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微藻油脂酸值的测定
姜君鹏１，２，姚长洪１，刘　娇１，２，孟迎迎３，薛　松１

（１．中国科学院大连化学物理研究所海洋生物工程研究组，辽宁 大连１１６０２３；
２．中国科学院大学，北京１０００４９；３．大连理工大学环境与生命科学学院，辽宁 大连１１６０２２）
摘要：微藻油脂酸值是评价微藻油脂原料的重要指标之一，对评估微藻藻粉品质以及进行微藻生物柴油的炼制具有重要参

考价值。采用滴定法向微藻油脂溶液中加入饱和氯化钠溶液使溶液分层，用标准氢氧化钾乙醇溶液进行滴定，通过判断水层的

颜色变化确定滴定终点，可快速准确测定深色微藻油脂的酸值。通过测定标准品混合物的酸值验证该方法的准确性。通过该

方法比较了不同处理方式得到微藻藻粉样品的酸值，对藻粉品质进行了快速的评估，为考察不同处理方式对藻粉品质的影响提

供了基础数据。
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　　化石燃料的大量使用使得人们面临着严峻的能
源危机和环境污染问题，人们迫切需要寻找可再生

能源来替代化石燃料。微藻是湖泊、海洋等水体初

级生产力的主要来源，具有光合效率高，生长繁殖

快，培养不占耕地等优点［１－２］，因此，微藻是生产生

物质柴油的潜在原料［３－４］。当前微藻生物柴油已成

为我国甚至全世界潜在的能源研究热点［５］。但是

微藻中存在的脂肪酶会水解微藻中的脂类生成游离

脂肪酸［６－７］，导致微藻油脂酸值升高，影响微藻生物

质的品质，进而影响微藻生物质的下游炼制工艺，如

转酯化方法的选择。同时由于藻油成分比较复杂，

藻油中含有的除游离脂肪酸外的其他酸性成分也能

与氢氧化钾反应，其值也体现在酸值中。不同的微

藻培养方式、微藻生物质的储藏条件和储藏时间等

均对酸值产生影响。同时，微藻还广泛应用于食品

与保健品领域［８］，我国保健食品审批实行行政许可

制度，在审批中，对油脂较高的样品，如富含植物油

产品、植物油为稀释剂的软胶囊等产品需要进行酸

值检测［９］。目前国家标准中有对粮油谷物及制品

（ＧＢ／Ｔ６０１—２００２）、动植物油脂（ＧＢ／Ｔ５５３０—
２００５）、变压器油、汽轮机油（ＧＢ／Ｔ２８５５２—２０１２）、
工业硬脂酸（ＧＢ／Ｔ９１０４３—１９８８）等油脂酸值测定
的相应标准，尚无微藻油脂酸值的测定标准。动植

物油脂酸值测定采用的电位滴定的方法是依据电位

突跃来指示终点［１０］，要求测定仪器精密，同时价格

昂贵也不利于产业化应用。

针对微藻油脂颜色较深且油脂成分复杂，不能

像常规酸碱滴定通过指示剂来指示终点这一特点，
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确定了适合微藻油脂酸值测定的方法。通过对标准

品混合物进行滴定验证了该方法的准确性。进而利

用此方法对不同处理方式得到的微藻样品的酸值进

行测定，确定了微藻中脂肪酶对微藻酸值的影响。

１　实验方法

１１　实验材料与仪器
１１１　实验材料

新鲜微拟球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．）；室温存放
２年的微拟球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．）；新鲜湛江等
鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｚｈａｎｇｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）；室温存放 ２年的
湛江等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｚｈａｎｇｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）；室温存放
３年的亚心形四爿藻（Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓｓｕｂｃｏｒｄｉｆｏｒｍｉｓ）和室
温存放３年的角毛藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ．）藻粉。不同
处理方式的微拟球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．）藻粉：
－８０℃冷冻２４ｈ后冻干的藻粉；－８０℃冷冻 ２４ｈ后
室温融化后再冻干的藻粉；液氮直接冷冻后冻干的

藻粉；室温放置２４ｈ后冻干的藻粉；８０℃烘箱干燥
２４ｈ后的藻粉。

氢氧化钾、酚酞、邻苯二甲酸氢钾、无水乙醇、乙

醚、氯仿、甲醇、氯化钠、硬脂酸、冰乙酸，均为分析

纯；正己烷，色谱纯。

１１２　实验仪器
分析天平：感量为００００１ｇ；超声清洗仪：功率

为１０００Ｗ；离心机；冷冻干燥机；氮气吹扫装置；烘
箱；５０ｍＬ离心管；带塞的磨口锥形瓶；磁力搅拌器；
３ｍＬ碱式离心管：最小刻度为００１ｍＬ；梅特勒－托
利多Ｇ２０自动电位滴定仪，配有ＤＧｉ－１１５ＳＣ电极。
１２　实验方法
１２１　试剂配制

（１）指示剂配制
酚酞指示剂：１０ｍｇ／ｍＬ，用９５％的乙醇溶解。
（２）氢氧化钾标准溶液配制与标定
按照化学试剂标准滴定溶液的制备要求进行氢

氧化钾标准溶液的配制与标定［１１］。

００１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钾标准溶液的配制：称取
０１４ｇ氢氧化钾固体，用９５％乙醇溶液溶解定容至
２５０ｍＬ。

氢氧化钾标准溶液的标定：用邻苯二甲酸氢钾

对配制好的 ００１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钾标准溶液进行
标定，标定后的浓度为０００９８５ｍｏｌ／Ｌ。
１２２　微藻油脂提取

称取０５～０６ｇ微藻藻粉，加入１０ｍＬ体积比
为２∶１的氯仿甲醇混合溶液，超声清洗仪辅助萃取

１０ｍｉｎ，于离心机上４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上
层溶液于离心管中；重复以上提取操作３次，合并提
取液，用氮气装置吹扫，待溶剂挥发至小于０５ｍＬ
后转移至烘箱中，６０℃烘干１６ｈ［１２］。
１２３　酸值的测定方法

（１）称取微藻油脂样品１０～１５ｍｇ于磨口锥形
瓶中，加入４０ｍＬ体积比为２∶１的乙醚、乙醇混合溶
液，用磁力搅拌器搅拌溶解３０ｍｉｎ，盖上塞子。每份
油脂样品制备４瓶。

（２）向微藻油脂溶液中加入３０ｍＬ饱和氯化钠
溶液至分层［１３］，加入 ４～５滴酚酞指示剂，用 ３ｍＬ
碱式滴定管以不低于１ｍＬ／ｓ的速度滴入氢氧化钾
标准溶液至下层水溶液变成深粉红色，记录此时所

消耗的氢氧化钾标准溶液的体积，作为滴定参考体

积（Ｖ１）。
（３）向另一份微藻油脂溶液中加入３０ｍＬ饱和

食盐水氯化钠溶液至分层，加入 ４～５滴酚酞指示
剂，用３ｍＬ碱式滴定管以不低于１ｍＬ／ｓ的速度滴
入８０％滴定参考体积（Ｖ１）的氢氧化钾标准溶液，再
逐滴滴定至溶液变成浅粉红色且３０ｓ内不褪色，记
录此时所消耗的氢氧化钾标准溶液总体积（Ｖ２）。
重复此步骤继续滴定剩余２瓶油脂样品。

（４）以４０ｍＬ体积比为２∶１的乙醚、乙醇混合溶
液代替微藻油脂溶液，按照上述方法进行滴定，记录

空白样品所消耗的氢氧化钾标准溶液总体积（Ｖ０）。
按此重复２次。

（５）样品酸值按动植物油脂酸值和酸度测定方
法进行计算［１４］。

１２４　标准品混合物的自动电位滴定方法
（１）将滴定剂加入到滴定瓶中，操纵自动电位

滴定仪自动清洗滴定管。

（２）根据操作说明书建立空白样品测定方法，
滴定模式采用等体积滴定，根据滴定突跃来确定滴

定终点，并编写酸值计算公式。

（３）同理，建立样品测定的方法，滴定模式、滴
定终点和计算方法同空白滴定。

（４）分别按滴定法配制好空白滴定液与标准品
混合物样品溶液，加入到自动电位滴定仪的滴定杯

中，操作电位滴定仪进行滴定。

（５）利用自动电位滴定仪自动确定滴定终点，
并计算出样品酸值。

（６）采用上述方法分别将空白样品与标准品混
合物样品重复滴定２次。
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２　结果与分析

２１　滴定方法的验证
为了验证１２３所述滴定方法的准确性，采用

此方法滴定标准品混合物，标准品混合物根据其分

子质量换算后的理论酸值为２１１４ｍｇ／ｇ，测定结果
为２１０３ｍｇ／ｇ；两者的相对标准偏差为 ０５２％，没
有显著性差异。故采用此方法能够准确确定油脂酸

值。同时采用电位滴定法对标准品混合物的酸值进

行测定，测定值为 ２６６６ｍｇ／ｇ，与其标准值偏差较
大。这主要与滴定终点的选择有关。滴定法是根据

酚酞指示剂变色来指标终点，滴定终点的 ｐＨ大约
为８２，而电位滴定选取的滴定终点 ｐＨ大约在 １０
左右［１５］，所以造成了两者在测定结果上差别。电位

滴定操作比较烦琐，测定１个样品大约需要８ｍｉｎ，
而采用手动酸碱滴定测定 １个样品只需 １ｍｉｎ，因
此，采用手动酸碱滴定法测定酸值具有操作简便快

速，测定准确，结果重现性好等优点。

手动与自动电位滴定法测定的酸值与标准品标

准酸值比较见表１。
表１　手动与自动电位滴定法测定的酸值与

标准品标准酸值比较

样品名称 酸值／（ｍｇ·ｇ－１） 相对标准偏差

手动滴定测得酸值 ２１０３ １８６

自动电位滴定仪测得酸值 ２６６６ ００３１

标准品酸值① ２１１４ ００００７

　　注：①标准品混合物经气相色谱确定各成分含量［ｍ（豆蔻酸）∶

ｍ（软脂酸）∶ｍ（硬脂酸）＝１∶６１∶３８］后，根据分子质量换算得到的

酸值。

２２　手动酸碱滴定法测定新旧微藻油脂酸值
由于藻油中含有各种色素，导致样品颜色较深，

无法准确确定滴定终点，造成滴定结果不准确。本

方法中加入了中性饱和氯化钠溶液使得样品溶液分

层［１３］，当深色油脂中的酸性成分被中和后，多余的

ＫＯＨ会迅速进入到饱和氯化钠溶液层中进行显色，
确定滴定终点。但是由于酚酞在乙醚－乙醇相中的
溶解度相比食盐水相中的溶解度更大一些，故其更

容易溶解于乙醚－乙醇相中。按照常规滴定方法，
需要边滴边搅拌，在搅拌的过程中乙醚－乙醇相与
食盐水相相混合，酚酞更易溶解在乙醚－乙醇相中，
而有机相中混有深色油脂无法准确确定终点；食盐

水层中溶解酚酞的量很少，所以很难确定终点。基

于此，采用了快速滴定，先快速加入过量的 ＫＯＨ获
得显色明显的滴定量，作为样品的预滴定体积，根据

样品预滴定体积确定准确的滴定终点，得到样品的

酸值。采用此方法对新鲜与存放２年的湛江等鞭金
藻、新鲜与存放２年的微拟球藻、存放３年的亚心形
四爿藻、存放３年的角毛藻油脂酸值进行测定，结果
如表２所示。６个样品的酸值依次为（６１６±７９）、
（１３３４±３２）、（３５４±３８）、（６８６±１０）、（１１６０±
１６）、（１４３８±１３）ｍｇ／ｇ，相对标准偏差（ＲＳＤ）均小
于１０％，表明其测量具有较高的稳定性。测定结果
表明，不同种类、不同存放时间的微藻油脂的酸值差

别很大，表明不同微藻中脂肪酶活性和作用条件不

同，产生的游离脂肪酸的量不同。与新鲜金藻相比，

存放２年的湛江等鞭金藻的酸值由６１６ｍｇ／ｇ增加
到１３３４ｍｇ／ｇ；与新鲜的微拟球藻相比，存放２年的
微拟球藻的酸值由 ３５４ｍｇ／ｇ增加到 ６８６ｍｇ／ｇ。
说明在藻粉的存放过程中，微藻中的脂肪酶依然发

挥作用，产生游离脂肪酸，使油脂酸值增大。

表２　不同微藻酸值测定

样品名称 酸值／（ｍｇ·ｇ－１）
新鲜湛江等鞭金藻 ６１６±７９
存放２年的湛江等鞭金藻 １３３４±３２
新鲜的微拟球藻 ３５４±３８
存放２年的微拟球藻 ６８８±１
存放３年的亚心形四爿藻 １１６±１６
存放３年的角毛藻 １４３８±１３

２３　收获后处理方式对微藻酸值的影响
游离脂肪酸对细胞具有毒性，因此正常细胞中游

离脂肪酸的浓度很低，一般只有４００～９００μｍｏｌ／Ｌ［１６］。
新鲜藻收获后的处理方式对微藻酸值也有较大影

响，如表３所示。由表３中可以看出，液氮迅速冷冻
后冻干的３号样品酸值最低，仅为３１ｍｇ／ｇ，表明此
方法能最好地维持藻细胞收获时的状态。经过

－８０℃冷冻处理后立即冻干的１号样品酸值上升到
３８ｍｇ／ｇ，表明脂肪酶在－８０℃冷冻过程中仍然能发
挥作用。这是由于－８０℃冷冻过程中温度缓慢下
降，导致脂肪酶在一定时间内仍然具有活性。经过

－８０℃冷冻处理再经过室温化冻后冻干的２号样品
酸值进一步上升至 ４８ｍｇ／ｇ，与直接在室温放置
２４ｈ的４号样品相当，表明－８０℃冷冻处理对脂肪
酶的活性没有影响，因此化冻不利于微藻生物质品

质的保持。此外，８０℃直接烘干的 ５号样品与
－８０℃冷冻处理后立即冻干的 １号样品酸值相当，
而小于室温处理的２号和４号样品，表明微藻在加
热过程中脂肪酶仍然发挥作用，当温度升高到一定

水平后导致酶失活，从而减少了游离脂肪酸的释放。

由此可见，为了最大限度保持微藻原有的状态，避免
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生物质品质下降，应采取“速冻－冻干”的处理模式，
并且在操作过程中避免室温化冻。利用手动酸碱滴

定法快速测定新旧微藻生物质和不同收获后处理方

式的微藻酸值，对鲜藻的处理和藻粉的保存具有重

要的指导意义。

表３　不同处理方式获得的微藻样品酸值的测定

样品名称 酸值／（ｍｇ·ｇ－１）

－８０℃冷冻２４ｈ后冻干样品 ３８７±１７

－８０℃冷冻２４ｈ后室温融化后再冻干样品 ４７３±２６

液氮直接冷冻后冻干样品 ３１５±１３

室温放置２４ｈ后冻干样品 ４６５±０９

烘干样品 ３９９±０８

３　结论

（１）利用手动酸碱滴定法向微藻油脂溶液中加
入饱和氯化钠溶液使溶液分层，通过判断水层的颜

色变化确定滴定终点，可准确测定深色微藻油脂的

酸值，具有操作简便快速，测定准确，结果重现性好，

分析测试成本低等优点，将在微藻生物质的培养、收

获、储存和相关制品的制备过程中控制游离脂肪酸

的生成，提高微藻制品的品质方面提供可靠保障。

（２）微藻生物质收获后为了最大限度保持微藻
原有的状态，避免生物质品质下降，应该采取“速

冻－冻干”的处理模式，并且在操作过程中避免室温
化冻。
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我科学家一步法制备石墨烯／黑磷烯超级电容器

　　近日，中国科学院大连化学物理研究所二维材料与能
源器件研究组研究员吴忠帅团队与中国科学院金属研究所

研究员任文才团队合作，通过掩膜版协助一步过滤法制备

出具有叠层结构的二维黑磷烯与石墨烯复合微电极。该电

极可直接转移到柔性基底作为平面超级电容器，在离子液

体中显示出优异的能量密度和良好的机械柔韧性。相关研

究成果发表在《美国化学会－纳米》。
平面超级电容器由于其具有厚度薄、体积小、功率密度

高、循环寿命长等优点被认为是集成电子器件中重要的微

电源储能器件而备受关注。然而，以往制备平面化微型电

容器的制备工艺复杂，通常需要采用光刻蚀、等离子体刻蚀

等较为苛刻的技术手段，因此，发展出一种简单、高效制备

高性能平面型微型化超级电容器的方法十分必要。

最近，该研究团队利用高导电的石墨烯纳米片和高容

量的黑磷烯纳米片为电极材料，在平行交叉模板协助下，通

过简单的一步过滤法构筑出具有叠层结构的、高导电石墨

烯／黑磷烯图案化的复合微电极，将该电极应用于平面型超
级电容器，在离子液体中表现出较高工作电压（３Ｖ）和能
量密度（１１６ｍＷｈ／ｃｍ３）。

此外，在高度弯曲状态下，该平面超级电容器仍能保持

良好的性能。这种器件加工策略不仅简单易行，而且在器

件制备过程中无需加入常规的金属集流体、内部互联或接

触体，可构筑模块化器件，进而获得高的容量和输出电压。

（中化新网）
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