
第 10 卷 第 19 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 10 No. 19 

2019 年 10 月 Journal of Food Safety and Quality Oct. , 2019 

 

                            

*通讯作者: 吴文龙 , 研究员 , 主要研究方向为经济植物引种驯化 , 经济林果育种栽培 , 黑莓及蓝莓栽培育种及加工与利用。

E-mail:1964wwl@163.com 
*Corresponding author: WU Wen-Long, Professor, Institute of Botany, Jiangsu Province and Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210014, 
China. E-mail:1964wwl@163.com 

 

尿素包合法提取黑莓天然维生素 E的 

工艺条件优化 

李维林 1, 邓  锡 1, 崔恩惠 2, 方  亮 2, 赵慧芳 2, 吴文龙 2* 

(1. 南方现代林业协同创新中心, 南京林业大学林学院, 南京  210037; 

2. 江苏省中国科学院植物研究所, 南京  210014) 

摘  要: 目的  优化尿素包合法提取黑莓中天然维生素 E 的工艺条件条件。方法  采用尿素包合法从黑莓种

籽油中提取天然维生素 E, 通过单因素试验及正交试验, 确定最佳工艺参数。结果  最佳工艺参数为尿素与油

脂的质量比 加热时间 ,1׃3 30 min, 加热温度 50 ℃, 乙醇浓度 95%, 冷析时间 4 h, 冷析温度 0 ℃。在此工艺条

件下得到的提取物中, 维生素 E 含量可达 3.21%。结论  本方法可有效提取黑莓中的维生素 E。 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the process conditions for the extraction of natural vitamin E from blackberry 

by urea complexion method. Methods  The natural vitamin E was extracted from the blackberry seed oil by urea 

complexion, and the optimal process parameters were determined by single factor test and orthogonal test. Results  The 

optimum process parameters were mass ratio of urea to grease of 3 1׃, heating time of 30 min, heating temperature of 

50 ℃, ethanol concentration of 95%, cold settling time of 4 h, and cold settling temperature of 0 ℃. The extract 

obtained under the conditions of the process had a vitamin E content of 3.21%. Conclusion  This method can 

effectively extract vitamin E from blackberries. 
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1  引  言 

维生素 E(VE)是一种脂溶性的强抗氧化剂, 自然界中

只在植物和其他光合生物中合成, 是人体和动物必须从食

物中摄取的微量营养素之一, 因其具有多种生理功能, 历

来倍受重视, 被广泛地应用于食品、化妆品、医药和动物

饲料制品中[1,2]。天然 VE 具有更高的活性, 使用也更加安

全, 近年来已经广泛应用于医药、食品、饲料、化妆品、

化工等方面, 如在口香糖中加入 1%天然维生素 E 可以快

速除去口中异味,以天然维生素 E 为营养添加剂的化妆品
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可有效防止色素沉积\改善皮肤弹性, 天然 VE 还可作为食

品工业用塑料薄膜制品的抗氧化剂等[1,2]。黑莓是蔷薇科悬

钩子属(Rubus L.)浆果类果树, 其果实中含有极为丰富的

抗衰老物质 VE、花青素、多酚等, 被誉为“生命之果”[3]。

据报道黑莓果实中天然 VE 的含量为 3.155 mg/100 g[3], 有

良好的开发应用前景。关于天然 VE 的来源和提取技术, 前

人已经有很多研究[4,5], 已报道的其天然来源有大豆[69]、葡

萄籽[10]、番茄[11]、西兰花[11]、螺旋藻、油棕[等, 其提取方法大

多采用尿素包合法[69]、溶剂萃取法[10,11]、分子蒸馏法[1214]、

皂化-冷析法[15]、超临界 CO2 萃取法[1620]等, 但是对黑莓

天然 VE 提取技术的研究尚未见报道。作者前期研究发现

黑莓果实中的 VE 主要存在于种籽中, 并对其种籽油提取

技术进行了研究[21]。 

本研究采用尿素包合法从黑莓种籽油中提取天然 VE, 

通过单因素实验和正交试验优化了工艺参数, 以期为今后

黑莓天然 VE 工业化生产提供技术基础, 对于黑莓的深加

工利用具有重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与设备 

2.1.1  实验材料 

前期研究中从黑莓‘Hull’品种种籽(南京新得力食品

有限公司提供)获得的黑莓种籽油(VE 含量 3.21%)。 

2.1.2  实验试剂 

VE 标准品(含量≥96%, 以 α-生育酚计, 美国 Sigma

公司); 无水乙醇、氯化铁、1,10-菲罗啉、磷酸、正己烷(分

析纯, 南京化学试剂有限公司)。 

2.1.3  仪器设备 

HH-S24 数显恒温水浴锅 ( 国华电器有限公司 ); 

SHZ-III 型循环水式多用真空泵(上海知信实验仪器技术有

限公司);RE-52AA 旋转蒸发器(北京佳源兴业科技有限公

司); TU-1810 紫外-可见光分光光度计(北京普析通用仪器

有限公司);EX-200A 型电子分析天平(慈溪市天东衡器厂)。 

2.2  实验方法 

称取 1.5 g 黑莓种子油, 加入 50 ℃尿素乙醇溶液进行

络合, 加热回流一段时间后, 冷析、抽滤, 得到的溶液用正

己烷进行萃取, 将萃取出的上清液在减压条件下去除正己

烷, 并在水浴锅内放置一段时间, 使正己烷挥发干净后, 

恒重后称重, 测定其中的 VE 含量。 

维生素E的测定: 参照崔恩惠等[22]的方法, 称取VE 提

取物 0.1 g, 用正己烷定容到 50 mL, 吸取 0.5 mL 定溶液, 加

入 2.11 mmoL/L 氯化铁乙醇溶液 0.2 mL、7.32 mmoL/L10-

菲罗啉乙醇溶液 0.31 mL 和 42.58 mmoL/L 磷酸 0.31 mL, 

定容到 15 mL, 反应 30 s, 在 509 nm 下测定吸光度, 用标

准曲线法计算 VE 含量。 

去脂率的测定: 去脂率指从黑莓种籽油中中分离剔

除的游离脂肪酸和甘油酯的含量。利用 KOH 滴定法来测

定, 用 5 mL 移液管准确量取黑莓种籽油样 4 mL, 用洗耳

球吹入三角瓶中, 再吹 3 次, 每次间隔 3~5 s, 加中性乙醚

乙醇(2:1, V:V)混合溶液 50 mL, 摇动使试样溶解, 再加 3

滴酚酞指示剂, 再用另一支移液管量取 0.1408 moL/L 的碱

液进行滴定, 滴定至出现微红色在 30 s 内不消失为止, 记

下消耗碱液的毫升数。 

2.3  单因素试验 

选取尿素与油脂质量比(A)、加热时间(B)、加热温度

(C)、乙醇浓度(D)、冷析时间(E)、冷析温度(F)6 个因素进

行试验, 以 VE 含量与去脂率为指标, 考察各因素对提取

效果的影响。试验设计如表 1 所示。 

 
表 1  单因素试验设计 

Table 1  Design of single factor experiment 

样品 A B/min C/℃ D/% E/h F/℃ 

1׃1 1 15 30 100 1 4 

1׃2 2 30 40 95 2 0 

1׃3 3 45 50 90 4 5 

1׃4 4 60 60 85 6 10 

1׃5 5 75 70 80 8 15 

 

2.4  正交试验 

根据单因素试验的结果, 选择尿素与油脂质量比、加

热温度、加热时间、乙醇浓度等 4 个在加热回流中起主要

作用的因素进行正交试验, 试验设计如表 2 所示。 

 
表 2  正交试验设计 

Table 2  Design of orthogonal test 

样品 
因素及因素水平 

A B/min C/℃ D/% 

1 2:1 15 40 100 

2 3:1 30 50 95 

2 4:1 45 60 90 

 

3  结果分析 

3.1  单因素试验 

3.1.1  尿素与油脂质量比对 VE 含量的影响 

尿素分子在乙醇溶液中形成六棱柱的笼状结构, 与

脂肪酸络合形成沉淀。如果尿素的量不足, 则脂肪酸不能

充分络合, VE 便不能很好地富集。 

实验发现, 提取物中 VE 的含量与去脂率显著相关。
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由图 1 可知, 在尿素与油脂质量比达到 1׃3 之前, 去脂率同

尿素与油脂质量比成正比, 这表明此时尿素的量不足, 不

能充分络合出油脂中脂肪酸。而在尿素与油脂质量比达到

1׃3 之后, 去脂率曲线波动很小, 去脂率基本不变, 表明络

合反应已经完成。尿素与油脂质量比达到 1׃3 时, 尿素的

量已经能够络合油脂中的脂肪酸, 再增加尿素的量对提高

去脂率几乎没有影响。由图 2 可知, 在尿素与油脂质量比

为 1׃3 时, VE 含量也不再提高, 保持稳定, 因此, 投入尿素

的量与油脂的质量比最好为 3:1。 

 

 
 

图 1  尿素与油脂质量比对去脂率的影响(n=3) 

Fig.1  Effect of urea to grease ratio on the ratio of removing lipid 
(n=3) 

 

 
 

图 2  尿素与油脂质量比对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of urea to grease ratio on the concentration of VE 
(n=3) 

 
3.1.2  加热时间对 VE 含量的影响 

加热时间即络合反应的时间, 如果过短, 尿素分子不

能与脂肪酸充分接触形成笼状结构, 从而被去除。但时间

过长, 又会对油脂中的 VE 造成影响。 

图 3 中去脂率的变化曲线表明, 加热 30 min 时, 去脂

率达到了最高, 之后保持稳定。在加热时间不足 30 min 时, 

去脂率随着加热时间的增加而提高, 说明络合反应一直在

进行, 而加热 30 min 之后, 去脂率曲线基本不再波动, 即

络合反应已经完成, 表明络合反应需要 30 min。从图 4 可

以看出, 在加热的最初阶段, VE 的含量随时间的增加而提

高, 并在 30 min 时达到了最高, 之后又逐渐下降。产生这

种变化是因为在加热最初阶段随时间的延长去脂率提高, 

VE 所占油脂的百分比增加, 但在 30 min 之后去脂率基本

不变, 可是时间延长却增加了 VE 暴露在空气中的时间, 

VE 被氧化, 含量下降。 

 

 
 

图 3  加热时间对去脂率的影响(n=3) 

Fig.3  Effect of heating time on the ratio of removing lipid (n=3) 

 

 
 

图 4  加热时间对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.4  Effect of heating time on the concentration of VE (n=3) 

 
3.1.3  加热温度对 VE 含量的影响 

提高温度有利于溶液中尿素与油脂的络合, 但是高

温也会促进氧化反应的进行, 导致 VE 的氧化。从图 5 可

以看出, 去脂率先是随着温度的提高而增加, 而后逐渐平

缓下来。在 50 ℃时, 去脂率曲线发生转折, 即 50 ℃即可

满足络合反应的需要, 此时再进一步提高温度, 对去脂率

的提高影响很小。从图 6 上可以看出, 在 VE 含量达到最

高之前, VE 含量变化曲线与去脂率变化曲线转折之前趋势

相似, 这是因为去脂率提高的同时增加了 VE 所占的份额, 

但之后由于温度的提高, 加速了 VE 氧化反应的进行, VE

含量随之降了下来。 
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图 5  加热温度对去脂率的影响(n=3) 

Fig.5  Effect of the heating temperature on the ratio of removing 
lipid (n=3) 

 

 
 

图 6  加热温度对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.6  Effect of the heating temperature on the concentration of VE 
(n=3) 

 

3.1.4  乙醇浓度对 VE 含量的影响 

乙醇作为溶剂, 它的浓度决定尿素与油脂溶解的情

况。高浓度的乙醇对尿素的溶解性不好, 但是对油脂的溶

解效果好; 低浓度的则反之。无水乙醇溶解尿素时非常困

难, 需要无水乙醇量很大, 时间很长, 且要不停的搅拌与

加热, 但溶解油脂时很容易。当乙醇浓度低于 95%时, 尿

素的溶解速度越来越快, 可是溶解油脂速度降低, 且溶液

出现了分层, 浓度越低分层越严重。 

从图 7 可以看出, 去脂率先是随着乙醇浓度的提高而

提升, 之后有所平缓。这是因为在低浓度的乙醇溶液中, 

尿素与部分油脂是两相分布的, 这部分油脂不能与尿素发

生络合, 从而得不到分离, 并且乙醇浓度越低, 这部分油

脂的量越多, 所以出现去脂率曲线初段的现象: 去脂率随

乙醇浓度提高而增加。在乙醇浓度达到 95%之后, 曲线平

缓, 去脂率稳定。图 8 中 VE 含量的变化曲线与图 7 去脂

率变化曲线趋势很相似, 前期升高后期平缓。去脂率的升

高, 提高 VE 在油脂中的百分比, 去脂率稳定, VE 含量也

随之稳定。在较低浓度的乙醇溶液中进行络合, VE 含量低, 

原因可能是低浓度乙醇去脂率低, 在回流加热时容易造成

受热不均, VE 易被氧化。从图 7、8 中可以看出, 无水乙醇

与 95%乙醇络合油脂、提纯 VE 的能力基本相当。 

 

 
 

图 7  乙醇浓度对去脂率的影响(n=3) 

Fig.7  Effect of the ethanol concentration on the ratio of removing 
lipid (n=3) 

 

 
 

图 8  乙醇浓度对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.8  Effect of the ethanol concentration on the concentration of 
VE (n=3) 

 
3.1.5  冷析时间(因素 E)对 VE 含量的影响 

尿素在络合油脂之后, 在低温条件下可以把络合物

逐渐析出, 从而去除油脂。如果冷析时间过短, 络合物结

晶析出的时间不够充分, 油脂就不能有效去除, 提纯的目

的就达不到。 

从图 9 可知, 去脂率先是随冷析时间的延长而增加, 
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之后平缓。在去脂率曲线前段, 由于所设定冷析时间不能

使络合物全部析出, 冷析时间与去脂率呈正相关, 冷析时

间延长, 去脂率提高。当冷析 4 h 之后, 曲线平缓下来, 表

明络合物已基本析出, 去脂率曲线基本不再波动, 冷析 4 h

能够满足络合物完全析出。从图 10 可见, 当冷析时间不足

4 h 时, VE 含量随时间的增加而提高, 这是由于去脂率提

高导致的; 4 h 之后 VE 含量稳定, 这是由于去脂率稳定了

下来, 同时因为低温可以抑制 VE 氧化反应的进行, VE 含

量在延长的时间段内没有损失。 

 

 
 

图 9  冷析时间对去脂率的影响(n=3) 

Fig.9  Effect of cold analysis time on the ratio of removing lipid 

 

 
 

图 10  冷析时间对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.10  Effect of cold analysis time on the concentration of VE 

 
3.1.6  冷析温度对 VE 含量的影响 

由图 11可以看出, 在温度低于 0 ℃时, 随着温度升高, 

去脂率基本保持不变, 说明油脂已经基本被络合冷析出; 

当冷析温度达到 0 ℃, 曲线发生转折, 由于络合反应是一

个放热过程, 降低温度利于络合物的生成, 加速络合物的

析出, 使油脂去除更加彻底, 因此进一步升高温度时去脂

率开始逐渐降低, 可见温度高于 0 ℃时, 冷析效果不好。

从图 12 中可见, 在温度低于10 ℃时, 随温度降低, VE 含

量降低, 这可能是由于在温度很低的情况下, 络合物析出

速度过快, 所产生的结晶较大, 把部分 VE 包裹在其中。在

10 ℃到 0 ℃这一阶段, VE 含量基本保持不变。当温度高

于 0 ℃时, 可能由于温度升高 VE 氧化作用的发生, VE 含

量下降。所以在冷析时, 温度控制在 0 ℃左右即可。 

 

 
 

图 11  冷析温度对去脂率的影响(n=3) 

Fig.11  Effect of cold analysis temperature on the ratio of removing 
lipid (n=3) 

 
 

 
 

图 12  冷析温度对 VE 含量的影响(n=3) 

Fig.12  Effect of cold analysis temperatureon the concentration of 
VE (n=3) 

 
 

3.2  正交试验 

表 3 是正交试验的设计与结果。对于未考虑的 2 个因

素, 则选取单因素时最佳的试验结果, 即冷析时间 4 h, 冷

析温度 0 ℃。以偏差最小项来充当误差项, 对正交的数据

进行分析, 结果见表 4。 
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表 3  正交试验结果 
Table 3  Result of orthogonal test 

编 

号 
A B/min C/℃ D/% 

VE 含量 
/% 

去脂率
/% 

1 2:1 15 40 100 2.41 31.5 

2 2:1 30 50 95 2.70 36.3 

3 2:1 45 60 90 2.41 35.5 

4 3:1 30 40 90 2.96. 41.2 

5 3:1 45 50 100 2.87 48.3 

6 3:1 15 60 95 3.03 46.2 

7 4:1 45 40 95 2.99 48.6 

8 4:1 15 50 90 2.84 38.5 

9 4:1 30 60 100 2.9 47.6 

VE 含量 

K1 7.521 8.361 8.280 8.181   

K2 8.859 8.409 8.559 8.721   

K3 8.730 8.340 8.271 8.211   

k1 2.507 2.787 2.760 2.727   

k2 2.953 2.803 2.853 2.907   

k3 2.910 2.780 2.757 2.737   

R 0.446 0.023 0.096 0.180   

去脂率 

K1 103.299 121.299 116.199 127.401   

K2 135.699 123.099 125.100 131.100   

K3 134.700 129.300 132.399 115.200   

k1 34.433 40.433 38.733 42.467   

k2 45.233 41.033 41.700 43.700   

k3 44.900 43.100 44.133 38.400   

R 10.800 2.667 5.400 5.300   

 
综合分析表 3、表 4 数据, 可以确定 VE 含量最高的

处理组合是 A2B2C2D2, 四个因素对 VE 含量的影响顺序是

A>D>C>B; 去脂率最高的处理组合是 A2B3C3D2, 4 个因素

对去脂率的影响顺序是 A>D>C>B。在以 VE 含量为考核指

标时, 因素 A 与 D 即尿素与油脂的质量比与乙醇浓度的

F>F(0.05), 说明这 2 个因素对试验有显著性作用, 其中因素

A 的 F 值远远大于 F(0.05), 作用呈极显著; 在以去脂率为考

察指标时, 因素 A即尿素与油脂的质量比的 F>F(0.05), 说明

此因素对试验有显著性作用。 

综合考虑, 在去脂率高的同时 VE 含量也较高, 并以

VE 含量为主要指标, 最终选择从黑莓种籽油中提取维生

素 E 的工艺为 A2B2C2D2, 即尿素与油脂的质量比 加热 ,1׃3

时间 30 min, 加热温度 50 ℃, 乙醇浓度 95%, 冷析时间 4 h, 

冷析温度 0 ℃。在此工艺条件下, 从黑莓种籽油中提取维

生素 E, 去脂率可达 48.5%, 提取物中 VE 含量为 3.21%。 

 
表 4  方差分析 

Table 4  Analysis of variance 

 因素 自由度(df) F 值 F(0.05) 显著性

VE 含量

A 2 364 19 显著 

B 2 1   

C 2 18   

D 2 61  显著 

误差 2    

去脂率 

A 2 23  显著 

B 2 1   

C 2 4   

D 2 5   

误差 2    

 

4  结  论 

本研究通过单因素试验及正交试验, 对利用尿素包

合法从黑莓种籽油中提取天然 VE 的技术进行了研究, 确

定了工艺参数, 具体为尿素与油脂的质量比 加热时间 ,1׃3

30 min, 加热温度 50 ℃, 乙醇浓度 95%, 冷析时间 4 h, 冷

析温度 0 ℃。在此条件下得到的提取物中, VE 含量为

3.21%, 比黑莓种子油提纯了将近一倍, 可以为进一步纯

化黑莓天然 VE 提供理论与技术基础, 为产品产业化奠定

良好基础。 
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