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摘　要　利用超声-微波协同法提取废弃番茄叶中的叶绿素。通过单因素及正交试验研究了溶剂、乙

醇浓度、微波功率、超声温度、超声时间、料液比、微波时间 7 个因素对叶绿素提取量的影响, 再进行正交试

验和验证实验。结果表明最佳工艺条件是 : 乙醇浓度 90%、微波功率 500W、超声温度 70℃、超声时间

40min、料液比 1∶10( g / mL )、微波时间 300s。在最佳条件下叶绿素的提取量是常规浸提法的 2. 86 倍。
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1　引言
叶绿素是一种含有卟啉环的天然色素, 早在上世纪 80年代,研究者们就发现叶绿素有抗诱变

作用[ 1] ,其衍生物叶绿酸能保护细胞对抗苯并芘、环磷酰胺、杂环胺类、黄曲霉毒素、重金属以及电

离辐射所导致的诱变[ 2, 3] ,叶绿素或叶绿酸能降低人体对黄曲霉毒素 B1的生物利用率[ 4] ,且具有免

疫调节的潜能
[ 5]

, 还可用于抗炎
[ 6]

,叶绿素可作为一种肿瘤化疗中的辅助剂,减小癌症化疗的副作

用
[ 7, 8]
。

我国是世界第三大番茄制品生产国,番茄产业除了使用番茄果实生产番茄果汁、番茄酱、番茄

罐头等外,其叶子、根、茎均未得到开发利用而被丢弃。番茄叶中含有丰富的叶绿素,可作为食品、药

品、化妆品等领域的添加剂。番茄叶中叶绿素的提取迄今未见报道,本实验利用废弃番茄绿叶为原

料,使用超声- 微波协同法,通过单因素试验和正交试验得到番茄叶中叶绿素的最佳提取工艺条

件,为番茄的进一步综合开发利用提供理论依据。

2　实验部分

2. 1　材料与试剂

番茄叶采摘于湖南湘西农户蔬菜园地收获后的番茄植株。把采摘的新鲜番茄叶除杂, 洗净,低

温烘干,剪碎,遮光密封备用。

实验试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　仪器与设备

UV-2450型紫外-可见光分光光度计(日本岛津公司) ; NJL07-3型实验专用微波炉(南京杰全

微波设备有限公司) ; GZX-9070M BE 数显鼓风干燥箱 (上海博迅实业有限公司医疗设备厂) ;

KQ250-E 型超声波清洗器(郑州长城科工贸有限公司) ; 723 分光光度计(上海菁华科技仪器有限



公司) ; 星火牌 C型数显鼓风干燥箱(郑州长城科工贸有限公司) ; SHB-B88循环水式多用真空泵

(郑州长城科工贸有限公司) ; FA 2004型电子天平(上海精密科学仪器有限公司天平仪器厂)。

2. 3　实验方法

图 1　叶绿素提取样品的紫外光谱

2. 3. 1　番茄叶中色素的定性鉴定

叶绿素提取液的吸收光谱有两个强吸收峰,分

别在红光区和蓝紫区, 不同提取溶剂和原料所得的

叶绿素溶液的吸收光谱比较相似。叶绿素 a、叶绿素

b的红区最大吸收峰分别在 663、645nm 附近,在蓝

紫区分别为 429、453nm 附近。本实验叶绿素提取样

品溶液的紫外扫描图位于 430nm (见图 1) ,与文献

值符合,后续试验中利用此峰定性番茄叶中的叶绿

素。

2. 3. 2　叶绿素的提取工艺流程

新鲜番茄叶→预处理→称重→微波提取→超声

提取→抽滤→稀释→测吸光度(实验全过程在遮光

条件下进行)。

2. 3. 3　叶绿素含量的测定

准确吸取 1. 0mL 叶绿素提取液,用对应的提取剂稀释至 10. 0mL, 按Arnon公式计算叶绿素 a

和叶绿素 b的含量及叶绿素总量。叶绿素 a 浓度( mg / L ) : Ca= 12. 7A 663- 2. 69A 645 ;叶绿素 b浓度

( mg / L ) : Cb = 22. 9A 645- 4. 68A 663 ; 叶绿素总浓度 ( m g/ L ) : C总 = Ca + Cb ; 叶绿素含量( mg / g ) :

C总×提取液体积×稀释倍数/样品质量。

2. 3. 4　单因素及正交试验设计

分别进行料液比、乙醇浓度、超声时间、超声温度、微波功率、微波时间 6个因素对番茄叶中叶

绿素提取的影响, 然后进行 L 25( 56)正交试验, 将每组实验所得的叶绿素提取液稀释至规定体积后,

测定吸光度并计算叶绿素的含量,再进行极差分析和方差分析。

2. 3. 5　验证实验与对照试验

使用通过正交试验得出的最佳工艺条件重复试验 3次,计算 3次实验的相对标准偏差,判断工

艺重复性的好坏,再将最佳工艺条件与传统提取方法进行比较,验证超声-微波协同法对叶绿素提

取效果的影响。

3　结果与分析

3. 1　不同提取剂对叶绿素提取效果的影响

选用石油醚、丁醇、无水乙醇、无水乙醚、丙酮 5种溶剂作为提取剂, 准确称量 1. 0g 预处理过的

番茄叶,料液比( g / mL)为 1∶20, 在 400W 条件下微波 2min,再在 60℃条件下超声 30min,抽滤, 在

相应波长下测定吸光度,计算叶绿素含量。结果见表 1。
表 1　不同提取剂对叶绿素提取效果的影响

提取剂种类 石油醚 丁醇 无水乙醇 无水乙醚 丙酮

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 346 0. 545 0. 733 0. 781 0. 645

　　由表 1可看出, 无水乙醇与无水乙醚的提取效果较好, 石油醚的提取效果最差。由于乙醇无毒、

价廉、便于回收,因此选用乙醇作为提取溶剂。
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3. 2　单因素实验

3. 2. 1　料液比对番茄叶中叶绿素提取效果的影响

表 2　料液比对叶绿素提取效果的影响

料液比( g/ mL) 1∶10 1∶15 1∶20 1∶25 1∶30

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 1. 216 1. 414 1. 218 1. 105 0. 956

　　由表 2可知叶绿素的含量随着料液比的增加而增大,料液比( g / mL)为 1∶15时,叶绿素含量

达到最高值, 但料液比( g/ mL)高于 1∶15后, 色素的提取量开始减小。这是因为提取剂越多,细胞

内外的浓度差越大,传质推动力也越大, 内扩散的速度增大, 越有利于色素的溶出。但当料液比

( g / mL)为 1∶15时, 细胞内外色素已经到达溶解平衡, 此时如果继续增加提取剂的量,超声波被溶

剂介质吸收而衰减的能量较多, 从而使叶绿素的提取量减少。因此最适宜料液比( g/ mL)为 1∶15。

3. 2. 2　乙醇浓度对番茄叶中叶绿素提取的影响

表 3　乙醇浓度对叶绿素提取效果的影响

乙醇浓度( % ) 50 60 70 80 90

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 076 0. 241 0. 804 1. 021 1. 051

　　表 3实验结果表明,当乙醇浓度小于 80%时, 叶绿素提取量随着乙醇浓度的增加大幅增加, 当

乙醇浓度高于 80%时,叶绿素提取量呈微小幅度攀升。其原因可能与溶剂的汽化潜热有关。因此最

适宜乙醇浓度为 80%。

3. 2. 3　超声时间对番茄叶中叶绿素提取的影响

表 4　超声时间对叶绿素提取的影响

超声时间( min) 10 20 30 40 50

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 943 1. 098 1. 167 1. 133 1. 074

　　由表 4可得,叶绿素的提取量随着浸提时间的延长不断增加,提取 30min 后到达最大值,随后

开始下降。原因可能是超声波频率高,穿透能力强, 巨大的能量使番茄叶样品受迫振动而破碎溶出

叶绿素,但 30min 之后,由长时间的高能量穿透使部分叶绿素的结构遭到破坏,导致叶绿素的提取

量出现下降趋势。因此最适宜超声时间为 30min。

3. 2. 4　超声温度对番茄叶中叶绿素提取的影响

表 5　超声温度对叶绿素提取效果的影响

超声温度(℃) 30 40 50 60 70

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 841 0. 872 1. 021 1. 167 1. 115

　　由表 5可得,叶绿素的提取量随着温度的升高而逐渐增大, 60℃到达最大值, 因为随着温度的

升高,叶绿素分子及溶剂分子均加剧,传质速率增大,有利于叶绿素的提取。60℃之后,叶绿素提取

量有下降趋势,原因是温度升高,叶绿素的分解速度加快。因此最适宜超声温度为 60℃。

3. 2. 5　微波时间对番茄叶中叶绿素提取的影响

表 6　微波时间对叶绿素提取效果的影响

微波时间( s) 60 120 180 240 300

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 943 1. 167 1. 281 1. 149 1. 112

　　由表6可得,随着微波时间的延长,叶绿素提取量逐渐增大,当微波 180s时, 达到最大值。因为

经过番茄叶微波辐射后,温度升高, 加快了溶剂分子与叶绿素分子之间的运动,提高了传质速度和

强度, 是叶绿素能够快速溶出。180s后叶绿素提取量有下降趋势,因为微波有热效应,随着时间的

延长,温度越来越高,叶绿素的性质越来越不稳定,使部分叶绿素分解,导致叶绿素含量下降。因此

最适宜微波时间为 180s。
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3. 2. 6　微波功率对番茄叶中叶绿素提取的影响

表 7　微波功率对叶绿素提取效果的影响

微波功率( W ) 200 300 400 500 600

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 0. 829 0. 851 1. 021 1. 015 1. 003

　　由表 7可得,叶绿素的提取量随着微波功率的增大逐渐增大,当微波功率达到 400W 时,叶绿

素的提取量取得最大值。因为在其他条件一定的情况下,微波功率越高,浸提物系吸收的微波能越

多,物系升温越快,固液扩散速度越快,因此萃取的效率也就越高, 萃取就越完全。当微波功率高于

400W时,叶绿素提取量呈现下降趋势,故微波功率以选 400W左右为宜。

3. 3　正交试验

根据单因素实验, 选取料液比、乙醇浓度、超声时间、超声温度、微波功率、微波时间 6个因素进

行 L 25( 56)正交试验, 并对实验结果进行统计分析, 结果见表 8—10。
表 8　正交试验因素水平表

水平

因素

A 乙醇浓度

( % )

B 微波功率

( W )

C超声温度

(℃)

D 超声时间

(m in )

E 料液比

( g/ mL)

F微波时间

( s)

1 50 200 30 10 1∶10 60

2 60 300 40 20 1∶15 120

3 70 400 50 30 1∶20 180

4 80 500 60 40 1∶25 240

5 90 600 70 50 1∶30 300

表 9　正交试验结果

试验号
乙醇浓度

( % )

微波功率

( W )

超声温度

(℃)

超声时间

( min)

料液比

( g/ mL )

微波时间

( s)

叶绿素提取量

( mg/ g) /×10- 1

1 1 1 1 1 1 60 0. 136

2 1 2 2 2 2 120 0. 133
3 1 3 3 3 3 180 0. 110
4 1 4 4 4 4 240 0. 101
5 1 5 5 5 5 300 0. 108
6 2 1 2 3 4 300 0. 283
7 2 2 3 4 5 60 0. 200
8 2 3 4 5 1 120 0. 441
9 2 4 5 1 2 180 0. 484
10 2 5 1 2 3 240 0. 309
11 3 1 3 5 2 240 0. 923
12 3 2 4 1 3 300 0. 871
13 3 3 5 2 4 60 0. 590
14 3 4 1 3 5 120 0. 434
15 3 5 2 4 1 180 1. 028
16 4 1 4 2 5 180 0. 576
17 4 2 5 3 1 240 1. 410
18 4 3 1 4 2 300 1. 410
19 4 4 2 5 3 60 0. 975
20 4 5 3 1 4 120 0. 728
21 5 1 5 4 3 120 1. 215
22 5 2 1 5 4 180 0. 725
23 5 3 2 1 5 240 0. 648
24 5 4 3 2 1 300 1. 410
25 5 5 4 3 2 60 1. 401
K 1 0. 059 0. 313 0. 301 0. 287 0. 442 0. 330
K 2 0. 171 0. 334 0. 305 0. 302 0. 435 0. 295
K 3 0. 385 0. 405 0. 337 0. 364 0. 348 0. 292
K 4 0. 510 0. 425 0. 334 0. 395 0. 243 0. 339
K 5 0. 540 0. 357 0. 381 0. 317 0. 197 0. 408
R 0. 481 0. 112 0. 08 0. 108 0. 238 0. 116
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表 10　方差分析

因素 偏差平方和 自由度 平均平方和 F 显著性

A 3. 568 4 1. 784 148. 667 *

B▲ 0. 024 4 0. 012 1. 000

C 0. 079 4 0. 0395 3. 292

D 0. 162 4 0. 081 6. 750 *

E 0. 983 4 0. 4915 40. 958 *

F 0. 183 4 0. 0915 7. 625 *

误差 0. 02 4 0. 01

　　注: F0. 05( 2, 2) = 19. 00;▲——误差项; * ——差异显著。

由正交试验极差分析结果可以得出,各个因素影响叶绿素提取量的主次顺序为:乙醇浓度> 料

液比> 微波时间> 微波功率> 超声时间> 超声温度;由方差分析得出乙醇浓度、超声时间、料液比、

微波时间对叶绿素的提取量的影响都达到了显著水平, 最优组合为 A 5B4C5D 4E1F5 ,即番茄叶中叶

绿素提取的最佳工艺为:乙醇浓度 90%、微波功率 500W、超声温度 70℃、超声时间 40m in、料液比

( g / mL) 1∶10、微波时间 300s。

3. 4　验证试验

为考察正交试验得到的优选工艺条件的稳定性,按其重复性试验 3次,番茄叶中叶绿素的提取

量见表 11, 3 次试验的结果均优于正交试验表中的任何一组, 相对标准偏差 RSD 为 0. 826%

( n= 3) ,说明此工艺重复性好。
表 11　验证试验结果

指标
试验次数

1 2 3 平均值

叶绿素提取量×10- 1( mg/ g) 1. 467 1. 482 1. 458 1. 469

3. 5　对比试验

表 12　提取方法比较

提取方法
料液比

( g/ mL)

乙醇浓度

( % )

超声温度

(℃)

提取时间

( min)

微波功率

( W )

微波时间

( s)

叶绿素提取量

×10- 1( mg/ g)

常规浸提 1∶10 90 — 40 — — 0. 515

超声-微波协同 1∶10 90 70 40 400 300 1. 474

　　由表 12可得,在相同条件下番茄叶中叶绿素的提取量,超声-微波协同提取法是常规浸提法的

2. 86倍。

4　结论
用超声-微波协同法提取番茄叶中的叶绿素, 通过正交试验得到最佳工艺条件是: 乙醇浓度

90%、微波功率 500W、超声温度 70℃、超声时间 40min、料液比( g/ m L) 1∶10、微波时间300s。通过

验证性试验, 在相同条件下番茄叶中叶绿素的提取量, 超声-微波协同提取法是常规浸提法的

2. 86倍。
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Extraction Technology of Chlorophyll from Obsolete Tomato Leaves

by Ultrasonic Wave with Microwave

Y IN Yong-Zhong　HE Qing-Yun　CHEN Li-Hua　PAN Qi　WANG Wen-Chang　
( Colle ge of Chemist ry and Chemical Engineering of Jishou Univ ersit y, Jishou, H unan 416000, P . R. China)

Abstract　Chlorophyll was ext racted f rom the obsolete tomato leaves by ult rasonic-m icrow ave

coordinated method. The influence factors, such as solvent , concentrat ion of ethanol, pow er of

microw ave, ult rasonic temperature, ultrasonic time, the rat io of material-solvent ( g / mL ) and

microw ave t ime, were discussed based on the single factor and orthogonal tests, then the

demonst rat ion test was carried out . The opt im al ex tract ing condit ions were obtained as follow s: ethanol

concentration of 90% , m icrow ave pow er of 500W, ultrasonic temperature of 70℃, ultrasonic time of

40m in, the rat ion of material-solvent of 1∶10 ( g / mL ) , and microw ave time of 300s. Under the

opt imal conditions, the y ield of chlorophyll w as 2. 86 t imes than that of the general methods.

Key words　Tomato Leaves; Chlorophy ll; U lt rasonic Wave; M icrow ave; Ext raction

这 真是 令人 啼 笑皆 非

——由重大发明写成的论文被判为“没有发表价值”

欢迎作者将被他刊拒绝的佳作再投本刊

在物理学的科技成就中, 激光可算是仅次于核能的 1项重大发明创造。第 1 台激光器是 1960 年由美国物

理学家梅曼(见本刊《邮票上的科学家——佼佼者之路》一书中之 M 4)发明的。然而《物理评论快报》却拒绝刊

登梅曼的论文,理由是 :这是微波激射物理方面的文章, 对快速出版物不再有价值。这真是令人啼笑皆非!

接着,梅曼将论文寄到了英国《自然》杂志,这篇 300 字的简短文章立即被接受。发表后引起全世界轰动。

后来,梅曼被列入了美国发明家名人堂。

为了吸取历史教训,本刊收到的论文, 即使其观点与审稿人有尖锐的意见冲突,只要是言之有理, 也给予

发表。因为“仁者见之谓之仁,智者见之谓之智”(《周易 ·系辞上》) , 不同人从不同角度看问题, 难免不同。我

们欢迎作者将被他刊判为“没有发表价值”的佳作, 再投本刊。

繁荣学术交流事业, 需要“宽容”精神!
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