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响应面法优化拟微绿球藻藻油脱色工艺
袁 芝，朱孝晨，孙利芹*

（烟台大学生命科学学院，山东 烟台 264005）

摘  要：以海洋微藻拟微绿球藻中提取的富含二十碳五烯酸的粗藻油为原料，探究脱色材料及脱色工艺对粗藻油

脱色效果的影响。在单因素试验结果的基础上，以脱色剂用量、脱色温度、脱色时间为影响因素，以藻油脱色率

和藻油回收率为响应值，应用Box-Behnken试验设计建立数学模型，进行响应面分析，优化脱色工艺条件。结果表

明，活性炭对拟微绿球藻藻油的脱色效果最好，响应面优化的最佳脱色工艺条件为：活性炭用量3.8 g/100 mL、脱

色温度68 ℃、脱色时间54 min。在此条件下，微藻藻油的脱色率达到98.05%，经3 次解吸后，藻油总回收率达到

81.45%。
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Optimization of Decolorization of Nannochloropsis oceanica Oil by Response Surface Methodology
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Abstract: The optimization of the decolorization of crude oil extracted from Nannochloropsis oceanica, rich in 

eicosapentaenoic acid (EPA), was carried out using one-factor-at-a-time method and response surface methodology. Using 

a Box-Behnken design, a mathematical model was established indicating the effects of decolorizing agent dose, temperature 

and time on decolorization efficiency and oil recovery, respectively. The results showed that activated carbon exhibited the 

best decolorization efficiency. A decolorizing agent dose of 3.8 g/100 mL, a temperature of 68 ℃ and a decolorization time 

of 54 min were found to be the optimal conditions to obtain a higher decolorization efficiency of 98.05% and a higher oil 

recovery of 81.45% after three desorption cycles. 
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二十碳五烯酸（eicosapentaenoicacid，EPA）属于

ω-3系列多不饱和脂肪酸（polyunsaturated fatty acids，

PUFAs），是人体自身不能合成但又不可缺少的重要营

养物质，EPA可降低胆固醇和甘油三酯的含量，促进体

内饱和脂肪酸代谢等作用[1-3]。随着人们日常饮食中的胆

固醇、油脂摄入量大幅上升，心血管疾病等“富贵病”

正成为主要健康问题之一。提高EPA的吸收已经证实对

治疗冠状动脉心脏病、高血压和炎症（例如风湿性关节

炎）有效[3-4]。因此，开发研究EPA产品具有广阔的应用

前景和巨大的经济价值。目前市场上的EPA产品多是来

源于深海鱼油，存在胆固醇含量较高、通常带有较重的

腥味影响口感等不足。海洋微藻是EPA等PUFAs的最初

生产者[5]，与鱼油相比，微藻中的脂肪酸组成更为稳定且

不含胆固醇和无鱼腥味，且微藻的培养繁殖简单，生长
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周期短，不受时间、地域等影响，可通过控制培养条件

提高不饱和脂肪酸含量[6-8]，因此微藻作为EPA等PUFAs

的又一来源具有很大的发展潜力。

拟微绿球藻（Nannochloropsis oceanica），属于真眼

点藻纲（Eustigmatophyceae）[9]，是一种分布广泛的海水

藻类，富含不饱和脂肪酸及各种营养物质，其中EPA含

量可高达总脂肪酸的30%左右，被认为最有潜力的EPA研

究藻种[10]。目前关于从拟微绿球藻中提取精制EPA的报

道尚不多见，多集中在提取工艺的研究[11-13]。而从微藻

中提取的富含EPA的粗藻油中含有较多的杂质和色素，

通常呈黑褐色，不仅影响EPA产品的外观，而且在一定

程度上降低了EPA产品的质量等级，需要对产品进行精

制，其中粗藻油脱色是精制工艺的重要环节，要想达到

高级食用油脂标准，必须进行脱色处理。油脂的精制脱

色工艺方法大多为物理吸附脱色和化学脱色。常用的

物理吸附脱色剂有活性炭[14]、活性白土[15]、凹凸棒土[16]

等，主要应用于食用油、鱼油及生物柴油的脱色[17-19]。目

前，对于含有较多的杂质和色素的微藻油脂脱色的研究

鲜有报道[20]。本实验通过对脱色剂的种类与用量、脱色

温度、脱色时间等因素进行探究，并采用响应面分析法

优化脱色工艺条件，寻找适合拟微绿球藻藻油的最佳脱

色工艺，旨在为微藻藻油EPA产品的进一步开发及工业

化生产提供一定参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

海水拟微绿球藻冻干粉由烟台海融微藻养殖有限公

司提供。实验用的藻油为本实验室采用溶剂浸提法获得

的粗藻油，料液比为1∶10（g/mL）。活性炭（粉末状）

购自国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

UV/V-1200紫外分光光度计 上海翱艺仪器有限 

公司；RE-52A旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器厂；

DZF-6050真空干燥箱 上海一恒科技有限公司；GCMS-

QP2010气相色谱-质谱联用仪 日本岛津公司。

1.3 方法

1.3.1 藻油提取工艺[21]

常温、常压下，采用溶剂浸提法，提取剂为V（石油

醚）∶V（丙酮）∶V（乙醇）=2∶1∶0.5，按照料液比1∶10

（g/mL）在5 L的密封浸提桶中浸提2～3 次，合并浸提

液，旋转蒸发去除有机试剂得粗藻油。将藻油与提取剂

按1∶10（g/mL）的比例混合，备用。

1.3.2 藻油脱色工艺

拟微绿球藻→有机溶剂浸提→藻油粗样品→加入脱

色剂→加热搅拌→抽滤分离→脱色藻油

活性炭解吸附：取脱色后的活性炭10 g，加入300 mL

提取剂（V（石油醚）∶V（丙酮）∶V（乙醇）=2∶1∶0.5）

混合搅拌，抽滤得溶液，重复3 次，合并滤液。

1.3.3 藻油脱色检测

1.3.3.1 藻油色泽的测定

国际上通用的评定油脂色泽和测试脱色工艺效果的

标准方法有2 种：罗维朋比色法和分光光度计法。罗维朋

比色法多用于浅色粗油，且目测读数结果误差较大，而

采用分光光度法测定在250～750 nm波长处的油脂透光曲

线或在固定波长下测得的油脂透光率，可操作性强，准

确度高，本研究中的粗油颜色较深，故采用分光光度计

法测定藻油色度[22-23]。

1.3.3.2 藻油脱色率的测定

取待测定藻油粗样品，以提取剂（V（石油醚）∶ 

V（丙酮）∶V（乙醇）=2∶1∶0 . 5）作为参比溶液，

在紫外 -可见光分光光度计上用 1  c m石英比色皿在

250～750 nm波长范围进行全波长扫描测量吸光度，确定

藻油的最大吸光度所对应波长为409 nm，并以此作为藻

油脱色率的标准测定波长，脱色率计算见公式（1）：

A0 A1

A0
/% 100 （1）

式中：A0为脱色前藻油的吸光度；A1为脱色后藻油

的吸光度。

1.3.3.3 藻油回收率的测定

分别量取等量的2 份藻油置于2 个干燥洁净的圆底烧

瓶中，一份进行脱色处理，一份作为对照，分别旋转蒸

发除掉有机溶剂并真空干燥至恒质量，差量法称量两组

的质量，回收率计算见公式（2）：

B0 B1

B0
/% 100 （2）

式中：B0为脱色前藻油的质量/g；B1为脱色后藻油的

质量/g。

1.3.4 脱色材料及脱色条件对脱色效果的影响

1.3.4.1 不同脱色剂脱色效果比较

分别选取皂土、硅藻土、高岭土、活性炭处理藻油

粗样品，取100 mL藻油粗样品，分别加入3 g的皂土、硅

藻土、高岭土、活性炭，在60 ℃于磁力搅拌水浴锅中恒

温水浴回流30 min，抽滤分离后测定脱色率和回收率，

比较不同脱色剂对藻油粗样品的吸附脱色效果，并选择

效果最佳的脱色剂进行脱色条件的单因素试验。

1.3.4.2 脱色剂用量对脱色效果的影响

脱色剂用量设置为1、2、3、4、5 g/100 mL 5 个水

平，脱色温度60 ℃，脱色时间30 min，考察脱色剂用量

对藻油脱色效果的影响。



※工艺技术	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.24   185

1.3.4.3 脱色温度对脱色效果的影响

脱色温度设置为40、50、60、70、80 ℃ 5 个水平，脱

色时间30 min，考察脱色温度对藻油脱色效果的影响。

1.3.4.4 脱色时间对脱色效果的影响

脱色时间设置为30、40、50、60、70 min 5 个水平，

脱色温度60 ℃，考察脱色时间对藻油脱色效果的影响。

1.3.5 响应面优化试验[24]

在单因素试验的基础上，选取活性炭的用量、脱色

温度、脱色时间为主要影响参数，以藻油的脱色率和回

收率为响应值，考察各因素间的交互作用对藻油脱色效

果的影响，采用Design-Expert 7.0软件进行分析，选择三

因素三水平的Box-Behnken设计，并对结果进行统计分

析。试验设计因素与水平如表1所示。

表 1 Box-Behnken试验设计因素与水平

Table 1 Coded values and corresponding values of independent 

variables used in Box-Behnken design  

因素
水平

－1 0 1

X1脱色温度/℃ 60 70 80

X2脱色时间/min 45 50 55

X3活性炭用量/（g/100 mL） 3 4 5

1.3.6 藻油脂肪酸组成分析

1.3.6.1 藻油的甲酯化

参照文献[25-26]，采用硫酸-甲醇法，准确称取微量

藻油10 mg加入150 mL三角锥瓶中，加入质量分数为2%

氢氧化钠-甲醇溶液5 mL后置于75 ℃水浴回流20 min。准

确移取0.5 mol/L硫酸-甲醇溶液10 mL从冷凝管上端加入，

75 ℃水浴回流15 min，后加入10 mL正己烷回流1 min。取

出冷却至室温，振荡4 min，取上清液过滤上机。

1.3.6.2 色谱条件

Rtx-5MS色谱柱（30 m×0.32 mm，0.25 μm）；载

气He（纯度≥99.99%）；进样量0.5 μL；进样方式：

分流进样，分流比20∶1；流速1.0 mL/min；进样温度

250 ℃；色谱-质谱接口温度230 ℃；程序升温：100 ℃保

持2 min，以4 ℃/min升温至250 ℃并保持2 min。

1.3.6.3 质谱条件

电子电离源，电子能量70 eV，接口温度230℃，离

子源温度200 ℃，质量扫描范围m/z 29～450。

2 结果与分析

2.1 脱色剂的确定

由表2可知，在相同的条件下，硅藻土对藻油的脱色

效果最差，脱色率只有28.41%，高岭土和皂土的脱色效

果依次增加，活性炭对藻油的脱色效果最好，脱色率可

以达到92.83%，因此本实验选用活性炭作为藻油的脱色

吸附剂。

表 2 不同脱色剂对藻油脱色效果的影响

Table 2 Decolorization efficiency of microalgae oil with different 

decolorizing agents

脱色剂种类 脱色率/% 回收率/%

皂土 43.06±3.24 74.19

硅藻土 28.41±6.61 92.58

高岭土 28.97±4.44 92.11

活性炭 92.83±0.79 45.17

2.2 单因素试验结果

2.2.1 活性炭用量对脱色率的影响

100

90

80

70

60
1 2 3 4 5

/%

/ g/100 mL

图 1 活性炭用量对藻油脱色率的影响

Fig. 1 Influence of adsorbent dosage on decolorization efficiency

通常情况下，对油脂进行吸附脱色，吸附剂的添

加量原则上控制在1～5 g/100 mL[27]。由图1可知，藻

油的脱色率随着活性炭用量的增加而增加，在活性

炭用量为5 g/100 mL时，藻油脱色率达到最大值。此

外，活性炭用量越多，由活性炭吸附造成的藻油损失

和生产成本也相应增加。因此，活性炭的用量应控制

在5 g/100 mL以内。

2.2.2 脱色温度对脱色率的影响

95

90

85

80

75
40 50 60 70 80

/%

/

图 2 脱色温度对藻油脱色效果的影响

Fig. 2 Influence of temperature on decolorization efficiency

从图2可以看出，藻油的脱色率随着温度的升高而增

加，当温度达到70 ℃时，脱色率达到92.5%，但温度超

过70 ℃以后，随着温度的上升，脱色率反而下降。出现

这种现象可能是因为色素等物质在活性炭表面的吸附过

程是一个放热反应，过高的温度不利于色素吸附，会使藻

油中的一些无色物质发生氧化反应，生产难于除去的新色

素[28]，因此脱色温度应该控制在60～80 ℃。
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2.2.3 脱色时间对脱色率的影响

100

95

90

85
30 40 50 60 70

/%

/min

图 3 脱色时间对藻油脱色效果的影响

Fig. 3 Influence of adsorption time on decolorization efficiency

由图3可知，藻油的脱色率随着时间的延长而增加，

时间越长，脱色效果越好。脱色时间为50 min时，藻油

的色度最浅。当藻油与吸附剂的接触时间超过60 min

时，已吸附的部分色素可能解吸附，同时可能由于氧化

引起色素固化和新的色素等物质的产生[29]，致使藻油色

度有所加深。

2.3 脱色工艺条件优化结果

表 3 Box-Behnken试验设计与结果

Table 3 Box-Behnken design with experimental and predicted values 

of response variables

试验号
X1脱色
温度

X2脱色
时间

X3活性
炭用量

脱色率/% 回收率/%

测定值 预测值 测定值 预测值

1 －1 －1 0 97.65 97.49 36.42 37.48

2 1 －1 0 96.32 95.73 46.53 46.91

3 －1 1 0 98.12 98.71 39.38 39.00

4 1 1 0 96.71 96.87 42.77 41.71

5 －1 0 －1 95.70 95.78 45.09 45.25

6 1 0 －1 94.99 95.50 43.93 44.78

7 －1 0 1 98.98 98.47 31.36 30.51

8 1 0 1 95.23 95.15 43.28 43.12

9 0 －1 －1 96.56 96.64 45.74 44.51

10 0 1 －1 98.59 97.92 41.84 42.06

11 0 －1 1 97.26 97.92 35.91 35.70

12 0 1 1 99.06 98.98 33.24 34.47

13 0 0 0 97.50 97.20 48.99 48.22

14 0 0 0 97.34 97.20 46.88 48.22

15 0 0 0 97.57 97.20 48.41 48.22

16 0 0 0 96.26 97.20 48.41 48.22

17 0 0 0 97.34 97.20 48.41 48.22

以单因素试验结果为基础，设定活性炭用量、脱色

温度、脱色时间作为优化参数，以藻油的脱色率和回收

率为响应值，建立响应面模型。由表3可知，第13、14、

15、16、17号为区域中心试验点，其余12 组为析因试验

点，取值在每个因素组成的顶点上。零点试验进行5 次重

复，用以估计试验误差。

利用Design-Expert 7.0软件对所得数据进行整理分

析，得到脱色率二次回归方程为：

Y1=97.20－0.45X1＋0.59X2＋0.59X3－0.010X1X2－

0.38X1X3－0.058X2X3－0.21X1
2＋0.82X2

2－0.15X3
2

回收率二次回归方程为：

Y2=48.22＋1.52X1－0.92X2－4.10X3－0.84X1X2＋

1.64X1X3＋0.31X2X3－0.65X1
2－4.34X2

2－4.70X3
2

根据表3结果，用Design-Expert 7.0软件进行多元回

归分析，回归方程的方差结果见表4和表5。

表 4 脱色率回归模型的方差分析

Table 4 Analysis of variance of the regression model for  

decolorization efficiency

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 19.80 9 2.20 4.65 0.027 5*

X1脱色温度 6.48 1 6.48 13.69 0.007 6**

X2脱色时间 2.75 1 2.75 5.81 0.046 7*

X3活性炭用量 2.75 1 2.75 5.81 0.046 7*

X1X2 0.001 6 1 0.001 6 0.003 4 0.955 3

X1X3 2.31 1 2.31 4.88 0.062 8

X2X3 0.013 1 0.013 0.028 0.872 0

X1
2 2.85 1 2.85 6.02 0.043 9*

X2
2 2.83 1 2.83 5.99 0.044 3*

X3
2 0.10 1 0.10 0.21 0.658 4

残差 3.31 7 0.47

失拟项 2.16 3 0.72 2.51 0.197 8

纯误差 1.15 4 0.29

总和 23.1 16

R2=0.856 7           R2
Adj=0.672 4

注：*. P＜0.05，差异显著；**. P＜0.01，差异极显著。下同。

表 5 回收率回归模型的方差分析

Table 5 Analysis of variance of the regression model for oil recovery

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 492.04 9 54.67 39.67 ＜0.000 1**

X1脱色温度 73.57 1 73.57 53.38 0.000 2**

X2脱色时间 6.79 1 6.79 4.93 0.061 9

X3活性炭用量 134.56 1 134.56 97.64 ＜0.000 1**

X1X2 11.29 1 11.29 8.19 0.024 3*

X1X3 42.77 1 42.77 31.04 0.000 8**

X2X3 0.38 1 0.38 0.27 0.616 5

X1
2 28.60 1 28.60 20.75 0.002 6**

X2
2 79.26 1 79.26 57.51 0.000 1**

X3
2 92.96 1 92.96 67.45 ＜0.000 1**

残差 9.65 7 1.38

失拟项 7.15 3 2.38 3.82 0.114 2

纯误差 2.50 4 0.62

总和 501.69 16

R2=0.980 8             R2
Adj=0.956 0

对脱色率回归模型进行分析，该二次多项式回归模

型F值为4.65，P值小于0.05，表明模型显著，不同处理间

的差异显著；失拟项F值为2.51，F＜F0.05（3,9）=8.81，失拟

项P值为0.197 8大于0.05，不显著。模型的调整确定系数

R2
Adj值为0.672 4，说明该模型的拟合度良好可以用该模型

对藻油的脱色率进行分析与预测。由表4可知，X1对二次

响应面模型效果极显著；X2、X3、X1
2、X2

2差异显著，其

余项的影响不显著。说明脱色温度对藻油的脱色率影响

比较明显。
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对回收率回归模型进行分析，该二次多项式回归模

型F＝39.67＞F0.01（4,9）＝14.66，P值小于0.000 1表明模型

高度显著，不同处理间的差异极显著；失拟项F＝3.82＜ 

F0.05（3,9）＝8.81，失拟项P值为0.114 2大于0.05，不显著。

模型的调整确定系数R2
Adj值为0.956 0，说明该模型能解

释95.60%相应值的变化，因而该模型的拟合度良好，试

验误差小，可以用该模型对藻油的回收率进行分析与预

测。由表5可知，X1、X3、X1X3、X1
2、X2

2、X3
2对二次响应

面模型效果极显著；X1X2差异显著，其余项的影响不显

著。说明脱色温度、活性炭用量对藻油的回收率比较明

显，脱色温度与脱色剂用量的交互作用比较明显。

为确定响应面最佳工艺条件，运用响应面寻优方

法对回归方程进行最优解分析，得到最佳工艺参数为

脱色温度68.23 ℃、脱色时间54.18 min、活性炭用量

3.84 g/100 mL粗藻油。在此条件下，藻油的脱色率和回

收率分别为98.29%和44.63%。考虑到实际可操作性，将

工艺参数修正为脱色温度68 ℃、脱色时间54 min、活性

炭用量3.8 g/100 mL粗藻油。为检验结果的可靠性，采用

修正后的工艺参数进行3 次平行验证实验，得出藻油的脱

色率和回收率分别为98.05%和45.12%，与理论预测值基

本吻合。考虑到藻油的回收率不高，将活性炭3 次解吸附

后合并藻油，回收率可以达到81.45%。

2.4 脱色前后藻油主要理化特性比较

溶剂浸提法得到的粗藻油呈黑褐色，脱色后的藻油

呈金黄色，较澄清。经测定，脱色前后藻油的主要理化

指标发生了一些变化，由表6可知，脱色前后，其酸值和

碘值稍有降低，说明脱色工艺合适，而过氧化值稍微增

加是由于脱色过程中的高温会引起油脂轻微氧化。

表 6 藻油的主要理化特性

Table 6 Physical and chemical properties of crude and decolorized oil

样品 酸值/（mg/g） 过氧化值/（mg/kg） 碘值/（g/100 g）

藻油毛油 2.52 4.85 93

脱色藻油 2.28 5.68 87

2.5 脱色前后藻油脂肪酸组成分析

表 7 拟微绿球藻脂肪酸组成及相对含量

Table 7 Fatty acid composition of crude and decolorized oil

序号 脂肪酸名称 脱色前相对含量/% 脱色后相对含量/%

1 十四烷酸（肉豆蔻酸） 8.38 7.35

2 十五烷酸 0.44 0.62

3 9-十六烯酸（棕榈油酸） 25.57 19.75

4 十六烷酸（棕榈酸） 45.54 47.75

5 9,12-十八碳二烯酸（亚油酸） 1.37 1.84

6 9-十八碳烯酸（油酸） 5.89 7.06

7 10-十八碳烯酸 0.46 1.58

8 十八烷酸（硬脂酸） 0.77 1.89

9 5,8,11,14-二十碳四烯酸（花生四烯酸） 1.34 1.67

10 5,8,11,14,17-二十碳五烯酸（EPA） 10.24 10.49

由表7可知，微藻油脂中脂肪酸大多以不饱和脂肪酸

为主，占到总脂肪酸含量的45%以上。微藻油脂脱色前

后不饱和脂肪酸总相对含量基本没变，EPA相对含量脱

色前后分别为10.24%和10.49%，因此，脱色未对微藻油

脂中EPA的含量产生影响。本次测定的拟微绿球藻粗藻

油中的EPA仅占到总脂肪酸含量的10%左右，相对于一些

报道的偏低[30]，推测与藻粉批次和粗藻油制备方法不同

有关，但不影响对脱色工艺的探究。

3 结 论

活性炭相对于其他几种脱色剂对拟微绿球藻藻油

有更好的脱色效果；通过单因素试验和响应面试验对

优化活性炭的脱色工艺条件，确定了最优的脱色工艺

条件为脱色温度68 ℃、脱色时间54 min、活性炭用量

3.8 g/100 mL藻油。在此条件下，藻油的脱色率和3 次解

吸附后的回收率分别为98.05%和81.45%。建立的二次回

归方程模型极显著，对试验拟合度较好，具有一定的应

用价值。

对脱色前后的藻油脂肪酸组成成分进行了分析，

结果显示脱色前后的总脂肪酸组成种类没有变化，拟微

绿球藻的油脂中含有花生四烯酸和EPA等多不饱和脂肪

酸；脱色前后各脂肪酸的含量变化不大，尤其是不饱和

脂肪酸没有明显的下降，说明脱色未对藻油造成很大程

度的氧化。
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