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摘 要：探讨了紫色非硫细菌中类胡萝卜素提取的影响因素，包括提取温度、提取时间、溶剂用量、皂化

等，并对提取色素进行了初步分析。结果表明：提取温度为 49 ℃，提取时间为 4 h，丙酮溶剂用量为 5 mL/g菌
泥的条件下提取类胡萝卜素的效果好；皂化能除去提取液中残留的叶绿素并水解类胡萝卜素酯，提高提取物的

纯度等。
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Research on Carotenoids Extraction from nonsulphur purple bacteria
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(Key Lab of Green Packing and Application of Biological Nanotechnology，Hunan University of  Technology，

Zhuzhou Hunan 412008，China)

Abstract：The influence factors on carotenoids extraction from nonsulphur purple bacteria were researched, which
included extraction time, extraction temperature, solvent dosage and saponification. And primary analysis for the carotenoids
extraction was made. As a results, the best extraction temperature was 49℃, the best extraction time was 4 hours and the best
solve dosage was 5 milliliters acetone to one gram bacteria mud. Then Saponification could get rid of residue chlorophyll from
cartoenoids and hydrolyze carotenoids esters，so that it improved its purity.
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类胡萝卜素是一类由 8 个类异戊二烯组成的碳氢
化合物，不仅可用作食品、药物、化妆品和饲料的添

加剂和着色剂，还具有提高免疫力、抗氧化、抗紫外

线等功能[1]，如α -类胡萝卜素、β-类胡萝卜素、玉

米黄质是维他命原，能够防治眼病、预防心血管疾病、

防光敏性疾病和白内障等[2 ]。类胡萝卜素是天然色素

开发的一个主要方向，而从微生物发酵中生产类胡萝

卜素是现阶段一个新的研究方向。

紫色非硫细菌属于光合细菌，它含有较高浓度的

类胡萝卜素，同时也含有丰富的营养和生理活性物

质，不仅可作为提取天然类胡萝卜素的原料，还可将

全部细胞作为色素单细胞蛋白。目前，有关从紫色非

硫细菌中提取类胡萝卜素的研究报道不是很多，且在

提取方法及其影响因素方面还有不少工作可做。

本文先重点研究了类胡萝卜素提取过程中提取时

间、提取温度、溶剂用量、皂化对提取效果的影响。并

用紫外 -可见光谱法和高效液相色谱法对类胡萝卜素

组分进行了初步定性，为开发、利用光合细菌及其类

胡萝卜素提供理论和实验方面的数据和资料。

1 实验材料和方法

1.1 主要仪器和试剂

双光束 -紫外可见分光光度计：TU-1901，北京谱
析通用；高效液相色谱仪：LC-20A，岛津；丙酮、乙
醚、乙醇、甲醇、KOH均为分析纯。
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1.2 实验方法

1.2.1 菌种和培养方法

菌种：绿色包装与生物纳米技术应用实验室保存

的一株紫色非硫细菌科(PNSB)菌种。
培养基：KH2PO4 0.6 g，K2HPO4 0.9 g，酵母膏1.5 g，

蛋白胨 2.0 g，NaHCO3 0.5 g，硫酸镁 0.3 g，氯化钙 0.2
g，pH 7.0～8.0，蒸馏水1 000 mL。
培养方法：连续光照厌氧培养 5～7 d，培养温度

28～30 ℃，光照强度1 500 lux～2 000 lux。

1.2.2 类胡萝卜素的提取方法

类胡萝卜素的提取方法参见文献[3]且有改动：用
碱性CaCl2

沉淀细胞液，倾去上清液，再抽滤得到细胞

滤泥（湿，捏而不滴水），用乙醇浸泡[4]细胞泥 0.5 h后
用丙酮浸泡提取，用 100 mL丙酮于室温下浸泡过夜，
合并萃取液，45 ℃下负压蒸发回收丙酮，再转移到等
量的乙醚中，用蒸馏水洗涤除去残留的丙酮及其它无

色极性杂质，10 %的KOH甲醇溶液皂化 2 h，蒸馏水
洗涤除去残留的醇和碱，将上清液于旋转蒸发仪内负

压浓缩。

1.2.3 紫外可见分光光度法

使用 TU-1901双光束紫外可见分光光度计对类胡
萝卜素提取液和标准品进行光谱扫描，以初步反映类

胡萝卜素含量的高低。

1.2.4 类胡萝卜素含量的计算方法

总类胡萝卜素含量计算式为：

M%(ug/g)=（A1
×V×N× 104）/（A0

×W）。[5]

式中：A1
为 475 nm处样品的吸光值；A0

为 475 nm处标
准样的吸光系数，一般为 2 500；V为样品提取液的总
体积(单位为mL) ；W为样品的总质量(单位为 g)；N为
提取液的稀释倍数。每个数据均取 3次测量的平均值。
1.2.5 高效液相色谱条件

色谱柱Spherisorb ODS-2,C18
，直径 4.6×250 (mmI.

D. ×mm)，5 um粒度；流动相A为甲醇∶水=95∶5，B为
乙酸乙酯 ；洗脱梯度：0~10 min，(0~25 %)B ；10~15 min，
(25 %~33 %)B ；15~20 min，(33 %~50 % )B ；20～25 min，

(50 %~25 %)B ；25~30 min，25 %B。流速 ：1.0 mL/min，
进样量为 20 uL，柱温为 24 ℃，检测器波长为 475 nm。

2 结果与讨论

2 . 1 温度对类胡萝卜素提取效果的的影响

在不同的温度下提取紫色非硫细菌中的类胡萝卜

素，研究温度对提取类胡萝卜素的影响，选出最适宜

的提取温度，以提高类胡萝卜素的提取效果。试验结

果见图 1。

图 1 表明，提取紫色非硫细菌中的类胡萝卜素的
最佳温度是 49 ℃，温度低于 49 ℃时类胡萝卜素的提
取效果随着温度的升高而加大，温度高于 50 ℃会导致
类胡萝卜素的含量减少。原因可能是在类胡萝卜素提

取方法中，随着温度的上升，丙酮的挥发性增强，一

部分类胡萝卜素会随着丙酮的挥发而损失掉；类胡萝

卜素分子中存在共轭双键结构，共轭双键对氧和高温

是敏感且不稳定的，容易发生自氧化和光敏氧化，或

者分子重排，这些变化会使紫外 - 可见吸收光谱产生

红移或蓝移[6]，从而减少了吸光度，导致计算类胡萝卜

素的含量时数值会下降。所以，应用本文1.2.2中的方法
来提取类胡萝卜素，最适宜的温度是 49 ℃，可以适当
添加抗氧化剂来保护提取过程中类胡萝卜素不被氧

化，如 0.3 %的VE
或 0.2 %的抗坏血酸钠。

2 . 2 提取时间对类胡萝卜素提取效果的影响

从紫色非硫细菌中提取类胡萝卜素的时间一般很

长，在室温下浸提 12 h才能接近提取完全的程度，本
试验在最适温度 49 ℃下研究提取时间对类胡萝卜素提
取效果的影响，观察在提高温度的情况下能否缩短提

取时间，结果见图 2。

图 2表明，在浸提 4 h后类胡萝卜素含量就已经达
到最大，延长提取时间不仅不能增加提取量，反而会

减少类胡萝卜素的产量。

2. 3 皂化对提取效果的影响

类胡萝卜素提取液中含有类胡萝卜素酯，如类胡萝

卜素醇酯、类胡萝卜素酸酯[7]和残留的细菌叶绿素，两

者的存在将会降低类胡萝卜素的纯度和生物功能。皂化

的目的就是为了除去提取液中残留的细菌叶绿素和水解

类胡萝卜素酯生成类胡萝卜素单体，以提高纯度和功

能。本试验按照1.2.2中的方法来提取类胡萝卜素，在皂
化前于紫外可见分光光度计做光谱扫描，在皂化前和

图 1 温度对提取类胡萝卜素的影响
Fig. 1 Effection of temperature on extraction

图 2 时间对提取类胡萝卜素的影响
Fig. 2 Effection of time on extraction
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3 结论

影响类胡萝卜素提取的因素有溶剂用量、提取温

度、提取时间，在使用丙酮为初提溶剂时，在温度49 ℃
下提取 4 h， 丙酮溶剂用量为 5 mL/g菌泥时效果最好。
通过对皂化前后的光谱行为和色谱行为的对比分析，

认为皂化能除去提取液中残留的叶绿素，并水解了类

胡萝卜素酯。
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皂化 1.5 h后各测光谱扫描；另外，本试验还用乙醇浸
泡提取的最初滤液做了光谱扫描，具体结果见图 3。

图 3中曲线A是皂化前的光谱扫描图，曲线B是皂
化 1.5 h的光谱扫描图，曲线C是乙醇浸泡液的光谱扫
描图。从曲线A可以看出，皂化前的类胡萝卜素提取液
在 760 nm、570 nm、360 nm处有吸收峰，这与曲线C中
的图形相同，表明提取液中还含有细菌叶绿素，说明乙

醇浸泡菌泥未能完全去除细菌叶绿素，还需要皂化。

从曲线B可以看出，类胡萝卜素提取液皂化1.5 h后
在560 nm处的吸收峰已经消失，760 nm和360 nm处的
吸收峰变得很微弱，几乎没有，这说明皂化接近完全，

细菌叶绿素已完全被破坏。

另外，类胡萝卜素酯水解前后的变化用在光谱图

中不能反映出来。所以，本试验又通过HPLC色谱图
来观测是否发生水解。图 4为类胡萝卜素的乙醚提取
物皂化前的HPLC图谱，图 5为类胡萝卜素的乙醚提取
物皂化后的HPLC图谱。通过对图 4和图 5的比较，可
以观察到：皂化前的类胡萝卜素提取液保留时间较

长，而皂化后的类胡萝卜素提取液保留时间变短，这

说明类胡萝卜素酯已被水解为类胡萝卜素单体。因为

类胡萝卜素水解后会生成类胡萝卜素醇和类胡萝卜素

酸盐，使提取液极性增加，导致色谱行为发生变化[7]。

所以，皂化能够除去类胡萝卜素中的叶绿素并水解类

胡萝卜素酯，从而提高产物的纯度。

图 3 提取液光谱图
Fig. 3 Spectrum absorbency of extraction solution

图 4 类胡萝卜素的乙醚提取物皂化前的 HPLC图谱
Fig. 4 HPLC of carotenoid extraction with

 ethanol before saponification

图 5 类胡萝卜素的乙醚提取物皂化后的 HPLC图谱
Fig. 5 HPLC of carotenoid extraction with

ethanol after saponification


