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摘要!以超临界R_

!

萃取的苦瓜籽油为原料!经皂化酸解法制得混合脂肪酸!再采用尿素包合法富

集其中的
!

$桐酸& 在单因素试验的基础上!采用正交试验对富集工艺条件进行优化& 结果表明!

!

$桐酸的最佳富集工艺条件为(采用 %(\乙醇作为尿素溶剂!混合脂肪酸与尿素质量比 #j)!尿素

与 %(\乙醇质量比 #j(!包合温度 Ji!包合时间 !J 7& 在最佳工艺条件下!

!

$桐酸纯度从苦瓜籽

油中的 !.=.)\提高至 &"=")\!产物中共轭亚麻酸相对含量达到 '#=!.\&

关键词!苦瓜籽油#共轭亚麻酸#

!

$桐酸#尿素包合法#富集纯化
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//苦瓜"J0<0+@1,7 ,87+7./17 &̀OR#&是葫芦科 "R<Q<XA4F3QQ3Q#苦瓜属草本植物果实&作为一种药

食同源性瓜果&在我国已有上千年的栽培食用历史&

其营养价值在所有葫芦科植物中排名第一+#,

&具有

抗肿瘤'降低胆固醇等多种生物功效+!,

( 苦瓜籽仁

中含有多糖'皂苷等生物活性成分&其蛋白质含量高

达 )%\ Ĵ(\

+),

( 苦瓜籽仁中含有大量油脂&占苦

瓜籽总质量的 !(\以上+J,

( 苦瓜籽油富含共轭亚

麻酸 " R̀M#&尤其含有大量
!

$桐酸 " R̀M的一

!'
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种#

+(,

( 共轭亚麻酸是一组在 R%&##&#) 位具有双

键的十八碳三烯酸的同分异构体&其天然存在于极

少数反刍动物体内和植物种子油中&且主要以甘油

三酯的形式存在( 近年来&许多研究表明共轭亚麻

酸具有减肥+&,

'抗癌+',

'抗糖尿病+.,和调节肝脂代

谢+%,等多种生理功能( 苦瓜籽油作为为数不多的

富含
!

$桐酸的可食用植物油来源之一&具有良好

的应用开发价值(

当前&对苦瓜及苦瓜籽中生物活性物质的分离

纯化研究多集中于活性多肽'多糖和皂苷等成分&而

对功能性脂肪酸分离方面的研究报道较少( 脂肪酸

分离纯化方法主要包括蒸馏法'尿素包合法'低温结

晶法'高速逆流色谱法'脂肪酶辅助法'超临界 R_

!

萃取法'分子蒸馏法等+#",

( 与其他方法相比&尿素

包合法操作简单&试验条件温和&成本低且无污染(

本试验以超临界R_

!

萃取的苦瓜籽油为原料&采用

皂化酸解法制得混合脂肪酸&再利用尿素包合法对

!

$桐酸进行富集&分析富集前后的脂肪酸组成及

含量&以期为苦瓜籽油的深度开发和综合利用研究

提供依据(

=>材料与方法

#=#/试验材料

苦瓜籽油"超临界 R_

!

萃取所得#&运鸿集团股

份有限公司提供!氢氧化钾' %(\乙醇'石油醚

")" &̂"i#'盐酸'无水硫酸钠'尿素等&均为分析

纯!甲醇'正己烷&均为色谱级&美国I4V7QX公司!

!

$

桐酸标准溶液"( 29D2̀ #&上海甄准生物公司(

gI$#"#G集热式恒温磁力搅拌器!e) 旋转蒸

发仪&瑞士 W<>74公司!Ne$gGW真空泵!K̀ !"J 电

子分析天平&梅特勒 $托利多仪器"上海#有限公

司!gRe$W$HI$#" 超纯水机!'.%"K$(%'(R气

相色谱质谱联用仪&美国K945Q8F公司(

#=!/试验方法

#=!=#/苦瓜籽油理化指标测定

相对密度&参照+W(""%=!-!"#& 进行测定!酸

值&参照 +W(""%=!!%-!"#& 进行测定!碘值&参照

+WDG(()!-!"". 进行测定!过氧化值&参照 +W

(""%=!!'-!"#& 进行测定!皂化值&参照 +WDG

(()J-!"". 进行测定(

#=!=!/苦瓜籽油混合脂肪酸的制备

准确称取 J 9左右苦瓜籽油于烧瓶中&加入 "=(

2?5D̀氢氧化钾乙醇溶液 !" 2̀ &于 '"i下磁力搅

拌回流 #=( 7( 冷却至室温&加入 ! 2̀ 蒸馏水后用

石油醚萃取 ) 次&除去溶液中的不皂化物( 底层溶

液用 ! 2?5D̀ ,R5调节 Z,至 ! )̂&用石油醚萃取 )

次后合并有机相&用无水硫酸钠脱水&旋转蒸发除去

石油醚后得到苦瓜籽油混合脂肪酸(

#=!=)/尿素包合法富集
!

$桐酸

参照文献+## $#!,&尿素中加入一定量溶剂

"%(\甲醇或 %(\乙醇#&于 '(i水浴下加热回流

并磁力搅拌至尿素溶解完全&然后加入一定量苦瓜

籽油混合脂肪酸&在 '"i水浴下加热回流并磁力搅

拌&直至溶液变为澄清透明后&室温下冷却&于一定

温度下包合一定时间( 包合完成后减压抽滤&滤液

于 J"i回收溶剂后加入 ! 2̀ 蒸馏水并用 ! 2?5D̀

,R5调节 Z,为 ! )̂&加石油醚萃取 ) 次&合并有机

相后用温水洗至溶液呈中性&加入无水硫酸钠进行

脱水&旋转蒸发回收石油醚&即得较高含量的

!

$桐酸"产物#( 产物收率为富集后
!

$桐酸质量

与混合脂肪酸质量的比值(

#=!=J/脂肪酸组成的测定

参照+W(""%=#&.-!"#&&采用三氟化硼法对

样品进行甲酯化&然后采用 +R$OH 测定脂肪酸组

成( +R条件),g$.. 色谱柱"#"" 2d"=!( 22d

"=!"

!

2#!载气为 %%=%%%\高纯氮气&恒流模式&柱

流速 # 2̀ D248!进样量 #

!

&̀不分流进样!进样口温

度 !("i!升温程序为 #("i保持 " 248&以 JiD248

升温至 #%"i&保持 ( 248&再以 !iD248升温至 !)"

i&保持 #" 248( OH条件)离子化方式0T

l

&电子能

量 '" Qb&接口温度 !("i&离子源温度 !""i(

质谱库为 MTHG##=̀ ( 采用峰面积归一化法对

各脂肪酸进行定量(

#=!=(/

!

$桐酸纯度的计算

先将 # 2̀ ( 29D2̀

!

$桐酸标准品甲酯化(

准确吸取 # 2̀

!

$桐酸甲酯"

!

$桐酸质量浓度 !=(

29D2̀ #于 # 2̀ 容量瓶中&作为
!

$桐酸甲酯标准

储备液( 精密量取储备液 "=J'"=!'"]#'"="('"="!

2̀ 于 # 2̀ 容量瓶中&用正己烷定容&制得系列标准

工作溶液&经+R$OH测定后&以峰面积"P#为横坐

标&

!

$桐酸质量浓度"B#为纵坐标绘制标准曲线&

得到
!

$桐酸的标准曲线方程为 Bc#=!J d#"

$.

P

l"=#&& ("!

!

c"=%%( )#( 根据标准曲线方程以及

样品甲酯化后经+R$OH测定获得的
!

$桐酸甲酯

峰面积&按下式计算试样的
!

$桐酸纯度"B

"

#(

B

"

c

,d5

<

d#"

$)

d#""G "##

式中),为代入标准曲线计算所得
!

$桐酸质量

浓度&29D2̀ !5为甲酯化稀释体积&2̀ !<为甲酯化

苦瓜籽油质量&9(

)'
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#=!=&/数据分析

试验数据采用$平均数 o标准差%表示&采用

_X4948 %=" 作图(

?>结果与讨论

!=#/苦瓜籽油的理化指标"见表 #$

表 =>苦瓜籽油主要理化指标

项目 指标

感官
常温下为蜡状白色固体&融化后

为黄色透明油状液体

相对密度"!"iDJi# "=%'% o"=""!

皂化值"k_,#D"29D9# #J.=(!J o&=J&!

酸值"k_,#D"29D9# #=&.J o"="J&

过氧化值D"22?5DE9# .=%%( o"=&&&

碘值"T#D"9D#"" 9# #".=)!J oJ=""J

//由表 # 可以看出&苦瓜籽油过氧化值相对较高&

这与文献+#) $#J,报道不一致&可能与苦瓜籽油放

置时间'苦瓜种类'提取方法有关( 另外&苦瓜籽油

皂化值较低&可能是因为其含有较多的不皂化物(

!=!/单因素试验

!=!=#/尿素包合溶剂种类对
!

$桐酸富集的影响

在混合脂肪酸与尿素质量比 #jJ'尿素与溶剂

质量比 #jJ'包合温度 "i'包合时间 #. 7 条件下&

考察溶剂"%(\甲醇'%(\乙醇#对
!

$桐酸富集效

果的影响&结果如图 # 所示(

图 =>尿素包合溶剂种类对富集效果的影响

//由图 # 可以看出&%(\甲醇'%(\乙醇作为溶剂

时&包合后得到的
!

$桐酸纯度和产物收率差别不

大&考虑到 %(\甲醇作溶剂可能会形成甲酯&甲酯

具有一定的毒性+#(,

&影响
!

$桐酸后续在保健品等

方面的应用( 因此&选择 %(\乙醇作溶剂(

!=!=!/尿素与溶剂质量比对
!

$桐酸富集的影响

在 %(\乙醇作溶剂'混合脂肪酸与尿素质量比

#jJ'包合温度 "i'包合时间 #. 7条件下&考察尿素

与乙醇质量比对
!

$桐酸富集效果的影响&结果如

图 ! 所示(

由图 ! 可以看出&

!

$桐酸纯度和产物收率随

着乙醇用量的增加均有较大幅度的提高&

!

$桐酸纯

度由 !%=&'\提高到 JJ=!#\&产物收率由 #!=%J\提

高到 !&=%!\( 这是因为乙醇用量的增加会降低混

合脂肪酸的浓度&尿素分子可以与脂肪酸充分接触&

单不饱和脂肪酸更容易被尿素包合( 此外&受乙醇

用量增加的影响&混合脂肪酸的黏度逐渐降低&进一

步减少了过滤过程中尿素包合晶体对多不饱和脂肪

酸的吸附&从而使得滤液中
!

$桐酸的纯度提高(

在尿素与乙醇质量比为 #j( 时&尿素分子的包合能

力即将达到极限&

!

$桐酸纯度和产物收率增加都

趋于平缓( 因此&选择尿素与乙醇质量比为 #j((

图 ?>尿素与乙醇质量比对富集效果的影响

!=!=)/混合脂肪酸与尿素质量比对
!

$桐酸富集

的影响

在 %(\乙醇作溶剂'尿素与乙醇质量比 #j('包

合温度 "i'包合时间 #. 7 条件下&考察混合脂肪

酸与尿素质量比对
!

$桐酸富集效果的影响&结果

如图 ) 所示(

图 B>混合脂肪酸与尿素质量比对富集效果的影响

//由图 ) 可以看出)随着混合脂肪酸与尿素质量

比的增加&

!

$桐酸的纯度逐渐提高&由 )(=&"\提

高到 ("=!"\!而产物收率随混合脂肪酸与尿素质

量比的增加从 !!=&&\降低到 #!=#(\( 这可能是

因为当尿素用量较低时&各脂肪酸之间会相互竞争&

尿素无法将单不饱和脂肪酸'饱和脂肪酸完全包合&

因此在滤液中残留较多未被包合的单不饱和脂肪酸

和饱和脂肪酸&使得
!

$桐酸的纯度不高而产物收

率较高( 但是尿素包合脂肪酸的能力是一定的&尿

素用量过多时&剩余的尿素就会与部分多不饱和脂

肪酸进行包合&从而导致产物收率降低( 此外&多不

饱和脂肪酸和尿素分子均具有较强的极性&彼此之

间存在相互吸附作用&并能形成氢键&在过滤过程中

J'
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部分多不饱和脂肪酸仍能被尿素吸附( 因此&选择

混合脂肪酸与尿素质量比为 #jJ(

!=!=J/包合时间对
!

$桐酸富集的影响

在 %(\乙醇作溶剂'尿素与乙醇质量比 #j('混

合脂肪酸与尿素质量比 #jJ'包合温度 "i条件下&

考察包合时间对
!

$桐酸富集效果的影响&结果如

图 J 所示(

图 D>包合时间对富集效果的影响

//由图 J 可以看出&随着包合时间的延长&

!

$桐

酸纯度先增加后趋于平缓&同时产物收率随着包合

时间的延长而减少( 这可能是由于在较短的包合时

间内&尿素晶粒生长受到影响&随着包合时间的延

长&尿素与饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸的包合更

加充分&从而使得
!

$桐酸纯度逐渐提高( 然而当

尿素的晶粒长到一定限度时&继续包合会导致尿素

对多不饱和脂肪酸的包合&从而降低产物收率( 因

此&选择包合时间为 #. 7(

!=!=(/包合温度对
!

$桐酸富集的影响

在 %(\乙醇作溶剂'尿素与乙醇质量比 #j('混

合脂肪酸与尿素质量比 #jJ'包合时间 #. 7条件下&

考察包合温度对
!

$桐酸富集效果的影响&结果如

图 ( 所示(

图 E>包合温度对富集效果的影响

//由图 ( 可以看出)随包合温度的升高&

!

$桐酸

纯度呈下降趋势&这是因为尿素包合过程是一个放

热的过程&较低的温度能够促进包合物生成&提高产

物纯度+#&,

!但是在包合温度过低时&尿素与脂肪酸

包合速率过快&反应体系在未包合完全的情况下就

已经凝结&使得后期过滤困难&导致产物收率偏低&

随着包合温度的升高&多不饱和脂肪酸在乙醇中的

溶解度提高&使产物收率升高( 然而包合温度升高&

脂肪酸与尿素的结合并不稳固&包合物晶体之间分

布较为松散&饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸很容易

与尿素脱离&从而使
!

$桐酸纯度下降( 包合温度

为 "i时&

!

$桐酸纯度和产物收率都较高( 因此&

选择包合温度为 "i(

!=)/正交试验

在单因素试验基础上&固定 %(\乙醇作为尿素

溶剂&尿素与乙醇质量比 #j(&以混合脂肪酸与尿素

质量比'包合时间'包合温度为因素&

!

$桐酸纯度

为指标&设计三因素三水平的正交试验优化
!

$桐

酸富集工艺( 正交试验因素水平见表 !&正交试验

设计及结果见表 )(

表 ?>正交试验因素水平

水平
K混合脂肪酸

与尿素质量比
W包合时间D7 R包合温度Di

# #j) #! $J

! #jJ #. $"

) #j( !J $J

表 B>正交试验设计及结果

试验号 K W R 空列
!

$桐酸纯度D\

# # # # # (#='!

! # ! ! ! (!=J&

) # ) ) ) &"=")

J ! # ! ) )'=#'

( ! ! ) # J)=#)

& ! ) # ! )%=).

' ) # ) ! J#=.!

. ) ! # ) J#=J&

% ) ) ! # J!=&(

Q

#

#&J=!# #)"='# #)!=(& #)'=("

Q

!

##%=&. #)'="( #)!=!. #))=&&

Q

)

#!(=%) #J!="& #JJ=%. #).=&&

! "JJ=() "##=)( "#!='" ""(=""

//由表 ) 可以看出&各因素对
!

$桐酸富集的影

响主次顺序为KnRnW&即混合脂肪酸与尿素质量

比的影响最大&其次是包合温度'包合时间( 最佳工

艺组合为 K

#

W

)

R

)

&即选择 %(\乙醇为尿素溶剂&尿

素与乙醇质量比 #j(&混合脂肪酸与尿素质量比

#j)&包合温度 Ji&包合时间 !J 7( 在最佳条件下&

!

$桐酸纯度为 &"=")\&产物收率为 ))=%J\(

!=J/尿素包合前后脂肪酸组成"见表 J$

由表 J 可知)苦瓜籽油中共检出 . 种脂肪酸&与

张飞等+#J,的研究结果相似!饱和脂肪酸有 ) 种&不

饱和脂肪酸有 ( 种&其中共轭亚麻酸包括
!

$桐酸

及其两种顺反异构体 R̀M$W' R̀M$R&与文献

('
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+#J&#' $#.,所测的苦瓜籽油含有高不饱和脂肪酸

结果相同( 富集前苦瓜籽油中主要的脂肪酸是硬脂

酸和
!

$桐酸&相对含量分别为 )'=&J\')!=%'\&

富集后&硬脂酸相对含量减少至 #&=#"\&而
!

$桐

酸相对含量增加至 ()=%J\&此时
!

$桐酸纯度为

&"=")\&较苦瓜籽油中的 !.=.)\显著提高!共轭

亚麻酸相对含量达到 '#=!.\&比富集前增加了

#%]&( 百分点( 因此&尿素包合法可用于富集苦瓜

籽油中的
!

$桐酸(

表 D>

!

O桐酸富集前后脂肪酸组成及相对含量 L

脂肪酸 富集前 富集后

棕榈酸 !=!% #='#

硬脂酸 )'=&J #&=#"

油酸 )=!( J=)(

亚油酸 J=(% "=J)

花生酸 "=&" &=#)

!

$桐酸"R̀M$K# )!=%' ()=%J

R̀M$W )=J# )=(&

R̀M$R #(=!( #)='.

共轭亚麻酸"R̀M# (#=&) '#=!.

饱和脂肪酸 J"=() !)=%J

不饱和脂肪酸 (%=J' '&="&

B>结>论

以超临界R_

!

萃取的苦瓜籽油为原料&采用尿

素包合法富集苦瓜籽油中的
!

$桐酸( 通过单因素

试验和正交试验&确定最佳富集工艺条件为)以

%(\乙醇为尿素溶剂&苦瓜籽油混合脂肪酸与尿素

质量比 #j)&尿素与乙醇质量比 #j(&包合温度 Ji&

包合时间 !J 7( 在最佳条件下&

!

$桐酸纯度为

&"]")\&产物收率为 ))=%J\&

!

$桐酸相对含量为

()=%J\&共轭亚麻酸相对含量达到 '#=!.\(
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