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摘要!分别采用冷榨法和水酶法提取山核桃油!测定其中的总多酚%总黄酮%维生素 0%角鲨烯%

$

$

谷甾醇含量和脂肪酸组成及含量!对比分析冷榨法和水酶法提取对山核桃油中活性成分含量的影

响& 结果表明'冷榨法山核桃油中总多酚%总黄酮和维生素0含量显著高于水酶法山核桃油!而角

鲨烯和
$

$谷甾醇含量显著低于水酶法山核桃油& 冷榨法山核桃油共检出 ## 种脂肪酸!水酶法山

核桃油共检出 & 种脂肪酸!两种方法提取的山核桃油中不饱和脂肪酸总量均达到 ("b以上&
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//山核桃"1#"G# &#+E#G2'$%$M3AD<$又称小核桃&

山哈#系胡桃科山核桃属木本油料作物(#)

% 山核桃

主产于浙皖交界的昌化山区#其中安徽省宁国市和

浙江省杭州市临安区是主要种植区#其产量接近全

国的 ("b

(!)

% 山核桃仁含油量高达 +'b gI(b#其

油脂含多酚&黄酮&维生素 0&角鲨烯&

$

$谷甾醇等

多种活性成分#因此山核桃长期以来备受大众欢迎%

近年来对山核桃油的研究多着眼于营养成分&

'!
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品质控制技术及功能性开发等方面#而不同提取方

法对山核桃油活性成分影响各异(')

#如何选择可以

更好地保留其中活性成分的油脂提取方法就显得尤

为重要% 植物油的提取方法有压榨法&超临界 Z]

!

萃取法&有机溶剂浸出法&微波$超声辅助提取法和

水酶法等% 这些提取方法中#压榨法是较为常见的

提取方法#其中低温冷榨法更具绿色&无污染&营养

价值保留度高的优点(J)

% 水酶法作为安全环保的

新兴油脂提取技术#符合当下低碳环保&绿色安全&

环境友好的发展理念与趋势#具有显著的优势和潜

力#目前水酶法提取油茶籽油已有工业化应用(+)

%

本研究利用冷榨法和水酶法提取山核桃油#对

比分析这两种提取方法对山核桃油总多酚&总黄酮&

维生素0&角鲨烯&

$

$谷甾醇含量和脂肪酸组成及

含量的影响#以期为山核桃油的绿色提取&合理利用

和深加工等领域提供技术参考和理论基础%

;<材料与方法

#<#/实验材料

#<#<#/原料与试剂

山核桃#产自浙江省杭州市临安区#手工剥壳取

仁#置于$I"m超低温冰箱#保存待用!木瓜蛋白酶

"I """ hF2D#最适反应温度 +" gI"m#最适 BP

J<& gI<!$#国药集团化学试剂有限公司!没食子酸

"((b$&芦丁 "(%b$&维生素 0" (%b$&角鲨烯

"(&b$&

$

$谷甾醇"(%b$标准品和脂肪酸甲酯混

标#上海源叶生物科技有限公司!福林酚"\̂ $#上海

麦克林生化科技有限公司!碳酸钠&无水乙醇&亚硝

酸钠&硝酸铝&氢氧化钠&氯化钠&氢氧化钾&石油醚&

无水硫酸镁&二氯甲烷&苯均为分析纯#上海凌峰化

学试剂有限公司!甲醇&乙腈均为色谱纯#上海麦克

林生化科技有限公司%

#<#<!/仪器与设备

\M!""M $Q0# 电子天平!*T$f\&" 03;C!#&

搅拌机!dPV$(#JI O电热恒温鼓风干燥箱!

dd&+V种子榨油机#德国 .]*0L公司!*dK$

h'!e"U$超低温冰箱!\Zd$!"% O.冰箱! 0̂$

+!OO旋转蒸发器!R)T$P\飞鸽低速大容量离心

机!循环水式多用真空泵!d.$& \型电热恒温水浴

锅!he$#&"" 紫外F可见分光光度仪&RZ$!"'"Z

'df5?;高效液相色谱仪#日本岛津株式会社!%&(" \

气相质谱联用仪#安捷伦科技有限公司%

#<!/实验方法

#<!<#/山核桃油的提取

将山核桃仁于 J"m烘干至水分含量 'b g+b#

待提油%

冷榨法'设置榨油机温度 #""m&转头 d#+&转

速 !" AF24= 榨取粗油#静置 %! 6 后过滤除去残渣#

放置于深色玻璃容器中并以锡纸包裹#Jm避光储

藏#备用%

水酶法'参考钱浩杰等(I)的方法并进行了改

良% 山核桃仁经粉碎机粉碎#过 "<' 22"+" 目$筛#

按料液比 #q+ 加入蒸馏水充分混匀#调节 BP至

Ic!#放入 +"c+m水浴锅中预热 # 6#加入占山核桃

原料质量 "<!"b的木瓜蛋白酶后#在 +"<+m酶解

#+" 24=#于 #""m煮沸灭酶 #" 24=#以 J &"" AF24=

离心 '" 24=后分离料液#液体层和固体层分别用适

量石油醚进行萃取#收集萃取液于 J"m进行旋转蒸

发回收石油醚#所得粗油置于深色玻璃容器#敞口于

常温下放置 !J 6使石油醚充分挥发后以锡纸包裹#

Jm避光储藏#备用%

以所得油脂质量占山核桃仁质量计算山核桃油

得率%

#<!<!/总多酚和总黄酮含量测定

总多酚含量测定采用 K@54= $Z4@:35X7? 法% 准

确称取 #" 2D没食子酸标准品#加无水乙醇定容至

#"" 2R配制成 #"" 2DFR的标准溶液#吸取 "&"<!&

"<J&"<I&"<&&#<"&#<!&#<J&#<I&#<&&!<" 2R的没

食子酸标准溶液分别置于 !+ 2R容量瓶中#加入

!c+ 2RK@54= $Z4@:35X7?显色剂摇匀#避光后#加入 +

2R+b碳酸钠溶液#加无水乙醇定容#在 J"m下放

置 '" 24=#在 %+" =2处测定其吸光值% 以没食子酸

质量浓度"H$为横坐标#吸光值">$为纵坐标绘制

标准曲线#得到的曲线回归方程为 >k"<#"+ +HN

"<""J +#相关系数"I

!

$为 "<((( J% 配制一定质量

浓度的样品溶液#加入 K@54= $Z4@:35X7? 显色剂#按

上述方法测定吸光值#带入标准曲线回归方程中#计

算总多酚含量#结果以没食子酸质量计%

总黄酮含量测定采用硝酸铝络合分光光度法%

精密称取芦丁标准品 !" 2D#加入 I"b乙醇定容至

!"" 2R配制成 #"" 2DFR的标准溶液% 分别吸取 "&

#&!&'&J&+&I 2R的芦丁标准溶液于 !+ 2R容量瓶

中#加入 I"b乙醇至 I 2R#加入 # 2R+b U3U]

!

溶

液摇匀#静置 I 24=#加入 # 2R#"bO5"U]

'

$

'

溶液

摇匀#静置 I 24=#加入 #" 2RJbU3]P溶液摇匀#

加入 I"b乙醇定容#放置 #+ 24=#在 +"( =2波长处

测定其吸光值% 以芦丁质量浓度"H$为横坐标#吸

光值">$为纵坐标绘制标准曲线#得到的曲线回归

方程为>k##<"!! 'HN"<""" +#相关系数"I

!

$为

"<((( J% 配制一定质量浓度的样品溶液#加入

J!

ZPSUO]SRM OUdKOLM//////////////!"!! e@5cJ% U@c!



U3U]

!

溶液#按上述方法测定吸光值#带入标准曲线

方程中#计算总黄酮含量#结果以芦丁质量计%

#<!<'/维生素0&角鲨烯和
$

$谷甾醇含量测定

标准溶液的制备'分别精密称取维生素0&角鲨

烯和
$

$谷甾醇标准品 #"" 2D置于 +" 2R容量瓶

中#用甲醇溶解定容#配成质量浓度为 !<" 2DF2R

的标准溶液% 加入甲醇分别稀释为 "&"<"#&"<"!&

"<"+&"<#&"<!&"<+&#<" 2DF2R的质量浓度梯度%

进高效液相色谱仪#在各自的 PfRZ条件下进行测

定#绘制质量浓度"H$与峰面积">$关系曲线% 得

出在 " g#<" 2DF2R范围内维生素0&角鲨烯与
$

$

谷甾醇的含量分别与其峰面积呈良好线性关系#回

归方程分别为>k! J(+ "'%<I%" +HN!! I(J<'## J&

>k#J #+& &JJ<%!I %HNJ (%'<++( #和>k# +J+ J&I<%"! #H

$( J##<%#J '#相关系数 "I

!

$分别为 "<((( &&

"c((( % 和 "<((( &%

维生素0含量测定'称取山核桃油 "<# D"精确

到 "<# 2D$#置于 +" 2R离心管中#加入适量甲醇#

利用旋涡振荡器振荡 ' 24=#加入甲醇定容#以 J """

AF24=离心 + 24=#取上清液过 "<!!

!

2有机微孔滤

膜#进行PfRZ测定(%)

% 将测定结果代入标准曲线

回归方程中#计算山核桃油维生素 0含量% PfRZ

条件'Z

#&

色谱柱"J<I 22p#+" 22#+

!

2$!流动相

为甲醇#流速 #<" 2RF24=!fdO检测器!进样量 #"

!

R!柱温 '"m!检测波长 !(" =2%

角鲨烯含量测定'参考刘丽婉(&)的方法稍作修

改% 称取 "<# D山核桃油#置于 !+" 2R烧杯中#加

入 +" 2R! 2@5FR氢氧化钾 $乙醇溶液混匀#在

%"m恒温水浴锅中皂化反应 +" 24=#冷却至室温

后#转移至 +"" 2R分液漏斗#加入 +" 2R石油醚#振

荡混匀 ' 24=#静置分层#取上层石油醚相!再用 +"

2R石油醚分别萃取下层水相 ! 次#合并所有的石油

醚相#用超纯水洗涤石油醚相至中性#经无水硫酸镁

脱水#于 J"m旋转蒸发至近干#用 # 2R乙腈溶解过

"<!!

!

2有机微孔滤膜#进行 PfRZ测定% 将测定

结果代入标准曲线回归方程#计算山核桃油中角鲨

烯含量% PfRZ条件'Z

#&

色谱柱"J<I 22p#+" 22#

+

!

2$!流动相为乙腈$甲醇"体积比 I"qJ"$#流速

#<" 2RF24=!fdO检测器!进样量 #"

!

R!柱温

'"m!检测波长 !#" =2%

$

$谷甾醇含量测定'以邱丰艳等(()的方法为

基础稍加修改% 精确称取山核桃油 "<# D置于容量

瓶中#加入 #" 2R! 2@5FR氢氧化钾 $乙醇溶液#于

%"m水浴加热皂化 #&" 24=#再加入 #" 2R饱和氯

化钠溶液#将皂化液转移至 +"" 2R分液漏斗#利用

石油醚对皂化液提取 ' 次#每次加石油醚 +" 2R#于

J """ AF24=离心 #" 24=% 将上层的石油醚相合并#

用超纯水洗至中性#经无水硫酸镁脱水过滤后#旋转

蒸发将料液蒸干#得到的不皂化物按体积比 #q( 加

入二氯甲烷 $甲醇溶液"体积比 #q#$溶解#转移至

+" 2R容量瓶定容#过 "<!!

!

2有机微孔滤膜#进行

PfRZ测定% 将测定结果代入标准曲线回归方程#

计算山核桃油
$

$谷甾醇含量% PfRZ条件'Z

#&

色

谱柱"J<I 22p#+" 22#+

!

2$!流动相为甲醇$水

"体积比 (&<+q#<+$#流速 #<" 2RF24=!fdO检测

器!进样量 #"

!

R!柱温 '+m!检测波长 !#" =2%

#<!<J/脂肪酸组成及含量测定

称取 "<# D"精确到 "<# 2D$山核桃油#置于 !+

2R具塞试管#加入 ' 2R石油醚 $苯"体积比 #q#$

溶液#于 J"m恒温水浴 '" 24=#冷却后加入 ! 2R

"cJ 2@5FR氢氧化钾$乙醇溶液涡旋混合均匀#沿试

管壁加入 '<+ 2R饱和氯化钠溶液#静置待分层#取

上清液过 "<!!

!

2有机微孔滤膜#进行 VZ$*M 测

定(#")

% VZ$*M 条件'OD457=Xd\$KKOf型毛细管

色谱柱"'" 22p"<!+ 22#"<!+

!

2$!柱流量 "<+

2RF24=!进样口温度 !+"m!载气为高纯氦气!升温

程序为初始柱温 &"m#保持 # 24=#以 #+ mF24=升

温到 #%"m#保持 I 24=#再以 #"mF24= 升温到

!!"m#保持 #+ 24=!进样量 #

!

R!分流比 !"q#!0S

离子源#离子源温度 !'"m!电离电压 %" 7e!电子倍

增电压 (&" e!质荷比范围 +" g++"!扫描速率

+ 次F;#全扫描模式%

利用保留时间结合USML!"#J 标准质谱库检索

进行定性#采用峰面积归一化法定量%

#<!<+/数据处理

每组实验重复 ' 次#数据以-平均值 r标准差.

表示% 采用 MfMM "e7A;4@= !+<" Y@AQ4=[@8;#MfMM

S=:<#Z64:3D@#SR#hMO$进行方差分析"OU]eO$#采

用 L?G7C检验确定均值之间的显著性差异 "<n

"c"+$%

=<结果与分析

!<#/提取方法对山核桃油得率的影响"见表 #$

表 ;<两种方法提取的山核桃油得率对比 L

冷榨法 水酶法

'J<J% r"<I+

3

!I<(" r"<!I

_

/注'同行数据右肩不同小写字母表示差异显著 "<n

"c"+$% 下同

+!
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由表 # 可看出#冷榨法的山核桃油得率显著高

于水酶法的"<n"<"+$% 冷榨法工艺简单#出油快&

效率高&损耗小#影响得率因素仅有物料水分和榨油

温度(##)

!而水酶法工艺复杂#耗时长#可诱发失油因

素多#如物料破碎度过高(#!)

&酶解温度不适(#')

&酶

解时间过长(#J)等#本实验由于物料破碎度过高#致

使其乳化现象严重#导致水酶法山核桃油得率显著

低于冷榨法"<n"<"+$%

!<!/提取方法对山核桃油中总多酚和总黄酮含量

的影响

两种方法提取的山核桃油总多酚和总黄酮含量

对比结果见表 !%

表 =<两种方法提取的山核桃油中总多酚

和总黄酮含量对比 5.MN

活性成分 冷榨法 水酶法

总多酚
"+<I%I r"<"!#

3

"'<(IJ r"<#!J

_

总黄酮
'#<&'" r#<"+!

3

#I<+!% r"<'J'

_

//山核桃油中总多酚和总黄酮具有广泛的生物活

性#可起到良好的保护心血管&抗衰老&抗肿瘤及抑

菌等作用(#+ $#I)

% 由表 ! 可看出#冷榨法提取的山核

桃油中总多酚和总黄酮含量均显著高于水酶法

"<n"<"+$% 水酶法提油过程中总多酚和总黄酮可

能受酸碱&酶解温度&酶解时间的影响而发生降解%

!<'/提取方法对山核桃油中维生素 0%角鲨烯和

$

$谷甾醇含量的影响

两种方法提取的山核桃油中维生素 0&角鲨烯

与
$

$谷甾醇含量对比结果见表 '%

表 ><两种方法提取的山核桃油中维生素@"角鲨烯

和
"

J谷甾醇含量对比 5.MN

活性成分 冷榨法 水酶法

维生素0

"<"%" r"<""#

3

"<"I# r"<""#

_

角鲨烯
"<"#! r"<""!

_

"<"+% r"<""#

3

$

$谷甾醇
"<"&I r"<"#+

_

"<'+" r"<"#J

3

//维生素0&角鲨烯和
$

$谷甾醇作为天然营养

成分#是山核桃油中的微量脂质伴随物% 维生素 0

具有抗氧化&抗癌&增强机体免疫力等功能#角鲨烯

具有抗疲劳&抗衰老&抗肿瘤等功能(#%)

#

$

$谷甾醇

具有降低胆固醇&预防癌症&防治心血管疾病功

能(#&)

% 这 ' 种活性成分含量的高低受其自身在油

脂中的溶解程度以及热耐受程度影响% 由表 ' 可看

出#冷榨法山核桃油的维生素 0含量显著高于水酶

法山核桃油"<n"<"+$#而角鲨烯和
$

$谷甾醇含量

显著低于水酶法山核桃油"<n"<"+$#这可能与水

酶法对油料的破碎程度高更有利于活性成分的溶出

有关% 维生素 0是评价油脂抗氧化性能的重要指

标#冷榨法山核桃油中高维生素 0含量可能更有利

于其保质期的延长(#()

%

!<J/提取方法对山核桃油中脂肪酸组成及含量的

影响

图 # 为两种方法提取的山核桃油的脂肪酸

VZ$*M图#表 J 为两种方法提取的山核桃油的脂

肪酸含量%

/注'#<肉豆蔻酸!!<棕榈酸!'<棕榈油酸!J<油酸!+<亚油

酸!I<亚麻酸!%<花生酸!&<顺$## $二十碳烯酸!(<山嵛酸!

#"<木蜡酸!##<dPO%

图 ;<两种方法提取的山核桃油的脂肪酸O$JPQ图

表 ?<两种方法提取的山核桃油的脂肪酸组成

及含量对比 L

脂肪酸 冷榨法 水酶法

肉豆蔻酸
!<%# r"<J"

3

#<#( r"<"J

_

棕榈酸
#<+( r"<'#

_

J<"' r"<#"

3

棕榈油酸
#<+J r"<#"

_

'<&+ r"<#"

3

油酸
+I<'! r"<'"

_

+(<"+ r"<#(

3

亚油酸
!+<J! r"<JJ

_

!I<"" r"<!I

3

亚麻酸
J<I# r"<'J

3

J<%! r"<#&

3

花生酸
'<'# r"<'&

3

"<+# r"<#'

_

顺$## $二十碳烯酸
#<+' r"<!!

3

"<J% r"<"%

_

山嵛酸
#<!J r"<"+

3

$//

木蜡酸
"<+I r"<'I

3

$//

dPO

#<+# r"<##

3

$//

饱和脂肪酸
(<J# r"<'#

3

+<%J r"<!%

_

不饱和脂肪酸
("<(' r"<##

_

(J<"( r"<!"

3

/注'- $.为未检出%

由表 J 可看出'冷榨法山核桃油共检出 ## 种脂

肪酸#以油酸含量最高#为 +I<'!b#其次是亚油酸#

含量为 !+<J!b#不饱和脂肪酸总量为 ("<('b#而

饱和脂肪酸总量为 (<J#b!水酶法山核桃油共检出

I!
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& 种脂肪酸#以油酸含量最高#达 +(<"+b#其次是亚

油酸#含量为 !I<""b#不饱和脂肪酸总量高达

(Jc"(b#而饱和脂肪酸总量仅为 +<%Jb% 冷榨法

山核桃油的脂肪酸种类多于水酶法#其中山嵛酸&木

蜡酸&dPO未在水酶法山核桃油中检出#原因可能

是水酶法提取油脂步骤多#因时间&温度和酶等各种

因素造成流失% 两种提取方法山核桃油中除亚麻酸

含量之间无显著性差异"<u"<"+$外#其他脂肪酸

含量之间均有显著性差异"<n"<"+$%

脂肪酸是油脂营养价值高低的重要评判依据#

人体摄入饱和脂肪酸过高会导致血胆固醇&三酰甘

油&低密度脂蛋白胆固醇"RdR$Z$升高#继发引起

动脉管腔狭窄#形成动脉粥样硬化#增加患冠心病的

风险(!")

!不饱和脂肪酸在降低胆固醇&预防和缓解

心脑血管疾病&糖尿病和肥胖症方面具有重要功效#

还能使血液的黏稠度减小#其中油酸和亚油酸是主

要的功能因子(!#)

% 冷榨法山核桃油的饱和脂肪酸

以花生酸含量最高#其次为肉豆蔻酸#而水酶法山核

桃油的饱和脂肪酸以棕榈酸含量最高#其次是肉豆

蔻酸!两种山核桃油的不饱和脂肪酸均以油酸&亚油

酸和亚麻酸为主% 水酶法山核桃油的棕榈酸和棕榈

油酸含量显著高于冷榨法的#可用于化学乳化剂&工

业润滑剂等% 冷榨法山核桃油的花生酸和肉豆蔻酸

含量显著高于水酶法的#可适用于工业用洗涤剂&香

料溶剂等%

><结<论

冷榨法山核桃油得率显著高于水酶法的#其总

多酚&总黄酮&维生素 0含量显著高于水酶法的#而

角鲨烯和
$

$谷甾醇含量显著低于水酶法的% 冷榨

法山核桃油共检出 ## 种脂肪酸#水酶法山核桃油共

检出 & 种脂肪酸#未检出山嵛酸&木蜡酸&dPO#但两

种方法提取的山核桃油中不饱和脂肪酸总量均达到

("b以上% 根据脂肪酸种类及含量的差异#两种方

法提取的山核桃油可用于不同的用途%
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