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摘要：旨在探索芝麻油脱臭馏出物中植物甾醇的两种提取方

法，在单因素试验基础上采用正交试验优化得到溶剂法提取

最佳工艺条件为：皂 化 时 间３．５ｈ，皂 化 温 度８０℃，加 碱 量

８．５ｍＬ／０．５ｇ，使 用 此 优 化 工 艺 参 数，测 得 甾 醇 总 含 量 为

８．４２％；超临 界 ＣＯ２法 提 取 最 佳 工 艺 条 件 为：ＣＯ２流 量２０
Ｌ／ｈ，萃取时间３ｈ，萃取 压 力２５ＭＰａ，萃 取 温 度５０℃，该 条

件下甾醇提取率可达７３．２５％。两种方法从得率上和操作上

相比较，超临界ＣＯ２萃取法优于溶剂法。
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植物甾醇是一种重要的生理活性物质，对人的生理作用

非常有益，它是植物油中一种重要的不皂化物。脱臭馏出物

中含１０％～３０％的不皂化 物，其 中４０％左 右 为 甾 醇［１－３］，因

此多从脱臭馏出 物 中 提 取 甾 醇。常 规 的 化 学 提 取 方 法 虽 设

备简单，但 耗 费 溶 剂 量 大，生 产 废 料 多，能 量 消 耗 大；新 型 超

临界流体萃取法，环保干净，提取率高，但很多分子结构比较

接近的物质会同时被萃取 出 来，造 成 产 品 纯 度 低［４－７］。本 研

究拟针对以上两种 方 法 缺 点，以 芝 麻 油 脱 臭 馏 出 物 为 原 料，

参照前人［８，９］研究的结果，在单因素试验的基础上，采用正交

方法分别对溶剂法和 超 临 界ＣＯ２法 两 种 方 法 进 行 了 工 艺 优

化，使其更能广泛应 用 于 生 产 上 和 实 验 室 研 究 中，也 以 期 为

芝麻油脱臭馏出物的 开 发 利 用 以 及 植 物 甾 醇 的 生 产 加 工 提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　主要仪器设备

超临界ＣＯ２设备：Ｈｅｌｉｘ－７４０９型，美国应用分离公司；

气相色谱—质 谱 联 用 仪：７８９０Ａ－５９７５Ｃ型，美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ

公司；

分析天平：ＡＬ２０４型，梅 特 勒—托 利 多 仪 器（上 海）有 限

公司；

可见分光光度计：７２２Ｎ型，上海精科公司；

循环水式多用真 空 泵：ＳＨＺ－ＤⅢ型，巩 义 予 华 有 限 责 任

公司；

旋转蒸发器：ＲＥ－５２Ａ型，上海亚荣生化仪器厂；

恒温干燥箱：ＸＭＴＤ－８２２２型，上海精宏设备有限公司；

恒温水浴锅：ＸＭＴＥ－８１１２型，北京市永光明医疗厂。

１．１．２　试剂

氢氧化钾、石油醚：分析纯，天津市凯通化学试剂有限公

司；

无水乙醇：分析纯，天津市瑞金特化学品有限公司；

正己烷：分析纯，天津市富宇精细化工有限公司；

谷甾醇：纯度＞７５％，Ａｌａｄｄｉｎ－阿拉丁试剂（上海）有限公

司；
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１．２　溶剂法提取单因素试验

（１）皂化时间对甾醇提取率的影 响：在 皂 化 温 度８５℃，

加碱量７．５ｍＬ／０．５ｇ，皂 化 时 间１．５，２．０，２．５，３．０，３．５，４

．５ｈ下考察皂化时间对甾醇提取率的影响。

（２）皂化温度对甾醇提取率的影响：在皂化 时 间３．５ｈ，

加碱量７．５ｍＬ／０．５ｇ，皂化温度６５，７０，７５，８５，９０，９５℃下考

察皂化温度对甾醇提取率的影响。

（３）加碱量对甾醇提取率的影响：在皂化时 间３．５ｈ，皂

化温度８５℃，加 碱 量５．０，６．５，７．５，８．５，１０．０ｍＬ／０．５ｇ下

考察加碱量对甾醇提取率的影响。

单因素试验采用以下试验操作进行，以植物甾醇质量浓

度为考察指标，每次试验做３次平行试验，结果取平均值。

试验操作：准确称取０．５ｇ脱臭馏出物于锥形瓶中，加入

一定量２ｍｏｌ／Ｌ　ＫＯＨ—无 水 乙 醇 溶 液，剧 烈 振 摇。在 一 定

的温度下进行水浴皂化，皂化时间到达后加入５ｍＬ蒸馏水，

使其停止皂化，取出锥形瓶，冷却至室温，加入５ｍＬ正己烷，

进行萃取，避免剧烈 摇 晃 而 致 使 乳 化，用 同 样 量 正 己 烷 同 样

步骤萃取３次。

合并３次萃取 液，加 蒸 馏 水 水 洗 至 中 性，加 入 一 定 的 无

水硫酸钠，放置一段 时 间 除 出 残 留 水 分，将 萃 取 液 倒 入 圆 底

烧瓶中，旋蒸除去溶剂［１０－１２］。用少量无水乙醇 复 溶，转 移 到

１００ｍＬ容量瓶中，定容。

用移液枪取出２ｍＬ于 玻 璃 试 管 中，再 各 加 入２ｍＬ无

水乙醇和２ｍＬ显色剂，在涡旋混合器上涡旋３０ｓ，静 置，显

色１５ｍｉｎ后测吸光度。吸光度测定借鉴参考文献［９］。

１．３　超临界ＣＯ２法提取

１．３．１　工艺流程

芝麻油脱臭馏出物→称 量 上 样→超 临 界ＣＯ２ 动 静 态 结

合萃取→馏出物萃取率分析

１．３．２　植物甾醇萃取率计算　按式（１）进行。

萃取率 ＝
萃取前重量－萃取后重量

样品重量 ×１００％ （１）

１．３．３　萃取法单因素试验设计　在ＣＯ２流量为２０Ｌ／ｈ，萃

取压力为２５ＭＰａ，萃取温度为５０℃，萃取时间为２．５ｈ的基

础上从ＣＯ２流量、萃取 压 力、萃 取 温 度 和 萃 取 时 间４个 因 素

去考查对甾醇提取率的影响［８］，各因素水平见表１。

表１　ＳＣＦ－ＣＯ２萃取试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　１　ＳＣＦ－ＣＯ２ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｌｅｖｅｌ　ｔａｂｌｅ

因素

水平

Ａ　ＣＯ２流量／

（Ｌ·ｈ－１）

Ｂ萃取

压力／ＭＰａ

Ｃ萃取

温度／℃

Ｄ萃取

时间／ｈ

１　 １５　 １５　 ４０　 １．５

２　 ２０　 ２０　 ４５　 ２．０

３　 ２５　 ２５　 ５０　 ２．５

４　 ３０　 ３０　 ５５　 ３．０

５　 ３５　 ３５　 ６０　 ３．５

１．３．４　气质色谱分析条件

（１）色谱条件：ＨＰ－５毛 细 管 色 谱 柱（３０ｍ×２５０μｍ×０

．２５μｍ）；进样口温 度２８０℃；不 分 流；流 速１．２ｍＬ／ｍｉｎ；升

温程序：９０℃保 持１ｍｉｎ，以３０℃／ｍｉｎ的 速 率 升 温 至２７０

℃，保持１ｍｉｎ，以３℃／ｍｉｎ的 速 率 升 温 至３００℃，保 持１２

ｍｉｎ；进样量１μＬ。

（２）ＭＳ条件：传输 线 温 度２５０℃，离 子 源 温 度２２０℃，

离子化 模 式 为ＥＩ，电 子 能 量７０ｅＶ，分 子 离 子 碎 片 扫 描 范 围

（ｍ／ｚ）５０～６５０。

２　结果与分析

２．１　溶剂法提取甾醇条件的选择

２．１．１　皂化时间对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图１可 知，随 皂 化

时间的延长甾醇得率提高，当皂化时 间 为３．５ｈ时 甾 醇 得 率

最高，为７．１１％，但是皂化时间过长得率又会降低，因为皂化

时间过长时会发生其他化学反应，溶出的物质与萃取剂渐渐

结合，一方面 影 响 甾 醇 的 纯 度，另 一 方 面 使 最 终 结 果 偏 低。

而皂化时间过短时，皂 化 会 不 完 全，甾 醇 不 能 从 脱 臭 馏 出 物

中完全脱离出来，并 且 游 离 脂 肪 酸、甘 油 酯 等 能 溶 解 于 正 己

烷使样品量偏高，从而使总甾醇含量较低。
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图１　皂化时间对总甾醇含量的影响
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ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｓｔｅｒｏｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ

２．１．２　皂化温度对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图２可 知，随 皂 化

温度的升高甾醇得率 增 加，从６５℃到７５℃变 化 幅 度 较 小，

７５℃到８５℃变化幅度较大，当温度达到８５℃时得到的甾醇

最多，温度继续升高时甾醇含量降低，且降低速度较快，幅度

较大，皂化温度的影响和皂化时间的影响相似。这可能是由

于温度较低时物质 活 性 低，不 能 皂 化 完 全，皂 化 后 溶 液 颜 色

加深，呈 深 褐 色，萃 取 时 溶 剂 的 颜 色 也 很 深，为 黄 褐 色，杂 质

进入甾醇中 使 结 果 偏 低；温 度 过 高 时 又 可 能 使 甾 醇 发 生 氧

化，总甾醇含量减少。

２．１．３　碱液量对甾 醇 提 取 的 影 响　由 图３可 知，随 加 碱 量

的增加总甾醇量增多，加 碱 量 为５．０，６．５ｍＬ／０．５ｇ时 差 别

不大，加碱量从６．５ｍＬ／０．５ｇ到８．５ｍＬ／０．５ｇ时甾醇得率

增高较快，加碱量为１０ｍＬ／０．５ｇ比加碱量为８．５ｍＬ／０．５ｇ
得 到的甾醇还要少一些，这是因为加碱量过少时不能使脱臭
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图２　皂化温度对总甾醇含量的影响
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图３　加碱液量对总甾醇含量的影响
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馏出物中的甾醇完 全 脱 离 出 来，甾 醇 得 率 较 低，若 加 碱 量 太

高，甾醇损失也 较 多。为 避 免 试 剂 的 浪 费 和 提 高 产 率，应 将

料液比定为８．５ｍＬ／０．５ｇ。

２．２　溶剂法正交试验优化结果

在单因素试验基础上，对皂化时间、皂化温度、碱液量进

行三因素三水平正交试验设计，设计与结果见表２。

由表３可知，各因素对甾醇提取率影响的先后顺序：Ａ＞

Ｃ＞Ｂ，最优组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２，而９组试验最佳 结 果 是８．５８％，

其组 合 为 Ａ２Ｂ１Ｃ２ 总 甾 醇 含 量 能 达 到８．５８％，提 取 率 为

２７．１６％，对组 合 Ａ２Ｂ２Ｃ２ 进 行 验 证 其 总 甾 醇 含 量 能 达 到

８．６３％，提取率为２７．３２％，考 虑 到 降 低 热 量 消 耗，同 时 提 取

结果 又 相 对 比 较 好，所 以 提 取 甾 醇 的 最 佳 条 件 为 组 合 Ａ２Ｂ１

Ｃ２：皂化时间３．５ｈ，皂化温度８０℃，加碱量８．５ｍＬ。

表２　溶剂法正交Ｌ９（３３）试验因素水平

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　Ｌ９（３３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｔｅｓｔ　ｆａｃｔｏｒｓ

水平 Ａ时间／ｈ　 Ｂ温度／℃ Ｃ加碱量／ｍＬ

１　 ３．０　 ８０　 ７．５

２　 ３．５　 ８５　 ８．５

３　 ４．０　 ９０　 ９．５

表３　溶剂法正交Ｌ９（３３）试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ

Ｌ９（３３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ（空白）
甾醇总

含量／％

１　 １　 １　 １　 １　 ２．９５

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ３．８７

３　 １　 ３　 ３　 ３　 １．４５

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ８．５８

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ７．５８

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ４．５４

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ２．７１

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ５．１８

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５．０１

ｋ１


２．７６　 ４．７５　 ４．２２　 ５．１８

ｋ２ ６．９　 ５．５４　 ５．８２　 ３．７１

ｋ３ ４．３　 ３．６７　 ３．９１　 ５．０７

极差Ｒ　 ４．１４　 １．８８　 １．９１　 １．４７

　　时间越长、温度越高、碱液量越多，但甾醇得率不一定越

好，因为这些条件的 提 高 可 能 会 使 原 料 发 生 变 化，部 分 杂 质

溶解在萃取剂中被 萃 取 出 来，使 甾 醇 的 纯 度 降 低，同 时 降 低

了总甾醇含量。

２．３　超临界ＣＯ２法提取甾醇条件选择

２．３．１　萃取压力对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图４可 知，随 着 萃

取压力的不断升高，甾 醇 提 取 率 先 增 高 后 降 低，在 萃 取 压 力

为２５ＭＰａ时，甾醇提取率最高，然后随着压力的增加，提取

率反而下降，故选取萃取压力２５ＭＰａ。
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图４　萃取压力对甾醇提取率的影响
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２．３．２　萃取时间对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图５可 知，在 萃 取

压力、温度和ＣＯ２流 量 一 定 的 条 件 下，随 着 萃 取 时 间 的 延 长

甾醇萃取率有明显增高的趋势，超过３ｈ，提取率开始下降。

２．３．３　ＣＯ２流 量 对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图６可 知，随 着
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图５　萃取时间对甾醇提取率的影响
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图６　ＣＯ２流量对甾醇提取的影响
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ＣＯ２流量的变化，甾 醇 萃 取 随 之 有 明 显 的 变 化，流 量 大 于２０

Ｌ／ｈ时，随着ＣＯ２流量的增加呈下降趋势，ＣＯ２流量大 时 流 速

大，会有部分物料随 着ＣＯ２带 出，从 而 导 致 物 料 中 甾 醇 的 部

分损失，所以ＣＯ２的流量不能过大。

２．３．４　萃取温度对 甾 醇 提 取 的 影 响　由 图７可 知，在 相 同

压力下，随着温度的不断 升 高，ＣＯ２溶 解 能 力 先 升 高 后 降 低，

萃取温度为５０℃时，甾醇提取率达最大值。温度继续升高，

ＣＯ２溶解能力反而变小。
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图７　萃取温度对甾醇提取率影响
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２．４　超临界萃取法正交试验结果与分析

超临界ＣＯ２萃取法正交因素水平和结果见表４、５。

表４　超临界ＣＯ２萃取正交Ｌ９（３４）

试验因素水平

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　Ｌ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｔｅｓｔ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ

ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ　ＣＯ２ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

水平
Ａ压力／

ＭＰａ

Ｂ时间／

ｈ

Ｃ　ＣＯ２流量／

（Ｌ·ｈ－１）

Ｄ萃取

温度／℃

１　 ２０　 ２．５　 １５　 ４５

２　 ２５　 ３．０　 ２０　 ５０

３　 ３０　 ３．５　 ２５　 ５５

表５　超过临界ＣＯ２萃取正交Ｌ９（３４）

试验结果与分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　Ｌ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ

ｆｏｒ　ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌ　ＣＯ２ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
甾醇提

取率／％

１　 １　 １　 １　 １　 ４９．７１

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ５３．２８

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ６９．４６

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ７２．６９

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ６５．３５

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ５８．０４

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ７０．４１

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ６４．８５

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５０．０６

ｋ１


５７．４８　 ６４．２７　 ５７．５３　 ５５．０４

ｋ２ ６５．３６　 ６１．１６　 ５８．６８　 ６０．５８

ｋ３ ６１．７７　 ５９．１９　 ６８．４１　 ６９．００

极差Ｒ　 ７．８８　 ５．０８　 １０．８７　 １３．９６

由表５可知，各因素甾醇的提取率影响的主次顺序为：Ｄ

＞Ｃ＞Ａ＞Ｂ，最佳水平组合为Ａ２Ｂ１Ｃ３Ｄ３，对其进行验证并与

组合 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３进 行 比 较，结 果 为 甾 醇 提 取 率 分 别 为７３

．２５％和７２．６９％，故 超 临 界ＣＯ２最 佳 提 取 条 件 为：压 力２５

ＭＰａ，时间为２．５ｈ，ＣＯ２流量为２５Ｌ／ｈ，温度为５５℃。

２．５　芝麻油脱臭馏出物中甾醇的组成测定

色谱分析结 果 见 图８，３个 主 峰 依 次 为 菜 油 甾 醇、豆 甾

醇、谷甾醇。菜油甾 醇 前 面 那 个 小 峰 为 菜 籽 甾 醇，采 用 面 积

归一化方法，测定了 各 甾 醇 组 分 的 质 量 分 数，结 果 为 菜 油 甾

醇、豆甾醇、谷甾醇、菜籽甾醇含量分别为１９．３２％，１９．１６％，

４２．４０％，１．４０％，甾醇纯度为８２．２８％。

３　结论

从芝 麻 油 脱 臭 馏 出 物 中 提 取 植 物 甾 醇 其 溶 剂 法 的 优 化

工艺条 件 为：皂 化 时 间３．５ｈ，皂 化 温 度８０ ℃，加 碱 量８

．５ｍＬ／０．５ｇ；超临界ＣＯ２萃 取 法 优 化 工 艺 条 件 为：压 力２５

ＭＰａ，时间２．５ｈ，ＣＯ２流 量２５Ｌ／ｈ，温 度５５℃，此 条 件 下 产

品的纯度为８２．２８％。
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图８　甾醇气质色谱

Ｆｉｇｕｒｅ　８　ＧＣ—ＭＳ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ　ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ

　　溶剂法每个操作过程会一定程度造成甾醇含量的损失，

从试验结果也验证了 溶 剂 法 提 取 效 果 不 如 超 临 界ＣＯ２萃 取

法，但ＳＣＦ—ＣＯ２法应 用 成 本 比 溶 剂 法 高，能 否 降 低 使 用 成

本将直接影响其在工业生产中的广泛应用，未来将会尝试用

夹带剂对超临界萃 取 过 程 进 行 强 化，进 一 步 缩 短 萃 取 时 间，

降低操作压力，降低其应用成本。
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在 12 月 18 日 结 束 的 第 25 届 中 美 商 贸 联 委 会 全 体

会议成果丰硕，中美就一系列问题达成共识。涉及民生方

面，中美同意加强在食品安全领域的合作，互派 食品 安 全

检查员。

中国商务部部长助理张向晨在 商 贸 联委 会 全 体会 议

结束后的记者会上说，中美两国欢迎本国和外国投资者对

基础设施领域进行商业投资，将扩大在服务贸易领域的合

作。 中美同意扩大在气候和清洁能源方面的合作。 2015 年

4 月份，美国商务部长普里茨克和能源部长莫尼兹将率美

国商业代表团访华，推进双方在这一领域的合作。

同时，中美将继续在《联合国反腐败公约》等多边框架

下，加强反腐败和反贿赂的交流与合作。

作为会议成果的一部分，美方承诺促进和便利高技术

产品对中国民用用户和民用用途出口。对于中方提出的深

水油气勘探设备等民用高技术贸易个案，美方将积极考虑

向其中部分产品发放许可证。 美方将不会基于国别，对律

师事务所或律师执业资格申请人进行歧视。中美双方同意

将在 2014 年至 2015 年度出口季节实现双向苹果贸易。

中方表示将加快推进药 品 医疗 器 械 审评 审 批 制度 改

革，在符合对产品安全、有效评价要求的基础上，尽量减少

不必要的临床试验，提高审评速度；重申在 反 垄断 执 法 过

程中平等对待各类市场主体，外国法律顾问可以旁听当事

人与反垄断执法机构的会议。中方将进一步扩大服务业对

外开放；在商贸联委会农业工作组框架下与美方开展农业

创新战略对话；修改完善政府采购本国货物管理相关暂行

办法。

美 国 商 务 部 长 普 里 茨 克 在 商 贸 联 委 会 结 束 后 回 答

记 者 提 问 时 说，本 次 中 美 商 贸 联 委 会 会 议 取 得 了 几 十 项

成 果。 普 里茨 克 对 中美 就 竞 争和 反 垄 断达 成 的 共识 尤 其

满意。

普里茨克说，本次会议中美双方在许多领域取得了一

定进展。虽然还有问题没有解决，还有挑战需要应对，但是

中美双方一直就此保持接触，合作和交流，这 正 是两 国 关

系成熟的体现。

（来源：www.cifst.org.cn）

中美将在食品安全等领域加强合作
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