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摘　要 :采用 L9 (3
4 )正交实验与单因素实验相结合的方法 ,考察了萃取温度、压力、CO2 流量、时间等对超临界 CO2 萃

取枸杞籽油出油率的影响 ,优化了枸杞籽油的萃取工艺 ,得出最佳工艺条件 :温度 45℃,流量 30L /h,压力 30MPa,提取

时间 60m in,在最佳工艺条件下枸杞籽油出油率为 18186%。采用 HPLC- APC I- MS柱前衍生法分析了枸杞籽油的组

成 ,测得枸杞籽油中不饱和脂肪酸占 89101% ,其中亚油酸与油酸含量最高 ,分别占 63105%和 21113%。
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　　枸杞是茄科植物枸杞 (L ycium barbarum )的成熟

干燥果实 [ 1 ]
,现宁夏、青海、山东、河南等地都有种植。

1988年我国卫生部正式公布枸杞既是食品又是药

品。枸杞在祖国传统医学中具有重要的地位 ,其药

用价值备受历代医家的推崇。枸杞籽为枸杞加工中

的副产品 ,占整粒的 3% ,加工 1 t鲜果可得枸杞籽

30kg。枸杞籽油系枸杞籽经压榨或萃取等方法精制

而成 ,油中含有大量的不饱和脂肪酸、VE 及磷脂。枸

杞籽油除了有食用价值外 ,还有医疗保健作用 ,可以

用于对高血压、高血脂、动脉粥样硬化等心脑血管疾

病的辅助治疗 [ 2 ] 。超临界 CO2流体萃取 ( SFE- CO2 )

技术广泛应用于医药、食品、化工等领域。该工艺操

作方便 ,且 CO2无毒、无味、价廉易得、不易燃 ,既可以

保证提取的天然产物中无溶剂残留 ,又可充分保持

其活性 [ 3 ] 。超临界萃取籽油的报道已经很多 ,但对枸

杞籽油的提取研究报道很少 ,主要集中在理论数值

模拟 [ 4 ]与简单的单因素实验研究等方面 [ 5- 6 ]
,而通过

正交实验优化枸杞籽油的超临界 CO2 萃取工艺的研

究未见报道。本实验对影响枸杞籽油的超临界萃取

的主要因素进行研究 ,并通过正交实验对萃取工艺

进行了优化 ,得到超临界萃取柴达木枸杞籽油的最

佳工艺。脂肪酸分析方法已有大量报道 ,最常见的

是 GC-MS法。但由于脂肪酸在紫外 -可见光区吸收

较弱 ,光度法难以准确测定 ,国外陆续报道了具有较

高灵敏度的高效液相色谱荧光检测法 ( HPLC -

FLD ) ,荧光试剂主要有溴代香豆素类化合物 [ 7 ]和重

氮甲烷类 [ 8 ]化合物。然而这些化合物不稳定 ,本实验

采用自制的新型荧光试剂 1, 2 -苯并 - 3, 4 -二氢咔

唑 - 9-乙基对甲苯磺酸酯 (BDETS) [ 9 ]作为衍生化试

剂 ,以 N , N -二甲基甲酰胺 (DMF)作溶剂 ,在 90℃条
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件下以 K2 CO3作催化剂 ,可获得稳定的荧光产物。采

用梯度洗脱实现了枸杞籽油中脂肪酸衍生物的基线

分离 ,并对籽油组成进行了分析。

1　材料与方法
111　材料与仪器

枸杞籽 　柴达木枸杞榨汁后分离出来 ,晾干 ,粉

碎后过筛 ; CO2 　纯度为 99199% ; 水 　为 M illi - Q

Gradient去离子水 ; 1, 2 -苯并 - 3, 4 -二氢咔唑 - 9 -乙

基对甲苯磺酸酯 (BCETS) 　自制 ;乙腈 　色谱纯 ,德

国 Merck公司 ; N , N -二甲基甲酰胺 (DMF) 　经减压

蒸馏后使用。

超临界萃取装置 　型号 : HA221- 50- 06,江苏南

通华安超临界萃取有限公司 ;粉碎机 　9FZ- 19型齿

爪式粉碎机 ,四川省井研县永兴机械厂 ;土壤分析筛

　南京土壤仪器厂 ; Agilent1100型高效液相色谱 -质

谱联用仪 　Agilent公司 ,配备四元梯度泵 ; Elip se

XDB - C8色谱柱 　416 ×150mm , 5μm , Agilent公司 ;

Agilent 1100 Series LC /MSD Trap　配备大气压化学

电离源 (APC I)在线真空脱气机 ,荧光检测器 , 100位

自动进样器。

112　实验方法
11211　超临界提取 　称取枸杞籽 400g,装入 2L萃取

釜内进行超临界 CO2 萃取 ,打开 CO2 贮气罐 ,对萃取

釜进行加压 ,当萃取釜压力达到所需压强时 ,打开控

制分离釜 I和分离釜 II压力的阀门 ,分别调整分离

釜 I的压力为 5～7MPa,分离釜 II的压力为 4～5MPa,

同时调节 CO2 流量 ,保持温度和压力 ,每隔 15m in收

集一次萃取物 ,称重 ,计算出油率。

出油率 =
萃取所得籽油重量 ( g)
萃取所用原料的重量 ( g)

×100%

11212　正交实验设计　温度、压力、CO2 流量、时间、粒

径是超临界萃取主要影响因素。本文首先通过粒径单

因素实验确定最佳粒径 ,然后选取温度、压力、CO2 流

量、时间作为影响因素 ,利用 L9 (3
4 )的正交表设计正

交实验 ,然后确定最佳工艺 (因素及水平表见表 1) ,共

完成 9组实验 ,每组实验重复 3次取平均值。

表 1　正交实验因素水平表

水平
因素

A温度
(℃)

B CO2 流量
(L /h)

C压力
(MPa)

D时间
(m in)

1 40 20 20 20

2 45 30 25 40

3 50 40 30 60

11213　枸杞籽油的分析 　利用本课题组合成的荧光

衍生试剂 1, 2-苯并 - 3, 4-二氢咔唑 - 9 -乙基对甲苯

磺酸酯 (BDETS)作为脂肪酸柱前衍生化试剂 ,采用

HPLC- APC I- MS法对枸杞籽油中脂肪酸进行分析。

脂肪酸皂化处理 :取 100mg枸杞籽油于具塞试

管中 ,加入 110mL 2mol/L KOH的乙醇溶液 ,充氮密

封后 ,在 100℃水浴反应 015h,取出冷却至室温。滴

加 210mol/L HCl至 pH210,加入 500μL正己烷超声处

理 2m in,静止分层 ,用注射器吸掉水层后 ,用去离子

水洗至 pH710。氮气吹干 ,残余物重新溶解在 500μL

的乙腈中。

脂肪酸的衍生如图 1所示 ,向盛有 10mg无水

K2 CO3 催化剂的 2mL 安培瓶中依次加入 180μL

DMF, 50μL混合脂肪酸的提取样 , 120μL衍生试剂溶

液 (510 ×10
- 3

mol/L ) ,封口后于 90℃恒温水浴下振荡

反应 45m in,取出放冷后 ,加入 1000μL 乙腈水溶液

(CH3 CN /H2 O , 1∶1, V /V )稀释后进样 10μL分析。

图 1　BDETS与脂肪酸衍生过程

Elip se XDB - C8 ( 416 ×150mm , 5μm , Agilent公

司 )梯度洗脱 : A流动相 : 50%乙腈水溶液 , B流动相 :

100%乙腈。0到 50m in,从 A变到 B ,然后运行 B流

动相 10m in。检测波长 :激发 : 279nm ,发射 : 380nm。

大气压化学电离源 ,正离子模式 ,雾化气 : 60p si,干燥

温度 350℃,气化温度 450℃。

脂肪酸的含量确定方法 :采用面积归一化方法

(以峰值面积的百分比表示 ) ,计算各组分物质的量百

分比。脂肪酸的衍生物通过柱后在线 APC I- MS/MS

鉴定 [ 10 ] 。

2　结果与讨论
211　超临界 CO 2 萃取枸杞籽油工艺的确定
21111　粒径对出油率的影响 　物料粒径对超临界流

体萃取的影响主要体现在以下三个方面 :有效传质

面积、颗粒床层的空隙率和超临界流体的渗透力。

减小颗粒粒度将会增大颗粒群的比表面积 ,且超临

界流体容易渗透到颗粒内部 ,有利于提高出油率。

但粒度太小 ,颗粒间的接触面积将大大增加 ,致使有

效传质面积降低 ,出油率降低 ;同时由于颗粒床层空

隙率降低 ,将产生严重的“沟流 ”现象 ,对萃取操作极

为不利。不同粒径得到的出油率见图 2。可以看出 ,

粒径从 20～60目出油率逐渐增加 ,但从 60～100目出

油率变化很小 ,而且当粒径小于 60目时筛选比较困

难 ,因此 ,我们选择粉碎粒径为 60 目进行以后的

实验。

图 2　粒径对出油率的影响

21112　萃取时间对出油率的影响 　时间单因素实验

结果见图 3,可以看出 ,枸杞籽油的出油率随萃取时

间的延长而增加 ,但当时间延长至 40m in时 ,出油率

增加幅度明显减小 ,当时间延长至 60m in时 ,出油率

增加幅度变得更小 ,萃取时间超过 60m in出油率增

长不明显。考虑到效率及成本等因素 ,正交实验时

间范围选择在 60m in以内。

21113　正交实验优化工艺 　根据 L9 (3
4 )的正交表设

计的正交实验进行四因素三水平的实验 ,结果如表 2。
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表 4　枸杞籽油中各种脂肪酸含量

峰号 脂肪酸 保留时间 (m in) 峰面积 碎片离子峰 特征离子峰 百分含量 ( % )

1 α-亚麻酸 44186 74819 52117 26411, 246 1101

2 γ-亚麻酸 45123 196010 52117 26411, 246 2182

3 棕榈油酸 46169 34112 49716 26411, 246 0149

4 亚油酸 47135 4382416 52317 26411, 246 63105

5 软质酸 49128 510016 49916 26411, 246 7134

6 油酸 49175 1468818 52517 26411, 246 21113

7 硬脂酸 51195 244214 52716 26411, 246 3150

8 花生烯酸 54138 39613 55517 26411, 246 0157

图 3　萃取时间对出油率的影响

表 2　正交实验结果及数据分析

实验号 A B C D 出油率 ( % )

1 1 1 1 1 7194
2 1 2 2 2 13143
3 1 3 3 3 18174
4 2 1 2 3 17111
5 2 2 3 1 17166
6 2 3 1 2 15152
7 3 1 3 2 18156
8 3 2 1 3 15159
9 3 3 2 1 12102
k1 13137 14154 13101 12154
k2 16176 15156 14119 15184
k3 15139 15143 18132 17114
R 3139 11020 5131 4160

　　从表 3方差分析可知 ,压力的差异最大 ,呈显著

水平 ( P < 0105) ,而温度、流量、时间在选定的实验范

围内未呈现显著水平 ,因此压力是影响出油率的最

主要因素 ,温度、流量、时间对出油率影响相对较小 ,

而通过对各个因素的极差分析得出 ,各因素对出油

率的影响程度从高到低依次为 :压力 >时间 >温度

>流量。由表 2可知 ,当萃取温度在 45℃时候出油

率达到最高值 ,当温度再升高时出油率减小 ,因为低

于 45℃时 ,温度的升高使得物质在超临界 CO2 中的

溶解度增高 ;但是当温度继续升高时 , CO2 的密度降

低 ,其溶解能力相应降低 ,使得枸杞籽油出油率下

降 ,因此最佳萃取温度为 45℃。当流量在 30L /h时

出油率最高 ,当流量再增大时出油率降低 ,因此最佳

萃取流量为 30L / h。枸杞籽油的出油率随萃取时间的

延长而增加 ,但当时间延长至 40m in时油的出油率增

加幅度减小 ,在工业生产中考虑到效率和成本因素 ,应

选择 60m in。当压力从 20MPa升高到 30MPa时 ,出油

率一直升高 ,从 13101%增至 18132% ,因为萃取压力增

加 ,使超临界 CO2 的密度增大 ,籽油溶解度增大 ,有利

于油的萃取。但当压力较高时 ,动力消耗必然增加 ,同

时也增加了不安全因素 ,因此在萃取的过程中选择的

最终萃取压力为 30MPa。由以上分析得出最佳提取工

艺 ,即温度 45℃,流量 30L / h,压力 30MPa,萃取时间

60m in,在最佳萃取条件下出油率为 18186%。

表 3　正交实验方差分析

方差来源
离差平方和

SS
自由度

df
均方

S
F值 P值

A 171481 2 81741 91413 01096 > 0105
C 461579 2 231289 251082 01038 > 0105
D 331805 2 161903 181203 01052 > 0105

误差 11857 2 01929 - -

212　枸杞籽油的组成分析
质谱数据表明 ,所有的枸杞籽油衍生物表现出

强烈的分子离子峰 ,其质量数为 m / z [MH ]
+

,分子

离子碰撞裂解后产生的 m / z 246和 26411碎片峰为

衍生试剂分子的母核结构的特征峰 (见图 4) ,其中

m / z 26411为脂肪酸衍生物裂解的特有离子峰。图 5

为籽油的衍生物色谱分离图 ,通过柱后在线质谱鉴

定 ,在色谱图中前 40m in没有出现脂肪酸衍生物的

色谱峰 , 40～60m in内出现的为脂肪酸衍生物的色谱

峰 ,故对色谱窗口 40～60m in内对荧光相应信号作面

积归一化 ,得到各个峰的面积以及相对百分含量 ,柴

达木枸杞籽油中脂肪酸组成见表 4。柴达木枸杞籽

油中含有 8 种脂肪酸 , 其中不饱和脂肪酸占

89101% ,其中亚油酸 ( C18∶2 )与油酸 ( C18∶1 )含量最高 ,

分别为 63105%和 21113%。不同产地的枸杞籽油分

析见表 5,数据表明不同产区枸杞籽中都含有大量的

不饱和脂肪酸 ,主要为亚油酸 ( C18∶2 )和油酸 ( C18∶1 )。

宁夏枸杞籽油中含有 6 种脂肪酸 ,柴达木枸杞籽中

比宁夏枸杞籽中多检出α-亚麻酸 (C18∶3 )和软脂酸两

种脂肪酸 ,其含量分别为 1101%和 7134%。

图 4　脂肪酸与 BDETS衍生物的质谱裂解模式

3　结论
本研究通过正交实验对超临界萃取柴达木枸杞

籽油提取工艺进行了优化 ,得到了高效、充分、快速

的最佳萃取工艺 :粒径 60目 ,温度 50℃,流量 30L /h,

压力 30MPa,提取时间 60m in。最佳提取条件下出油

率为 18186%。通过 HPLC- APC I- MS柱前衍生法分

　　　　　 (下转第 263页 )
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图 10　超声提取温度和时间对三萜提取率影响的响应面图

提取含量为 476μg /g (干重 )。

为验证响应面法的可靠性 ,根据上述得到的最

佳提取条件进行提取的验证实验 ,最终得到三萜实

际提取率为 469μg/ g,与理论值相差 017μg/ g,因此 ,

响应面法对灵武长枣三萜类化合物提取条件的优化

是可行的 ,具有实际的应用价值。

3　结论
根据单因素实验和响应面分析法研究显示 ,超声波

提取灵武长枣三萜类化合物的最佳工艺条件为 :提取溶

剂为 80%的乙醇 ,预浸时间为 20m in,液固比 28∶1,超声

波功率为 400W、超声提取温度 65℃、时间 22m in,提取 2

次。最佳工艺条件下的验证实验表明 :灵武长枣三萜类

化合物平均提取率可以达到 469μg/ g。
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图 5　枸杞籽油衍生物的色谱分离图

A:过量的衍生试剂 (苯并咔唑 - 9-乙氧基对甲苯磺酸酯 ) ;

B:副产物苯并咔唑 - 9-乙醇 ; C、D、E:未鉴定。

表 5　不同产地的枸杞籽油的组成对比分析

脂肪酸含量 ( % ) 柴达木枸杞 宁夏枸杞 [ 5 ] 宁夏枸杞 [ 6 ]

α-亚麻酸 1101 - -

γ-亚麻酸 2182 2180 3140

棕榈油酸 0149 6110 7130

亚油酸 63105 68130 67180

软质酸 7134 - -

油酸 21113 19110 16180

硬脂酸 3150 3100 3120

花生烯酸 0157 0168 1150

析了柴达木枸杞籽油的组成 ,其中不饱和脂肪酸占

89101% ,其中亚油酸 ( C18∶2 )与油酸 ( C18∶1 )含量最高 ,

分别为 63105%和 21113% ,检测出宁夏枸杞籽油中所

没有的两种脂肪酸α-亚麻酸 (C18∶3 )和软脂酸 ,其含

量分别为 1101%和 7134%。说明柴达木枸杞籽油是

一种较为理想的食用保健油 ,具有极大的开发价值。
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