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摘要!以固定化脂肪酶作为催化剂"以甘油和鱼油乙酯为原料进行酯交换反应制备甘油三酯型鱼

油% 通过单因素试验考察了酶种类'真空度'反应温度'加酶量对酯交换反应的影响"并采用正交试

验对酯交换反应条件进行了优化% 结果表明&固定化脂肪酶催化制备甘油三酯型鱼油的最佳反应

条件为@F_F/1L%2& 脂肪酶作为催化剂'真空度 &"" UM'反应温度 &"X'加酶量 !<'反应时间 #&

Q"在该条件下产物中甘油三酯含量达到 3:<"经过分子蒸馏后甘油三酯含量达到 :!'":<$脂肪酶

重复使用 #& 次"酯交换反应后产物中甘油三酯含量仍能达到 3%<%
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88鱼油富含 N!'1) $2 脂肪酸#主要为二十碳五

烯酸$JUA%和二十二碳六烯酸$D>A%#它们具有降

血脂!增强免疫!改善和增强记忆!抗炎和改善视力

等功效*# $2+

" 目前市场上主要存在甘油三酯型鱼油

和乙酯型鱼油#其中&乙酯型鱼油在人体中消化和吸

收都比较困难#而且可能存在一些安全隐患*% $&+

)甘

油三酯型鱼油是以天然形式存在的#人体容易吸收#

几乎没有安全隐患#因此其认可度比较高" 但是天

然鱼油中的 JUA和 D>A含量比较低#通常只有

2"<左右*4+

#无法满足消费者的需求" 因此#开发

高JUA和D>A含量的甘油三酯型鱼油可以有效综

合利用海洋生物鱼油资源#提高鱼油保健医疗功效

和产品的经济附加值"

甘油三酯型鱼油的传统制备方法是化学合成

法#该法存在反应温度高#设备腐蚀严重#产品颜色

深!品质差等缺点" 而酶催化法制备甘油三酯型鱼

油反应条件相对温和#可以在较低温度下进行#能够

避免高温引起的多不饱和脂肪酸聚合!氧化!共轭化

3(
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和反式化等相关问题*3 $:+

" 近年来#越来越多的国

内外学者对酶催化法制备高 JUA和 D>A含量甘油

三酯型鱼油进行了研究" VPT.,M等*(+用 @F_F/1L

%2& 脂肪酶催化多不饱和脂肪酸和甘油合成甘油三

酯#最佳条件下产品中JUA含量为 !&'3<#D>A含

量为 %%'3<" 王卫飞等*3+在叔丁醇溶剂体系中#以

@F_F/1L%2& 脂肪酶为催化剂#在甘油和多不饱和脂

肪酸乙酯摩尔比 #h2!反应温度 &"X!加酶量 !<!

反应时间 #! Q条件下进行反应#多不饱和脂肪酸乙

酯转化率达到 &#=&<)然后去除溶剂#在真空条件

下继续反应 !% Q后#多不饱和脂肪酸乙酯的转化率

可达到 :3':<#产物中甘油三酯占 43'#<#甘油二

酯占 #:'!<#甘油一酯占 !'#<" 郭正霞等*#"+以国

产固定化假丝酵母脂肪酶作为催化剂#催化乙酯型

鱼油和甘油酯型鱼油进行酯交换制备高多不饱和脂

肪酸含量的甘油酯型鱼油#在最优条件下得到的甘

油酯产品中 JUA和 D>A含量分别为 22'%<和

#2=#<" 宋诗军等*##+首先通过脂肪酶催化鱼油选

择性醇解#得到混合甘油酯#再将混合甘油酯作为

底物#添加乙酯型鱼油#再以 @F_F/1L%2& 脂肪酶

为催化剂#在酶添加量 !<!反应温度 4"X!真空

度 #"" UM条件下磁力搅拌反应 4 Q#得到的产物经

过分子蒸馏处理后#以甘油三酯为主的产品中

JUA和 D>A的含量分别为 %"'%<和 !:'4<" 郑

建永等*#!+利用自制米曲霉脂肪酶为催化剂#以甘

油酯型鱼油和乙酯型鱼油为底物#在最优的条件

下反应 #: Q#产物甘油酯型鱼油中 JUA和D>A的

总含量可达到 2('3!<#催化剂米曲霉 [\""3 菌

丝体在重复使用 4 次后#甘油酯型鱼油产品中的

JUA和 D>A总含量仍保持在 2%=&#<" 由于现有

工艺路线得到的甘油三酯型鱼油中 JUA!D>A含

量不高#另外甘油三酯比例达不到理想效果#因此

需要寻求更好的酶法合成路线"

本文以固定化脂肪酶为催化剂#以高 JUA和

D>A含量的乙酯型鱼油和甘油为原料制备甘油三

酯型鱼油" 考察了酶种类!真空度!加酶量!反应温

度对酯交换反应的影响#以期为酶法合成高 D>A!

JUA含量甘油三酯型鱼油的工业化生产提供参考"

&'材料与方法

#'#8试验材料

#'#'#8原料与试剂

鱼油乙酯 $ JUA含量 %:'4<# D>A含量

2!=&<%#新昌制药厂" @F_F/1L%2&!C.bF/1LPHV

?V!C.bF/1LP5C?V$均为固定化酶%脂肪酶#诺维信

$中国%生物技术有限公司)二十碳五烯酸乙酯对照

品!二十二碳六烯酸乙酯对照品!二十二碳六烯酸甘

油三酯对照品!二十二碳六烯酸甘油二酯对照品!二

十二碳六烯酸单甘酯对照品#@̂ $9>Je公司)甘

油#国药集团化学试剂有限公司)正己烷!异丙醇为

色谱纯)其他试剂均为分析纯"

#'#'!8仪器与设备

旋转蒸发仪)6>I$## 水环真空泵)旋片真空

泵)3:(" 气相色谱仪!#!4" 液相色谱仪$配 #!4" 示

差检测器%!\BHIAYHY$6?C色谱柱$%'4 LLf

!&" LL#&

!

L%#美国A0.GP,;公司)VD$6:" 降膜分

子蒸馏装置#广州汉维冷气机电有限公司"

#'!8试验方法

#'!'#8甘油三酯型鱼油的酶法合成

将甘油和鱼油乙酯按照摩尔比 #h2 置于 !&"

LC三口瓶中#添加一定量的脂肪酶后置于恒温水

浴锅中#在抽真空条件下#机械搅拌反应一定时间"

反应完成后#过滤去除脂肪酶#得到酯交换产物"

#'!'!8产物组成分析

取 #"" L0样品溶解于 #" LC流动相中#采用高效

液相色谱法测定产物组成" 色谱条件&进样量!"

!

C#

示差检测器#\BHIAYHY$6?C色谱柱$%'4 LLf!&"

LL#&

!

L%#流动相为正己烷$异丙醇$体积比 #&h#%#

流速 "': LC)L.,#柱温 2&X" 样品中各组分出峰先后

顺序为甘油三酯!脂肪酸乙酯!##2 $甘油二酯!##! $甘

油二酯!单甘酯" 采用面积归一化法定量"

#'!'28分子蒸馏分离酯交换产物

采用降膜分子蒸馏装置在温度 #&"X!真空度 !

UM条件下将乙酯和甘油酯分离"

#'!'%8脂肪酸组成分析

参考WI)5#3234,!"":-动植物油脂 脂肪酸

甲酯制备.中的三氟化硼甲醇处理方法对样品进行

甲酯化#再采用气相色谱分析脂肪酸组成"

气相色谱条件*#2+

&>U$?@@B[AY色谱柱$2"

Lf"'!& LLf"'!&

!

L%)载气为高纯度氦气$纯度

(('(((<%#流速 #': LC)L.,)柱初始温度 #3"X#

保持 ! L.,#然后以 2X)L.,升温至 !%"X#保持 !'&

L.,)7?D检测器温度 !3"X)进样口温度 !&"X)分

流比 #""h#)进样量 #

!

C" 采用面积归一化法定量"

$'结果与讨论

!'#8单因素试验

!'#'#8不同脂肪酶对甘油三酯合成的影响

脂肪酶的来源不同#甘油酯的催化合成能力也

不同" 在反应温度 &"X!加酶量 !<!真空度 &""

UM!反应时间 !% Q 条件下#考察 @F_F/1L %2&!

:(
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C.bF/1LPHV?V!C.bF/1LP5C?V2 种脂肪酶对甘油

三酯合成的影响#结果如图 # 所示"

图 &'不同脂肪酶对甘油三酯合成的影响

88由图 # 可知#不同脂肪酶催化酯交换反应的结

果差异明显#其中 @F_F/1L%2& 脂肪酶作为催化剂

时酯交换产物中甘油三酯的含量最高#为 3:<#而

C.bF/1LPHV?V和C.bF/1LP5C?V脂肪酶作为催化

剂时甘油三酯含量分别为 2&<和 !"<#这可能与

C.bF/1LPHV?V和C.bF/1LP5C?V为 ##2 特异性脂

肪酶#酰基转移能力不强有关" 因此#选用 @F_F/1L

%2& 脂肪酶作为后续研究的催化剂"

!'#'!8真空度对甘油三酯合成的影响

鱼油乙酯和甘油在酯交换反应过程中会生成乙

醇#不断移除乙醇可以使平衡向有利于甘油三酯生

成的方向移动#从而提高甘油三酯的含量" 采用脂

肪酶@F_F/1L%2&#在反应温度 &"X!加酶量 !<!反

应时间 !% Q条件下#考察真空度对甘油三酯合成的

影响#结果如图 ! 所示"

图 $'真空度对甘油三酯合成的影响

88由图 ! 可知#在常压下反应 !% Q 甘油三酯含量

仅为 #"<左右#在 ! """ UM真空度下反应 !% Q甘油

三酯含量达到 %%<#而在 &"" UM真空度下反应 #! Q

甘油三酯含量达到 4(<#反应 !% Q 达到 3:<" 因

此#真空环境可以有效提高酯交换反应的程度#且选

择 &"" UM真空度较为合适"

!'#'28加酶量对甘油三酯合成的影响

在酶催化反应中加酶量对反应平衡的速度有很

大影响" 加酶量过小会延长反应达到平衡的时间#

降低酶催化反应的效率#加酶量过大会增加酶的成

本#因此选择合适的加酶量不仅能使反应快速达到

平衡#还可以在一定程度上节约成本" 在反应温度

&"X!加酶量 !<!真空度 &"" UM!反应时间 !% Q 条

件下#考察加酶量对甘油三酯合成的影响#结果如图

2 所示"

图 )'加酶量对甘油三酯合成的影响

88由图 2 可知#随着加酶量的增加#酯交换反应速

率明显加快#加酶量为 #"<时反应 4 Q就达到平衡#

加酶量为 &<时反应 : Q 达到平衡#加酶量为 !<时

反应 #& Q达到平衡#而加酶量为 #<时反应 !% Q 仍

未达到平衡" 基于反应速率及成本考虑#选用 !<

加酶量较为合适"

!'#'%8反应温度对甘油三酯合成的影响

在加酶量 !<!真空度 &"" UM!反应时间 #& Q条

件下#考察反应温度对甘油三酯合成的影响#结果如

图 % 所示"

图 *'反应温度对甘油三酯合成的影响

88由图 % 可知#反应温度低于 &"X时甘油三酯含

量随反应温度升高而升高#当反应温度高于 &"X

时#甘油三酯含量随反应温度升高略有下降" 这可

能是因为反应温度升高一方面可以加快传质效果#

另一方面高温使生成的乙醇更容易被去除#从而使

反应向生成甘油三酯的方向进行" 但是过高的温度

可能导致酶部分失活#另外鱼油不饱和双键多#属于

热敏物质#在较高温度条件下容易氧化降解#从而影

响产品品质" 综合考虑甘油三酯含量!能耗以及酶

稳定性#选择 &"X作为最佳反应温度"

!'!8正交试验

根据单因素试验结果#以 @F_F/1L%2& 脂肪酶

为催化剂#设计四因素三水平正交试验#对脂肪酶催

化制备甘油三酯型鱼油的工艺条件进行优化" 正交

((
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试验因素水平如表 # 所示#正交试验设计及结果如

表 ! 所示"

表 &'正交试验因素水平

水平
A反应

温度)X

I

真空度

9反应

时间)Q

D加酶

量)<

# %& 常压 #% #

! &" ! """ UM #& !

2 && &"" UM #4 2

表 $'正交试验设计及结果

试验号 A I 9 D

甘油三酯

含量)<

# # # # # %':!

! # ! ! ! 24'!%

2 # 2 2 2 4:'!"

% ! # ! 2 (':"

& ! ! 2 # !('%!

4 ! 2 # ! 3"'2:

3 2 # 2 ! :'4:

: 2 ! # 2 2"'%&

( 2 2 ! # 4#'!4

B

#

24'%! "3'33 2&'!! 2#':2

B

!

24'&2 2!'"% 2&'3: 2:'%2

B

2

22'%4 44'4# 2&'%2 24'#&

= "2'"3 &:':% ""'&4 "4'4"

88由表 ! 可知#各因素对甘油三酯含量的影响大

小依次为真空度n加酶量 n反应温度 n反应时间#

最优因素水平组合为 A

!

I

2

9

!

D

!

#即真空度 &"" UM!

加酶量 !<!反应温度 &"X!反应时间 #& Q#在该条

件下进行验证试验#得到甘油三酯含量为 3:<!单

甘酯含量小于 #<的产品"

!'28酶重复使用情况

在反应温度 &"X!加酶量 !<!真空度 &"" UM!

反应时间 #& Q条件下#进行甘油三酯型鱼油的合成

反应#反应结束后将脂肪酶过滤#然后加入新的物料

进行下一批反应#考察脂肪酶的重复使用情况#结果

如图 & 所示"

图 +'脂肪酶的重复使用情况

88由图 & 可知#固定化脂肪酶 @F_F/1L%2& 的相

对酶活随着使用次数增加有所降低#但是重复使用

#& 次#酯交换反应后产物中甘油三酯的含量为

3%<#说明此酶在上述条件下进行酯交换反应的重

复使用性好#可以作为生产用酶"

!'%8酯交换产物的分离

由于酯交换反应后得到的混合物中仍有少量的

乙酯没有反应#为了获得较纯的甘油酯产品#采用分

子蒸馏对乙酯和甘油酯进行分离" 分子蒸馏前后产

物的组成如表 2 所示"

表 )'分子蒸馏前后产物的组成 K

产物 乙酯 甘油三酯 甘油二酯 单甘酯

分子蒸馏前 4'4" 3:'"" #&'!& "'#&

分子蒸馏后 "'"2 :!'": #3'33 "'#!

88由表 2可知#分子蒸馏后大部分乙酯被去除#残

留的乙酯仅占 "'"2<#单甘酯含量也下降到 "'#!<#

甘油三酯含量由 3:'""<增加到 :!'":<#剩余部分

为甘油二酯" 分子蒸馏后的产物满足 6̂U%" 中

N!'1) $2 A+.T 5̀.0G1+P̀.TPa规定的甘油三酯型鱼油

中甘油三酯含量大于 &"<的要求" 将分子蒸馏后

的产品进行脂肪酸组成分析#结果 JUA含量为

%:=%<#D>A含量为 2!'!<#基本与原料乙酯中

JUA和D>A含量一致"

)'结'论

本研究在无溶剂条件下利用固定化脂肪酶催化

鱼油乙酯和甘油酯交换合成甘油三酯型鱼油" 研究

了酶种类!真空度!加酶量!反应温度对酯交换反应的

影响#通过单因素试验和正交试验#得到最佳反应条

件为利用 @F_F/1L%2& 脂肪酶作为催化剂!真空度

&"" UM!加酶量!<!反应温度&"X!反应时间#& Q#在

此条件下酯交换产物中甘油三酯含量达 3:<" 酯交

换产物通过分子蒸馏提纯#得到甘油三酯含量为

:!=":<的甘油三酯型鱼油产品" 对固定化酶的重复

使用情况进行了考察#结果表明固定化脂肪酶

@F_F/1L%2&在重复使用 #& 次后仍能够达到工艺目

标#研究为甘油三酯型鱼油的产业化提供了有价值的

参数"
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