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摘要：为实现藻油中ω－３多不饱和脂肪酸（ω－３ＰＵＦＡｓ）的简单、绿色、高效分离纯化工艺，首先利
用裂殖壶菌原始菌株及定向驯化菌株ＡＬＥ４０为原料提取油脂，通过优势性评估及细胞通透性对比
二者提油效果，并通过测定油脂指标对比３种提油方法（酸解法、超声干法、超声湿法）优劣。对超
声湿法提取的粗藻油采用酯交换法进行乙酯化后，联合尿素包埋法和分子蒸馏技术富集高浓度二

十碳五烯酸（ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ），对酯交换及尿素包埋工艺条件进行单因素实验优
化，通过对分子蒸馏重相ＤＨＡ和ＥＰＡ含量测定确定分子蒸馏级数，并对纯化藻油的理化指标进行
测定。结果表明：相比裂殖壶菌原始菌株，ＡＬＥ４０的细胞通透性明显较好，在无需干燥的情况下，
超声１０ｍｉｎ即可达到最高油脂得率（５３．２％），缩短超声时间的同时提高了破壁效率；３种提油方
法中超声湿法提取的藻油理化指标较好；酯交换反应最佳条件为反应温度６０℃、ＫＯＨ添加量３％、
醇油比１０∶１、反应时间０．５ｈ，尿素包埋最佳工艺条件为脲酯比０．８∶１、溶酯比８∶１、包埋温度４℃、
包埋时间８ｈ；尿素包埋后的藻油经二级分子蒸馏纯化后，藻油中 ＥＰＡ和 ＤＨＡ总含量从１７．４０％
（酯交换反应）升高到９０．８６％，总回收率为６２．２８％；得到的纯化藻油的各项理化指标均符合行标
要求，且储存３个月内无沉淀，具备一定稳定性。综上，该提取分离纯化工艺全程实现试剂循环利
用，且制备的藻油酸值低、无异味。
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　　裂殖壶菌（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．）也称裂殖壶藻，
是符合国家食品安全标准的工业菌株，其油脂含量

最高达细胞干质量的 ５０％以上。裂殖壶藻油中
ω－３多不饱和脂肪酸（ω－３ＰＵＦＡｓ）二十二碳六烯
酸（Ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＤＨＡ）的含量最高，可占
总脂肪酸的３５％以上［１］，同时其含有一定量的二十

碳五烯酸（Ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）。ＤＨＡ是构
成人体细胞膜的重要成分，对大脑的生长及视觉先

天发育至关重要。ＥＰＡ具有降低血脂、抗炎、抗血
小板聚集、维持心血管健康等生理功能。同时二者

对胰岛素抵抗均具备有益作用，能抑制脂肪合成的

同时促进消退素（Ｒｅｓｏｌｖｉｎｓ，ＲｖＤｓ／ＲｖＥｓ）、保护素
（Ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｓ，ＰＤｓ）和 Ｍａｒｅｓｉｎｓ（ＭａＲｓ）等衍生介质的
生成，最终促进炎症消解［２－５］。裂殖壶菌生长速度

快、培养底物范围广、发酵周期短，目前已成为替代

深海鱼油生产 ＤＨＡ和 ＥＰＡ极具潜力的微生物
菌种［６］。

藻油提取方法主要包括水酶法、反复冻融法、超

声法、微波法、超临界流体萃取法、亚临界萃取法

等［７－８］。由于天然藻油多以甘油三酯形式存在，若

要得到高浓度长链多不饱和脂肪酸，则需进行酯交

换衍生化反应将甘油酯型藻油转换为空间位阻相对

较小的乙酯型藻油，以便于后续分离纯化。裂殖壶

菌细胞壁牢固，难以直接破碎，因此通常采用反复冻

融、均质化、研磨和超声等方法进行原料预处理，增

强细胞壁通透性，使提取溶剂更好地渗透到细胞中

去，从而提高油脂提取率。ω－３ＰＵＦＡｓ分离纯化常
见的方法包括低温结晶法、分子蒸馏法、尿素包埋

法、硝酸银柱色谱法及超临界流体色谱法等［９］。其

中，尿素包埋法是根据脂肪酸的不饱和度来将其分

离，是快速、稳健的低成本工艺技术。尿素包埋法无

需高温条件，因此能够比较完整地保留产物的营养

成分和生理活性，另外，还可保护双键不被氧化，是

大规模富集各种不饱和脂肪酸的理想方法。但要实

现高纯度 ＥＰＡ和 ＤＨＡ制备，仍需多种方法有机结
合［１０］。分子蒸馏也称短程蒸馏，是最为绿色安全的

分离纯化方法之一［１１］。该技术是在０．１～１．３３Ｐａ
的真空度下加热液体混合物，使其在远低于其沸点

的温度下分离。由于在真空条件下进行，样品停留

时间极短（通常为１ｓ～１ｍｉｎ），蒸发温度也相对较
低，因此能在短时间内达到将目标产物分离的目的，

同时也降低了产物被氧化的风险。目前分子蒸馏技

术已经成为热敏性及易氧化物质分离纯化的常用技

术，并且在油脂精炼工艺中也有广泛的应用

前景［１２］。

本研究以定向驯化后的裂殖壶菌代替原始菌
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株，考察其相对于原始菌株在提取方面的优势，在此

基础上，分别采用超声湿法、超声干法及酸解法提取

其中的油脂，同时采用酯交换法将提取的藻油进行

乙酯化后联合尿素包埋与分子蒸馏技术，将藻油进

行分离纯化，对酯交换及尿素包埋工艺条件进行单

因素实验优化，以获得高 ＤＨＡ含量产品，以期为开
发低污染、低能耗的环境友好型藻油提取及分离纯

化工艺及藻油的精简化精炼工艺提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

裂殖壶菌原始菌株（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．Ｓ３１），菌
种编号 ＡＴＣＣ２０８８８，美国模式培养物集存库
（ＡＴＣＣ）；裂殖壶定向驯化菌株 ＡＬＥ４０，实验室内部
研究所得；３７种脂肪酸甲酯混合标准品（９９％），
Ｎｕ－ＣｈｅｋＰｒｅｐ公司；ＥＰＡ标准品（９９％）、ＤＨＡ标
准品（９９％）及 Ｃ１９∶０标准品（９９％），上海安谱实验科
技股份有限公司；正己烷为色谱纯，９５％乙醇、无水
乙醇、无水硫酸钠、尿素、氯化钠、氢氧化钾等均为分

析纯，上海国药集团化学试剂有限公司。

活化培养基（ＡＴＣＣＢｙ＋７９０固体培养基）：酵
母粉１ｇ／Ｌ、葡萄糖５ｇ／Ｌ、胰蛋白胨１ｇ／Ｌ、海水晶
１７．５ｇ／Ｌ、琼脂２０ｇ／Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。种子培
养基：葡萄糖３０ｇ／Ｌ、胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母粉５ｇ／Ｌ、
海水晶 １５ｇ／Ｌ、ＶＢ１０．０５ｇ／Ｌ、ＶＢ６０．０５ｇ／Ｌ、ＶＢ１２
０．０００５ｇ／Ｌ，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。发酵培养基：葡萄
糖１００ｇ／Ｌ、胰蛋白胨５．６ｇ／Ｌ、谷氨酸钠２０ｇ／Ｌ、磷
酸二氢钾２．５ｇ／Ｌ、硫酸镁７．２ｇ／Ｌ、硫酸钠１２．８ｇ／Ｌ、
氯化钙０．４ｇ／Ｌ、海水晶１７．５ｇ／Ｌ、ＶＢ１０．１ｇ／Ｌ、ＶＢ６
０．１ｇ／Ｌ、ＶＢ１２０．００１ｇ／Ｌ，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ

［１３］。

１．１．２　仪器与设备
Ｂｌｕｅｐａｒｄ生化培养箱，一恒科学仪器有限公司；

ＢＩＯＦＬＯ－４１５型台式发酵罐，美国新布朗什维克科
学公司；３Ｋ－１５台式高速冷冻离心机，德国 Ｓｉｇｍａ
公司；ＳｈｉｍａｄｚｕＧＣ－２０１０全自动气相色谱仪，日本
岛津公司；Ｓｃｉｅｎｔｚ－１０ＮＤ真空冷冻干燥机、ＳＢ－
４２００ＤＴ超声波清洗机，宁波新芝冻干设备有限公
司；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空泵，巩义市予华仪器
有限公司；ＲｅａｄＭａｘ１５００恒温水浴锅、Ｒ－５０１旋转
蒸发器，申科（无锡）仪器有限公司；ＶＫＬ７０－５实验
室型刮膜式分子蒸馏设备，德国瑞达公司；Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＣＸ－３１光学显微镜，百思禾（南京）生物科技有限
公司；ＳＢＡ－４０Ｃ生物传感分析仪，山东省科学院生
物研究所。

１．２　实验方法
１．２．１　裂殖壶菌发酵培养

菌种活化：将于－８０℃超低温冰箱中甘油管保
存的菌种于固体培养基涂布，２８℃恒温培养３ｄ进
行菌种活化。种子培养：用接种环挑取平板中的单

菌落按１０％（体积分数）接种量接入装有５０ｍＬ种
子培养基的三角瓶（２５０ｍＬ）中，在温度２８℃、转速
２００ｒ／ｍｉｎ下摇床振荡培养４８ｈ，传代３次作为种子
液，并进行菌种保藏。发酵罐培养：往７Ｌ玻璃发酵
罐中加入３Ｌ发酵培养基，用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液或
ＨＣｌ溶液调节 ｐＨ至６．５。按１０％（体积分数）接种
量接入种子液，在温度２８℃、初始转速４００ｒ／ｍｉｎ、
初始通气量３Ｌ／ｍｉｎ下发酵。发酵７２ｈ后改变转速
和通气量将发酵液溶氧水平维持在１００％ 继续发酵
４８ｈ。发酵过程中每１２ｈ取样检测菌体细胞形态、底
物消耗情况、细胞生长情况及产油情况。当发酵液中

葡萄糖含量降至１５ｇ／Ｌ时，连续流加５００ｇ／Ｌ的葡萄
糖溶液［１４］。发酵过程中菌体生物量（Ｗ）按式（１）计
算，采用１．２．２超声湿法提取藻油，油脂产量（Ｐ）按式
（２）计算。使用生物传感分析仪检测葡萄糖含量。

Ｗ＝ｍ０×１０００／Ｖ （１）
Ｐ＝ｍ×１０００／Ｖ （２）
式中：ｍ０为菌体干质量，ｇ；ｍ为藻油质量，ｇ；Ｖ

为发酵液体积，ｍＬ。
１．２．２　藻油的提取

（１）超声湿法提取
取新鲜发酵菌体５ｇ〔含水量（８０．０±０．５）％〕，

按１∶１∶２的比例加入无水乙醇和正己烷，充分混匀，
于４０ｋＨｚ、２０℃超声８ｍｉｎ；再加入２ｍＬ饱和氯化
钠溶液继续超声２ｍｉｎ；将上层清液转移至分液漏斗
静置，弃去下层乙醇水溶液，上层清液于６５℃减压
旋蒸除去溶剂，加入１０％（以油脂质量计）无水硫酸
钠除去残留水分［１５］，干燥至恒重得粗藻油。

（２）超声干法提取
取与超声湿法提取同质量的冻干藻粉进行油脂

提取，提取条件同超声湿法。

（３）酸解法提取
取与超声湿法提取同质量的冻干藻粉，按１∶１０∶５

的比例加入盐酸和去离子水，７５℃水浴１ｈ。期间
每１０ｍｉｎ振荡一次。冷却后按１∶４∶１０的比例加入
无水乙醇和正己烷，充分摇匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ。收集上层液体于旋蒸瓶中，６５℃减压旋蒸除
去溶剂，加入１０％（以油脂质量计）无水硫酸钠除去
残留水分，干燥至恒重得粗藻油。

油脂得率（Ｙ）按式（３）计算。
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Ｙ＝ｍ１／ｍ０×１００％ （３）
式中：ｍ０为干燥菌体（藻粉）的质量，ｇ；ｍ１为粗

藻油质量，ｇ。
１．２．３　乙酯型藻油的制备

称取５ｇ粗藻油（含水量约０．１％），水浴预热
至一定温度，加入一定量ＫＯＨ和无水乙醇（ＫＯＨ和
无水乙醇先混合配成溶液后再添加），恒温水浴冷

凝回流反应一定时间；反应后将混合物冷却至

２５℃，转移至分液漏斗静置分层，加入１／４体积正
己烷充分溶解脂质，分离出下层后用超纯水多次洗

涤油层中残留的极性化合物，直至下层澄清；上层液

体于６５℃减压旋蒸除去溶剂，加入１０％（以油脂质
量计）无水硫酸钠干燥即得乙酯型藻油。

向乙酯型藻油中加入其１倍体积的戊烷，待其
完全溶解后，放入 －２０℃冰箱过夜，取出过滤。反
应产品得率（Ｙ１）、酯化率（Ｙ２）、乙酯得率（Ｙ３）分别
按式（４）、式（５）、式（６）计算［１６］。

Ｙ１＝ｍ１／ｍ×１００％ （４）
Ｙ２＝ｍ２／ｍ１×１００％ （５）
Ｙ３＝ｍ２／ｍ×１００％ （６）
式中：ｍ为粗藻油质量，ｇ；ｍ１为乙酯型藻油质

量，ｇ；ｍ２为滤除戊烷后所得样品质量，ｇ。
１．２．４　尿素包埋工艺

取一定量尿素溶于９５％乙醇中，于５５℃水浴回
流至尿素完全溶解，再加入１ｇ乙酯型藻油，于６０℃
恒温回流 １０ｍｉｎ，结束后 ２５℃恒温水浴冷却 ２０
ｍｉｎ，在尚未出现结晶之前将其置于一定温度下结晶
一定时间后迅速抽滤分离（尽量维持温度不变），用

滤液１／２体积的正己烷少量多次洗涤滤饼，液相部
分转移至分液漏斗，加入１／４体积正己烷混匀，用饱
和氯化钠溶液多次洗涤除去上层油脂中残留尿素，

直至下层水相澄清；分离出上层液体，６０℃减压旋
蒸除去溶剂；加入１０％（以油脂质量计）无水硫酸钠
干燥，即得到多不饱和脂肪酸乙酯。滤饼通过９５％
乙醇溶液５０℃水浴搅拌回流３０ｍｉｎ，随即加入正己
烷分离出油层，６０℃旋转蒸发除去溶剂得到饱和及
单不饱和脂肪酸乙酯。包埋率（Ｙ）按式（７）计算。

Ｙ＝ｍＵＣＦ／ｍＦＲＥＥ×１００％ （７）
式中：ｍＵＣＦ为饱和及单不饱和脂肪酸乙酯回收

质量，ｇ；ｍＦＲＥＥ为乙酯型藻油质量，ｇ。
１．２．５　分子蒸馏工艺

参照文献［１７－２０］并根据物料实际情况对实
验条件稍作改动后对尿素包埋后的藻油进行分子蒸

馏。基于产品稳定性因素考虑，设置蒸发温度

１５０℃、真空度０．１Ｐａ、刮膜速率３００ｒ／ｍｉｎ、进料功

率１０Ｈｚ、物料温度３０℃、外冷凝温度２０℃、内冷凝
温度４５℃为实验条件进行一级分子蒸馏。将收集
的重相组分倒入料液罐，以同样的操作进行二、三级

分子蒸馏。结束后分别对一、二、三级分子蒸馏重组

分及轻组分取样保存。

１．２．６　细胞壁通透性测定
根据菌体中蛋白质与核酸的含量来表征细胞壁

通透性，蛋白质与核酸的含量越高，通透性越好［２１］。

分别取１ｍＬ裂殖壶菌原始菌株及裂殖壶定向驯化
菌株ＡＬＥ４０发酵菌液于离心管中，加入２ｍＬ纯水，
４０ｋＨｚ、２０℃下分别超声处理０、５、１０、１５、２０、２５ｍｉｎ
（每个时间梯度为一组，每组进行３次重复实验），
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，利用紫外分光光度计依次
测定其上清液在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处吸光度（Ａ２６０、
Ａ２８０），以此来表征上清液中蛋白质和核酸含量的变
化情况。随后按１．２．２采用超声湿法提取油脂，考
察裂殖壶菌原始菌株与裂殖壶定向驯化菌株ＡＬＥ４０
的油脂得率随超声时间的变化情况。

１．２．７　藻油基础理化指标及ＥＰＡ、ＤＨＡ含量测定
酸值测定参照 ＬＳ／Ｔ６１０７—２０１２《动植物油脂

酸值和酸度测定 自动滴定分析仪法》；碘值测定参

照ＧＢ／Ｔ５５３２—２００８《动植物油脂 碘值的测定》；水
分及挥发物含量的测定参照 ＧＢ５００９．２３６—２０１６
《食品安全国家标准 动植物油脂水分及挥发物的测

定》；过氧化值的测定参照 ＧＢ５００９．２２７—２０１６《食
品安全国家标准 食品中过氧化值的测定》；不皂化

物含量的测定参照ＧＢ／Ｔ５５３５．１—２００８《动植物油
脂 不皂化物测定 第１部分：乙醚提取法》；皂化值
的测定参照 ＧＢ／Ｔ５５３４—２００８《动植物油脂 皂化值
的测定》；ＥＰＡ、ＤＨＡ含量测定参照 ＧＢ／Ｔ３８０９５—
２０１９《ＥＰＡ、ＤＨＡ含量测定 气相色谱法》。
１．２．８　ＥＰＡ＋ＤＨＡ总回收率的计算

ＥＰＡ＋ＤＨＡ总回收率（Ｙ）按式（８）计算。

Ｙ＝
ｍ１ｃ１
ｍｃ×１００％ （８）

式中：ｍ为各阶段原料质量，ｇ；ｃ为各阶段原料
中ＥＰＡ＋ＤＨＡ总含量；ｍ１为各阶段产物质量，ｇ；ｃ１
为各阶段产物中ＥＰＡ＋ＤＨＡ总含量。
２　结果与分析
２．１　定向驯化菌株的优势性评估

图１为裂殖壶菌原始菌株（ＷＴ）与定向驯化菌
株ＡＬＥ４０发酵过程中细胞形态的变化。

从图１可看出，与原始菌株相比，ＡＬＥ４０细胞
直径变大，发酵后期极少部分细胞出现破裂情况，但

依旧能保持细胞结构的完整性。
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注：Ａ．破碎细胞；Ｂ．脂滴
图１　裂殖壶菌原始菌株与ＡＬＥ４０发酵过程中细胞形态变化

　　进一步对ＡＬＥ４０与原始菌株（ＷＴ）整个发酵过
程中底物的消耗情况、细胞生长情况及产油情况进

行考察，结果如图２所示。

图２　裂殖壶菌原始菌株和ＡＬＥ４０发酵过程中
生物量、油脂产量及葡萄糖含量变化

　　由图２可知，与原始菌株相比，ＡＬＥ４０葡萄糖消
耗速率明显加快，发酵１０８ｈ时葡萄糖已基本被消
耗完全，且生长速度明显加快，发酵周期明显缩短，

生物量及油脂产量也略有提高。

图３为裂殖壶菌原始菌株和 ＡＬＥ４０的细胞壁
通透性及油脂得率随超声时间的变化情况。

由图３可见，ＡＬＥ４０细胞壁通透性明显优于原
始菌株。相同条件下 ＡＬＥ４０超声提取时间明显缩
短，超声１０ｍｉｎ即可达到最高油脂得率５３．２％，与
原始菌株超声１５ｍｉｎ时的最高油脂得率无明显差
异。这为下一阶段藻油的湿法提取工艺奠定了实验

基础。因此，本文以 ＡＬＥ４０为研究菌株进行后续
研究。

　　　
图３　裂殖壶菌原始菌株和ＡＬＥ４０细胞壁通透性及油脂提取效果对比

２．２　３种藻油提取方法对比
对比超声湿法、超声干法以及酸解法（干法）对

于ＡＬＥ４０中油脂提取的效果，结果如表１所示。
由表１可知，相比酸解法，超声法提取粗藻油的

水分及挥发物含量、酸值、过氧化值均较低。相比超

声干法，超声湿法提取的粗藻油酸值和过氧化值低，

油脂得率高，二者的 ＥＰＡ、ＤＨＡ含量相差不大。综
上可看出，采用超声湿法提取藻油，在无需冻干、无

需添加辅助试剂的情况下缩短了提取时间，可实现

藻油的高效提取制备［１５，２２］。后续以超声湿法提取

的粗藻油为原料进行研究。

表１　３种提取方法粗藻油的理化指标对比

项目 超声干法 超声湿法 酸解法

色泽 深橙红色 橙红色 浅黄色

气味、滋味 微弱藻腥味 微弱藻腥味 藻腥味较重

组织形态 油状液体 油状液体 油状液体

水分及挥发物／％ ０．１４±０．０１ ０．１４±０．０６ ０．１６±０．１１
酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） ４．１９±０．２２ ２．７８±０．４１ １１．４１±１．００
过氧化值／（ｍｍｏｌ／ｋｇ）２４．９７±２．１０ ５．６７±０．５９ ３１．４４±１．０５
碘值（Ｉ）／（ｇ／１００ｇ） ２１１．２３±３．３７２００．８６±２．７３１９８．３６±１．８７
ＥＰＡ含量／％ ０．８６±０．１６ ０．８８±０．２３ ０．７３±０．１７
ＤＨＡ含量／％ １７．１６±０．３３ １７．１１±０．４９ １５．２５±０．２１
油脂得率／％ ３６．６５±０．２０ ４５．００±０．３７ ４５．２０±０．４１

　注：数据为３个完整独立实验的“平均值±标准差”
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２．３　乙酯型藻油制备单因素实验
粗藻油酸值（ＫＯＨ）（２．７８ｍｇ／ｇ）较低，即其中

脂肪酸绝大部分以甘油酯形式存在，仅极少部分为

游离脂肪酸，因此采用直接酯交换反应将脂肪酸甘

油酯转化为脂肪酸乙酯。以乙酯得率及产品得率为

考察指标，通过前期实验摸索以及相关文献［２３－２５］的

查阅总结，对酯交换反应过程中的反应温度、催化剂

ＫＯＨ添加量（以粗藻油质量计）、反应时间及醇油比
进行单因素优化实验，结果如图４所示。

　　　

　　　
　　注：进行单因素优化实验时其他因素固定参数：ａ）醇油比１０∶１，ＫＯＨ添加量３％，反应时间０．８ｈ；ｂ）醇油比１０∶１，ＫＯＨ添
加量３％，反应温度６０℃；ｃ）醇油比１０∶１，反应温度６０℃，反应时间０．５ｈ；ｄ）反应温度６０℃，反应时间０．５ｈ，ＫＯＨ添加量
３％。同一指标不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５），下同

图４　反应温度、反应时间、ＫＯＨ添加量、醇油比对酯交换反应效果的影响

　　由图４ａ和图４ｂ可知，不同反应温度及反应时
间下的产品得率及乙酯得率总体存在显著差异。其

中反应温度和反应时间分别为６０℃和０．５ｈ时，产
品得率及乙酯得率均达到最高值，分别为９７４０％、
８５．４５％和９６．４０％、８５．１０％。故确定反应温度和
反应时间分别为６０℃和０．５ｈ。

由图４ｃ可知，随 ＫＯＨ添加量增加，乙酯得率和
产品得率增加，但ＫＯＨ添加量太高，在反应完成后，
加水终止反应时，由于 ＫＯＨ碱性很强，会使部分酯
交换产物转变为皂而被洗去，而 ＫＯＨ添加量太低，
则无法起到良好的催化作用［２６］。因此，选择 ＫＯＨ
添加量为３％。

由图４ｄ可知，随着乙醇用量的增加，产品得率
总体增大，在醇油比大于１０∶１后趋于稳定。相较而
言，乙酯得率随乙醇用量的增加呈缓慢上升趋势，醇

油比小于１０∶１时变化较为显著。因此，从经济效益
角度出发，选择醇油比为１０∶１。

综上，确定酯交换反应条件为反应温度６０℃、
ＫＯＨ添加量３％、醇油比１０∶１、反应时间０．５ｈ，在
此条件下产品得率和乙酯得率分别为 ９７．９７％和
８５．００％。酯交换反应后的油脂中 ＥＰＡ和 ＤＨＡ含

量分别为０．９７％和１６．４３％，较粗藻油无明显差异。
２．４　尿素包埋单因素实验

尿素包埋技术，是大规模富集各种不饱和脂肪

酸的理想方法。参考文献［２７－２８］，根据实际情况
微调后分别对脲酯比（尿素与脂肪酸乙酯质量比）、

溶酯比（溶剂与脂肪酸乙酯体积质量比）、包埋温

度、包埋时间进行单因素优化实验，结果如图 ５
所示。

由图５ａ可知，随着体系中尿素比例升高，包埋
率、ＥＰＡ和ＤＨＡ含量均表现出先增加后下降的趋
势。当脲酯比分别为０．４∶１、０．８∶１时，包埋率、ＥＰＡ
和ＤＨＡ含量最大。尿素用量较小时，饱和／单不饱
和脂肪酸优先与尿素形成包埋物并结晶析出，随着

尿素用量增加，结晶时包埋的饱和脂肪酸及单不饱

和脂肪酸比例也会逐渐升高。然而当尿素过量时，

尿素晶体也会物理携带出少部分多不饱和脂肪酸，

同时因尿素分子和脂肪酸分子均具备较强极性，互

相之间会形成氢键，所以尿素晶体在包埋单不饱和

脂肪酸和饱和脂肪酸的同时，也会吸附一部分多不

饱和脂肪酸分子，从而导致部分多不饱和脂肪酸损

失，因此包埋率并非越高越好［２９］。且尿素比例过高
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时，短时间内很难溶于体系溶液中，这会增大实验能

耗，同时也会在一定程度上降低富集效率。因此，结

合包埋率结果，选择最优脲酯比为０．８∶１，此时 ＥＰＡ
和 ＤＨＡ含量均达到最大值，分别为 ４．９５％和
３６７２％，包埋率为７６．００％。

由图５ｂ可知，随着溶酯比的增大，包埋率、ＥＰＡ
和ＤＨＡ含量呈先增后降的趋势。ＥＰＡ和 ＤＨＡ含
量呈先增后降趋势的原因可能是溶剂是提供结晶过

程传质和传热的媒介，随着溶剂用量增加，尿素对脂

肪酸的包埋选择程度增大，对多不饱和脂肪酸的包

埋程度下降，多不饱和脂肪酸含量增加。但当溶剂

用量过多时，溶质分散，尿素与脂肪酸之间的作用力

减小，不利于与饱和脂肪酸之间的有效作用，多不饱

和脂肪酸含量明显下降［２７］。当溶酯比为５∶１时，包
埋率和 ＥＰＡ含量均达到最大，分别为 ７７．００％和
３７０％。而 ＤＨＡ含量在溶酯比为８∶１时达到最大
（３７．８２％），此时 ＥＰＡ和 ＤＨＡ总含量也达到最大
（４０．００％），包埋率为７６．００％。综上，确定最佳溶
酯比为８∶１。

由图５ｃ可知，随包埋温度升高，包埋率、ＥＰＡ和
ＤＨＡ含量总体呈现先上升后下降趋势，在包埋温度
为４℃时，包埋率、ＥＰＡ和 ＤＨＡ含量达到最大值，分
别为７３．００％、５．００％和３５．７９％。虽然尿素包埋反
应属于放热过程，低温环境有利于包埋反应的正常

发生，但温度过低在能耗增加的同时也不利于尿素包

埋物的分离［２９］。因此，确定最佳包埋温度为４℃。
由图５ｄ可知，随包埋时间延长，包埋率、ＥＰＡ

和ＤＨＡ含量呈现先上升后下降趋势，包埋时间为
１６ｈ时，包埋率达到最大（７４．００％），包埋时间为
８ｈ时，ＥＰＡ和 ＤＨＡ含量均达到最大，分别为
４．８２％和３６．１１％。从节能和高效两个方面考虑，
选择包埋时间为８ｈ。

综上，得到最优的尿素包埋工艺条件为脲酯比

０．８∶１、溶酯比８∶１、包埋温度４℃、包埋时间８ｈ，在
此条件下进行２次平行放大实验，得到的平均包埋
率为７７．５０％，ＥＰＡ和ＤＨＡ平均含量分别为５．９４％
和５６．４７％，总含量达６２．４１％，较粗藻油的 ＥＰＡ和
ＤＨＡ总含量（１７．９９％）提高了２．４７倍。

　　　

　　　
　　注：进行单因素优化实验时其他因素固定参数：ａ）溶酯比１０∶１，包埋温度４℃，包埋时间１０ｈ；ｂ）包埋温度４℃，包埋时间
１０ｈ，脲酯比０．８∶１；ｃ）脲酯比０．８∶１，溶酯比８∶１，包埋时间１０ｈ；ｄ）脲酯比０．８∶１，溶酯比８∶１，包埋温度４℃

图５　脲酯比、溶酯比、包埋温度及包埋时间对ＥＰＡ、ＤＨＡ含量和包埋率的影响

２．４　分子蒸馏富集
通过测定重相组分和轻相组分发现，ＥＰＡ和

ＤＨＡ主要存在于重相组分中。分子蒸馏各级重相
组分中ＥＰＡ和ＤＨＡ的含量如图６所示。

由图６可看出，随着分子蒸馏级数的增加，重相
组分中 ＥＰＡ和 ＤＨＡ的含量呈先增加后下降趋势。

其中一级分子蒸馏藻油中ＥＰＡ含量为７．５８％，ＤＨＡ
含量可达７８．３１％；二级分子蒸馏可以得到 ＥＰＡ和
ＤＨＡ总含量高达９０．８６％的乙酯型藻油，而三级分
子蒸馏后ＥＰＡ和 ＤＨＡ含量显著下降，与 Ｌｉｕ等［３０］

的实验结论一致。由此可见，对于乙酯型藻油原料

而言，二级分子蒸馏富集效果明显，是富集 ＥＰＡ和
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ＤＨＡ较为简单且绿色高效的工艺方法。

图６　分子蒸馏藻油中 ＥＰＡ、ＤＨＡ含量变化

　　整个纯化过程中粗藻油、酯交换反应后的乙酯
型藻油、包埋藻油以及二级分子蒸馏后的纯化藻油

中ＥＰＡ、ＤＨＡ含量及回收率变化如表２所示。

表２　各阶段分离纯化产物含量及回收率变化 ％

样品 ＥＰＡ含量 ＤＨＡ含量 总含量 总回收率

粗藻油 ０．８８±０．４７ １７．１１±１．０４ １７．９９±１．８５
乙酯型藻油 ０．９７±０．６１ １６．４３±０．８６ １７．４０±０．９７８８．１９±１．４９
包埋藻油 ５．９４±０．６８ ５６．４７±１．７９ ６２．４１±１．７０６８．６０±２．６７
纯化藻油 ７．５９±１．１５ ８３．２７±２．４２ ９０．８６±１．４２６２．２８±１．６６

　　由表２可以看出：粗藻油经过酯交换反应后目
标产物含量略有降低；经过尿素包埋和二级分子蒸

馏处理后，藻油中ＥＰＡ＋ＤＨＡ总含量和总回收率分
别从１７．４０％、８８．１９％（酯交换反应）达到富集后的
６２．４１％、６８．６０％（尿素包埋）和９０．８６％、６２．２８％
（二级分子蒸馏重相综合回收率）。

为检验整个纯化工艺对藻油特性的影响，根据

ＬＳ／Ｔ３２４３—２０１５《ＤＨＡ藻油》对二级分子蒸馏后的
纯化藻油进行理化指标测定，结果见表３。

表３　纯化藻油理化指标测定结果

项目 ＬＳ／Ｔ３２４３—２０１５ 　粗藻油 纯化藻油

酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） ≤ ３．００ ２．７８±０．４１ ０．１３±０．０２
水分及挥发物／％ ≤ ０．１０ ０．１４±０．０４ ０．０３±０．０１
过氧化值／（ｍｍｏｌ／ｋｇ） ≤ ７．５０ ５．６７±０．５９ ６．２９±０．１９
碘值（Ｉ）／（ｇ／１００ｇ） ２００．８６±２．７３ ３６８．２３±２．９０
不皂化物／％ ≤ ４．００ ０．８２±０．１２ ０．４３±０．１３
皂化值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） １２６．１６±１．７９ １７８．０６±２．１１
色泽、气味及滋味 浅黄色至橙色，具有本品特有的气味及滋味，无异味 橙红色，微弱藻腥味 浅橙色，无异味，无沉淀

　　由表３可看出：经过分离纯化之后，藻油的过氧
化值略有升高，可能是藻油在分离纯化过程中发生了

一定程度的氧化；纯化藻油的碘值明显升高，与不饱

和脂肪酸含量变化相符合，纯化藻油的色泽、气味较

粗藻油均有所改善。纯化藻油产品呈浅橙色，无异

味，储存３个月内无沉淀，具备一定稳定性。此外，分
离纯化工艺对粗藻油具有明显的脱酸及脱臭作用，水

分及挥发物含量也明显降低，这种效果可能来源于分

子蒸馏［３１－３３］。粗藻油经乙酯化、尿素包埋纯化、分子

蒸馏纯化后，各指标均符合ＬＳ／Ｔ３２４３—２０１５要求。
３　结　论

本研究利用实验室定向驯化后的裂殖壶菌

ＡＬＥ４０为原料，采用超声湿法提取油脂。油脂经乙
酯化后，采用尿素包埋法与分子蒸馏技术分离纯化

ＥＰＡ和ＤＨＡ，同时全程实现试剂循环利用。
对酯交换反应制备藻油乙酯和尿素包埋工艺条

件进行单因素实验优化，得到优化的碱催化酯交换

反应条件为反应温度６０℃、ＫＯＨ添加量３％、醇油
比１０∶１、反应时间 ０．５ｈ，在此条件下乙酯得率达
８５．００％，ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 含量分别为 ０．９７％ 和
１６４３％，较粗藻油中 ＥＰＡ和 ＤＨＡ含量无明显差
异。优化的尿素包埋工艺条件为脲酯比０．８∶１、溶

酯比８∶１、包埋温度４℃、包埋时间８ｈ，在此条件下
ＥＰＡ和 ＤＨＡ总含量可达 ６２．４１％，总回收率为
６８６０％，较粗藻油中 ＥＰＡ和 ＤＨＡ含量（１７．９９％）
提高了２４７倍。分子蒸馏实验结果显示，二级分子
蒸馏富集效果最佳，ＥＰＡ＋ＤＨＡ总含量和总回收率
分别达到９０．８６％、６２．２８％。经二级分子蒸馏工艺
纯化后藻油的各项理化指标均符合行标要求，脱酸、

脱臭效果明显，产品稳定，这也预示着分子蒸馏在油

脂精炼加工中较为广泛的应用前景。
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