实验三  超临界二氧化碳流体萃取植物油实验

一、实验目的

使学生了解超临界二氧化碳流体萃取植物油的基本原理和超临界二氧化碳流体萃取装置的操作技术。

二、实验原理 

超临界萃取技术是现代化工分离中出现的最新学科，是目前国际上兴起的一种先进的分离工艺。所谓超临界流体是指热力学状态处于临界点CP(Pc、Tc)之上的流体，临界点是气、液界面刚刚消失的状态点，超临界流体具有十分独特的物理化学性质，它的密度接近于液体，粘度接近于气体，而扩散系数大、粘度小、介电常数大等特点，使其分离效果较好，是很好的溶剂。超临界萃取即高压下、合适温度下在萃取缸中溶剂与被萃取物接触，溶质扩散到溶剂中，再在分离器中改变操作条件，使溶解物质析出以达到分离目的。

超临界装置由于选择了C02介质作为超临界萃取剂，使其具有以下特点：   

    1、操作范围广，便于调节。

    2、选择性好，可通过控制压力和温度，有针对性地萃取所需成份。

    3、操作温度低，在接近室温条件下进行萃驭，这对于热敏性成份尤其适宜，萃取过程中排除了遇氧氧化和见光反应的可能性，萃取物能够保持其自然风味。

    4、从萃取到分离一步完成，萃取后的C02不残留在萃取物上。

    5、CO2无毒、无味、不然、价廉易得，且可循环使用。

6、萃取速度快。

近几年来，超临界萃取技术的国内外得到迅猛发展，先后在啤酒花、香料、中草药、油脂、石油化工、食品保健等领域实现工业化。

三、仪器、设备及试剂、材料

1、仪器

1）超临界二氧化碳流体萃取装置；2）天平；3）水浴锅；4）筛子；5）烘箱6）粉碎机；7）索氏提取器

2、试剂

二氧化碳气体（纯度≥99.9%）、山核桃仁、松子、亚麻籽、正己烷、无水乙醇（分析纯）、氯仿（分析纯）、硼酸（分析纯）、氢氧化钠（分析纯）、石油醚（分析纯）、

丁基羟基茴香醚、没食子酸丙酯、生育酚、油酸、亚油酸、亚麻酸、硫酸钾、乙酸乙脂、

氢氧化钾、β-环糊精、亚硝酸钠、钼酸铵、氨水、无水乙醚。

3、材料

一次性塑料口杯、封口膜

四、实验步骤

1、原料预处理

取700克核桃仁（松籽、葵花籽）用多功能粉碎机破碎成4-10瓣，利用木辊将预备好颗粒状料轧成薄片（0.5-1mm厚）。在105℃下分别加热0、20、30、40min，将其粉碎，过20目筛。

2、萃取
取过20目筛后600克核桃仁（松子、南瓜籽）进人萃取釜E，C02由高压泵H加压至30MPa，经过换热器R加温至35℃左右，使其成为既具有气体的扩散性而又有液体密度的超临界流体，该流体通过萃取釜萃取出植物油料后，进人第一级分离柱S，经减压至4-6MPa左右，升温至45℃，由于压力降低，C02流体密度减小，溶解能力降低，植物油便被分离出来。 C02流体在第二级分离釜S2进一步经减压，植物油料中的水分，游离脂肪酸便全部析出，纯C02由冷凝器K冷凝，经储罐M后，再由高压泵加压，如此循环使用。见图1。
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五、实验结果

1、测定原料的脂肪、水分含量

2、每隔30分钟从分离器中取出萃取物，并称重

3、测定萃取后残渣的脂肪含量
4、计算
出油率=萃取物重量/原料重量

脂肪萃取率=（原料中的脂肪重量-萃取后残渣的脂肪重量）/原料中的脂肪重量

5、测定超临界二氧化碳流体萃取植物油的理化指标

（1） 米糠油相对密度（d420）

（2） 折射率（20℃）

（3） 酸价（mgKOH/g）

（4） 色泽
六、思考题

1、超临界流体概念。
2、超临界流体的特性？

3、食品加工中采用超临界流体技术，为什么选择二氧化碳？

4、分离室的操作参数根据什么确定？

附录      1、索氏提取法测定脂类

1）原理

将经前处理而分散且干燥的样品用无水乙醚或石油醚等溶剂回流提取，使样品中的脂肪进入溶剂中，回收溶剂后所得到的残留物，即为脂肪(或粗脂肪)。 

    一般食品用有机溶剂浸提，挥干有机溶剂后称得的重量主要是游离脂肪，此外，还含有磷脂、色素、树脂、蜡状物、挥发油、糖脂等物质，所以用索氏提取法测得的脂肪，也称粗脂肪。

    2）适用范围与特点

    此法适用于脂类含量较高，结合态的脂类含量较少，能烘干磨细，不易吸湿结块的样品的测定。

    食品中的游离脂肪一般都能直接被乙醚、石油醚等有机溶剂抽提，而结合态脂肪不能直接被乙醚、石油醚提取，需在一定条件下进行水解等处理；使之转变为游离脂肪后方能提取，故索氏提取法测得的只是游离态脂肪，而结合态脂肪测不出来。

此法是经典方法，对大多数样品结果比较可靠，但费时间，溶剂用量大，且需专门的索氏抽提器。 

2） 索氏抽提器，如图7-1。
4）试剂

①无水乙醚或石油醚  ②海砂(同水分测定) 

5）测定方法 

（1）样品处理

①固体样品：精密称取干燥并研细的样品2～5g(可取测定水分后的样品)，必要时拌以海砂，无损地移入滤纸筒内。

 ②半固体或液体样品，称取5．0～10．0g于蒸发皿中，加入海砂约20g，于沸水浴上蒸干后，再于95～105℃。烘干、研细，全部移入滤纸筒内，蒸发皿及粘附有样品的玻璃棒都用沾有乙醚的脱脂棉擦净，将棉花一同放进滤纸筒内。

(2)抽提

将滤纸筒放入索氏抽提器内，连接已干燥至恒重的脂肪接受瓶，由冷凝管上端加入无水乙醚或石油醚，加量为接受瓶的2／3体积，于水浴上(夏天65℃，冬天80℃左右)加热使乙醚或石油醚不断的回流提取，一般视含油量高低提取6-12小时，至抽提完全为止。
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(3)回收溶剂、烘干、称重

取下接受瓶，回收乙醚或石油醚，待接受瓶内乙醚剩1～2ml时，在水浴上蒸干，再于100～105℃干燥2小时，取出放干燥器内冷却30分钟，称重，并重复操作至恒重。

6） 果计算
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式中：m2----接受瓶和脂肪的质量，g

m1----接受瓶的质量，g；

m------样品的质量(如为测定水分后的样品，以测定水分前的质量计)，g。

  7）注意事项及说明

①样品应干燥后研细，样品含水分会影响溶剂提取效果，而且溶剂会吸收样品中的水分造成非脂成分溶出。装样品的滤纸筒一定要严密，不能往外漏样品，也但不要包得太紧影响溶剂渗透。放入滤纸筒时高度不要超过回流弯管，否则超过弯管的样品中的脂肪不能提尽，造成误差。

②对含多量糖及糊精的样品，要先以冷水使糖及糊精溶解，经过滤除去，将残渣连同摅纸一起烘干，再一起放入抽提管中。

③抽提用的乙醚或石油醚要求无水、无醇、无过氧化物，挥发残渣含量低。因水和醇可导致水溶性物质溶解，如水溶性盐类、糖类等，使得测定结果偏高。过氧化物会导致脂肪氧化，在烘干时也有引起爆炸的危险。

④过氧化物的检查方法：取6m1乙醚，加2m110％碘化钾溶液，用力振摇，放置1分钟后，若出现黄色，则证明有过氧化物存在。应另选乙醚或处理后再用。

⑤提取时水浴温度不可过高，以每分钟从冷凝管滴下80滴左右，每小时回流6～12次为宜，提取过程应注意防火；

⑥在抽提时，冷凝管上端最好连接一个氯化钙干燥管，这样，可防止空气中水分进入，也可避免乙醚挥发在空气中，如无此装置可塞一团干燥的脱脂棉球。

⑦抽提是否完全，可凭经验，也可用滤纸或毛玻璃检查，由抽提管下口滴下的乙醚滴在滤纸或毛玻璃上，挥发后不留下油迹表明已抽提完全，若留下油迹说明抽提不完全。

⑧在挥发乙醚或石油醚时，切忌用直接火加热，应该用电热套，电水浴等。烘前应驱除全部残余的乙醚，因乙醚稍有残留，放入烘箱时，有发生爆炸的危险。  

⑨反复加热会因脂类氧化而增重。重量增加时，以增重前的重量作为恒重。

2、直接干燥法测定水分

1）原理

基于食品中的水分受热以后，产生的蒸汽压高于空气在电热干燥箱中的分压，使食品中的水分蒸发出来，同时，由于不断的加热和排走水蒸汽，而达到完全干燥的目的，食品干燥的速度取决于这个压差的大小。

2）适用范围 

本法以样品在蒸发前后的失重来计算水分含量，故适用于在95～105℃范围内不含或含其他挥发性成分极微且对热稳定的各种食品。

3）样品的制备、测定及结果计算

样品的制备方法常以食品种类及存在状态的不同而异，一般情况下，食品以固态(如面包、饼干、乳粉等)、液态(如牛乳、果汁等)和浓稠态(如炼乳、糖浆、果酱等)存在。现将样品制备与测定方法等分述如下：

①固态样品：

固态样品必须磨碎，全部经过20～40目筛，混匀。在磨碎过程中，要防止样品中水分含量变化。一般水分含量在14%以下时称为安全水分，即在实验室条件下进行粉碎过筛等处理，水分含量一般不会发生变化。但要求动作迅速。制备好的样品存于干燥洁净的磨口瓶中备用。

测定时，精确称取上述样品2一10g(视样品性质和水分含量而定)，置于已干燥、冷却并称至恒重的有盖称量瓶中，移入95～105℃常压烘箱中，开盖烘2～4小时后取出，加盖置干燥器内冷却0.5小时后称重。再烘1小时左右，又冷却0.5小时后称重。重复此操作，直至前后两次质量差不超过2mg即算恒重。测定结果按下式计算：


[image: image4.wmf]3

1

2

1

m

m

m

m

-

-

=

(%)

水分


式中  ml——干燥前样品与称量瓶质量，g

m2------干燥后样品与称量瓶质量，g；

m3------称量瓶质量，g。

3、油脂相对密度测定---相对密度瓶法

1）试验原理

用同一相对密度瓶在同一温度下，分别称量等体积的油脂和蒸馏水的质量，两者的质量比即为油脂的相对密度。

2）试剂

洗涤液；乙醇；乙醚；无二氧化碳蒸馏水；滤纸等。

3）仪器和用具

电热恒温水浴锅；感量0.0001g分析天平；吸管(25mL)；烧杯；相对密度瓶(25mL或50mL，带温度计塞)。

4）操作方法

(1)洗涤相对密度瓶(比重瓶)  用洗涤液、水、乙醇、水依次洗净相对密度瓶。

(2)测定水质量  用吸管吸取蒸馏水，沿瓶口内壁注入相对密度瓶，插入带温度计的瓶塞(加塞后瓶内不得有气泡存在)。将相对密度瓶置于20℃恒温水浴中，待瓶内水温达到(20土0.2)℃时，经30min后取出相对密度瓶，用滤纸吸去排水管溢出的水，盖上瓶帽，揩干瓶外部，称量。 

(3)测定瓶质量  倒出瓶内水，用乙醇和乙醚洗净瓶内水分，用干燥空气吹去瓶内残存的乙醚，并吹干瓶内外，然后加瓶塞和瓶帽称量。瓶质量应减去瓶内空气质量(1cm3干燥的空气质量在标准状况下为0.001293g~0.0013g)。

 (4)测定试样质量  吸取20℃以下澄清试样，按测定水质量法注入瓶内，加塞，用滤纸蘸乙醚揩净外部，置于20℃恒温水浴中，经30min后取出，揩净排水管溢出的试样和瓶外部，盖上瓶帽，称量。

5)结果计算

在试祥和水的温度为20℃条件下测得的试样质量 (m2) 和水质量(m1)，按式(3—5)计算相对密度
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式中  m1——水质量，g； 

      m2——试样质量，g；
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-----油温、水温均为20℃时油脂的相对密度

换算为水温为4时的相对密度，试样和水温都需换算时的公式同（3-3）和式（3-4）。不同温度时水的相对密度见表3-2。
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4、油脂折射率测定

1） 试剂

乙醚、乙醇（分析纯）

2） 测定

校正仪器  用纯水

经校正后的仪器，用乙醚将上下棱镜揩净后，用圆头玻璃棒取经混匀、过滤的试样两滴，滴在下棱镜上(玻璃棒不要触及镜面)，转动上棱镜，关紧两块棱镜。待试样温度稳定后(约经3min)，转动阿米西棱镜手轮和棱镜转动手轮，使视野分成清晰可见的明暗两部分，其分界线恰好在十字交叉点上，记下标尺读数和温度。

3）结果计算

标尺读数即为测定温度条件下的折射率。如测定温度不在 20℃时，应按式(3—6)将其换算为20℃时的折射率。
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式中   n20---- 20℃时的折射率；

n’------油温在t℃时测得的折射率；

t-------测得折射率时的油温；

0.00038------油温在10～30℃范围内，每差1℃时折射率的校正系数。

5、油脂酸价的测定

1）方法(GB／T 5530—85)及原理

用中性乙醇和乙醚混合溶剂溶解油样，然后用碱(氢氧化钾)标准溶液滴定其中的游离脂肪酸，每克油样消耗氢氧化钾的质量 (mg)即为该样的酸价。

2）试剂

 (1)KOH标准溶液  0.1mol／L。或氢氧化钠标准溶液。

 (2)中性乙醚  乙醇(2：1)混合溶剂，临用前用0.1mol／L碱液滴定至中性。 

(3)酚酞乙醇溶液指示剂  1g／100mL。

  3）仪器和用具

  25mL滴定管，250mL锥形瓶，感量0.001g天平，容量瓶，移液管，称量瓶，试剂瓶等。

  4）操作方法

 称取混匀试样3～5g(m)注入锥形瓶中，加入混合溶剂50mL，摇动使试样溶解，再加3滴酚酞指示剂，用0.1mol／L碱液滴定至出现微红色，在30s内不消失，记下消耗的碱液体积(V)。

 5）结果计算
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  油脂酸价按式(4—1)计算

式中：V----滴定消耗的氢氧化钾溶液体积，ml

      c----- KOH溶液浓度，mol／l；

      m——试样质量，g；

      56.1 ------ KOH的摩尔质量，g／mol。

双试结果允许差不超过0.2mgKOH／g油，求其平均数，即为测定结果。测定结果取小数点后一位。

6、油脂色泽的测定
色泽(又称度)是植物油加工最重要的外观指标，因为当消费者从超市食品货架上选购油脂时，色泽是影响其对产品质量进行判断的最直接的因素。油脂的色度可以分为红、黄、绿—蓝等。

按油脂组成成分来分析，纯净的油脂应该是五色、透明并略带黏性的液体。油脂之所以带有各种颜色，是因为油料在压榨或者浸提过程中，把油料中所含有的某些色素同时提出造成的。在正常情况下，油脂色泽的深浅，主要取决于油料所含有脂溶性色素的种类和含量的多少，同时还与油脂浸提工艺有关：浸出法生产的油脂中，脂溶性色素多，油脂色泽较深；而压榨法生产的油脂含色素少，色泽较浅。此外，如油料在保管期间发热、发霉，则会使油料中的蛋白质及糖类等有机物部分分解，产生各种带有颜色的物质，进而使产品的色泽发生改变。    

我国植物油国家标准中对不同种类、等级的植物油色泽是以罗维朋比色计进行测定，并制定了相应的指标。此外，植物油色泽鉴定还可以采用重铬酸钾法。

 1）罗维朋比色计法

（1）方法(GB／T 5525—85)原理

通过调节黄、红色的标准颜色色阶玻璃片与油样的色泽进行比色，比至二者色泽相当时，分别读取黄、红色玻璃片上的数字作为罗维朋色值即油脂的色泽值。    

（2）仪器：罗维朋比色计

罗维朋比色计主要由比色槽，比色槽托架，碳酸镁反光镜，乳白灯泡，观察管以及红、黄、蓝及灰色的标准颜色色阶玻璃片等部件组成(如图3—3所示)。

比色槽有两种规格，厚度为25.4mm比色槽用于普通植物油色泽测定，厚度为133.4mm的比色槽用于色拉油、高级烹调油等浅色油的测定。

标准颜色玻璃片有红色、黄色、蓝色及灰色等四种。红色玻璃片号码由0～70组成，分为三组，一组为0.l一0.9，二组为1～9，三组为10～70；黄色玻璃片号码也由0～70组成，同样分为三组；蓝色玻璃片号码由0.1—40组成，分为三组；灰色玻璃片号码由 0.1—3组成，分为两组。标准颜色玻璃片中常用的是红、黄两种，而蓝色玻璃片仅作为调配青色用(油色为青绿色时)，灰色玻璃片用作调配亮度。红、黄两色玻璃片的选用原则是先根据质量标准固定规定号码的黄色玻璃片，然后用不同号码的红色玻璃片配色、调整，直至其颜色与油样色泽一致。
（3）操作方法    

首先放平仪器，从配件盒中拿出观察管并将其插入仪器中(必须确保观察反射镜正对仪器)，将两个碳酸镁反光镜片分别放人仪器的两个孔上，接通电源，交替按下“ON／OFF”按钮，检查光源是否完好。取澄清(或经过滤)的试样注人比色槽中(比色槽的选用规则如前所述)，样品量应达到距离比色槽上口约5mm处，再将比色槽置于比色槽托架上并按下托架上固定比色槽位置的保持夹，然后将比色槽托架置于比色计中。 

按质量标准固定黄色玻璃片色值，按下ON／OFF按钮，打开光源，移动红色玻璃片调色，直至玻璃片颜色与样品完全相同为止。如果油样有青绿色，则须配人蓝
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色玻璃片，这时移动红色玻璃片，使配人蓝色玻璃片的号码达到最小值为止。记取与黄、红(或者黄、红、蓝)色玻璃片相对应的各自总色值，即为被测油样的色值。结果注明不深于黄多少号和红多少号，同时标明所用比色槽的厚度。

（4）注意事项    

 ①用作光源的两只乳白灯泡，在达到使用寿命后，应予更换，以保证光源准确的光强度。

 ②碳酸镁反光镜片表面如有变色，可用小刀仔细地将变色层刮去，但应保证反光面平整。   

 ③试验结果允许差不超过0.2，以试验结果较高的色值作为测定结果。
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