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柱层析法分离万寿菊叶黄素
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摘 要: 本试验研究了万寿菊叶黄素的分离方法及分离条件。采用高效液相色谱法 ( H PLC ) 测定叶黄

素的含量, 色谱柱为岛津 VP- ODSC18柱 ( 150mm 4 6mm, 5 m ) , 检测波长 454nm; 以甲醇 - 0 1%磷酸溶

液为流动相进行梯度洗脱, 流速 1 0mL /m in; 柱温 30 ; 进样量 10 L; 校准曲线法定量, 在 0 6~ 2 0 g范

围内具有良好的线性关系, 回归方程为 Y = 1 16 107C+ 4 99 104, 相关系数 r= 0 9984。采用柱层析法分离

万寿菊叶黄素的皂化液 , 实验结果表明: 固定相采用硅胶 G ( 100~ 200目 ) ; 胡萝卜素洗脱剂为 V (石油醚 )

!V (乙酸乙酯 ) = 5! 1; 叶黄素洗脱剂为 V (石油醚 ) !V (乙酸乙酯 ) = 1 ! 1; 层析柱规格为 26

510mm; 使用皂化液直接湿法上样; 吸附时间为 30m in; 上样量为 0 4mL皂化液 /g硅胶; 柱温为常温; 皂化

液可直接上样; 在以上条件下, 经分离回收溶剂后得到含量为 83 3% 的叶黄素产品。该方法有良好的分离能

力, 便于操作, 产品纯度稳定。硅胶在重复使用 5次以内, 对分离效果的影响不明显。
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Abstrac t: This paper studied the m e thod and conditions of separa ting lute in from M arigo ld. H igh perform ance liqu id

chrom atography (H PLC ) w as app lied to determ ine lute in content. The ope rating param eters we re: Shim adzu VP -

ODSC18co lumn ( 150mm 4 6mm, 5 m ) , de tection w avelength454nm; m ethano l- 0. 1% phosphor ic ac id as m o

b ile phase gradient e lu tion, flow rate1 0mL /m in; co lumn temperature30 ; injection vo lum e 10 L. Chrom atogram

peak area ( Y ) aga inst the in jection m ass concentrations ( C ) o f lute in w as in good linea rity in the range o f0 6 ~

2 0 g, regress ion equation w as Y = 1 16 107 C + 4 99 104, the co rre la tion coe ffic ient r= 0 9984. The results

showed that: the stationary phase was silica gel G ( 100~ 200m esh); carotene e luting agent w as V ( petro leum ether)

!V ( e thy l ace tate) = 5 !1; lutein elu ting agent was V ( petro leum ether) !V ( ethy l ace tate) = 1 !1; chrom atog

raphy co lumn was 26 510mm; sapon ification liqu id w as used directly on the we t samp le; adsorption tim e w as

30m in; sam ple volum e was 0 4mL sapon ification liquid /g s ilica ge ;l column temperature w as room temperatu re; sa

pon ification solution added directly on the sam ple; in the above cond itions, the separation and recovery o f the lute in

w as 83 3% . Th is m e thod separated optim ally, w as easy to operate and the products we re stab le. S ilica g elw as reused

5 tim es and showed no obv ious d ifferences on the separa tion effect.
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叶黄素 ( lutein) 又称植物黄体素, 分子式为

C40H 56O2, 属四萜类化合物
[ 1]
。叶黄素是人类食

物与血清中主要的类胡萝卜素之一, 并且是  , !

-类胡萝卜素的代表
[ 2, 3]
。研究发现, 年龄相关

性黄斑退化 (AMD ) 是发达国家老年人失明以及

普通视觉损害的最重要原因
[ 4~ 7]
。叶黄素和玉米

黄质作为抗氧化剂和近紫外蓝光的吸收剂, 可降

低此类眼疾发生的风险。随着对叶黄素药理研究

的深入, 还发现叶黄素在防治心血管动脉硬化、

增强免疫力等方面起着重要作用
[ 8, 9 ]
。万寿菊

( Tagetes erecta) , 菊科万寿菊属, 原产于墨西哥。

因其花叶黄素含量高, 其他种类类胡萝卜素少,

而成为生产叶黄素的理想原料
[ 10 ]
。但是万寿菊中

游离叶黄素很少, 主要是叶黄素酯 ( > 90% ), 其

脂肪酸部分包括月桂酸、肉豆蔻酸、棕榈酸等十

多种。研究表明, 叶黄素酯类衍生物不易被人体

直接吸收代谢, 人类功能性食品添加剂和药品对

游离叶黄素的纯度要求较高。因此对叶黄素酯类

物质进行皂化, 并且进一步分离叶黄素十分必

要
[ 11]
。

文献 [ 12] [ 13] 报道了重结晶法分离和纯

化万寿菊叶黄素。虽然得到的叶黄素纯度较高

(﹥ 90% ), 但是操作步骤复杂、收率低, 只适用

于实验室少量制备。柱层析分离叶黄素的报道很

少。本文采用柱层析法对万寿菊叶黄素的提取皂

化物进行分离, 以期为工业生产提供依据。

1 材料与方法

1 1 材料

万寿菊干花颗粒, 内蒙古自治区赤峰市鑫卉

公司; 叶黄素标准品 ( > 90% ), Sigma- A ldrich

公司。

1 2 试剂与仪器

硅胶 G ( 100~ 200目 ) ( 200 ~ 300目 ) , 青

岛海洋化工分厂; 硅藻土、氧化铝、氧化镁, 上

海建信有限公司试剂厂; 甲醇、氯仿、甲苯、磷

酸、无水乙醇、二氯甲烷、乙酸乙酯、正己烷、

无水硫酸钠以及石油醚 ( 30 ~ 60 ) 均为分析

纯; 甲醇色谱纯。

高效液相色谱仪 BOSTAV 201 /330, 岛津国际

贸易 (上海 ) 有限公司; 电子分析天平 AB104-

N, 梅特勒 -托利多仪器 (上海 ) 有限公司; 循

环水真空泵 SH I- III, 上海亚荣生化仪器厂; 层

析柱 ( 26mm 510mm )。

1 3 叶黄素的分离

万寿菊干花颗粒经干燥后, 粉碎过 60目筛。

所得花粉用 V (无水乙醇 ) !V (丙酮 ) = 1 !1

混合提取剂提取, 提取液用 30% KOH - CH 3OH

溶液皂化, 皂化液经调节 pH后用旋转蒸发器回

收溶剂, 所得浸膏加入少量甲醇溶解, 并将其转

入棕色容量瓶中定容。称取一定量的吸附剂, 经

活化后采用干法装柱。在少量的吸附剂中拌入已

定容的皂化液进行吸附, 挥干溶剂后置于柱顶。

负压条件下, 首先用胡萝卜素洗脱剂洗脱出胡萝

卜素和比其极性小的部分, 再用叶黄素洗脱剂洗

脱出叶黄素, 经回收溶剂后得到产品。

1 4 叶黄素的 HPLC分析

采用岛津 VP- ODSC18柱 ( 150mm 4 6mm,

5 m ) ,检测波长 454nm; 以 CH3OH ∀ 0 1% H 3 PO4

溶液为流动相进行梯度洗脱, 流速 1 0mL /m in;柱

温 30 ;进样量 10 L。校准曲线法定量,在 0 6~

2 0 g范围内具有良好的线性关系,回归方程为 Y

= 1 16 10
7
C+ 4 99 10

4
, 相关系数 r= 0 9984。

标准品 HPLC图谱见图 1。

2 试验结果与分析

2 1 吸附剂的选择

选用硅胶 G1 ( 100~ 200目 )、硅胶 G2 ( 200

~ 300目 )、m (氧化镁 ) !m (硅藻土 ) = 1 !1、

m (硅胶 1) !m (硅藻土 ) = 1 !1、中性氧化铝

等作为固定相。叶黄素、胡萝卜素等均为色素,

可通过观察柱层析时各色素条带分离状况判断分

离效果。实验结果表明: 中性氧化铝对样品的吸

附性较差, 当用胡萝卜洗脱剂洗脱时, 所有的色

素均被洗脱下来, 达不到分离的目的; 硅胶 G2

颗粒小, 洗脱阻力大、流速慢、分离时间过长易

导致叶黄素氧化; m (氧化镁 ) !m (硅藻土 ) =

1 !1和 m (硅胶 1) !m (硅藻土 ) = 1 !1分离

过程中整个柱身均充满了色素, 没有形成明显的

叶黄素和胡萝卜素色素条带, 不利于分离操作;

使用硅胶 G1作为吸附剂时, 可观察到柱内颜色

明显分为两部分, 上段为较深的橙黄色, 下段为
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较浅的淡黄色, 分 2级收集洗脱液。经 HPLC分

析, 样品的分离效果较好, 洗脱速度较快, 洗脱

剂的用量较少, 因此选用硅胶 G1作为吸附剂较

好。

2 2 洗脱剂的选择

通过石油醚、正己烷、甲苯、二氯甲烷、氯

仿、乙酸乙酯、无水乙醇等溶剂对叶黄素的洗脱

效果的比较发现, 当溶剂的极性大于二氯甲烷

时, 叶黄素能够被完全洗脱下来。为了保证分离

效果, 采用混合洗脱剂。不同的混合洗脱剂的洗

脱效果见表 1:

图 1 标准品的 HPLC图谱

Fig 1 Chrom atogram s of standards of byHPLC

表 1 不同洗脱剂对分离的影响

Tab le 1 R esults of colum n chrom atography using differen t eluants

序号 洗脱剂体系
胡萝卜素洗脱剂

/ v/v

叶黄素洗脱剂

/ v /v
现 象

1 正己烷 -丙酮 -无水乙醇 9 !1 !0 8 !1 !1 柱子不能出现明显的色带, 分离效果较差。

2 二氯甲烷 -氯仿 1 !0 1 !1 在柱子上出现了三条色素带, 但叶黄素未被分开。

3 正己烷 -无水乙醇 100 !1 ∀ ∀ ∀ 当用胡萝卜素洗脱剂洗脱时, 叶黄素也被洗下来。

4 石油醚 -乙酸乙酯 5 !1 1 !1 能出现比较好的色素带, 其洗脱、分离叶黄素的效果较好。

由表 1可知, 石油醚 - 乙酸乙酯体系作为洗

脱剂有很好的分离效果, 能够达到分离的要求。

同时该洗脱剂具有毒性小、价格低廉以及易于回

收等优点。因此选用 V (石油醚 ) !V (乙酸乙

酯 ) = 5 !1为胡萝卜素洗脱剂, 选用 V (石油

醚 ) !V (乙酸乙酯 ) = 1 !1为叶黄素洗脱剂。

2 3 上样方法

柱层析的上样方法主要有湿法上样和干法上

样两种, 实验比较了干法上样与湿法上样对分离

效果的影响, 结果见表 2。

由表 2可知, 经柱层析分离后, 由湿法上样

得到的叶黄素产品的纯度和收率明显高于干法上

样。并且在干法上样时, 胡萝卜素洗脱液中有少

量叶黄素被洗脱下来, 使得叶黄素的纯度和收率

均有所下降。同时干法上样, 叶黄素在拌样的过

程中暴露在空气中易被氧化, 增大了叶黄素的损

失。

表 2 上样方法对分离的影响

Tab le 2 E ffect of d ifferent them ethod

of load on separation

上样方法

湿法 干法

1 2 1 2

叶黄素纯度 /% 83 63 82 66 66 33 67 33

叶黄素收率 /% 88 43 86 22 70 32 73 66
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2 4 吸附时间对分离的影响

采用湿法上样, 样品与吸附剂的接触时间较

短, 如果吸附剂没有将样品完全吸附上, 在洗脱

胡萝卜素部分时将会导致叶黄素也被洗脱下来,

这样将影响叶黄素的收率。在上样后, 选择吸附

时间分别为 10、30、 60、 120m in时, 比较吸附和

分离效果。实验结果表明: 当吸附时间为 30m in

时, 在洗脱胡萝卜素部分时不会使叶黄素洗脱下

来, 因此吸附时间选为 30m in。

2 5 上样量对分离的影响

上样量少使得吸附剂未能充分利用, 过多的

上样量又会造成色谱柱的负担过重, 难以保证分

离效果。选择上样量样品分别为 0 20、 0 40、

0 60、0 80、1 00mL /g硅胶, 上样量对叶黄素的

纯度及收率的影响见图 2。

图 2 上样量对分离的影响

Fig 2 E ffect of loadability on separation

由图 2可知, 上样量在 0 40mL样品 /g硅胶

时, 叶黄素的纯度和收率均最高。实验结果表

明, 为了减少叶黄素的损失, 提高收率, 上样量

样品选择为 0 40mL /g硅胶较为适宜。

2 6 上样浓度对分离的影响

分别将皂化液按 1 3节配制成浓度为 0 40、

0 80、0 12mg /mL的溶液分别上柱, 收集叶黄素

洗脱液并回收溶剂, 测定产品中叶黄素含量。上

样浓度对分离效果的影响见图 3。

由图 3可知, 上样浓度对分离效果的影响不

明显。因此直接使用皂化液进行分离, 可简化操

作。

图 3 上样浓度对分离的影响

F ig 3 E ffec t of d ifferen t samp le

concen tration on separation

2 7 吸附剂使用次数对分离的影响

吸附剂重复使用可降低生产成本。实验发

现, 在层析结束后由于柱中还残留少量的杂质,

用 2~ 3倍柱体积的无水乙醇洗脱, 再用 2~ 3倍

柱体积的洗脱剂平衡, 然后重新上样。在操作条

件下连续进行了 5次层析分离, 结果如表 5所示。

硅胶使用 5次以内, 对叶黄素的分离效果无明显

影响。可见层析分离的重现性较好。这是由于乙

醇极性较大, 能够有效地洗脱硅胶柱吸附的极性

杂质组分, 从而使层析柱基本恢复到初始状态。

但是当硅胶使用一段时间后, 需将硅胶重新活

化, 使其恢复吸附性能。

图 4 连续 5次层析分离的结果

F ig 4 Resu lt s of consecut ive co lumn

chromatography for five tim es
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2 8 优化条件下的分离

皂化液经样品前处理后, 进样得到图 5 ( a)。

由图可知, 经 HPLC分离后得到 7个色谱峰, 其

中 3峰为叶黄素, 含量为 17 3%。在硅胶使用量

为 40g, 上样量为 16mL皂化液, 湿法上样, 吸附

时间为 30m in, 负压操作过柱的条件下, 经柱层

析后得到的叶黄素产品, 其 HPLC图谱见图 5

( b)。

( a) 皂化液的 HPLC图谱

( b) 叶黄素产品的 HPLC图谱

图 5 皂化液和叶黄素产品的 HPLC图谱

Fig 5 Chrom atogram s of sapon ification so lu tion and product standards of by HPLC

由图 5 ( b) 可知, 叶黄素产品的纯度可以达

到 83 3%左右。表明该方法有良好的分离能力。

3 结论

固定相采用硅胶 G ( 100~ 200目 ), 胡萝卜素

洗脱剂为 V (石油醚 ) !V (乙酸乙酯 ) = 5 !1,叶黄

素洗脱剂为 V (石油醚 ) !V (乙酸乙酯 ) = 1 !1,
层析柱规格为 26 510mm, 吸附时间为 30m in,

使用皂化液直接湿法上样, 上样量为 0 4mL皂化

液 /g硅胶; 柱温为常温。在以上条件下, 叶黄素

的纯度可由皂化液的 17 3%提高到 83 3%。实验

表明, 该方法有良好的分离能力, 便于操作, 产

(下转第 130页 )
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4 讨论

4 1 本实验通过三水平四因素正交试验, 确定了

橘红皮多糖的最佳提取条件, 即为: 微波萃取功

率为 40% ( 320W )、浸提时间 120s、固液比 1 !
50, 橘红皮粉碎粒度 30目, 在此条件下进行的验

证实验提取量高达 23 77mg /g, 远高于单因素实

验及正交试验的最高提取量。

4 2 目前微波萃取基本上还停留在实验室小样品

的提取及分析, 使用设备简陋, 工业化微波提取

器尚未见报道。近年, 有用于试生产的微波提取

设备问世, 一类为微波提取罐; 另一类为连续微

波萃取设备。而且对于潮州这样一个橘红产地来

说, 一旦这些设备应用于大生产, 必将对食品、

香料业、传统中药制药业等相关行业带来巨大的

革命, 也必将极大的影响潮州的橘红种植、加工

业甚至潮州的经济结构。
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品纯度稳定。硅胶在重复使用 5次以内, 对分离

效果的影响不明显。但是叶黄素在光照条件下易

氧化, 因此在检测、分离过程中应采取良好的避

光措施。
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