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超临界 CO2提取海鞘脂肪酸的研究
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摘要:用超临界 CO 2从柄海鞘( S ty ela clav a)干粉中提取多不饱和脂肪酸。通过正交实验对

提取工艺进行研究,得其最佳提取条件为:萃取温度 50 , 萃取压力 20 M Pa, 萃取时间 2 h,

夹带剂乙酸乙酯体积( mL ) :柄海鞘干粉质量 ( g)为 1 2。按此工艺,脂肪酸得率为 19. 5%。

利用气相色谱进行分析,其多不饱和脂肪酸含量为 75. 77% , 二十碳五烯酸( EPA )和二十二

碳六烯酸( DH A )含量之和为 19. 47%。
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  柄海鞘( S ty ela clav a)在分类学上属于脊索动物

门、尾索动物亚门、海鞘纲、内性目、柄海鞘科,在我国

沿海均有分布[1, 2]。自从 20 世纪 80 年代以来, 一些

科学家陆续从多种海鞘中发现了抗肿瘤、抗病毒以

及调节免疫功能的生物活性物质[3, 4] , 如生物碱、肽

类等,但对其中脂肪酸的研究尚未见报道。

多不饱和脂肪酸[ 5] ( P olyunsaturated fat acid,

PUFA)是一类具有特殊功能的活性物质, 是保证细

胞膜的渗透性、可塑性的必需营养物质。其中最具意

义的是二十碳五烯酸 ( EPA ) 和二十二碳六烯酸

( DH A ) [ 6]。目前 EPA 和 DHA 主要来源于鱼油, 但

因为鱼油的资源及产量均有限, 当前需要探索新的

EPA 和 DHA资源[ 7]。作者最近的研究发现,生长在

中国北方沿海的柄海鞘体内多不饱和脂肪酸含量较

高,可作为多不饱和脂肪酸的新的来源。

超临界流体萃取是近年来兴起的新型分离工

艺,在各种多不饱和脂肪酸油脂、生物活性物质的提

取方面已取得很大进展 ,有的已实现工业规模生产。

作者采用超临界 CO 2萃取技术提取海鞘中的脂肪

酸,探讨其工艺可行性并确定适宜的工艺条件, 并与

溶剂萃取方法相比较, 为进一步的工业应用提供必

要的参数。

1  材料与方法

1. 1  实验材料与设备
柄海鞘,由烟台水产研究所提供, 并由该所高级

工程师袁继平鉴定。将海鞘晾干, 粉碎, 冷冻保存备

用。测定其干粉中脂肪质量分数为 25. 2%。

HA220 40 12 型超临界萃取设备,江苏南通华安

超临界萃取有限公司制造,其流程见图 1。

1. 2  实验方法
1. 2. 1  海鞘脂肪的超临界萃取

称取海鞘干粉 500 g 放入料筒, 将料筒装入萃取

器, 开启、制冷、冷循环, 将萃取器、分离器!、∀控温
仪分别调整到所需设定的温度。开启 CO 2气瓶,打开

高压泵进行加压,当萃取器达到压力要求后调节萃取

器压力平衡, 然后调节分离器 !、∀压力平衡到要求
的压力。打开夹带剂阀门, 泵入夹带剂 (乙酸乙酯) ,

进行回流萃取。达到预定时间后,从分离器∀出料口
出料, 减压回收夹带剂, 真空干燥,得海鞘脂肪酸。

以海鞘油脂产率为考察指标,在海鞘干粉粒度为

40目、萃取压力为 20 Mpa、萃取温度 40 、萃取时间

2 h、夹带剂比例[乙酸乙酯体积 ( mL ) /柄海鞘干粉质

量( g) ]为 0. 20 的实验条件下, 分别考察各因素的影

响:

海鞘干粉粒度(目) : 20, 40, 60, 80;

萃取压力( MPa) : 10, 15, 20, 25, 30, 35;

萃取温度( ) : 20, 30, 40, 50, 60;

萃取时间( h) : 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0;

夹带剂体积( mL ) / 柄海鞘干粉质量 ( g)为 1 1,

1 2, 1 3, 1 4, 1 5, 1 6。

1. 2. 2  脂肪酸成分及含量的测定
取油样 2到 3滴,加入2 mL环己烷溶解,加 KOH
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图 1  CO 2萃取流程示意图

Fig. 1  Flow diagram of SCF

甲醇溶液 1 mL, 于 40 下反应 10 min, 然后加水分

层,取上清液做色谱分析[ 8]。

色谱条件[ 9] : 60 m # 0. 32 mm # 0. 25 m, 交联

PEG 20M 石英毛细管柱; 进样口和检测器温度均为

250 ,色谱柱程序升温, 初温 180 , 以 5 / min 升

至250 ;载气( N 2)流速: 15 cm/ s, 尾吹40 mL / min ,

进样量 4 L。

2  结果与讨论

2. 1  海鞘粒度对海鞘脂肪酸得率的影响
物料的粒度对脂肪酸得率有很重要的影响, 粉

碎的基本目的是将细胞壁破碎以提高萃取效率。另

外,物料变细后, 增加了传质面积,减少了传质距离和

传质阻力,有利于萃取; 但另一方面, 如果物料太细,

高压下易被压实,反而增加传质阻力, 形成沟流,不利

于传质。粒度实验结果见图 2。由图中可见, 40~ 60

目粉碎粒度较为适宜。

图 2  物料粒度对脂肪酸得率的影响

Fig. 2  Effect of granularity of m aterial on th e

yield of fat ty acid

2. 2  萃取压力对海鞘脂肪酸得率的影响
如图 3所示, 随着萃取压力升高, 脂肪酸得率逐

步增加, 但当压力大于 25 MPa 后, 脂肪酸得率增加

已很缓慢, 再增加压力没有多大意义。

图 3  萃取压力对脂肪酸得率的影响

Fig. 3  Ef fect of ext ractin g pressur e on the yield

of fat ty acid

2. 3  萃取温度对海鞘脂肪酸得率的影响
萃取温度是影响超临界 CO2密度的又一个重要

参数。温度升高, 一方面加大分子动能,增加了物质

的扩散系数, 有利于萃取; 另一方面,升温会引起 CO2

密度的降低, 不利于萃取。从图 4 可以看 出,

40~ 50 是比较适宜的萃取温度。

2. 4  萃取时间对海鞘脂肪酸得率的影响
从图 5 可以看出, CO2流量一定时, 萃取时间越

长,海鞘脂肪酸的得率增高。萃取 1 h 得率为16. 2% ,

2 h为 19. 4% , 但时间再延长,脂肪酸得率增加有限,

萃取 3 h得率仅为 19. 5%。而且时间延长, 能耗加大。

从经济角度考虑,萃取时间以 2~ 3 h 为好。
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图 4  萃取温度对脂肪酸得率的影响

Fig. 4  Effect of ext ractin g temperatur e

on th e yield of fat ty acid

图 5  萃取时间对脂肪酸得率的影响

Fig. 5  Ef fect of ext ractin g t ime on the yield of

fatty acid

2. 5  夹带剂量对海鞘脂肪酸得率的影响

采取在 CO2中适当添加夹带剂的办法, 通常能

使 CO2的萃取能力增强。这样体系操作压力将得以

降低, 这不仅对降低能耗有很大意义, 而且可以使设

备的设计压力降低,大大节省设备投资。随着夹带剂

用量的增加, 海鞘脂肪酸的得率不但没有增加, 反而

有所下降。这可能是由于加入的夹带剂使萃取流体

的极性改变的原因。由图 6可以看出,当夹带剂体积

( mL)与柄海鞘干粉质量( g )之比为 1 2 比较适宜,

再增加夹带剂量,不仅多耗费溶剂, 而且增加了溶剂

回收的时间, 增加能耗, 还可能由于加热时间过长而

影响脂肪酸的质量。

图 6  夹带剂量对脂肪酸得率的影响

Fig. 6  Ef fect of quant ity of carrier on th e yield

of fatty acid

2. 6  正交实验

以萃取压力、萃取温度和夹带剂用量为考察因

素, 按 L 9 ( 34)表设计正交实验, 结果及方差处理见表

1 及表 2。

表 1  正交实验结果 L9( 34 )

Tab. 1  Results of orthogonal experiment L9 ( 34)

实验号 压力( MPa) 温度( ) 夹带剂体积 ( mL) :柄海鞘干粉质量 ( g) 得率( % )

1 10 30 1 1 17. 20

2 10 40 1 2 18. 21

3 10 50 1 3 18. 00

4 20 30 1 2 19. 20

5 20 40 1 3 18. 31

6 20 50 1 1 19, 80

7 30 30 1 3 15. 90

8 30 40 1 1 15. 99

9 30 50 1 2 18. 10
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表 2  方差分析结果

Tab. 2  Analysi s of variance

方差来源 平方和 S 自由度 f 均方 s
- F值 显著性

萃取压力

萃取温度

夹带剂量

误差

0. 732

0. 360

0. 330

0. 072

2

2

2

2

0. 089 43

0. 027 22

0. 019 83

0. 000 87

102. 79

31. 29

22. 79

* *

*

*

注: * * 表示极显著, * 表示显著

  根据上述分析, 对产率影响极显著的因子是萃

取压力,显著的是萃取温度和夹带剂用量。通过正交

实验,得出超临界 CO2萃取柄海鞘脂肪酸的最佳条

件为:海鞘干粉粉碎至 40~ 60 目, 萃取温度 50 , 压

力 20 MPa, 夹带剂体积 ( mL ) : 柄海鞘干粉质量 ( g )

为 1 2,萃取时间 2 h。

按此工艺条件对柄海鞘干粉进行大规模的脂肪

酸提取(海鞘粉一次投料量为  5 000 g ) , 得脂肪酸

975 g , 得率为19. 5%。经过一次提取, 可将柄海鞘干

粉中脂肪的 77. 4%提取出来。

2. 7  脂肪酸成分分析
将提取的脂肪酸甲酯化处理后, 进行气相色谱

分析, 结果如表 3。

表 3  脂肪酸组成及质量分数
Tab. 3  Ingredient and content of fatty acid

脂肪酸 C12 0 C16 0 C16 1 C16 2 C18 0 C 18 1 C18 2 C18 3 C18 4

质量分数( % ) 10. 828 3. 281 0. 297 0. 384 0. 225 4. 55 9. 64 3. 07 3. 17

脂肪酸 C20 2 C20 3 C20 4 C20 5 C22 1 C 22 3 C22 4 C22 5 C22 6

质量分数( % ) 18. 93 7. 32 3. 49 9. 82 5. 04 6. 18 2. 17 1. 95 9. 65

  从表 3 中可计算出, 在柄海鞘的全部脂肪酸中,

饱和脂肪酸占 14. 33% , 不饱和脂肪酸占 85. 67% ,其

中多不饱和脂肪酸含量为 75. 77% , 占不饱和脂肪酸

的 88. 45% , EPA 和 DHA 的质量分数分别为 9. 82%

和 9. 65% ,其和为总脂肪酸质量分数的 19. 47%。

2. 8  与溶剂提取法的比较
称取海鞘干粉 500 g, 以 10 倍体积的乙酸乙酯为

萃取剂, 50 提取 240 min。减压回收溶剂, 真空干

燥,得海鞘脂肪酸 90. 0 g , 得率为 18. 0% , 略低于超

临界提取的得率,但提取时间较超临界长 2倍。二者

的脂肪酸组成差别也不大。但两种产品的内在质量

仍存在着较大的差别: 超临界 CO2萃取物色泽浅黄,

杂质含量低,油脂的氧化稳定性好, 60 时氧化诱导

期为 55 h;而溶剂法得到的油脂色泽棕褐色, 杂质含

量较高,由于提取过程中的氧化作用,使油脂的氧化

稳定性较差, 60 时氧化诱导期仅为 45 h。与传统

的溶剂法相比,超临界 CO 2萃取具有很大的优势。

3  结论
( 1) 通过正交实验得出最佳工艺条件为: 海鞘干

粉粉碎至 40~ 60 目, 萃取温度 50 , 压力 20 MPa,

夹带剂乙酸乙酯体积 ( mL ) /柄海鞘干粉质量 ( g )为

1: 2,萃取时间 2 h。在此条件下进行提取, 脂肪酸的

产率为 19. 5%。

( 2) 对提取的脂肪酸进行脂肪酸分析, 多不饱和

脂肪酸质量分数为 75. 77% , 其中 EPA 和 DHA 的质

量分数之和占脂肪酸总量的 19. 47%。

( 3) 所得脂肪酸与溶剂法的产品相比,产品色泽

浅, 杂质含量低。
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Abstract: The effects o f temperature, pH , time and metal ion on chitosanase activity from non heading

Chinese cabbage ( Brass ica campestr is L . ssp. chinensis ( L . ) Makino) leaves w ere investig ated. T he results

show that the optima l temperatur e and pH are 45 and 5. 5 in degr ading chit osan respect ively. O therw ise,

analysis o f thin board chromato gr aph revealed t hat cht iosan w as decomposed into chito oligo saccharedes by

chit osanase.
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Abstract: Polyunsatur ated fatty acid ( PUFA ) is ex tr act ed from dry pow der o f S ty ela clava w ith super

cr itical fluid CO2 . T he ex tr act ion process is st udied through o rthogonal experiment and the optimization is lis

ted as follows: S . clava has been ex tracted w ith SPF CO 2 at 20 Mpa pressure, 50 , fo r 2 h, and weight ratio

of S. clav a: v olume of ethy l acetat e is 1: 2, and the y ield is 19. 5% . According to the analysis o f GC, t he con

tent of PUFA in the product is 75. 77% , and the content sum o f EPA and DHA is 19. 47% .
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