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摘要!探讨藻油中二十二碳六烯酸"\WE#分离纯化工艺!通过改进工艺条件获得高纯度\WE乙酯

"\WE$((#% 以乙酯化藻油为原料!采用分子蒸馏联用制备液相色谱法制备高纯度\WE$((!通

过单因素实验优化工艺条件% 结果表明'最优分子蒸馏条件为蒸发温度 #"?n$内冷凝温度 ??n$

外冷凝温度 %"n$物料温度 %"n$刮膜速率 #>" O:*,/$真空度 # l+$进料速度 # 0:*,/!在此条件下

\WE$((纯度为 '!9#Z!回收率为 '#9>Z&最优制备液相色谱条件为采用 fjM$lEMmC\D $E

制备柱"?

#

*!!#9# **a!?" **#$流动相甲醇 $水"体积比 &?c?#$流速 !" *I:*,/$上样量 "9!

0$检测波长 !"Y /*!在此条件下 \WE$((纯度达到 &>Z以上!平均回收率为 '&9>>Z%

关键词!\WE乙酯&高纯度&分子蒸馏&制备液相色谱
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@@二十二碳六烯酸"\WE#除了能阻止胆固醇在

血管壁上的沉积(预防或减轻动脉粥样硬化和冠心

病外$还是大脑营养必不可少的高度不饱和脂肪酸$

对大脑细胞有极其重要的作用,# $%-

% 国内外公认

(lE(\WE产品纯度在 ["Z以上时对一些病症才具

有显著的治疗效果$美国N\E药品数据库收录 > 个

#

$% 多不饱和脂肪酸乙酯处方药物$其中英国制药

公司史克必成 IE]CiE的 \WE纯度达 &"Z$已经

获得了药物审批$加拿大奥贝泰克制药有限公司(美

国帕尔制药公司(以色列梯瓦制药工业有限公司和

特里格制药公司(美国 E*/4+-LR+O*+643P,6+-相关

产品\WE纯度均达 &"Z$因此获得高纯度的 \WE

成为该产业研究的热点,Y $>-

%

分子蒸馏是目前工业生产高纯度 \WE与 (lE

的方法之一,' $[-

% 制备液相色谱技术是一种基于组

分在固定相和流动相中分配系数的差异$当二者做

相对运动时$样品中各组分将形成不同迁移速度的

谱带而实现分离的新型高效分离技术,& $#"-

% 本研

究以乙酯化藻油为原料$选用分子蒸馏和制备液相

色谱技术联合$通过优化影响两种分离纯化方法的

各种因素$获得最优 \WE乙酯"\WE$((#制备条

件$为高纯度 \WE$((产业化制备工艺提供技术

支撑%

>?材料与方法

#9#@实验材料

乙酯化藻油"\WE$((纯度 ?"Z#$厦门汇盛

生物有限公司% 无水甲醇"分析纯#$汕头达濠精细

化学品有限公司!甲醇(正己烷$均为色谱纯$美国天

地有限公司%

'[&"Q型气相色谱仪$美国安捷伦科技有限公

司!hKJmD4Ll""?"\$JJ型制备液相色谱仪$北京慧

得易科技有限公司!F$#!""Q型旋转蒸发仪$杭州

庚雨仪器有限公司!j,--,$h型超纯水仪$密理博中

国有限公司!m\I$! 分子蒸馏仪$德国KJM公司%

#9!@实验方法

#9!9#@分子蒸馏法联用制备液相色谱法制备高纯

度\WE$((

分子蒸馏法&打开分子蒸馏冷却水系统$设定冷

却水温度为 !?n$打开真空系统$在冷阱中加入液

氮$打开加热器电源进行加热!待真空度和蒸发温度

达到实验所需条件时$加入乙酯化藻油$在不同的蒸

发温度(真空度(进料速度下进行蒸馏分离%

制备液相色谱法&设置实验条件"色谱柱(流动

相比例及流速(上样量#$色谱柱先用 #""Z甲醇冲

洗$之后用初始浓度的流动相平衡% 进样后$色谱工

作站在线检测$根据色谱图出现的信号峰$收集各个

信号峰"从出峰开始收集$当峰回到基线时停止%

若两个峰没有基线分离$则收集到第一个峰拐点停

止收集$并开始收集第二个峰#% 对收集的样品进

行气相色谱(液相色谱检测$判断$若收集的是\WE$

(($对其浓缩蒸干$离心除水%

#9!9!@\WE$((纯度测定

气相色谱法"GM#&DKl(IMCDl$!?>" 石英毛

细管柱"#"" * a"9!? ** a"9!

#

*#$载气为高纯

氦气$采用恒压模式$压力 !#>9? ;l+$分流比 #"c#!

进样口温度 !'"n$检测器温度 !["n!柱温 #!"n

保持 % *,/$以 %n:*,/ 升至 !#"n$保持 # *,/$以

"9?n:*,/升至 !#&n$保持 # *,/$以 #"n:*,/ 升

至 !Y"n$保持 #%9? *,/!分析时间 >[9> *,/%

高效液相色谱法"WlIM#&参照文献,##-方法

进行测定%

@?结果与讨论

!9#@分子蒸馏法纯化\WE$((条件优化

!9#9#@蒸发温度选择

在真空度 # l+(进料速度 # 0:*,/(刮膜速率

#>" O:*,/(物料温度 %"n(外冷凝温度 %"n(内冷

凝温度比蒸发温度低 ?"n条件下$分别选取蒸发温

度 &"(#""(#"?(##"(#!"n和 #%"n进行分子蒸馏$

通过气相色谱法分析 \WE$((纯度$计算 \WE$

((回收率$考察蒸发温度对藻油 \WE$((纯度和

\WE$((回收率的影响$结果见图 #%

图 >?蒸发温度对藻油!O;QNN纯度

及!O;QNN回收率的影响

@@从图 # 可以看出&随着蒸发温度升高$\WE$

((纯度不断提高!\WE$((回收率在 #"?n达到

峰值$随后逐渐降低% 蒸发温度升高$大部分

&!
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\WE$((从轻组分逸出$因此蒸发温度升高$

\WE$((的纯度不断提高,#! $#%-

% 当蒸发温度高

于 #"?n时$少部分 \WE$((从轻组分逸出$使

\WE$((回收率降低,#Y-

% 因此$从产品回收率和

纯度两方面考虑$选用 #"?n作为后续实验的蒸发

温度%

!9#9!@真空度选择

在进料速度 # 0:*,/(刮膜速率 #>" O:*,/(蒸发

温度 #"?n(物料温度 %"n(外冷凝温度 %"n(内冷

凝温度 ??n条件下$选取真空度 "9#(#(#"(#"" l+

和 # """ l+进行分子蒸馏$通过气相色谱法分析

\WE$((纯度$计算 \WE$((回收率$考察真空

度对藻油 \WE$((纯度和 \WE$((回收率的影

响$结果见图 !%

图 @?真空度对藻油!O;QNN纯度

及!O;QNN回收率的影响

@@从图 ! 可以看出$当真空度从 "9# l+上升到

# """ l+时$\WE$((回收率不断上升$\WE$((

纯度不同程度地下降$这是由于真空度增加$低沸点

脂肪酸杂质及 \WE$((均难以蒸馏$多以重组分

形式保留% 因此$分子蒸馏的真空度越低$越有利于

\WE$((与其他脂肪酸乙酯分离% 由于工业化生

产真空度最低能到 # l+$因此综合产品回收率和纯

度两方面考虑$选用 # l+作为后续分子蒸馏实验的

真空度%

!9#9%@进料速度选择

在真空度 # l+(刮膜速率 #>" O:*,/(蒸发温度

#"?n(物料温度 %"n(外冷凝温度 %"n(内冷凝温

度 ??n条件下$选取进料速度分别为 "9?(#(#9?(!(

!9? 0:*,/ 进行分子蒸馏$通过气相色谱法分析

\WE$((纯度$计算 \WE$((回收率$考察进料

速度对藻油 \WE$((纯度和 \WE$((回收率的

影响$结果见图 %% 从图 % 可以看出&在进料速度为

# 0:*,/时$藻油中 \WE$((回收率达到最大值$

为 '#9>Z!在进料速度从 "9? 0:*,/增加到 # 0:*,/

时$\WE$((纯度缓慢下降$在进料速度从 # 0:*,/

增加到 !9? 0:*,/ 时$\WE$((纯度下降速度较

快$进料速度为 # 0:*,/时$\WE$((纯度为 '!9#Z%

综合考虑实验效率(\WE$((纯度和 \WE$((回

收率$选择 # 0:*,/作为分子蒸馏进料速度%

图 B?进料速度对藻油!O;QNN纯度

及!O;QNN回收率的影响

!9!@制备液相色谱法分离纯化\WE$((条件优化

!9!9#@色谱柱筛选

通过分析 WlIM目标峰与其他杂质峰分离效

果$从而确定色谱柱填料类型% WlIM条件&波长

!"Y /*$流动相甲醇 $水 "体积比 &?c?#$流速 #

*I:*,/$上样量 #"

#

I% 通过比较筛选出 % 种分析

色谱柱$分别为纳微M["?

#

*$Y9> **a!?" **#(

W=L4OT,-GCI\"?

#

*$Y9> **a!?" **#(fjM$

lEMmC\D $E"?

#

*$Y9> **a!?" **#%

对分析柱配套的制备柱进行测试$发现纳微M[

"?

#

*$!#9? **a!?" **#无法将 \WE$((与其

他峰分离$而 W=L4OT,-GCI\"?

#

*$!#9! **a!?"

**#与fjM$lEMmC\D $E"?

#

*$!#9# **a!?"

**# 均能将 \WE$((与其他杂质峰分离$但

fjM$lEMmC\D $E"?

#

*$!#9# **a!?" **#制

备柱保留时间小于 W=L4OT,-GCI\制备柱$所以选

用fjM$lEMmC\D $E"?

#

*$!#9# **a!?"

**#作为后续研究制备色谱柱%

!9!9!@流动相选择

在波长 !"Y /*(流速 !" *I:*,/(上样量 "9?

*I条件下$选取流动相分别为甲醇 $水"体积比

#""c"#(甲醇$水"体积比 &[c!#(甲醇$水"体积比

&?c?#(甲醇$水"体积比 &!c[#$选用 fjM$lEMm

C\D $E制备柱"?

#

*$ !#9# **a!?" **#进行藻

油\WE$((分离$考察流动相对藻油中 \WE$((

分离效果的影响$结果见图 Y% 从图 Y 可以看出$当

流动相为甲醇 $水"体积比 &?c?#时$\WE$((峰

与\lE$((及其他杂峰达到基线分离$可满足纯

化制备要求% 在该流动相条件下$其分离运行时间

显著短于甲醇$水"体积比 &!c[#$从而可提高实验

效率% 综合考虑分离时间及效果$选择甲醇 $水

"体积比 &?c?#作为流动相%

"%
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图 D?不同流动相下藻油!O;QNN制备色谱图

!9!9%@流速选择

在波长 !"Y /*(流动相为甲醇 $水 "体积比

&?c?#(上样量 "9? *I条件下$选取流速分别为 #"(

#?(!" *I:*,/$选用 fjM$lEMmC\D $E制备柱

"?

#

*$!#9# **a!?" **#进行藻油 \WE$((分

离$考察流速对藻油中\WE$((分离效果的影响$

结果见图 ?% 从图 ? 可以看出$流速为 !" *I:*,/

时$\WE$((保留时间较合理$且色谱峰峰形对

称$与其他峰达到基线分离$满足制备要求%

图 E?不同流速下藻油!O;QNN制备色谱图

!9!9Y@上样量确定

在波长 !"Y /*(流动相为甲醇 $水 "体积比

&?c?#(流速 !" *I:*,/ 条件下$选取上样量分别为

"9#("9!("9% 0$选用 fjM$lEMmC\D $E制备柱

"?

#

*$!#9# **a!?" **#进行藻油 \WE$((分

离$考察上样量对藻油中 \WE$((分离效果的影

响$结果见图 >% 从图 > 可以看出$当上样量为 "9%

0时\WE$((峰与杂峰重叠$无法达到制备要求$

因此确定本方法的上样量为 "9! 0%

图 F?不同上样量下藻油!O;QNN制备色谱图

#%
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!9!9?@连续进样稳定性分析

在最优制备条件进样$每次收集完 \WE$((

馏分后连续进样$共进样 % 次$采用 WlIM测定

\WE$((馏分中\WE$((纯度$确定连续进样稳

定性$结果见表 # 和图 '%

表 >?连续进样测定结果 J

序号
\WE$((

纯度

\WE$((

回收率

# &>9'# '?9>%

! &>9#[ [!9Y!

% &>9%# [?9'#

平均值 &>9Y" [#9!?

图 G?连续进样制备色谱图

@@从表 # 和图 ' 可以看出$收集到的 \WE$((

纯度差别不大$且都大于 &>Z$确定连续进样稳定

性良好%

!9!9>@实际样品分离纯化

取 % 份质量均为 %9" 0的分子蒸馏后乙酯化藻

油样品$在上述最优制备条件下制备 \WE$(($采

用WlIM和GM检测 \WE$((纯度$并根据 WlIM

的结果计算 \WE$((回收率$结果见表 !%

表 @?实际样品分离纯化结果 J

序号
\WE$((纯度

WlIM GM

\WE$((

回收率

# &>9%" &>9Y" '&9&>

! &>9>& &>9'% [!9%!

% &>9"# &>9"& '>9'"

平均值 &>9%% &>9Y# '&9>>

@@从表 ! 可以看出$不同制备批次$藻油 \WE$

((纯度变化不大$且 WlIM和 GM测得的 \WE$

((纯度差别不大$都大于 &>Z$达到生产要求$平

均回收率达到了 '&9>>Z%

B?结?论

通过单因素实验优化$得到分子蒸馏法分离纯

化\WE$((最优工艺条件为蒸发温度 #"?n(内冷

凝温度 ??n(外冷凝温度 %"n(物料温度 %"n(刮

膜速率 #>" O:*,/(真空度 # l+(进料速度 # 0:*,/$

在此条件下 \WE$((回收率为 '#9>Z$纯度为

'!9#Z% 以分子蒸馏后乙酯化藻油中 \WE$((为

分析对象$建立了制备液相色谱法分离纯化藻油中

\WE$((的方法$得到最优条件为采用 fjM$

lEMmC\D $E制备柱"?

#

*$!#9# **a!?" **#(

流动相为甲醇$水"体积比 &?c?#(流速 !" *I:*,/(

检测波长 !"Y /*(上样量 "9! 0$在此条件下\WE$

((纯度均达到 &>Z以上$平均回收率为 '&9>>Z%

制备液相色谱法适用于分离纯化高纯微藻油中的

\WE$(("\WE$((含量 '"Z以上#$分离效果

好$操作简单$可连续进样制备%
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