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摘　要 : 初步探测了用尿素包合法从一种海洋微藻中提取出的脂肪中富集 16∶2 ,16∶3 ,18∶2 ,20∶5 (分别指碳和双

键数 ,16∶2指十六碳两双键)四种多不饱和脂肪酸 ( PU FAs)。海洋微藻富含 PU FAs ,实验研究得出用无水乙醚和

石油醚混合溶剂在体积比 1∶2、温度 20 ℃、提纯时间 5 h的实验条件下萃取海藻中的脂肪质量最高。皂化过程选取

甲醇作为溶剂要明显优于以乙醇作为溶剂的结果 ,实验确定采用 KOH2甲醇作为皂化试剂 ;研究了作为关键因素的

尿素在尿素包合过程中的影响 ,得出质量分数为 20 %的尿素试验提纯效果较好 ,富集所得的多不饱和脂肪酸总量

占脂肪酸的 89 %。
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引　言

研究[1 ] 表明 , PU FA ( Polyunsaturated Fatty

Acid)是人及动物生长发育所必需的脂肪酸[223 ]。

PU FAs目前主要从鱼油中提取 ,但其加工处理复杂

污染严重[4 ]。海藻作为 PU FAs的又一主要来源具

有很大的潜力 ,天然海藻资源丰富[5 ] ,而海洋微藻

约占海洋生物物种的 40186 %[3 ] ,微藻还可以通过

简单的营养素的培养 ,有生长周期短、收获快等优

点 ,而且可以通过生物工程方法和培养条件的控制

来提高其 PU FAs的含量。PU FAs的提取主要有低

温冷冻结晶法、尿素包合法、吸附分离法、分子蒸馏

法、脂肪酶提取法、膜分离法以及二氧化碳超临界萃

取法等[6 ]。目前报道的从海藻中提取 PU FAs主要

是利用二氧化碳超临界萃取。这一方法设备昂贵、

操作条件要求高、工业化困难。尿素包合法利用尿

素分子和一些直链分子 (如直链饱和脂肪酸及其酯

类)同时存在时 ,会形成内含直链分子的六方柱包合

物结构而结晶析出 ,当脂肪酸链中含有双键较多时 ,

使分子形状弯曲 ,造成体积很大而不易与尿素形成

此类包合物。本实验在已有多不饱和脂肪酸提纯的

基础上初步研究了采取尿素包合法利用海藻提取多

不饱和脂肪酸的工艺。

1　材料与方法

111　微藻细胞培养

微藻藻粉 　藻种 Nannochloropsis sp 获自中科

院水生生物所 (武汉) ,实验所用藻粉系由本实验室

自行培养。

培养条件　用 f/ 2培养基[7 ]在 215 L 气升式光

反应器内培养 ,光培养条件为光照度 60 (m - 2 s - 1) ,

培养温度 23 ℃,循环冷凝维持恒温培养 6 d ,收获藻

细胞离心 (3 000 r/ min ,30 min)后冻干 ,然后在 60 ℃

烘干至恒质量得干藻粉。

112　主要仪器和实验材料

Varian CP23800 气相色谱仪 , 瓦里安仪器公

司 ;AB1042N电子天平 , 上海 METTL ER TOL EDO

有限公司 ;十七碳酸甲酯标准品 , SIGMA公司。

113　实验方法

11311　微藻粗脂的提取 　由于微藻细胞和其他植

物细胞一样具有较厚的细胞壁 ,比较难破碎 ,酶溶或

超声波破碎的方法结果均不好 ,本实验采取研磨的

方法破碎 ,可以加入钢砂加强研磨的效果 ,在显微镜

下观察 ,大部分细胞被破碎。

藻粉经充分研磨后 ,加入无水乙醚和石油醚的

混合溶剂 (不同体积配比)粗提取粗脂 ,适当振荡混

匀。并且加入质量分数 10 %的 KOH沉淀藻细胞 ,

然后在 4 000 r/ min条件下离心 15 min取上层清液。



在 60 ℃水浴迅速蒸去多余的溶剂至溶液恒重。

11312　海藻混合脂肪酸的提取 　在蒸去多余溶剂

后的溶液中加入等体积饱和 KOH2甲醇溶液 (014

mol/ L ,加热使 KOH完全溶解)皂化 6 h或过夜 ,为

避免高温氧化 ,置于冷藏室进行。然后用 HCl稀溶

液 (商品浓盐酸与去离子水以体积比 9∶1稀释)调节

p H值至 1～2 ,再加入少量 H2O使溶液分层 ,离心分

离取上层油层。

11313　尿素包合富集海藻多不饱和脂肪酸 　配制

不同质量浓度的尿素2甲醇溶液 ,加入到混合脂肪酸

中 ,置冰箱冷冻层 ( - 20 ℃)形成包合物至不再有结

晶物析出 (2 h) 。水洗后离心得多不饱和脂肪酸粗

品。

11314　气相色谱( GC)分析脂肪酸含量　参照 Car2
reau等 (1978)的方法[8 ] ,以脂肪酸甲酯的正己烷浓

缩溶液上气相色谱测定。

气相色谱样品处理。取上述多不饱和脂肪酸粗

品 012 mL 加入 011 mL 17∶0 (表示十七碳 0个双键)

脂肪酸甲酯标准样品 ,上柱测定。

气相色谱条件。色谱柱为瓦里安 CP2sil 5 CB

毛细管柱 ,规格为 30 m×0125 mm×0125μm ;柱压

为 110 kPa) ;分流进样 ,分流进样体积比 30∶1 ,进样

量 01000 2 mL ;进样口温度 250 ℃;程序升温条件 :

初始温度 150 ℃,保留 1 min (升温速率 5 ℃/ min)至

220 ℃,再升温至 280 ℃(升温速率 20 ℃/ min) ,保留

15 min ;检测器采取 FID (氢火焰)检测器 ,检测温度

280 ℃。各气流速 :载气 N2 为 2 mL/ min , H2 为 30

mL/ min ,空气为 300 mL/ min。

2　结果与讨论

211　粗脂肪提纯中溶剂配比的选择

因 E. G. Bligh和 W.J . Dyer[9 ]的氯仿2甲醇提取
油脂的方法的剧毒性和难回收 ,实验采取乙醚和石

油醚混合溶剂提取粗脂。经实验发现脂肪的提取主

要受溶剂配比、温度、提取时间四个因子的影响 ,以

乙醚体积用量、石油醚体积用量、提取温度、提取时

间四因素三水平进行正交实验 ,确定实验最佳提取

工艺条件。实验安排如表 1所示。

从藻粉中提取出的粗脂越多 ,得到的蒸去多余

溶剂的溶液质量也越大 ,实验得正交表如表 2所示。

由正交实验结果 (见表 2)可见对提取影响最大

的为加入石油醚的体积 ,其次分别为加入乙醚的体

积、提取的温度、提取的时间。从实验结果可知当乙

表 1　L9 (34)正交实验安排

Table 1　Arrangement of L9 (34) orthogonal experiments

实验

水平

乙醚体

积/ mL

石油醚体

积/ mL

提取温

度/ ℃

提取时

间/ h

1 015 015 4 3

2 0175 0175 20 5

3 110 110 40 7

醚和石油醚的体积比为 1∶2、提取温度 20 ℃、提取时

间 5 h时为实验室粗油提取的最佳工艺条件。在此

条件下 ,仍取 011 g 同批藻粉做重复试验得提取后

质量为 01326 g。

表 2　L9 (34)正交实验结果

Table 2　Results of L9 (34)orthogonal experiments

实验

号

干藻粉

质量/ g

乙醚体

积/ mL

石油醚

体积/ mL

提取温

度/ ℃

提取时

间/ h

提取后

质量1) / g

1 011 015 015 4 3 01207

2 011 015 0175 20 5 01305

3 011 015 110 40 7 01302

4 011 0175 015 20 7 01153

5 011 0175 0175 40 3 01226

6 011 0175 110 4 5 01272

7 011 110 015 40 5 01162

8 011 110 0175 4 7 01210

9 011 110 110 20 3 01330

Ⅰ 01814 01522 01690 01763

Ⅱ 01652 01741 01788 01787

Ⅲ 01702 01905 01690 01665

Ⅰ/ 3 01271 01174 01230 01254

Ⅱ/ 3 01217 01248 01263 01262

Ⅲ/ 3 01234 01302 01230 01222

极差 01044 01128 01033 01031

　　注 :1)为不饱和脂肪酸与结合的有机溶剂的总质量。

212　皂化试剂的选择

皂化试剂可以选用的溶剂有甲醇或乙醇 ,实验

通过对两种试剂作比较确定选择用甲醇2KOH或者

乙醇2KOH作为皂化试剂 ,分别将提纯的结果作气

相色谱分析 ,得图 (图 1)进行比较。气相色谱图中

除加入的体积比为 17∶0脂肪酸甲酯标样 ,五个明显

的峰分别为 14∶0 ,16∶2 ,16∶3 ,18∶2 ,20∶5 脂肪酸甲

酯。从图 1中可以看出 ,乙醇2KOH作皂化试剂时 ,

色谱峰的拖尾和延时比较严重 ,而且对低不饱和脂
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图 1　甲醇和乙醇提取效果气相色谱图

Fig. 1　Effect of the distill of methanol and ethanol

肪酸的包合结晶去除不如用甲醇2KOH时去除的效

果彻底 ,尤其 14∶0 的峰值较大 ,从实验色谱图还可

以看出用乙醇作为溶剂时 ,未测到 20∶5不饱和脂肪

酸的谱峰 ,表明此时的包合过程中 20∶5不饱和脂肪

酸被结晶带出 ,故采取甲醇2KOH作为皂化试剂更

为理想。

213　尿素质量分数对富集的影响

尿素2甲醇溶液的质量分数是多不饱和脂肪酸
富集在总脂肪酸中最终含量的决定因素 ,对不同质

量分数的提纯结果进行分析 ,不饱和脂肪酸与 17∶0

脂肪酸甲酯标样的质量比 x 1 , x 2 , x 3 , x 4 如表 3 所

示。

表 3　尿素质量分数对富集的影响

Table 3　Effect of urea concentration on enrichment

尿素质量

分数/ %
x 1 x 2 x 3 x 4 x

总多不饱和脂肪酸

质量分数/ %

1510 21931 7 41244 1 11023 2 01594 2 81793 1 921776

1715 31640 7 51352 6 11267 8 01689 3 101949 8 881667

2010 41146 7 61280 5 11553 5 01795 4 121783 1 891542 0

2215 31563 2 51253 4 11320 4 01685 0 101822 0 891412 4

2510 21749 8 31557 5 01912 5 01661 5 71881 3 871347 3

　　注 : x 为总多不饱和脂肪酸与 17∶0脂肪酸甲酯的质量比。

　　从表 3中数据中也可以看出在尿素质量分数较

低时各种多不饱和脂肪酸及其总量均随着尿素质量

分数的上升而增加 ,当在质量分数达一定值时 ,多不

饱和脂肪酸及其总量反而随着尿素的质量分数的升

高而呈下降趋势 ,而多不饱和脂肪酸占总脂肪酸的

质量分数均在 90 %左右 ,其变化趋势与前者相似 ,

唯有在最初质量分数为 15 %时出现奇异点达

92178 % ,其原因是尿素在溶液中含量太低时 ,尿素

包合的作用效果未被体现出来。实验结果显示当尿

素占溶液的质量分数为 20 %时 ,提纯富集的效果达

实验最佳。究其原因 ,从结构化学角度来看尿素分

子和多不饱和分子均是大极性分子 ,互相之间的吸

附作用强能形成氢键 ,尿素晶体的析出一般是以正

方晶形存在 ,但若尿素溶液和脂肪酸直链分子同时

存在时 ,将会形成内含直链分子的六方柱包合物结

构而结晶析出。不饱和脂肪酸顺式双链数目增加 ,

使分子形状弯曲 ,造成体积增大不易与尿素结晶形

成此类包合物。尿素浓度越大形成结晶的低不饱和

脂肪酸越多 ,富集的多不饱和脂肪酸的量就越多 ;当

随着尿素2甲醇溶液的质量分数的不断升高 ,尿素晶

体在包合低不饱和脂肪酸析出的同时也吸附带走了

一部分多不饱和脂肪酸 ,高质量分数的尿素2甲醇溶
液的结晶析出造成多不饱和脂肪酸的丢失。故可在

实验中达到一个最佳的尿素质量分数。
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A primary study on the extraction and enrichment
of the PUFAs from algae

Wu Qing1 　Cai Zhao2ling2 　Cong Wei2 　Ma Run2yu1

(11College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 ;

21National Key Laboratory of Biochemical Engineering , Institute of Process Engineering , Chinese Academy of Sciences , Beijing 100080 , China)

Abstract : The paper primarily explores the extraction and enrichment of four kinds of polyunsaturated fatty

acids ( PU FAs) , which are 16∶2 ,16∶3 ,18∶2 and 20∶5 fatty acids , (e. g. 16∶2 means there are 16 carbons and

2 double bounds in the carbon chain of the fatty acid) , by urea complexion from a microalgae , which is rich in

PU FAs. The result showes that the mass of the fat which is extracted from the algae can reach the best result in

the following conditions : the ratio of the volume of absolute ether and petroleum benzin is 1∶2 , the temperature

of the extraction is 20 ℃, and the extraction time is 5 h. In the course of saponification we choose methanol as

the solvent which is obviously more excel than ethanol. Through the experiment , we decide to make the

methanol2KOH as the saponifying solvent . The effect of the urea in the enrichment of the PU FAs by urea com2
plexion is also studied , and the result that when the mass concentration of the urea is 20 % the purification effect

is the best in all the experiments. The enriched PU FAs claimes the 90 % of the total fatty acids.

Key words : PU FAs ; urea complexion ; microalgae
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