60℃叶绿素的提取得率急剧下降。其
原因可能与叶绿素的热不稳定性有关，在 60℃以上
叶绿素较易被热分解。因此，提取温度宜控制在
50 ～ 60℃之间。
2. 1. 3 超声波功率对提取得率的影响
由图 3 可以看出:其他条件不变，超声波功率在

631 北 京 林 业 大 学 学 报 第 32 卷



图 2 提取温度对提取得率的影响

Fig. 2 Effect of extraction temperature on extraction rate

400 ～ 600 W 之间，叶绿素的提取得率显著增加，说明
超声波功率越大，空化和机械作用越强烈，分子扩散

速度越大，600 W 时叶绿素的提取得率达到最高;反
之在 600 W 以上，随着超声波功率的增大叶绿素的提
取得率明显下降，可能是随着超声波功率的升高，热

效应产生的高温使叶绿素热分解加快，导致叶绿素提

取得率降低。因此，超声波功率不宜太高。

图 3 超声波功率对提取得率的影响

Fig. 3 Effect of ultrasonic power on extraction rate

2. 1. 4 液料比对叶绿素提取得率的影响
图 4 表明，液料比在 10 mL / g 时叶绿素的提取

得率可达 1. 055%，此后趋于稳定。一定物料的前
提下，溶剂用量越大，物料与溶剂的接触面浓度差

越大，渗透压越大，叶绿素越容易浸出;当达到一定

值以后，由于物料中叶绿素含量逐渐减少，越来越

难以浸出，提取得率趋于稳定。

图 4 液料比对提取得率的影响

Fig. 4 Effect of the ratio of liquid to material on extraction rate

2. 2 响应面分析法优化构树叶中叶绿素的提取工艺
2. 2. 1 响应面分析因素水平的选择
根据 Box-Behnken 的中心组合实验设计原理，

综合单因素实验结果，选取提取温度、超声波处理
时间、超声波功率和液料比 4 个因素，进行四因素三
水平实验设计(取中心点为 3)，利用 Design-Expert
7. 1. 6 软件进行数据拟合，实验因素与水平见表 1。

表 1 响应面分析因素与水平
Tab. 1 Analytical factors and levels for RSA

因 素
水 平

－ 1 0 1

提取温度 /℃ 40 50 60

超声波处理时间 /min 30 40 50

超声波功率 /W 500 600 700

液料比 /(mL·g － 1 ) 9 10 11

2. 2. 2 响应面分析方案及结果
以温度(X1 )、超声时间(X2 )、超声功率( X3 )、

液料比(X4)为自变量，叶绿素的提取得率( Y)为响
应值，进行响应面分析实验，实验方案及实验结果

见表 2。

表 2 响应面分析方案及实验结果
Tab. 2 Program and experimental results of RSA

实验号 X1 X2 X3 X4 Y /%

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0

－ 1. 000 0
－ 1. 000 0
－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0

0. 000 0
－ 1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0

0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
1. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0

－ 1. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
0. 000 0
0. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
0. 000 0

1. 054 6
0. 701 1
1. 099 1
0. 737 4
1. 102 9
0. 836 0
1. 053 2
0. 635 6
0. 461 2
1. 095 7
0. 461 4
1. 047 5
1. 100 8
0. 471 6
0. 715 4
0. 630 3
1. 321 8
0. 553 5
1. 060 1
0. 742 0
0. 922 9
1. 037 9
0. 444 0
0. 617 3
0. 466 2
0. 466 3
1. 173 4

2. 2. 3 方差分析结果
通过 Design-Expert 7. 1. 6 软件进行二次响应面

回归分析，对实验结果回归拟合后所得的模拟方程

为:Y = 1. 05 + 0. 19X1 + 0. 094X2 + 0. 13X3 + 0. 035X4 +
0. 16X1X2 － 0. 11X1X3 + 0. 079X1X4 － 0. 14X2 X3 －

0. 069X2X4 + 0. 16X3X4 － 0. 19X2
1 － 0. 17X2

2 + 0. 067X2
3 －

0. 25X2
4。其决定系数 R2 = 0. 916 9，表明该回归模

型的拟合情况较好，实验值与预测值比较接近，模

型的可靠性可通过方差分析及相关系数来考察

(见表 3)。
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表 3 二次响应面回归模型方差分析表
Tab. 3 ANOVA for response surface quadratic model

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 Pr > F 显著性
X1 1 0. 430 0. 430 25. 34 0. 000 3 
X2 1 0. 110 0. 110 6. 35 0. 027 0 *
X3 1 0. 200 0. 200 11. 69 0. 005 1 
X4 1 0. 015 0. 015 0. 87 0. 368 9
X1 X2 1 0. 097 0. 097 5. 75 0. 033 7 *
X1 X3 1 0. 047 0. 047 2. 77 0. 122 1
X1 X4 1 0. 025 0. 025 1. 50 0. 243 9
X2 X3 1 0. 073 0. 073 4. 36 0. 058 7
X2 X4 1 0. 019 0. 019 1. 14 0. 306 0
X3 X4 1 0. 098 0. 098 5. 82 0. 032 8 *
X2

1 1 0. 190 0. 190 11. 04 0. 006 1 
X2

2 1 0. 150 0. 150 9. 12 0. 010 7 *
X2

3 1 0. 024 0. 024 1. 42 0. 256 0
X2

4 1 0. 330 0. 330 19. 60 0. 000 8 
总回归 14 1. 750 0. 130 7. 46 0. 000 6 *

总残差 12 0. 200 0. 017

总离差 26 1. 960

失拟差 10 0. 200 0. 020 505. 11 0. 002 0

注:* 为 5%显著水平，为 1%显著水平。

从方差分析结果可知，模型在 P≤0. 01 水平
时差异显著，因变量与所有自变量之间的线性关

系显著(R2 = 0. 916 9)，说明该模型能够较好地描
述实验结果。从表 3 中可以看出，X1、X3、X

2
1、X

2
4 项

为极显著影响因素，X2、X1X2、X3X4、X
2
2 项为显著影

响因素。通过对 Y 的回归系数的检验可知，各因素
对叶绿素提取得率影响的大小顺序为:提取温度

(X1) >超声波功率(X3) >超声波处理时间(X2 ) >液
料比(X4)。
2. 2. 4 响应面与等高线
根据拟合函数，每 2 个因素对提取得率画出响

应面和等高线图，此时考虑到定性分析各因素对提

取得率的关系，固定另外 2 个因素时，均作“0”水平
处理。图 5 ～ 10 为各因素交互作用的响应面和等高
线图。
图 5 ～ 10 直观地反映了每 2 个因素对响应值的

影响，由等高线图可以看出存在极值的条件应该在

圆心处。随着每个因素的增大，响应值增大;当响
应值增大到极值后，随着因素的增大，响应值逐渐

减小;比较 6 组图可知，对叶绿素提取得率影响显著
的因素，表现为曲线较陡;对叶绿素提取得率影响

次显著或不显著的因素，表现为曲线较为平滑，随

其数值的增加或减少，响应值变化较小。在交互项
对提取得率的影响中，提取温度与提 取 时 间

(X1X2)、超声波功率与液料比(X3X4)对叶绿素提取

得率的影响较显著。另外，由图可知该模型在实验
范围内存在稳定点，且稳定点是最大值。

图 5 Y = f(X1，X2 )的响应面与等高线

Fig. 5 Responsive surfaces and contours of Y = f(X1，X2 )

图 6 Y = f(X1，X3 )的响应面与等高线

Fig. 6 Responsive surfaces and contours of Y = f(X1，X3 )
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图 7 Y = f(X1，X4 )的响应面与等高线

Fig. 7 Responsive surfaces and contours of Y = f(X1，X4 )

图 8 Y = f(X2，X3 )的响应面与等高线

Fig. 8 Responsive surfaces and contours of Y = f(X2，X3 )

图 9 Y = f(X2，X4 )的响应面与等高线

Fig. 9 Responsive surfaces and contours of Y = f(X2，X4 )

2. 2. 5 超声波辅助提取构树叶中叶绿素工艺条件
的优化

回归方程中二次项 X2
1、X

2
2、X

2
4 的系数为负数，而

X2
3 的系数为正数，说明响应曲面为鞍型反应面，极值

点可能不只一个。因此不能直接从此二次响应面上
找出最佳工艺参数，需要进一步分析，利用 Design-
Expert 7. 1. 6 对工艺条件进行优化，结果见表 4。
由表 4 可以看出，最大响应值时各因素的编码

分别是 X1 = 1. 000，X2 = 1. 000，X3 = － 1. 000，X4 =

－ 0. 223，此时的提取温度 X1 = 60℃，超声波处理时
间 X2 = 50 min，超声波功率 X3 = 500 W，液料比 X4 =
9. 777 mL / g。由此可以确定超声波辅助提取构树
叶绿素的优化工艺参数为:提取温度为 60℃，超声
波处理时间 50 min，超声波功率 500 W，液料比
9. 777 mL / g，在此条件下，提取得率的理论值可达到
1. 330 72%。为了验证 RSA 的可靠性，根据实际情
况，采用优化条件对构树叶绿素的提取进行验证实

验，提取温度为 60℃，提取时间为 50 min，超声功率
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图 10 Y = f(X3，X4 )的响应面与等高线

Fig. 10 Responsive surfaces and contours of Y = f(X3，X4 )

为 500 W，液料比为 10 mL / g，经过 3 次平行实验，实
际提取得率的平均值为 1. 277%，与理论预测值接
近，证明该回归模型具可靠性。

表 4 优化结果
Tab. 4 The optimization results

编号 X1 X2 X3 X4 Y /%
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000
1. 000

1. 000
1. 000
1. 000
0. 994
0. 981
0. 959
0. 982
0. 985
1. 000
1. 000

－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 1. 000
－ 0. 098
－ 1. 000

－ 0. 223
－ 0. 235
－ 0. 211
－ 0. 246
－ 0. 227
－ 0. 204
－ 0. 138
－ 0. 313
－ 0. 236
－ 0. 062

1. 330 72
1. 330 69
1. 330 68
1. 330 19
1. 329 49
1. 327 90
1. 327 85
1. 327 67
1. 325 11
1. 324 20

3 结 论

本实验利用超声波辅助提取构树叶中叶绿素

得到的优化模拟方程为: Y = 1. 05 + 0. 19X1 +
0. 094X2 + 0. 13X3 + 0. 035X4 + 0. 16X1X2 － 0. 11X1X3 +
0. 079X1X4 － 0. 14X2X3 － 0. 069X2X4 + 0. 16X3X4 －
0. 19X2

1 － 0. 17X
2
2 + 0. 067X

2
3 － 0. 25X

2
4，模型在实验范

围内可靠，应用响应面分析法得到的优化工艺条件

为提取温度 60℃，超声波处理时间 50 min，超声波
功率 500 W，液料比 9. 777 mL / g，在此条件下，提取
得率的理论值可达到 1. 330 72%。3 次验证实验将
液料比调整为 10 mL / g，叶绿素提取得率的平均值
为 1. 277%。与传统的研磨法和溶剂萃取法相比，
超声波辅助提取叶绿素不仅大大缩短了提取时间，

而且提高了有效成分的提取得率，节约了溶剂，提

高了经济效益，是一种极具应用前景的方法。
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