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摘要!以拟微绿球藻为原料!比较不同有机溶剂体系及超临界QW

!

"PQ%QW

!

&萃取对微藻油得率和

/F-含量的影响!并采用响应面法对 PQ%QW

!

萃取工艺进行优化( 结果表明)有机溶剂体系石油醚%

丙酮%乙醇"体积比 !h#h":(&可以获得较好的萃取效果!此条件下微藻油得率为 !&:$*V!/F-含

量为 &#:&*V#PQ%QW

!

萃取最佳夹带剂为甲醇!最佳萃取工艺参数为萃取压力 !) LF2'萃取温度

*'S'萃取时间 #)' 13<!此条件下微藻油得率为 ':&*V!/F-含量为 !(:))V( ZQ%LP 分析显

示!两种方法所得微藻油脂肪酸组成一致!且均以不饱和脂肪酸为主( 考虑到设备成本'能耗等问

题!溶剂浸提法相比于 PQ%QW

!

更具有一定优势(

关键词!拟微绿球藻#超临界QW

!

萃取#溶剂提取#响应面法#/F-
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9#1 4("/.&Q,--857@8+8!.:.852,-:5,! 59I=]?]383?24QW

!

=f8]2?83E<! 5E4̀=<8=f8]2?83E<! ]=5IE<5=59]62?=

1=8AE>E4EBD! /F-

..二十碳五烯酸"/F-$属于
'

%&系列不饱和脂肪

酸#具有防止人体代谢失调)血管硬化和心脏血管栓

塞#降低高血压和胆固醇#抑制血小板凝结等作用#在

英)美)日等发达国家推荐每个成人
'

%&型多不饱和

脂肪酸的摄入量应为 #:" l#:( BM>

'# %!(

% 目前市场

上的/F-产品主要来源于海洋鱼类#微藻作为初级

(,
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生产者#在生长过程中能够积累多种不饱和脂肪酸#

动物体内的不饱和脂肪酸多是从微藻中转化而来'&(

%

微藻中不饱和脂肪酸的组成不含胆固醇)没有鱼腥

味#且微藻具有资源丰富)生长周期短#可通过控制培

养条件提高细胞内不饱和脂肪酸含量等优势'* %((

%

因此#从微藻中提取天然植物性来源的 /F-具有更

大的潜力#将成为鱼油的重要替代品')(

%

已有研究报道了一些微藻种类中富含 /F-#其

中报道最多的是拟微绿球藻"Q,--857@8+8!.:.5I:$#

又称微绿球藻#是一种分布广泛的海水藻类#细胞大

量积累不饱和脂肪酸#其中/F-含量可达到总脂肪

酸的 &"V左右#被认为是最有潜力的 /F-研究藻

种'$ %,(

% 目前对于拟微绿球藻 /F-的研究多集中

在培养条件调控微藻中油脂含量#对于从拟微绿球

藻中提取富含 /F-油脂的方法研究主要涉及到索

氏提取法)超临界萃取法)溶剂浸提法)酶解法

等'#" %#!(

% 但当前的方法研究多关注的是油脂的总

提取率#对于不同提取方法对藻油中/F-含量影响

的相关报道甚少% 本研究以总藻油得率和 /F-占

藻油中总脂肪酸的比例为考察目标#比较优化不同

有机溶剂体系以及超临界QW

!

"PQ%QW

!

$萃取条件

对拟微绿球藻中微藻油得率和/F-含量的影响#并

采用响应面法优化 PQ%QW

!

提取工艺#以期为拟微

绿球藻/F-产品的市场开发提供重要的参考%

:;材料与方法

#:#.实验材料

拟微绿球藻"Q,--857@8+8!.:.852,-:5,$冻干粉

由烟台海融微藻养殖有限公司提供"已破壁$!QW

!

"食品级#纯度v,,:(V$!其他试剂均为分析纯%

Y-!!" %*" %#! 超临界萃取设备#OX̂ %)"("

真空干燥箱#G/%(!-旋转蒸发器#-+#"* %H分析

天平#ZQLP %qF!"#" 气质联用分析仪%

#:!.实验方法

#:!:#.有机溶剂浸提法溶剂种类与配比的选择

取拟微绿球藻冻干粉"已破壁$&" B用滤纸包好

后置于烧杯中#按料液比 #h!" 加入不同体系的有机

溶剂#常温常压下浸提 !* A#浸提后 * """ ]M13<离心

#( 13<% 藻渣回收再次浸提#重复 & 次#合并上清液#

旋转蒸发后于 ((S真空干燥至恒重#备用%

根据溶剂极性大小#设置实验用的有机溶剂体系

为&

#

,(V乙醇"文中均为 ,(V乙醇#下同$!

$

石油

醚%乙醇"体积比 !h#$!

%

石油醚 %丙酮"体积比

#h#$!

&

石油醚%乙酸乙酯%乙醇"体积比 #h#h"T($!

(

石油醚%丙酮 %乙醇 %水"体积比 #h#h!h":($!

)

石油醚%丙酮%乙醇"体积比 !h#h#$!

*

石油醚%

丙酮%乙醇"体积比 !h#h"T($!

+

石油醚%乙醇%水

"体积比 #h!h":'$!

,

石油醚 %丙酮 %乙酸乙酯

"体积比 !h#h#$!

-

石油醚%丙酮%乙酸乙酯"体积

比 !h#h":($#以 +43BA %OD=]提出的氯仿 %甲醇 %

水混合溶剂体系"体积比 #h!h":'$为参照#以粗藻

油总得率和微藻油中 /F-含量为考察指标进行溶

剂配比和种类的优化选择%

#:!:!.超临界QW

!

萃取"PQ%QW

!

$微藻油

#:!:!:#.萃取工艺路线

拟微绿球藻藻粉
%

称重
%

装料
%

密封
%

调整实

验参数到预设状态
%

超临界QW

!

萃取微藻油%

微藻油得率 j萃取所得粗藻油质量M藻粉

质量g#""V%

#:!:!:!.不同夹带剂的选择

由于/F-的极性较大#因此在采用超临界 QW

!

萃取时#需要添加夹带剂来提高/F-的得率% 实验

考察了 ) 种夹带剂体系对 /F-提取效果的影响%

具体溶剂体系及配比为&

.

:乙酸乙酯!

"

:乙醇!

/

:石油醚%丙酮 %乙醇"体积比 !h#h":($!

0

:石

油醚%丙酮%乙酸乙酯"体积比 !h#h#$!

1

:氯仿%

甲醇"体积比 !h#$!

2

:甲醇% 夹带剂添加量为藻粉

质量的 !"V#萃取条件为&萃取温度 &(S#萃取压力

&" LF2#萃取时间 #!" 13<%

#:!:&.脂肪酸组成分析

甲酯化&取适量样品于具塞试管中#加入 ! 1H

石油醚 %苯"体积比 #h#$溶解#再加入 ( 1H":!

1E4MH的氢氧化钾%甲醇溶液#于 ("S水浴 &" 13<#

冷却#加入 ! 1H饱和N2Q4溶液#静置 #" 13< 分层#

取上清液#加入少量无水硫酸钠#密封#冷藏备用%

色谱条件&G8f%(LP色谱柱"&" 1g":&! 11#

":!(

!

1$!载气为Y=",,:,,V$!进样量 ":(

!

H!进

样方式为分流进样#分流比为 !"h#!载气流速 #:"

1HM13<!进样口温度 !("S!色谱 %质谱接口温度

!&"S!柱温升温程序为初温 #""S#保持 ! 13<#以

*SM13< 升温至 !("S并保持 ! 13<%

质谱条件&/K离子源!电子能 $" =i#接口温度

!&"S#离子源温度 !""S#质量扫描范围"<CD$!, l

*("% 面积归一化法计算各脂肪酸相对含量%

<;结果与讨论

!:#.不同有机溶剂体系对微藻油提取效果的影响

"见表 #&

由表 # 可知#石油醚 %乙醇"体积比 !h#$混合

体系微藻油得率最高#为 !):,!V#其次为石油醚 %

丙酮%乙醇"体积比 !h#h":($体系#微藻油得率为

),
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!&:$*V% 两者藻油得率均高于+43BA %OD=]"氯仿%

甲醇 %水$体系% 通过 ZQ%LP 分析可知#石油

醚%丙酮%乙醇"体积比 !h#h":($体系中 /F-含

量为 &#:&*V#明显高于石油醚%乙醇"体积比 !h#$

体系% 综合考虑#确定石油醚 %丙酮 %乙醇"体积

比 !h#h":($为有机溶剂浸提体系%

GD?U=aE5?A 等'#&(发现极性溶剂与非极性溶剂

混合体系可获得更多的油脂含量#并确定二氯甲烷%

乙醇"体积比 #h#$为最佳浸提体系% 本研究通过比

较不同极性溶剂与非极性溶剂混合体系#并确定了

石油醚%丙酮 %乙醇"体积比 !h#h":($体系#相比

于传统的氯仿%甲醇%水体系和二氯甲烷%乙醇体

系安全性更高#且对于极性脂肪酸有更好地萃取效

果% 同时发现#同一混合体系不同溶剂配比对藻油

得率以及脂肪酸含量也有一定影响% GD?U=aE5?A

等'#*(研究三角褐指藻中油脂的提取时发现#不同的

氯仿%甲醇溶剂配比体系对油脂得率有一定影响#

与本文研究结果相似%

表 :;不同溶剂体系对油脂得率和E!8含量的影响

溶剂体系 体积比 微藻油得率MV /F-含量MV

,(V乙醇 % #':*# t#:#' #&:!*

石油醚%乙醇 !h# !):,! t":'! #$:)(

石油醚%丙酮 #h# !":,& t":,( #':*,

石油醚%乙酸乙酯%乙醇 #h#h":( !!:,! t":,$ #$:!'

石油醚%丙酮%乙醇%水 #h#h!h":( #,:,( t":'' #):$"

石油醚%丙酮%乙醇 !h#h# !!:," t":*! !(:'$

石油醚%丙酮%乙醇 !h#h":( !&:$* t":,* &#:&*

石油醚%乙醇%水 #h!h":' !":)$ t":$) #(:!,

石油醚%丙酮%乙酸乙酯 !h#h# !":!* t":), #':&"

石油醚%丙酮%乙酸乙酯 !h#h":( !#:&) t#:"( !":,#

氯仿%甲醇%水 #h!h":' !&:*" t#:'* !&:#"

!:!.超临界QW

!

萃取工艺

!:!:#.夹带剂的选择

由于萃取所用的超临界 QW

!

是一种非极性物

质#对极性较低脂质萃取效果较好#但对极性较大的

脂质萃取效果一般'#((

% /F-主要集中在微藻的极

性脂质中#故向萃取体系中加入夹带剂#可以改变油

脂的分配系数#提高油脂的得率#见图 #%

图 :;不同夹带剂体系对E!8含量的影响

..由图 # 可知#乙酸乙酯体系中 /F-含量最低#

为 #&:$,V!甲醇作为夹带剂#/F-含量最高#为

!*T)'V% 因此#本研究确定以甲醇为夹带剂进行后

续实验%

!:!:!.响应面萃取工艺优化

!:!:!:#.+Ef%+=A<U=<实验设计及结果

超临界萃取体系中压力)温度和时间通常是决

定得率的主要因素#因此本实验选取萃取压力)萃取

温度)萃取时间为因素#以甲醇为夹带剂"用量为藻

粉质量的 !"V$#萃取釜的容积为 ! H#每次装料量

为 *"" B#以微藻油得率"0$为响应值% 按 O=53B< %

/fI=]8':":) 软件进行实验设计#选择三因素三水

平的+Ef%+=A<U=< 设计#并对结果进行统计分析%

因素水平见表 !#+Ef%+=A<U=< 实验设计及结果见

表 &%

表 <;H(B KH#5)7#)实验因素水平

水平
J

#

萃取压力M

LF2

J

!

萃取温度M

S

J

&

萃取时间M

13<

%# !" &(:" #!"

" !( *!:( #("

# &" (":" #'"

.. 表 >;H(B KH#5)7#)实验设计及结果

实验号 J

#

J

!

J

&

0MV

测定值 预测值

# %# " %# ):#) ):#&

! %# %# " (:*' (:)"

& # " # $:'" $:'&

* # " %# ):$" ):$!

( " " " $:), $:'#

) %# # " $:() $:*,

$ " # # ':"$ ':#)

' " # %# $:!' $:&'

$,
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续表 >

实验号 J

#

J

!

J

&

0MV

测定值 预测值

, " " " $:'! $:'#

#" # # " $:', $:$$

## %# " # $:#$ $:#(

#! # %# " ):(" ):($

#& " " " $:$) $:'#

#* " %# # $:"" ):,"

#( " " " $:,# $:'#

#) " " " $:'' $:'#

#$ " %# %# (:)* (:((

!:!:!:!.模型建立与显著性检验

根据实验结果#利用O=53B< %/fI=]8':":) 软件

对所得数据进行分析#得到二次回归方程&0j$:'# d

":&!J

#

d":$$J

!

d":(&J

&

%":#$J

#

J

!

d"T"!J

#

J

&

%

"T#*J

!

J

&

%":("J

!

#

%":*)J

!

!

%":&)J

!

&

%

对回归方程进行方差分析#结果见表 *%

表 ?;回归模型的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 # %

模型 #":$' , #:!" $$:&, u":""" #

""

J

#

"":$, # ":$, (#:!, u":""" !

""

J

!

"*:$$ # *:$$ &"':*, u":""" #

""

J

&

"!:!$ # !:!$ #*):(' u":""" #

""

J

#

J

!

"":#! # ":#! $:), u":"!$ )

"

J

#

J

&

"":""! # ":""! ":#& u":$!' !

J

!

J

&

"":"' # ":"' (:!( u":"(( $

J

!

#

"#:"* # #:"* )$:!$ u":""" #

""

J

!

!

"":'' # ":'' ():'' u":""" #

""

J

!

&

"":(* # ":(* &*:$! u":""" )

""

残差 "":## $ ":"#)

失拟项 "":"$) & ":"!( &:!" u":#*( (

纯误差 "":"&! * ":""'

总和 #":', #)

.注&B

!

j":,," ##B

!

->;

j":,$$ &!

"

%u":"(#差异显著!

""

%u":"##差异极显著%

..由表 * 可知#该二次回归模型 #j$$T&,#%u

"T""" # 表明模型高度显著#不同处理间的差异极显

著!失拟项 #j&:!"#%j":#*( ( v":"(#不显著%

模型的调整确定系数 B

!

->;

j":,$$ &#说明该模型能

解释 ,$:$&V响应值的变化#因而该模型的拟合度

良好#可以用该模型对 PQ%QW

!

萃取微藻油进行分

析与预测% 同时由表 * 回归方程显著性检验可知&

J

#

)J

!

)J

&

)J

!

#

)J

!

!

)J

!

&

对响应值影响极显著 "%u

"T"#$!J

#

J

!

影响显著"%u"#"($% 说明萃取压力)

萃取时间)萃取温度对微藻油的提取影响极显著#萃

取压力与萃取温度交互作用影响显著%

!:!:!:&.最佳工艺条件确定与实验验证

为确定响应面最佳工艺条件#运用响应面寻优

方法对回归方程进行最优解分析#得到最佳工艺参

数为&萃取压力 !):"* LF2#萃取温度 *$:'&S#萃取

时间 #)':&! 13<% 在最佳条件下#微藻油得率为

'T!'V% 考虑到实际可操作性#将工艺参数修正为

萃取压力 !) LF2)萃取温度 *'S)萃取时间 #)'

13<% 为检验结果的可靠性#采用修正后的工艺参数

进行 & 次平行验证实验#得出微藻油的平均得率为

':&*V#与理论预测值基本吻合%

从最后的油脂得率看#在优化的 PQ%QW

!

条件

下得到的微藻油得率相对于溶剂提取法偏低#但结

果与已有的部分文献报道类似% 如Q2]>E5E等'#)(在

萃取压力 *" LF2)温度 )"S时#通过 PQ%QW

!

法从

聚球藻中萃取获得油脂含量分别为 ":$(V"无夹带

剂$和 &:&,V"(V乙醇为夹带剂$!而-<>]3?A等'#$(

研究 PQ%QW

!

萃取微绿球藻中油脂时发现在萃取

温度 *"S)时间 #:* A#当压力为 *" LF2时#油脂得

率为 #&:(V#压力升高到 $" LF2时油脂得率为

!!V% 从文献报道结合本实验结果可以发现#PQ%

QW

!

法对于微藻油的得率普遍较低#且萃取压力对

得率的影响较大%

!:&.两种提取工艺的比较

!:&:#.总提取效率比较"见表 ($

表 C;两种提取方法的比较

方法 时间MA 温度MS 油脂得率MV /F-含量MV

溶剂浸提法 !* !( !&:$* &#:&*

PQ%QW

!

萃取
"""!:' *' ':&* !(:))

..由表 ( 可知#本研究优化的有机溶剂体系可以

获得较高的微藻油得率"!&:$*V$#高于 +43BA %

OD=]的氯仿%甲醇%水体系!同时也高于 PQ%QW

!

优化条件下的得率 ':&*V% 从萃取时间来看#PQ%

QW

!

萃取所用时间较短为 !:' A#低于溶剂浸提法%

QE98E等'$(利用 PQ%QW

!

从隐甲藻中萃取微藻油#

并同+43BA %OD=]提取法作比较#发现 PQ%QW

!

萃

取微藻中油脂得率也低于溶剂浸提法#这与本研究

的结论一致% 同时#由于 PQ%QW

!

工艺需要较高的

操作压力#设备成本昂贵)能耗较高!由于藻粉较细#

极易堵塞设备滤网#因此在萃取前往往需要造粒#增

加了萃取的工序!且为了提高极性脂肪酸的萃取率#

需要添加夹带剂% 相比之下溶剂浸提法操作简单#

对设备要求低)投资小#更具有一定优势% 但由于藻

油产品通常被用作食品)保健品)药品等功能原料#

因此采用有机溶剂提取需要规避毒性大的溶剂#采

',
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取安全性相对较高的溶剂体系%

!:&:!.微藻油脂肪酸组成及相对含量

对两种方法提取的微藻油进行脂肪酸组成分

析#结果见表 )%

表 D;微藻油脂肪酸组成及相对含量

脂肪酸
相对含量MV

PQ%QW

!

溶剂浸提

十四烷酸"肉豆蔻酸$ (:)' !:)$

, %十六烯酸"棕榈油酸$ *!:(' *":&#

十六烷酸"棕榈酸$ #!:'* ):&!

,##! %十八碳二烯酸"亚油酸$ &:)& *:!,

, %十八碳烯酸"油酸$ *:,* ,:"

十八酸"硬脂酸$ #:!* #:*

(#'#####* %二十碳四烯酸"--$ &:*& *:))

(#'#####*##$ %二十碳五烯酸"/F-$ !(:)) &#:&*

..由表 ) 可知#PQ%QW

!

萃取和溶剂提取两种方

法所得微藻油中脂肪酸组成没有明显的不同#均含

有肉豆蔻酸)棕榈油酸)棕榈酸)亚油酸)油酸)硬脂

酸)--)/F-#脂肪酸中 FR̂-5含量较高#且微藻油

中脂肪酸主要以Q

#)

)Q

#'

为主#两者含量分别占总脂

肪酸的 )(:!&V))#:&!V% 溶剂提取法/F-含量为

&#:&*V#高于 PQ%QW

!

萃取法中/F-含量"!(:))V$%

>;结;论

本文比较研究了溶剂浸提法和 PQ%QW

!

萃取

法对拟微绿球藻藻油/F-的提取效果#综合考虑微

藻油得率及/F-含量筛选适宜溶剂体系#并利用响

应面法优化 PQ%QW

!

萃取条件% 确定了石油醚 %

丙酮%乙醇"体积比 !h#h":($为优化的溶剂浸提体

系#此条件下微藻油得率为 !&:$*V#/F-含量为

&#:&*V!PQ%QW

!

萃取法确定了以甲醇为夹带剂#

且最佳萃取工艺参数为萃取压力 !) LF2)萃取温度

*'S)萃取时间 #)' 13<#此条件下的微藻油得率为

':&*V#/F-含量为 !(:))V% 考虑设备成本)能耗

及工艺放大的难易程度#溶剂浸提法相比于 PQ%

QW

!

具有一定优势#但需规避毒性大的溶剂#采取安

全性相对较高的溶剂体系% 该研究可为微藻资源的

高附加值利用及藻油 /F-产品的开发提供实验
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