
第 20 卷 第 5 期
2004 年 9 月

农 业 工 程 学 报
T ransact ions of the CSA E

V o l. 20　N o. 5
Sep t. 　2004
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摘　要: 采用四元二次通用旋转设计研究了裸大麦中生育三烯酚的超临界CO 2 流体萃取工艺。结果表明: 萃取温度对生育

三烯酚提取率有显著影响, 乙醇添加量和萃取时间对生育三烯酚提取率有极显著影响, 而萃取压力对生育三烯酚提取率无

显著影响, 但萃取压力和乙醇添加量的交互项对生育三烯酚提取率有显著影响; 在本实验条件下, 生育三烯酚最佳超临界

CO 2 萃取条件为: 萃取温度 51. 8 ℃、萃取压力 34. 7 M Pa、乙醇添加量 9%、萃取时间 120 m in。

关键词: 裸大麦; 生育三烯酚; 超临界CO 2 流体萃取; 通用旋转设计

中图分类号: TQ 028. 3+ 2; T S211. 4+ 3　　　　文献标识码: A 　　　　文章编号: 100226819 (2004) 0520191205

收稿日期: 2003208211　修订日期: 2004207209

基金项目: 科技部科研院所技术开发研究专项资金 (2002EG234206)

作者简介: 夏向东 (1974- ) , 男, 山东邹平人, 工学博士, 研究方向为

农产品加工。北京市西城区北礼士路甲 38 号　国家食品药品监督管

理局食品安全协调司, 100810。Em ail: XXD 626@ 126. com

0　引　言

维生素 E (V E)是生育酚 (Tocophero l, 简写 T ) 和生

育三烯酚 (Toco trieno l, 简写 T 3) 以及具有D 2Α2生育酚

生理活性的衍生物 (如酯类等)的总称[ 1 ]。而通常所说的

维生素 E 是指生育酚。随着科学研究的逐步深入, 已经

证明生育酚与生育三烯酚的生理功能及活性是有区别

的, 尤其近 10 年来有越来越多的证据表明生育三烯酚

在抗氧化性能、降低胆固醇、抑制癌症等方面具有独特

的生理功能, 并且在某些方面具有比生育酚更优越的生

理功能[ 2 ]。因此, H endrich 等认为应当把生育三烯酚和

生育酚区分开来, 并把生育三烯酚、异黄酮、类胡萝卜素

作为人体所需的新营养素[ 3 ]。目前中国对生育三烯酚的

研究还是空白, 有必要加强这一方面的研究。

超临界流体萃取技术 (Supercrit ica l F lu id Ex trac2
t ion, 简称 SFE) 是近些年发展起来的一种新的提取分

离技术, 在食品、医药、生物工程、天然物提取等领域具

有广阔的应用前景[ 4 ]。关于超临界流体萃取生育酚的研
究较多[ 5- 7 ] , 但未见到超临界流体萃取生育三烯酚的报

道。本文以含生育三烯酚较丰富的裸大麦为试材, 采用

四元二次通用旋转设计实施实验, 对生育三烯酚的

SFE2CO 2 萃取工艺进行了研究。

1　材料与方法
1. 1　仪器与试剂

超临界流体萃取仪: ISCO 公司 (美国) , 包括 100D

型注射泵, SFXTM 22210 萃取器; 美国W aters 高效液相

色谱仪: W aters 600 色谱泵,W aters 474 荧光检测器,

M illenn ium 32 色谱数据处理系统; 旋转蒸发器 (Büch i

160) , 小型粉碎机, 悬空粉碎机。

正己烷为色谱纯 (F isher 公司) ; 无水乙醇为分析

纯, 购自北京化学试剂公司; CO 2 气体购自北京市惠普

分析气体工业有限公司, 纯度 99. 99% ; Α2、Β2、Χ2、∆2生
育三烯酚标准品购自M erck 公司, 纯度在 95% 以上; 裸

大麦由西藏农牧科学院提供, 经小型粉碎机粉碎后, 再

经悬空粉碎机粉碎, 过 0. 45 mm 筛, 为实验用材料。

1. 2　实验设计

在单因子预实验基础上选取萃取温度、萃取压力、

夹带剂 (乙醇) 添加量、萃取时间四因素, 采用四元二次

通用旋转设计优化生育三烯酚的 SFE2CO 2 萃取工艺参

数。实验设计因素水平表见表 1。
表 1　实验因素水平表

T ab le 1　L evels and facto rs of the experim en t

码值水平
( r = 2)

萃取温度
ö℃
X 1

萃取压力
öM Pa

X 2

乙醇添加量
ö%
X 3

萃取时间
öm in
X 4

- r 40 10 1 20

- 1 50 20 3 45

0 60 30 5 70

1 70 40 7 95

r 80 50 9 120

1. 3　实验方法

1. 3. 1　超临界流体萃取方

精确称取 5. 0 g 经预处理的裸大麦, 添加入萃取釜

中, 在设置条件下静态萃取 5 m in, 然后按照实验设计

条件进行动态萃取, 保持流速 1 mL öm in, 用经铝箔包

裹的试管收集萃取物。实验结束后将收集到的萃取物用

正己烷转移到 10 mL 棕色容量瓶中, 并用正己烷定容

至 10 mL , 用H PL C 测定生育三烯酚总量。

1. 3. 2　分析方法

采用正相高效液相色谱法[ 8 ]: 北京分析仪器厂产

YW G2SiO 2 柱 ( 250 mm × 4 mm ID , 5 Λm ) ;

V 正己烷∶V 异丙醇 = 99∶1 体 系 为 流 动 相, 流 速 1. 2

mL öm in; 荧光检测器, 激发波长 290 nm , 发射波长 330

nm ; 进样量 10 ΛL。

提取率% = SFE 获得的含量ö皂化法获得的含量

×100%

1. 3. 3　皂化工艺 (对照)

由于国标[ 9 ]中规定维生素 E 检测前的制备方法是

皂化法, 因此本实验中以皂化法为对照, 具体方法参阅

文献[8 ]。
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1. 3. 4　统计方法

以生育三烯酚的提取率 Y 为目标函数, 以萃取温度
(X 1)、萃取压力 (X 2)、乙醇添加量 (X 3)、萃取时间 (X 4)

为自变量, 采用山东农业大学生物统计教研室编制的农

业生物统计软件分析实验结果。

2　结果与分析
2. 1　四元二次通用旋转设计的实验结果

采用四元二次通用旋转设计实施实验, 研究各因素

对生育三烯酚提取率的影响, 并优化超临界 CO 2 提取

生育三烯酚的适宜工艺参数。实验设计与实验结果如表

2 所示。
表 2　实验设计方案及实验结果

T ab le 2 Experim en tal design schem e and resu lts

实验
处理

X1

(萃取温度)
ö℃

X 2

(萃取压力)
öM Pa

X 3

(乙醇添加)
量 ö%

X 4

(萃取时间)
öm in

T 3

(生育三烯酚
提取率) ö%

1 - 1 (50) - 1 (20) - 1 (3) - 1 (45) 63. 95

2 - 1 (50) - 1 (20) - 1 (3) 1 (95) 73. 31

3 - 1 (50) - 1 (20) 1 (7) - 1 (45) 86. 92

4 - 1 (50) - 1 (20) 1 (7) 1 (95) 91. 88

5 - 1 (50) 1 (40) - 1 (3) - 1 (45) 86. 71

6 - 1 (50) 1 (40) - 1 (3) 1 (95) 87. 55

7 - 1 (50) 1 (40) 1 (7) - 1 (45) 84. 39

8 - 1 (50) 1 (40) 1 (7) 1 (95) 87. 86

9 1 (70) - 1 (20) - 1 (3) - 1 (45) 64. 10

10 1 (70) - 1 (20) - 1 (3) 1 (95) 72. 57

11 1 (70) - 1 (20) 1 (7) - 1 (45) 74. 65

12 1 (70) - 1 (20) 1 (7) 1 (95) 94. 53

13 1 (70) 1 (40) - 1 (3) - 1 (45) 71. 58

14 1 (70) 1 (40) - 1 (3) 1 (95) 75. 75

15 1 (70) 1 (40) 1 (7) - 1 (45) 71. 83

16 1 (70) 1 (40) 1 (7) 1 (95) 81. 18

17 - r (40) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 67. 59

18 r (80) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 59. 05

19 0 (60) - r (10) 0 (5) 0 (70) 62. 64

20 0 (60) r (50) 0 (5) 0 (70) 66. 8

21 0 (60) 0 (30) - r (1) 0 (70) 66. 85

22 0 (60) 0 (30) r (9) 0 (70) 93. 01

23 0 (60) 0 (30) 0 (5) - r (20) 64. 48

24 0 (60) 0 (30) 0 (5) r (120) 86. 92

25 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 75. 16

26 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 71. 4

27 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 77. 87

28 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 76. 45

29 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 78. 63

30 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 73. 81

31 0 (60) 0 (30) 0 (5) 0 (70) 82. 21

2. 2　模型的建立与统计检验

将所得数据经统计软件分析, 得到以生育三烯酚提

取率为目标函数的二次回归数学模型:

Y = 76. 47 - 3. 15X 1 + 1. 47X 2 + 5. 33X 3 + 4. 48X 4 -

2. 12X 1X 2 - 0. 21X 1X 3 + 1. 58X 1X 4 - 4. 27X 2X 3 -

1. 68X 2X 4 + 1. 06X 3X 4 - 1. 91X 2
1 - 1. 56X 2

2 + 2. 24X 2
3

+ 1. 18X 2
4

为了说明模型的有效性和各因素对生育三烯酚提

取率影响的重要程度, 对方程和各回归因子进行统计检

验。回归方程失拟检验 F 1 = 3. 72 < F 0. 05 (10, 6) =

4. 06, 检验不显著, 说明未知因子对实验结果干扰很小;

拟合检验 F 2 = 4. 79 > F 0. 01 (14, 16) = 3. 45, 检验极显

著, 说明该方程与与实际情况拟合很好, 正确反映了裸

大麦中生育三烯酚提取率与萃取温度、萃取压力、乙醇

添加量、萃取时间四因素间的关系, 同时复相关系数 R

= 0. 90, 直观显示生育三烯酚提取率与萃取温度、萃取

压力、乙醇添加量、萃取时间高度相关。

为了证明各实验因子对方程的贡献大小, 对各偏回

归系数进行了检验, 结果见表 3。显著性检验表明, 萃取

温度对生育三烯酚提取率有显著影响, 乙醇添加量和萃

取时间对生育三烯酚提取率有极显著影响, 而萃取压力

对生育三烯酚提取率无显著影响, 但萃取压力和乙醇添

加量的交互项对生育三烯酚提取率有显著影响。
表 3　回归系数检验表

T ab le 3　A nalysis of regression coefficien t

回归系数 F 值 回归系数 F 值

B 1 - 3. 15 6. 883 B 23 - 4. 27 8. 433

B 2 1. 47 1. 50 B 24 - 1. 68 1. 31

B 3 5. 33 19. 733 3 B 34 1. 06 0. 52

B 4 4. 48 13. 913 3 B 11 - 1. 91 3. 02

B 12 - 2. 12 2. 07 B 22 - 1. 56 2. 02

B 13 - 0. 21 0. 02 B 33 2. 24 4. 15

B 14 1. 58 1. 16 B 44 1. 18 1. 16

　注: F 0. 05 (1, 16) = 4. 49; F 0. 01 (1, 16) = 8. 53。

2. 3　主因子效应分析

由于方程是经无量纲线性编码代换后所得, 方程中

各项回归系数已经标准化, 因此可以直接比较其绝对值

的大小来判断各因子的重要性。从线性项看,B 3 > B 4 >

ûB 1û > B 2, 说明乙醇加入量对生育三烯酚提取率影响

最大, 其次是萃取时间、萃取温度和萃取压力。应当注意

的是, 萃取温度对生育三烯酚提取率的影响是负值, 说

明温度的升高不利于生育三烯酚的提取。

2. 4　单因子效应分析

由回归系数检验结果可知, 乙醇添加量和萃取时间

对生育三烯酚提取率有极显著影响, 萃取温度有显著影

响, 因此选取这三因子进行单因子效应分析。采用降维

分析方法, 将其它因子固定在 0 水平, 可得到单因子的

效应方程, 来描述此因子变动对 Y 值的影响。单因子效

应曲线如图 1 所示。

萃取温度的单因子效应方程为: Y 1 = 76. 47 -

3. 15X 1 - 1. 91X 2
1。萃取温度的单因子效应方程为二次

曲线型, 说明萃取温度对生育三烯酚提取率的影响表现

为曲线变化。当码值为- 0. 82 时 Y 有最大值, 当码值小

于 - 0. 82时, 萃取温度升高生育三烯酚的提取率增加,

呈正效应, 码值大于 - 0. 82 时则呈负效应。码值

- 0. 82 对应的萃取温度为 51. 8℃, 此时生育三烯酚的

萃取率最高 (77. 76% )。

乙醇添加量的单因子效应方程为: Y 3 = 76. 47 +

5. 33X 3 + 2. 24X 2
3。当码值为 - 1. 19 时, Y 值最小
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图 1　单因子效应曲线

F ig. 1　Effect of single facto r on the

ex tract ion rate of T 3

( 73. 30% ) , 相对应的乙醇添加量为 2. 62% ; 当码值小

于 - 1. 19 时, 乙醇添加量的增加将降低生育三烯酚的

提取率, 但其变化幅度很小, 由 74. 77% 降低到 73. 3% ;

当码值大于 - 1. 19 时, 乙醇添加量的增加对生育三烯

酚提取率的影响呈正效应, 当码值为 2 时, 生育三烯酚

的提取率最高 (96. 09% ) , 此时乙醇添加量为 9%。

萃取时间的单因子效应方程为: Y 4 = 76. 47 +

4. 48X 4 + 1. 18X 2
4。当码值为 - 1. 89 时, Y 值最小

(72. 25% ) ; 当码值大于 - 1. 89 时, 萃取时间的增加对

生育三烯酚提取率的影响表现为正效应, 码值为 2 时生

育三烯酚提取率最高 (90. 16% ) , 此时萃取时间为 120

m in。

2. 5　因子边际效应分析

将单因子效应方程求一阶偏导数, 得到单因子的边

际效应方程, 边际效应可反映目标函数 (Y ) 随自变量变

化而变化的速率。选取萃取温度、乙醇添加量和萃取时

间进行因子边际效应分析, 其边际效应方程如下

dY ödX 1 = - 3. 15 - 3. 82X 1

dY ödX 3 = 5. 33 + 4. 48X 3

dY ödX 4 = 4. 48 + 2. 37X 4

根据方程做图, 得到各因子的边际效应曲线, 如图

2 所示。

图 2　单因子边际效应曲线

F ig. 2　Curve of m arginal effect of single facto r

由边际效应曲线可以看出, 当温度码值小于- 0. 82

时, 随着温度的升高, 生育三烯酚的提取率 (Y ) 增加, 但

增加的速率逐渐降低; 当温度码值大于 - 0. 82时, 随温

度的升高, 生育三烯酚的提取率 (Y ) 下降, 而且下降的

速率逐渐增大。当乙醇添加量码值小于 - 1. 19时, 随乙

醇添加量的增加, 生育三烯酚的提取率 (Y ) 下降, 但下

降的速率逐渐降低, 当码值大于 - 1. 19时, 随乙醇添加

量的增加, 生育三烯酚的提取率 (Y ) 提高, 而且增加的

速率逐渐增大。萃取时间的边际效应与乙醇添加量相

似, 当萃取时间的码值小于 - 1. 89 时, 随时间的延长,

生育三烯酚的提取率 (Y ) 降低, 但下降的速率逐渐减

小, 当码值大于 - 1. 89 时, 随萃取时间的延长, 生育三

烯酚的提取率 (Y ) 增加, 而且增加的速率逐渐增大。

2. 6　因子交互效应分析

本实验建立的模型中, 由回归方程偏回归系数显著

性检验可知, 只有萃取压力 (X 2) 和乙醇添加量 (X 3) 之

间存在显著交互作用, 其它因子间的交互作用均不显

著。因此只分析萃取压力与乙醇添加量间的交互效应,

其交互效应方程为:

Y 23 = 76. 47 + 1. 47X 2 + 5. 33X 3 - 4. 27X 2X 3 -

1. 56X 2
2 + 2. 24X 2

3

X 2 与X 3 的交互效应曲线如图 3 所示。从图中可以

看出, 当 X 3 的码值在 1～ 2 间时 (乙醇添加量 7% ～

9% ) , 随萃取压力 (X 2) 的升高生育三烯酚的提取率逐

渐降低; 而当 X 3 码值在 - 2～ - 1 间时 (乙醇添加量

1%～ 3% ) , 随萃取压力 (X 2) 的升高生育三烯酚的提

取率逐渐增加; 当X 3 码值为 0 时 (乙醇添加量 5% ) , 压

力的变化对生育三烯酚提取率影响不明显。这表明萃取

压力与乙醇添加量间存在明显的交互效应, 生育三烯酚

提取率的变化不是单纯萃取压力与乙醇添加量增加或

减小效应的线性积累, 而是二者交互作用的结果。当 X 3

码值为 1～ 2, X 2 码值为 - 2～ - 1时, 交互作用达到最

大。

图 3　萃取压力与乙醇添加量对提取率的交互效应

F ig. 3　M utual influence of p ressu re and alcoho l

concen trat ion on ex tract ion rate

2. 7　最佳生育三烯酚提取率的模拟寻优

通过码值方程求 Y 极值, 在本实验条件下生育三

烯酚提取率的理论极值为 108. 6% , 此时最佳萃取条件

为: X 1 = - 0. 823 (萃取温度 51. 8℃)、X 2 = 0. 471 (萃

取压力 34. 7 M Pa)、X 3 = 2 (乙醇添加量 9% )、X 4 = 2

(萃取时间 120 m in)。

3　讨　论
影响 SFE2CO 2 提取的限制因素有: 被提取物在

SFE2CO 2 中的溶解性; 被提取物在基质中的吸附或结

合状态; 被提取物从基质中向 SFE2CO 2 的扩散性[ 10 ]。

各种实验因子对 SFE 提取效果的影响大都通过上述三
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方面来实现的。

3. 1　萃取温度的影响

温度对 SFE 萃取效果有两方面影响: 一方面, 温度

升高, 超临界流体的粘度降低, 扩散系数增加, 有利于溶

质的萃取; 另一方面, 当压力保持稳定而升高温度时, 超

临界流体的密度将下降, 而被提取物的溶解性与密度是

呈正相关的, 密度降低则溶质在超临界流体中的溶解性

相应降低, 不利于溶质萃取。本实验中, 通过单因子效应

分析可知, 萃取温度由 40℃上升至 51. 8℃时, 生育三烯

酚的提取率略有升高, 而超过51. 8℃时生育三烯酚的提

取率显著下降, 这可能与随温度升高超临界流体密度的

明显降低有关。

未见有关 SFE2CO 2 萃取生育三烯酚适宜温度方面

的研究报道, 而关于它的同系物—生育酚的研究报道较

多。樊明涛等以大豆脱臭馏出物为原料, 采用 SFE2CO 2

从其中提取 Α2生育酚, 研究发现当萃取温度为 35℃时

Α2生育酚的提取率最高, 超过 35℃时 Α2生育酚的提取

率迅速降低[ 11 ]。葛毅强的研究[ 12 ]认为, 从小麦胚芽中提

取生育酚的最适超临界萃取温度为 40～ 45℃。本研究

结果表明, SFE2CO 2 从裸大麦中提取生育三烯酚的适

宜温度为 51. 8℃左右, 萃取温度不宜过高。虽然生育三

烯酚和生育酚是同系物, 但由于二者的植基侧链结构不

同, 因此相应的适宜超临界流体萃取温度也有所不同,

此外, 原料的特性也有影响。

3. 2　夹带剂 (乙醇)的影响

综合众多的研究报道[ 13- 15 ] , 可把夹带剂对超临界

流体萃取的影响归纳为物理性影响和化学性影响。物理

性影响包括两方面: 一方面, 夹带剂改变超临界流体密

度, 从而改变溶质在超临界流体中的溶解性。另一方面,

夹带剂可使基质膨胀, 基质孔隙扩展 (膨胀)使超临界流

体较易进入基质内部, 更好的与被提取物接触。化学性

影响也包括两方面: 一方面, 夹带剂可改变超临界流体

的极性, 从而改变溶质的溶解性; 另一方面, 夹带剂与溶

质分子间形成范德华力、氢键及其它各种化学作用力,

当溶质与夹带剂间形成氢键时, 夹带剂的存在将极大的

增强溶剂对溶质的溶解能力和选择性。

本实验结果表明, 在超临界 CO 2 萃取中, 乙醇添加

量对生育三烯酚的提取率有极显著影响, 其机理可能是

上述影响的结合。尤其生育三烯酚本身有多个羟基, 易

与夹带剂形成氢键等特殊分子间作用力, 而本实验中的

夹带剂乙醇既是质子受体, 又是质子供体, 因而既是氢

键受体又是氢键供体, 可通过多种方式与生育三烯酚分

子间形成氢键, 从而增强超临界 CO 2 流体对生育三烯

酚的溶解能力。

4　结　论
本文以生育三烯酚的提取率 (Y ) 为目标函数, 以

萃取温度、萃取压力、乙醇添加量、萃取时间为自变量,

采用四元二次通用旋转设计进行实验, 分析了 4 因素对

SFE2CO 2 提取裸大麦中生育三烯酚的影响, 并确定了

最佳萃取工艺。结果表明:

1) 萃取温度对生育三烯酚提取率有显著影响, 乙

醇添加量和萃取时间对生育三烯酚提取率有极显著影

响, 而萃取压力对生育三烯酚提取率无显著影响, 但萃

取压力和乙醇添加量的交互项对生育三烯酚提取率有

显著影响;

2) 主因子效应分析表明, 乙醇添加量对生育三烯

酚提取率影响最大, 其次是萃取时间、萃取温度和萃取

压力;

3) 单因子效应分析可知, 萃取温度由 40℃上升至

51. 8℃时, 生育三烯酚的提取率略有升高, 而超过

51. 8℃时生育三烯酚的提取率显著下降; 乙醇添加量为

1. 00%～ 2. 62% 时, 乙醇的变化对生育三烯酚提取率没

有明显影响, 而当乙醇添加量大于 2. 62% 时, 随着乙醇

含量的增加生育三烯酚的提取率显著提高; 萃取时间的

延长有利于生育三烯酚的提取; 4) 在本实验条件下生

育三烯酚提取率的最佳萃取条件为: 萃取温度 51. 8 ℃、

萃取压力 34. 7 M Pa、乙醇添加量 9%、萃取时间 120

m in。
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Technology for supercr it ica l CO 2 f lu id extraction
of tocotr ienols from hulless-barley
Xia Xia ngdong

1, LüFe ijie
2, Ta i J ia nx ia ng

2, Fu Q in
2

(1. S ta te F ood and D rug A dm in istra tion , B eij ing 100810, Ch ina; 　2. Institu te of C rop

B reed ing and Cu ltiva tion, Ch inese A cad em y of A g ricu ltu ra l S ciences, B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: T he supercrit ica l CO 2 ex tract ion of toco trieno ls from hu lless2barley w as researched. T he effects of tem 2
pera tu re, p ressu re, ethano l concen tra t ion and ex tract ion t im e on the ex tract ing ra te of toco trieno ls w ere d iscu ssed

w ith quadra t ic perpendicu larity and un iversa l ro ta t ion regression m athem atica lm odel. Ex tract ion tem pera tu re has

a sign if ican t effect (Α= 0. 05) on the ex tract ing ra te of toco trieno ls, w h ile the ethano l concen tra t ion and ex tract ion

t im e have a very sign if ican t effect (Α= 0. 01) on the ex tract ing ra te of toco trieno ls. T he in teract ion betw een p res2
su re and ethano l concen tra t ion has a sign if ican t effect on the ex tract ion ra te of toco trieno ls, bu t no t the ex tract ion

p ressu re a lone. T he op t im um SFE2CO 2 param eters fo r ex tract ing toco trieno ls are the ex tract ion tem pera tu re 51.

8℃, the p ressu re 34. 7 M Pa, the ethano l concen tra t ion 9% and the ex tract ion t im e 120 m in.

Key words: hu lless barley; toco trieno l; supercrit ica l CO 2 f lu id ex tract ion; perpendicu larity and un iversa l ro ta t ion

regression m odel
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