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大豆油脱臭馏分重相组分中甾醇酯的柱层析法分离提取

张沁强，陈竞男，姚双燕，窦伟国，彭　丹，毕艳兰

（河南工业大学 粮油食品学院，郑州 ４５０００１）

摘要：为减少甾醇酯的生产工序，提高大豆油脱臭馏分重相组分中总甾醇得率，采用柱层析法直接

分离提取甾醇酯，通过单因素试验考察吸附剂种类、上样量、洗脱剂比例和柱长直比（填料高度与

直径比）对甾醇酯产品纯度和得率的影响，确定最佳工艺条件，并对最佳工艺条件下分离提取的甾

醇酯产品进行傅里叶红外光谱表征，以及甾醇组成和脂肪酸组成测定。结果表明，柱层析法分离提

取甾醇酯的最佳工艺条件为吸附剂为硅胶（粒径５０～７５μｍ），上样量０．５ｇ，洗脱剂比例为正己烷、乙
醚、冰乙酸体积比９５∶５∶１，柱长直比１６∶１。在最佳工艺条件下，甾醇酯产品纯度为（８９．９０±０．９４）％，
得率为（９６１５±１．４９）％；傅里叶红外光谱分析证实提取的产品中含甾醇酯，甾醇酯上的甾醇组成
主要为β－谷甾醇、豆甾醇、菜油甾醇，脂肪酸组成主要为亚油酸、油酸、棕榈酸、硬脂酸和亚麻酸。
综上，柱层析法无需复杂工序，即可实现大豆油脱臭馏分重相组分中甾醇酯的有效回收。
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　　植物甾醇是一类以环戊烷全氢菲为基本骨架的
天然活性物质［１］，通常以游离态、酯态、糖苷等形式

存在于种子、谷物、坚果、蔬菜、水果、植物油等植物
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性食品中［２］。植物甾醇具有降低血清中总胆固醇

和低密度脂蛋白胆固醇的浓度、预防心脑血管疾病、

抗氧化、抗炎、免疫调节等生理功能［３－６］，被广泛应

用于医药、食品等行业［７－８］。

植物甾醇的主要来源有植物油脂精炼脱臭工段

的脱臭馏分［７，９］、工业生产的下脚料浮油［１０］及酿酒

工业中的发酵废弃物［１１］等。工业上利用大豆油脱

臭馏分提取活性成分主要是将大豆油脱臭馏分经甲

酯化处理后，采用分子蒸馏法蒸馏出脂肪酸甲酯、生

育酚和游离甾醇等相对挥发度较大的物质，而未蒸

馏出的组分称之为重相组分。甾醇酯因其相对分子

质量大、沸点高、相对挥发度小而流失于重相组分

中［１２］，造成甾醇酯资源的严重损失。

目前工业上对重相组分中的甾醇酯回收主要采

用皂化处理后得到游离态甾醇，再通过重结晶的方

法回收［１３］。由于Ｃ－７位羟基的存在，游离态甾醇
溶解性较差，生物利用度不高，极大地限制了其应

用。因此，工业上常将游离甾醇与脂肪酸通过化学

法、酶法等方法酯化合成甾醇酯［１４－１５］，再对甾醇酯

进行纯化处理。这种皂化、再酯化合成、纯化的方法

不仅加工工艺烦琐，而且增加生产成本与工业废水

排放。目前，柱层析法多用于合成甾醇酯的分离纯

化及油脂中甾醇酯的分离提取［１６－１８］，而直接采用柱

层析对大豆油脱臭馏分重相组分中的甾醇酯进行回

收尚未有研究报道。

本文采用柱层析法对大豆油脱臭馏分重相组分

中的甾醇酯进行分离提取，旨在找到一种从大豆油

脱臭馏分重相组分中直接分离提取甾醇酯的工艺，

以减少甾醇酯的生产工序，提高总甾醇得率，避免资

源浪费。

１　材料与方法
１．１　试验材料

大豆油脱臭馏分重相组分，河南阳光油脂有限

公司；大豆甾醇标准品（纯度９５％，其中 β－谷甾醇
４５％、菜油甾醇２６％、豆甾醇２４％、菜籽甾醇４％），
武汉远成共创科技有限公司；胆固醇油酸酯标准品，

阿拉丁试剂（上海）有限公司；正己烷、氢氧化钾、冰

乙酸、无水乙醇，均为分析纯，天津市科密欧化学试

剂有限公司；乙醚，分析纯，四川西陇科学股份有限

公司；中性氧化铝（粒径７５～１５０μｍ、５０～７５μｍ）、
硅胶粉（粒径７５～１５０μｍ、５０～７５μｍ），青岛海洋化
工有限公司；正己烷、乙腈、异丙醇，均为色谱纯，赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；丙酮，色谱纯，四川

西陇科学股份有限公司。

层析柱（６０ｃｍ×Φ３ｃｍ），郑州创新玻璃厂；电

子天平，赛多利斯科学仪器有限公司；ＩＫＡ旋转蒸发
仪，艾卡（广州）仪器设备有限公司；ＤＺ－１ＢＣⅡ真
空干燥箱，天津泰斯特仪器有限公司；２６９５高效液
相色谱（ＨＰＬＣ）仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；ＧＣ７８９０气相
色谱仪，安捷伦科技有限公司；傅里叶红外光谱仪，

美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　大豆油脱臭馏分重相组分薄层色谱（ＴＬＣ）
分析

参照文献［１９］，以大豆甾醇和胆固醇油酸酯标
准品为对照，硅胶为固定相，正己烷－乙醚－冰乙酸
混合溶液（体积比８０∶２０∶２）为展开剂，三氯化锑为
显色剂，对重相组分进行ＴＬＣ分析。
１．２．２　柱层析法分离提取甾醇酯及其定性定量
分析

１．２．２．１　柱层析法分离提取甾醇酯工艺
称取一定质量的重相组分置于圆底烧瓶中，加

入适量正己烷溶解后，加入吸附剂（重相组分与吸

附剂质量比为１∶４），混合均匀，旋蒸脱溶后，使重相
组分均匀吸附在吸附剂上。采用湿法装柱，待吸附

剂柱面平整且柱高不变时，用一定比例洗脱剂（正

己烷－乙醚 －冰乙酸混合溶液）平衡柱子至柱床均
匀、透明、无气泡。将吸附重相组分的吸附剂缓慢加

入层析柱，保持柱面平整，以洗脱剂洗脱，收集洗脱

液。以胆固醇油酸酯标准品作对照，对洗脱液进行

ＴＬＣ分析，合并与对照组分相同的洗脱液至已恒重
的圆底烧瓶中，旋蒸脱溶，真空干燥至恒重，得到甾

醇酯产品。

１．２．２．２　甾醇酯产品的定性分析
将胆固醇油酸酯标准品和１．２．２．１得到的甾醇

酯产品分别用色谱级正己烷定容至 １０ｍＬ，经
０．４５μｍ微孔滤膜过滤，进高效液相色谱仪分析，以
保留时间定性。ＨＰＬＣ条件：硅胶色谱柱（５μｍ×
４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相为正己烷 －异丙醇（体
积比２０∶１），等度洗脱，流速 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ；进样量
１０μＬ；柱温３０℃；紫外检测波长２１０ｎｍ。
１．２．２．３　甾醇酯产品的定量分析

大豆甾醇标准曲线绘制：准确称取０．０１００ｇ大
豆甾醇，用丙酮配制成质量浓度分别为 ５、１０、２５、
５０、１００、２５０、５００、１０００μｇ／ｍＬ的标准溶液，经０．４５
μｍ微孔滤膜过滤，反相ＨＰＬＣ分析。以大豆甾醇质
量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制大豆甾醇的

标准曲线。反相 ＨＰＬＣ条件：Ｃ１８色谱柱（５μｍ×６
ｍｍ×２５０ｍｍ）；进样量１０μＬ；柱温３０℃；采用等度
洗脱，流动相为丙酮－乙腈溶液（体积比３∶１），流速
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１０ｍＬ／ｍｉｎ；紫外检测波长２１０ｎｍ。
样品的测定：精确称取０．１０００ｇ甾醇酯产品至

圆底烧瓶中，加入１０ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钾－乙醇
溶液皂化反应１．５ｈ后，加蒸馏水终止反应。正己
烷萃取 ３次，旋蒸脱溶后，加入丙酮复溶，定容于
２５ｍＬ容量瓶中，待反相 ＨＰＬＣ检测。通过大豆甾
醇标准曲线，计算甾醇酯产品中甾醇的质量浓度。

甾醇各组分通过保留时间定性、峰面积归一化法定

量。按式（１）、式（２）计算甾醇酯产品的纯度（Ｐ）和
得率（Ｒ）。

Ｐ＝
ＣＶ×１０－６×Ｍ２

Ｍ１Ｗ
×１００％ （１）

Ｒ＝ＷＰＬＢ×１００％ （２）

式中：Ｃ为根据标准曲线计算的甾醇的质量浓
度，μｇ／ｍＬ；Ｖ为定容体积，ｍＬ；Ｍ１为游离甾醇平均
摩尔质量，ｇ／ｍｏｌ；Ｍ２为甾醇酯平均摩尔质量，ｇ／ｍｏｌ；
Ｗ为称取的甾醇酯产品的质量，ｇ；Ｌ为上样量，ｇ；Ｂ
为大豆脱臭馏分重相组分中甾醇酯的含量。

１．２．３　甾醇酯产品的红外光谱分析
采用傅里叶红外光谱仪，全反射光谱测定法

（ＡＴＲ）对甾醇酯产品进行分析。分析条件：采样３２
次，扫描范围４００～４５００ｃｍ－１。
１．２．４　甾醇酯产品的脂肪酸组成分析

按照陈帅等［２０］的方法，对甾醇酯产品进行皂

化，向皂化液中加入过量浓盐酸，使用乙醚萃取 ３
次，萃取液浓缩后进行 ＴＬＣ分离，得到游离脂肪酸
色谱带，采用乙醚萃取３次，得到脂肪酸。再按照
ＧＢ５００９．１６８—２０１６进行甲酯化处理后，采用气相
色谱检测脂肪酸组成。

气相色谱条件：ＳＧＥＢＰＸ－７０色谱柱（３０ｍ×
２５０μｍ×０．２５μｍ）；进样口温度 ２５０℃；分流比
５０∶１；ＦＩＤ检测器温度 ２５０℃；氢气流量４０ｍＬ／ｍｉｎ；
空气流量 ４００ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为柱箱初始温度

１７０℃，以２℃／ｍｉｎ升至２１０℃，保持２０ｍｉｎ；载气为
氮气，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１．０μＬ。
１．２．５　数据处理

所有试验重复３次。采用 ＳＰＳＳ数据处理软件
进行统计分析，数据结果用“平均值 ±标准偏差
（珋ｘ±ｓ）”表示。使用Ｏｒｉｇｉｎ软件绘图。
２　结果与讨论
２．１　大豆油脱臭馏分重相组分ＴＬＣ分析

大豆油脱臭馏分重相组分的 ＴＬＣ分析结果如
图１所示。

图１　大豆油脱臭馏分重相组分的ＴＬＣ图

　　由图１可知，大豆油脱臭馏分重相组分主要呈
现２条清晰的色带。参考吴敦汉等［１９］的研究结果

可知，甾体类物质经三氯化锑显色后呈红紫色，综合

对照胆固醇油酸酯、大豆甾醇标准品在 ＴＬＣ中的位
置和颜色后，可判断重相组分的２条色带为甾醇酯
（Ｒｆ＝０．７５）和甾醇（Ｒｆ＝０．１５）。从图１还可以看
出，甾醇酯和甾醇与杂质的分离效果好，因此可以通

过柱层析法对甾醇酯进行分离。刮下甾醇酯和甾醇

条带，分别用正己烷和乙醚提取，再按照１．２．２．３的
方法对甾醇酯及游离甾醇含量进行测定，最终确定

重相组分中甾醇酯含量约为５１％，游离甾醇含量约
为８％。
２．２　甾醇酯产品的定性分析

按照１．２．２．２的方法，以胆固醇油酸酯作为标
准品，将柱层析法分离得到的甾醇酯产品进行

ＨＰＬＣ分析，结果如图２所示。

　　　　
图２　胆固醇油酸酯标准品和甾醇酯产品的ＨＰＬＣ图

　　由图２可知，甾醇酯产品出峰时间与胆固醇油 酸酯标准品出峰时间均在４ｍｉｎ左右，说明分离的
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产品为甾醇酯。

２．３　甾醇酯产品的定量分析
按照１．２．２．３的方法，所得大豆甾醇标准曲线回

归方程为ｙ＝３０４２．６ｘ＋１００１２，Ｒ２＝０．９９９９，说明方
程拟合效果好，可用于游离甾醇的定量分析。大豆甾

醇标准品和甾醇酯产品的ＨＰＬＣ分析如图３所示。
由图３可知，甾醇酯产品中甾醇的组成主要为

β－谷甾醇、豆甾醇、菜油甾醇，其相对含量分别为
（５５．３６±０．１６）％、（２５．９５±０．１２）％、（１８．５９±
０２６）％。

　　　　
图３　大豆甾醇标准品和甾醇酯产品的ＨＰＬＣ图

２．４　柱层析法分离提取甾醇酯工艺的单因素试验
优化

柱层析法分离提取甾醇酯过程中吸附剂种类、

上样量、柱长直比（填料高度与直径比）、洗脱剂比

例对甾醇酯分离效果影响较大，因此考察以上各因

素对甾醇酯分离提取效果的影响，结果见图４。

　　　　

　　　　
　注：基础条件为吸附剂为硅胶（５０～７５μｍ），样品上样量０．５ｇ，柱长直比１６∶１，洗脱剂比例为正己烷、乙醚、冰乙酸体积比
９０∶１０∶１，采用步步优化的方法优化工艺条件。同一指标不同字母表示具有显著性差异（ｐ＜０．０５）

图４　各因素对甾醇酯分离提取效果的影响

　　由图４可知，吸附剂为硅胶（５０～７５μｍ）时甾
醇酯产品的纯度和得率分别为（８４．４１±１．８２）％、
（９２．１５±３．５１）％，均优于其他吸附剂，这可能是因
为硅胶（５０～７５μｍ）的极性和粒径更适合甾醇酯在
分离时达到吸附与解吸的平衡［２１］。

由图４可知，上样量为０．２５ｇ和０．５ｇ时，甾醇
酯的纯度和得率分别为（８９．０７±１．８１）％、（９２．５８±
７．２５）％和（８４．４１±１．８２）％、（９２．１５±３．５１）％，均

无显著性差异。当上样量超过０．５ｇ时，甾醇酯产
品的纯度和得率均下降。这是由于当柱层析其他条

件一定时，层析柱中硅胶对样品的吸附能力是一定

的，当上样量超过硅胶的吸附能力，导致在提取过程

中各组分色谱带重叠，提取效果变差。在保证层析

柱不过载的情况下，上样量越大越好［２２］。因此，选

择０．５ｇ作为最佳上样量。
由图４可知，随着洗脱剂中正己烷比例的增加、

１１１２０２４年第４９卷第２期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



乙醚比例的减少，洗脱剂极性逐渐减弱，甾醇酯产品

的纯度和得率均呈现先增大后平缓的趋势。当正己

烷、乙醚、冰乙酸体积比为９５∶５∶１时达到最佳分离
效果，甾醇酯产品的纯度和得率分别为（８９．９０±
０９４）％和（９６．１５±１．４９）％。这是由于随着洗脱
剂极性的减小，分离时间延长，甾醇酯色谱带在洗脱

过程中不易与杂质发生交叉，分离效果提高［１８］。当

达到最佳分离效果时，再降低洗脱剂极性分离效果

并未提高，这是由于甾醇酯色谱带已与其他杂质分

离，并不能继续提高分离效果。因此，最佳洗脱剂比

例为正己烷、乙醚、冰乙酸体积比９５∶５∶１。
由图４可知，当柱长直比为１８∶１和１６∶１时，甾

醇酯产品纯度和得率分别为（９１．０２±０８４）％、
（９３．５７±０．９４）％和（８９．９０±０．９４）％、（９６．１５±
１４９）％，均无显著性差异。当柱长直比小于１６∶１
时，随着柱长直比的减小，甾醇酯的纯度和得率均呈

下降趋势。这可能是由于柱子直径固定，随着柱长

直比的减小，填料高度降低，吸附剂用量减少，样品

在层析柱中分离时间缩短，吸附和解吸未能达到平

衡，导致分离效果差［２３－２４］。因此，选择１６∶１作为最
佳柱长直比。

综上所述，柱层析法分离提取甾醇酯的最佳工艺

条件为吸附剂为硅胶（５０～７５μｍ），上样量０．５ｇ，
洗脱剂比例为正己烷、乙醚、冰乙酸体积比９５∶５∶１，
柱长直比 １６∶１，在此条件下甾醇酯产品纯度为
（８９．９０±０９４）％，得率为 （９６．１５±１．４９）％，甾醇
酯从大豆油脱臭馏分的重相组分中得到有效回收，

避免了资源浪费。

２．５　甾醇酯产品的红外光谱分析
采用傅里叶红外光谱仪对最佳条件下得到的甾

醇酯产品进行分析，结果如图５所示。

图５　甾醇酯产品的红外光谱图

　　由图５可知，甾醇酯产品在１７３７．８１ｃｍ－１和
１１７０．９１ｃｍ－１有吸收峰，为典型的 Ｃ Ｏ和
Ｏ—Ｃ—Ｏ的特征吸收峰，结合２．２结果，进一步说
明分离的产品含有甾醇酯。

２．６　甾醇酯产品的脂肪酸组成分析
按１．２．４的方法分析最佳条件下得到的甾醇酯

产品的脂肪酸组成。结果发现，甾醇酯产品的脂肪

酸组成主要为亚油酸、油酸、棕榈酸、硬脂酸、亚麻

酸，其相对含量分别为（４８．８５±０．１４）％、（２２．２５±
００６）％、（１９．０９±０．０５）％、（４．７８±０．０１）％、
（４７２±０．０１）％，与大豆油主要脂肪酸组成
一致［２５］。

３　结　论
采用柱层析法从大豆油脱臭馏分重相组分中分

离提取甾醇酯，通过单因素试验优化得到最佳的甾

醇酯分离提取工艺条件为吸附剂为硅胶（５０～７５
μｍ），上样量０．５ｇ，洗脱剂比例为正己烷、乙醚、冰乙
酸体积比９５∶５∶１，柱长直比１６∶１。在最佳工艺条件下
分离得到的甾醇酯产品的纯度为（８９．９０±０９４）％，
得率为（９６．１５±１４９）％。经傅里叶红外光谱分析
分离提取的产品为甾醇酯，甾醇酯上的脂肪酸主要

由亚油酸、油酸、棕榈酸、硬脂酸和亚麻酸组成。柱

层析法可以实现大豆油脱臭馏分重相组分中甾醇酯

的有效回收。
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