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摘要!利用脂肪酶催化中链甘油三酯"ORG$与核桃油发生酯交换反应!利用分子蒸馏脱除产物中

的游离脂肪酸"IKK$!再用乙醇萃取ORG制备高含量中长链甘油三酯"Ò RG$的结构脂产品& 对

酶催化酯交换反应条件进行优化!对乙醇萃取条件进行优化!并对结构脂产品的脂肪酸组成及分布

进行测定& 结果表明(最佳酯交换反应条件为以M?Y?6:2J)( 为催化用酶!加酶量 #"\%ORG与核

桃油摩尔比 !j#%反应温度 ((i%反应时间 % 7!在此条件下反应并通过分子蒸馏脱除 IKK后所得

产品的 Ò RG含量为 '&=!\!ORG含量为 #J=)\!长链甘油三酯" R̀G$含量为 %=(\#最佳乙醇萃

取条件为乙醇体积分数 .(\%底物"分子蒸馏脱除游离脂肪酸后产物$与乙醇溶液的比例 #j)!在最

佳条件下所得产品的 Ò RG含量为 .(]J\!ORG含量为 )='\! R̀G含量为 #"=.\!产品得率为

."].\& 制备的产品中 Ò RG含量高!富含亚油酸与亚麻酸!其含量比值为 (=.!可作为消化系统

缺陷患者补充必需脂肪酸的油脂来源&
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//中长链甘油三酯"Ò RG#是一类在甘油骨架上

同时包含中链脂肪酸 "ORIK# 和长链脂肪酸

" R̀IK#的结构脂( Ò RG作为一种特殊的功能性

油脂&一方面利用中链脂肪酸提供即时能量+# $!,

&另

一方面利用长链脂肪酸提供营养+) $J,

( 因此&反应

基料油的脂肪酸组成对于 Ò RG的营养价值具有重

要意义( 但是&目前大部分研究主要关注 Ò RG的

功能性&忽略其营养性&缺乏对 Ò RG生产的基料油

的筛选( 就脂肪酸组成而言&核桃油作为一种重要

的木本油脂&不饱和脂肪酸含量高达 %"\以上&亚

油酸含量为 (#=!\ &̂.=%\&

+

$亚麻酸含量为

&=.!\ #̂(="#\&其
(

$&D

(

$) 脂肪酸比例在世

界卫生组织推荐摄入的比例范围之内 "( j# ^

#"j##&是补充
(

$& 和
(

$) 脂肪酸的良好油脂来

源+(,

( 因此&以核桃油为基料油生产 Ò RG对于提

升其营养价值具有重要意义(

目前&文献报道合成 Ò RG的方法主要有酯交

换法+& $',

'酸解法+. $%,等( 其中&采用中链甘油三酯

"ORG#与食用油脂直接进行反应获得 Ò RG的酯

交换法&因其工艺过程简单易行&被广泛应用于工业

生产中( 但是&该方法制备的产物中含有一定量的

ORG和长链甘油三酯" R̀G#&Ò RG含量相对较低(

ORG消化及吸收速率过快&容易在小肠管腔造成较

高的渗透压&大量食用可能会造成腹泻'呕吐'腹胀

等肠胃不适症状+#",

( 因此&在合成 Ò RG反应后需

要通过一定方法脱除体系中的ORG(

本研究利用脂肪酶催化 ORG与核桃油进行酯

交换反应&将核桃油转化为富含亚油酸与亚麻酸的

Ò RG&通过分子蒸馏脱除游离脂肪酸后&利用 ORG

与 Ò RG' R̀G极性的差异&采用乙醇萃取酯交换产

物中的ORG&降低产物中 ORG的含量&从而获得高

Ò RG含量的产品(

=>材料与方法

#=#/实验材料

核桃油&重庆市九重山实业有限公司提供&脂肪

酸组成与分布如表 # 所示!辛癸酸甘油三酯"ORG#&

浙江建德千岛化工有限公司&脂肪酸组成与分布如

表 ! 所示!脂肪酶 MHJ"".& "酶活 !'( TUMD9#'

M?Y?6:2J)("酶活 #" """ g̀UD9#' 4̀Z?6:2QeOTO

"酶活 !'( TUMD9#&诺维信"中国# 投资有限公司!

H<ZQ5>?)' 种脂肪酸甲酯混标&H4923$K5SX4>7"上

海#贸易有限公司! G̀R硅胶板 &"+"#" >2d!"

>2#&烟台江友硅胶有限公司!色谱纯正己烷'乙腈'

异丙醇'甲醇'# 2?5D̀烯丙基溴化镁溶液&百灵威科

技有限公司"上海#!浓盐酸'冰醋酸'硼酸&分析纯(

表 =>核桃油的脂肪酸组成与分布 L

脂肪酸 总脂肪酸含量 V8 $! 位含量 V8 $#&) 位含量

R#&j" "(=J "!=% "&='

R#.j" "!=) "#=" "!=%

R#.j# !"=' !'=. #'=#

R#.j! &#=" ()=! &J=%

R#.j) #"=( #(=# ".=!

表 ?>Z6U的脂肪酸组成与分布 L

脂肪酸 总脂肪酸含量 V8 $! 位含量 V8 $#&) 位含量

R.j" ('=J (.=% (&='

R#"j" J!=& J#=# J)=J

//+R$#JW气相色谱仪&日本岛津公司!P3FQXV

高效液相色谱仪&美国 P3FQXV公司!**$#W强力恒

速搅拌器!+G#& $) 高速台式离心机!Ke!#J" 电子

天平&梅特勒 $托利多仪器"上海#有限公司!,,$

J 数显恒温水浴锅!à $#."K超声波清洗仪!e$

("# 低压旋转蒸发器!定时恒温磁力搅拌反应器!

kà# 短程分子蒸馏设备&德国 UTR公司!O4[g5<V

旋涡振荡器(

#=!/实验方法

#=!=#/Ò RG的制备

将ORG与核桃油以一定摩尔比混合&向其中加

入一定量"以底物质量计#的脂肪酶&充氮&并在一

定温度下&转速 &"" XD248 的条件下反应一定时间&

得到反应产物(

#=!=!/分子蒸馏脱除游离脂肪酸

采用分子蒸馏除去反应体系中的游离脂肪酸(

分子蒸馏条件)蒸发器温度 #.(i&冷凝器温度

J"i&换热器温度 &"i&旋转刮膜速率 #!" XD248&

进料速度 ! 2̀ D248&绝对压力 ! g3( 蒸发器的加热

源来自于夹套中循环的加热硅油(

#=!=)/乙醇萃取纯化 Ò RG

向分子蒸馏重相中添加一定量的乙醇溶液&充

分搅拌'振荡并离心&取出油相&采用低压蒸馏脱除

乙醇&获得脱除ORG的结构脂产品(

%(
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#=!=J/反相高效液相色谱分析结构脂GK+组成

采用配备有蒸发光散射检测器"0̀Ha#的反相高

效液相色谱分析结构脂GK+组成( 分析条件)0̀Ha

温度 ((i&氮气"雾化气#流速 #=. 2̀ D248&增益 #!

4̀>7X?VZ7QXR#.色谱柱"(

!

2&J=& 22d!(" 22#!流

动相为乙腈和异丙醇&流速 "=. 2̀ D248&洗脱程序为

)" 248内将乙腈从 '"\降至 &"\&再在 #" 248 内将

乙腈降至 ((\&保持 !" 248&最后在 ( 248 内将其升

高至 '"\!进样质量浓度 !" 29D2̀ &进样量 #"

!

(̀

#=!=(/脂肪酸组成分析

采用配备火焰离子化检测器的 +R$#JW气相

色谱仪分析脂肪酸组成( 气相色谱条件)g0+$

!"O熔融石英毛细管柱 ")" 2d"=)! 22d"=(

!

2#!柱升温程序为初温 #""i&保留 J 248&以

#(iD248升温至 #."i&保留 J 248&再以 JiD248

升温至 !#(i!进样口温度及检测器温度均为 !("i(

#=!=&/G̀R薄板分离GK+

从反应体系中取出 ("

!

`样品&采用 G̀R薄板

分离纯化得到GK+&展开剂为正己烷 $乙醚 $乙酸

"体积比 ."j!"j##( 分离结束后&在薄板上均匀喷

洒 "=!\的 !&' $二氯荧光素的甲醇溶液并进行紫

外显色( 将GK+条带刮下&并用 ! 2̀ 乙醚萃取两

次&用无水硫酸钠干燥&并用氮气吹扫除去乙醚( 加

入 ("

!

!̀ 2?5D̀甲醇氢氧化钾溶液甲酯化反应 )

248&再用 ! 2̀ 正己烷萃取脂肪酸甲酯两次&用无水

硫酸钠干燥&最后使用氮气浓缩&进气相色谱仪按

#]!]( 方法进行脂肪酸组成分析(

#=!='/V8 $! 脂肪酸组成分析

将 )" 29样品溶解于 #" 2̀ 乙醚中&添加 "=)

2̀ 烯丙基溴化镁&剧烈搅拌 # 248后&加入 . 2̀ 酸

缓冲液""=!' 2?5D̀ ,R5溶于 "=J 2?5D̀硼酸#终止

反应+##,

( 除去水相&将乙醚萃取液用硼酸洗涤两

次&并用无水硫酸钠干燥( 采用氮气将乙醚相浓缩

至 #("

!

&̀以氯仿$丙酮"体积比 %"j#"#为展开剂&

在硼酸浸渍的 G̀R板上分离( 将V8 $! OK+条带刮

下&并用 ! 2̀ 乙醚萃取两次( 用无水硫酸钠干燥&并

采用氮气浓缩&最后按 #=!=& 方法对残余物进行甲酯

化后&进气相色谱按 #=!=(方法分析脂肪酸组成(

#=!=./数据处理

所有实验均重复 ) 次&结果以$平均值 o标准

差%表示(

?>结果与讨论

!=#/酶催化酯交换反应条件的优化

!=#=#/脂肪酶种类的影响

脂肪酶作为催化剂影响酯交换反应的因素主要

有两个)一是酶的活力&二是酶的选择性( 脂肪酶的

活力影响酯交换反应的速率&即达到反应平衡所需

的时间&酶的选择性影响反应产物的组成( 在加酶

量 .\'反应时间 % 7'ORG与核桃油摩尔比 #j#'反

应温度 ((i条件下&选择 ) 种常用的商业性脂肪酶

M?Y?6:2J)('MHJ"".&' 4̀Z?6:2QeOTO研究脂肪酶

种类对酯交换反应的影响&结果如图 # 所示(

图 =>脂肪酶种类对酯交换反应产物组成的影响

//由图 # 可以看出&相对于其他两种脂肪酶&

M?Y?6:2J)( 催化的反应产物中 Ò RG的含量最高&

达到 &(=J\&同时反应产物中所含的 R̀G及ORG含

量也最低( 原因可能是&一方面M?Y?6:2J)( 对于此

反应体系的活力较高&另一方面M?Y?6:2J)( 是一种

非位置选择性脂肪酶&在反应过程中可以作用于GK+

的 )个位置&因此GK+)个位置上的脂肪酸均参与反

应&从而可获得较高的 Ò RG含量!而 MHJ"".& 和

4̀Z?6:2QeOTO为V8 $#&)位选择性脂肪酶&反应过

程中仅作用于GK+的V8 $#&)位脂肪酸&从而导致产

物中 Ò RG含量相对较低&而 R̀G和ORG含量相对

较高( 因此&选择M?Y?6:2J)(作为催化用酶(

!=#=!/ORG与核桃油摩尔比的影响

在反应过程中 R̀G既是反应原料&也是反应产

物&因此反应产物中不可避免有一定含量的 R̀G(

但是&根据酯交换反应脂肪酸平衡分布理论可推测&

越高的ORG与核桃油摩尔比&有利于反应向生成

Ò RG方向进行&且最终产物中 R̀G含量越低!而过

量的ORG可通过一定浓度乙醇进行分离( 因此&考

虑高 ORG与核桃油摩尔比进行反应&同时采用

Ò RGD"Ò RGl̀ RG#值作为反应优化的一个指标(

在加酶量 .\'反应温度 ((i条件下&研究ORG与核

桃油摩尔比对酯交换反应的影响&结果如图 !所示(

由图 ! 可以看出&ORG与核桃油摩尔比越高反

应产物中 ORG含量越高&而 R̀G含量越低( 但对

于 Ò RG而言&当反应时间短于 ) 7&产物中 Ò RG

的含量随着ORG与核桃油摩尔比的升高而升高&但

当反应时间超过 ) 7&ORG与核桃油摩尔比为 !j#

的反应产物中 Ò RG的含量最高&直到反应达到平

衡( 原因可能是反应产物中 Ò RG含量是以反应产

"&
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物中总GK+含量为基数进行计算的&反应物中ORG

含量越高&反应产物中剩余的 ORG含量也越高&影

响体系中 Ò RG含量( 通过比较 Ò RGD" Ò RGl

R̀G#值发现&ORG与核桃油摩尔比越高&反应产物

中 Ò RGD" Ò RGl R̀G#值越高( 原因是越高的

ORG与核桃油摩尔比&参与反应的 ORG含量也越

高&反应达到平衡后& R̀G含量也越低&最终 Ò RGD

"Ò RGl̀ RG#值越高( 但是&由图 ! 可知&当 ORG

与核桃油摩尔比由 # j# 增加至 ! j# 时& Ò RGD

"Ò RGl̀ RG#值增加较快&但当 ORG与核桃油摩

尔比大于 !j# 时&Ò RGD"Ò RGl̀ RG#值增加速率

较慢( 因此&选择ORG与核桃油摩尔比为 !j#(

//

//

图 ?>Z6U与核桃油摩尔比对酶催化酯交换反应的影响

!=#=)/加酶量的影响

在ORG与核桃油摩尔比 !j#'反应温度 ((i条

件下&研究加酶量对酯交换反应的影响&结果如图 )

所示(

//

//

图 B>加酶量对酶催化酯交换反应的影响

//由图 ) 可以看出&随着加酶量的增加&在不同反

应时间下&反应体系中 ORG含量和 R̀G含量逐渐

降低&Ò RG含量逐渐升高( 但是&当加酶量由 &\

增加至 #"\时&Ò RG的增加量较高&而 R̀G降低量

也较高&当加酶量由 #"\增加至 #!\时&两者变化幅

度不大( 不同加酶量下不同时间点 Ò RGD"Ò RGl

R̀G#值与 Ò RG和 R̀G的变化类似&当加酶量由 &\

增加至 #"\时&Ò RGD"Ò RGl̀ RG#值增加较快&而

当加酶量由 #"\增加至 #!\时&Ò RGD" Ò RGl

R̀G#值变化不大( 因此&选择加酶量为 #"\(

!=#=J/反应温度的影响

本反应体系中&由于ORG与核桃油的极性差异

#&
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影响了两种油脂的相容性&而较高的温度能够增加

ORG与核桃油的相容性&从而提高反应效率( 另外&

温度影响酶的活力&合适的反应温度下&酶具有较好

的活力&但较高的反应温度将会导致酶不可逆失活(

在ORG与核桃油摩尔比 !j#'加酶量 #"\条件下&研

究反应温度对酯交换反应的影响&结果如图 J所示(

//

//

图 D>反应温度对酶催化酯交换反应的影响

//由图 J 可以看出&随着反应温度的升高&在不同

反应时间下&体系中 ORG含量与 R̀G含量不断降

低&而 Ò RG含量不断增加( 但是&当反应温度由

)(i升高至 ((i时&体系中 ORG' R̀G降低量以及

Ò RG的增加量均较高&当温度由 ((i升高至 &(i

时&体系中ORG' R̀G降低量以及 Ò RG的增加量均

较低( 不同反应温度下不同反应时间点 Ò RGD

"Ò RGl̀ RG#值与 Ò RG含量的变化类似&当反应

温度由 )(i升高至 ((i时&Ò RGD"Ò RGl̀ RG#

值增加量较高&而当反应温度由 ((i升高至 &(i

时&Ò RGD"Ò RGl̀ RG#值变化不大( 因此&选择

反应温度为 ((i(

通过单因素实验&得到 M?Y?6:2J)( 酶催化

ORG与核桃油酯交换制备 Ò RG的优化条件)加酶

量 #"\&ORG与核桃油摩尔比 !j#&反应温度 ((i&

反应时间 % 7( 在优化条件下反应并通过分子蒸馏

脱除游离脂肪酸后&所得产品中 Ò RG含量为 '&=

!\&ORG含量为 #J=)\& R̀G含量为 %=(\(

!=!/乙醇萃取条件的优化

!=!=#/乙醇体积分数的影响

由于ORG中脂肪酸碳链较短&极性相对较高&

易溶于乙醇&但 R̀G中脂肪酸碳链较长&难溶于乙

醇&因此可用乙醇作为 R̀G与 ORG的分离溶剂(

为改变产物中ORG'Ò RG以及 R̀G在萃取溶液中

的分布比例&以获得最高含量的 Ò RG以及最高的

产品得率&实验通过向乙醇中添加不同比例的水来

改变其极性( 因此&以萃取产物中 Ò RG含量及产

品得率为指标进行优化( 在底物"分子蒸馏重相&

下同#与乙醇溶液比例 #j# 条件下&考察乙醇体积分

数对萃取效果的影响&结果如图 ( 所示(

图 E>乙醇体积分数对萃取效果的影响

//由图 ( 可知&随着乙醇体积分数的降低&产品得

率逐渐升高&而 Ò RG含量先增高后降低( 当乙醇

体积分数为 .(\时&ORG溶解量最高&有利于产物

中ORG的脱除&最终使萃取产物中 Ò RG含量最

大( 因此&选择乙醇体积分数为 .(\(

!=!=!/底物与乙醇溶液比例的影响

乙醇溶液用量会影响萃取过程中各种成分在溶

液中的含量&从而影响产品得率及萃取产物中

Ò RG含量( 在乙醇体积分数 .(\的条件下&研究

底物与乙醇溶液比例对萃取效果的影响&结果如图

& 所示(

由图 & 可知&随着乙醇溶液用量的增加&产品得

率逐渐减小&而萃取产物中 Ò RG含量逐渐增加(

当底物与乙醇溶液比例由 #j# 增加至 #j) 时&萃取

!&
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产物中 Ò RG含量由 .)=#\增加至 .(=J\&但是当

底物与乙醇溶液比例由 #j) 增加至 #j% 时&萃取产

物中 Ò RG含量变化较小&但是产品得率降低幅度

较大( 因此&为获得相对较高的 Ò RG含量以及较

高的产品得率&选择底物与乙醇溶液比例为 #j)(

图 F>底物与乙醇溶液比例对萃取效果的影响

//经过乙醇萃取&所得结构脂产品中 Ò RG含量

为 .(=J\&ORG含量为 )='\& R̀G含量为 #"=.\&

产品得率为 ."=.\(

结构脂产品的脂肪酸组成及分布如表 ) 所示(

表 B>产品的脂肪酸组成及分布 L

脂肪酸 总脂肪酸含量 V8 $! 位含量 V8 $#&) 位含量

R.j" !.=J o#=! !&=# o#=J !%=( o#=#

R#"j" !#=" o"=' #.=% o"=% !!=" o"=%

R#&j" "!=' o"=# "#=' o"=" ")=! o"=#

R#.j" "#=# o"=# ""=' o"=" "#=J o"="

R#.j# #"=( o"=( #!=% o"=. "%=) o"=&

R#.j! )"=% o#=( )#=( o#=( )"=' o#=)

R#.j) "(=) o"=! ".=! o"=& ")=% o"=#

/注)V8 $#&) 位含量c") d总脂肪酸含量$V8 $! 位含量#

D! d#""\(

由表 ) 可知&产品中 R#.j! 与 R#.j) 的比值为

(=.&在世界卫生组织推荐摄入的比例范围之内&中

链脂肪酸含量为 J%=J\&对于消化缺陷患者而言&

可提升脂肪的消化吸收效率&同时&产品中V8 $! 位

R#.j! 和R#.j) 的总含量达到 )%='\&有利于人体

对两种必需脂肪酸的吸收和利用(

B>结>论

本研究利用脂肪酶催化 ORG与核桃油的酯交

换反应&利用分子蒸馏脱除产物中的游离脂肪酸&再

用乙醇萃取获得高 Ò RG含量的结构脂产品( 结果

表明)最佳酶催化酯交换反应条件为以M?Y?6:2J)(

为催化用酶&加酶量 #"\'ORG与核桃油摩尔比

!j#'反应温度 ((i'反应时间 % 7&在此条件下反应

并通过分子蒸馏脱除游离脂肪酸后&所得产物中

Ò RG含量为 '&=!\&ORG含量为 #J=)\& R̀G含

量为 %=(\( 最佳乙醇萃取条件为乙醇体积分数

.(\'底物与乙醇溶液比例 #j)&在此条件下所得结

构脂产品中 Ò RG含量为 .(=J\&ORG含量为

)]'\& R̀G含量为 #"=.\&产品得率为 ."=.\( 本

产品 Ò RG含量高&富含亚油酸与亚麻酸&且两种脂

肪酸的含量比值为 (=.&比例合理&可作为消化系统

缺陷患者补充必需脂肪酸的油脂来源(
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