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摘要!为提高 %!$ #二油酸#! #棕榈酸甘油三酯"]_]$的含量!以化学酯交换联合酶法酸解反应

制备的]_]为原料!采用单因素实验和正交实验考察干法分提条件"结晶温度%冷却速率%养晶时

间$对]_]含量及提升率%ZA #! 位棕榈酸"_N$占总_N含量及提升率和分提液油得率的影响!确

定干法分提的最优工艺条件& 结果表明!干法分提的最优工艺条件为结晶温度 7f%冷却速率

-fF?%养晶时间 $ ?!在此条件下 ]_]含量为"$696- l"9$.$i!]_]含量提升率为"-79"/ l

%j-/$i!ZA #! 位 _N占总 _N含量为".%9"6 l"9%7$i!ZA #! 位 _N占总 _N含量提升率为

"-/j7% l"9!&$i!分提液油得率为"$%9!7 l"9$-$i& 综上!通过干法分提可以获得 ]_]纯度更

高的甘油三酯&
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JJ天然油脂是由多种甘三酯组成的混合物& 油

脂分提就是在一定温度下利用组成油脂的各种甘

三酯熔点及溶解度的差异%把油脂分为固(液两部

分%以满足不同加工需求的方法)% #!*

& 目前%常用

的油脂分提方法有干法分提(溶剂法分提和表面

活性剂法分提等)$ #-*

& 干法分提是先将油脂在控

制条件下冷却结晶%然后通过固液分离技术%将固
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脂与液油分离的一种方法%干法分提不附加其他

措施及试剂%较其他方法所得产品更为纯净)& #7*

&

溶剂法分提和表面活性剂法分提生产成本高%尤

其是固液分离时离心设备投资较大%对设备要求

高& 因此%国内油脂分提普遍采用操作简便(经济

实用的干法分提工艺)/*

& %%$ #二油酸 #! #棕榈

酸甘油三酯"]_]#是母乳脂肪的重要组成部分%

具有多种生理功能& 本课题组前期采用两步法合

成了 ]_]%即首先以棕榈硬脂和高油酸葵花籽油

为原料经化学酯交换法得到化学酯交换油脂%再

与油酸通过酶法酸解反应得到 ]_]%但反应后体

系复杂%]_]纯度较低%还需进一步对目的产物

]_]进行富集&

本文采用干法分提工艺对]_]进行富集%对干

法分提条件"结晶温度(冷却速率(养晶时间#进行

了优化%以进一步提升 ]_]含量%为提升其利用价

值提供参考&

<=材料与方法

%9%J实验材料

%9%9%J原料与试剂

棕榈硬脂%东海粮油工业"张家港#有限公司!

高油酸葵花籽油%中粮悠采厨房食品有限公司!油

酸(猪胰脂肪酶%阿拉丁试剂有限公司!'4T;>@2D

Y(V(脂肪酶%诺维信"中国#投资有限公司!甲醇

钠"分析纯#%国药集团化学试剂有限公司!异丙

醇"色谱纯# %天津市科密欧化学试剂有限公司!

%%$ #二油酸 #! #棕榈酸甘油三酯标准品 "纯

度
%

..9.i# %西格玛奥德里奇"上海#贸易有限

公司&

%9%9!J仪器与设备

/6."N型气相色谱仪"配 V̂*检测器#(%!7" 型

液相色谱仪"配蒸发光散射检测器#%美国安捷伦科

技有限公司!高低温程控冷却循环机%宁波新芝生物

科技股份有限公司!分析天平%上海浦春计量仪器有

限公司&

%9!J实验方法

%9!9%J]_]的制备

参照文献)6*的方法%首先以棕榈硬脂与高油

酸葵花籽油为原料制备化学酯交换油脂%再在化学

酯交换油脂与油酸质量比 %k%9&(反应温度 &"f(

'4T;>@2DY(V(脂肪酶添加量"以底物总质量计#

&i(反应时间 6 ? 条件下进行酶法酸解反应%得到

富含 ]_]的酶法酸解产物& 将酶法酸解产物于

7"f水浴锅中完全熔化%按料液比 %k& 加入甲醇搅

拌均匀%静置 & 24A%回收下层%再按料液比 %k! 继续

加入甲醇萃取两次%分层后用圆底烧瓶回收下层%旋

蒸除去多余甲醇%得到]_]粗品&

%9!9!J]_]的干法分提

参考文献). #%"*的方法采用干法分提富集

]_]& 将 %" I]_]粗品于 &&f完全熔化%& 24A 后

降至 -&f并保持 $" 24A& 以一定速率缓慢冷却至

结晶温度%并养晶一定时间%然后快速抽滤分离%得

到分提液油和固脂%冷藏保存& 按公式"%#计算分

提液油得率"1

%

#&

1

%

p""#"

%

##"m%""i "%#

式中'"为]_]粗品质量%I!"

%

为固脂质量%I&

%9!9$J脂肪酸组成测定

参考文献)%%*的方法测定脂肪酸组成& 取 "9%

I分提液油于试管中%加入 ! 2'"9& 2;5F'氢氧化

钠#甲醇溶液%涡旋混匀%7&f水浴 $" 24A%立即加

入 % 2'三氟化硼 #甲醇溶液%7&f水浴 $ 24A%待

冷却后加入 ! 2'正己烷%涡旋混匀%静置分层%取上

清液过滤膜后进行气相色谱检测分析& 气相色谱条

件'M;TD5:;ZT #!&7" 石英毛细管色谱柱"%"" 2m

"j!& 22m"9!

!

2#!载气为高纯氮气%恒压 "9!!

_3%分流比 !"k%!进样口温度 !&"f!检测器温度

!&"f!升温程序为柱温 %""f保持 - 24A%以

$fF24A 升至 !$"f%保持 !" 24A& 采用面积归一

化法定量&

%9!9-JZA #! 位脂肪酸组成测定

参照RWFL!-6.-$!"%" 方法测定 ZA #! 位脂

肪酸组成& 取 "j% I分提液油于试管中%加入 ! 2'

% 2;5F'的缓冲溶液("9& 2'% IF'胆酸钠溶液("9!

2'!!" IF'氯化钙溶液%再快速加入 $" 2I猪胰脂

肪酶%在 -"f下剧烈手摇 $ 24A%然后加入 % 2'7

2;5F'盐酸和 % 2'无水乙醚%涡旋混匀%离心%收集

上层有机相进行薄层色谱分离& 以石油醚#无水乙

醚#甲酸"体积比 /"k$"k%#作为展开剂%碘作为显

色剂%刮下 ! #甘油一酯条带%用无水乙醚萃取 $

次%挥干溶剂后测定样品脂肪酸组成& 除分流比模

式调整为不分流外%脂肪酸组成测定方法同 %9!9$&

分别按公式"!#和公式"$#计算 ZA #! 位棕榈

酸"_N#占总 _N含量"=#及干法分提后 ZA #! 位

_N占总_N含量提升率"1

!

#&

=pO

_!

F"$ mO

_

# m%""i "!#

1

!

p".#.

"

##.

"

m%""i "$#

式中'O

_!

为样品ZA #! 位_N含量%i!O

_

为样

品总_N含量%i!$ 为换算系数!.为分提后 ZA #!

位_N占总_N含量%i!.

"

为分提前ZA #! 位_N占

总_N含量%i&
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%9!9&J]_]含量测定

参照文献)%! #%7*%使用反相高效液相色谱仪

"Y_#Q_'[#测定 ]_]含量& 高效液相色谱条件'

b;AE3Z45[%6 M=TDXd色谱柱"!&" 22m-97 22m&

!

2#%柱温 $"f%洗脱流速 "96 2'F24A%进样量 %"

!

'%蒸发光检测器温度 /"f% 氮气流速 !9"

2'F24A%增益值 %%流动相洗脱程序见表 %&

表 <=流动相洗脱程序

时间F24A 乙腈Fi 异丙醇Fi

" /" $"

$" 7" -"

-" && -&

7" && -&

7& /" $"

JJ]_]标准曲线绘制'使用乙腈与异丙醇"体积

比 /k$#混合液分别配制质量浓度为 "9"&("9!"(

"9$"("9-" 2IF2'和 "9&" 2IF2'的 ]_]标准

液%测定各标准液的色谱峰峰面积& 以峰面积的

常用对数值".#为纵坐标%标准液质量浓度的常用

对数值"0#为横坐标绘制标准曲线%经回归拟合得

到标准曲线方程 ".p%96-% &0q-9.%/ !%4

!

K

"9...#&

样品测定'在分提液油中加入乙腈与异丙醇

"体积比 /k$#配制质量浓度为 % 2IF2'的溶液%过

有机滤膜%进高效液相色谱仪检测%再根据标准曲线

方程计算]_]含量&

按公式"-#计算干法分提后 ]_]含量提升率

"P#&

Pp"0#0

"

##0

"

m%""i "-#

式中'0为分提后 ]_]含量%i!0

"

为分提前

]_]含量%i&

%9!97J统计分析

所有数据均采用 ]X4I4A !"%6 软件处理%采用

M_MM %.9" 进行显著性分析%%o"9"& 表示差异

显著&

>=结果与讨论

!9%J干法分提原料指标

经检测%干法分提原料中]_]含量为"!79&. l

"9$&#i%ZA #! 位 _N占总 _N含量为 "7%9/" l

"j6%#i&

!9!J干法分提单因素实验

!9!9%J 结晶温度对分提效果的影响

在冷却速率 7fF? 和养晶时间 & ? 条件下%考

察结晶温度"7(6(%"(%$(%&(%/(!"f#对分提液油

得率(液油中 ]_]含量及提升率和 ZA #! 位 _N占

总_N含量及提升率的影响%结果如图 % 所示&

注'不同小写字母代表差异显著"%o"9"&#& 下同

图 <=结晶温度对分提液油得率%"K"含量及提升率

和2-C> 位K8占总K8含量及提升率的影响

JJ由图 % 可知%随着结晶温度的升高%分提液油得

率不断增大%结晶温度与液油得率呈正相关& 这是

因为结晶温度升高%油脂中部分低熔点组分熔化变

为液态油%故分提液油得率不断增加& 由图 % 还可

知'当结晶温度从 7f升至 6f时%ZA #! 位_N占总

_N含量显著增加%]_]含量也呈现增加的趋势!结

晶温度从 6f升高到 !"f时%ZA #! 位 _N占总 _N

含量和]_]含量先减少再基本保持不变然后继续

减少& 这是因为结晶温度较低时%可能部分 ]_]存

在于分提固脂中%导致分提液油中ZA #! 位_N占总

_N含量和 ]_]含量较低!在结晶温度升高的过程

中%分提液油中]_]不断累积%导致ZA #! 位_N占

总_N含量和]_]含量开始上升!继续升高结晶温

度%]_]不断向液油富集%可能其他甘三酯组分也

不断熔化变为液油%使]_]含量的增加和总液油含

量的升高呈平衡状态%导致ZA #! 位_N占总 _N含

量和]_]含量基本保持不变!再继续升高结晶温

度%液油总量增加的速率高于 ]_]含量增加的速

6&
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率%从而导致ZA #! 位_N占总_N含量和]_]含量

减少& 在结晶温度为 6f时%ZA #! 位 _N占总 _N

含量最高%为"//9-$ l"976#i%提升率为"!&9-. l

%9%%#i%]_]含量也最高%为"$-96- l"j%6#i%提

升率为"$%9"! l"976#i& 综合考虑%选择结晶温

度为 6f&

!9!9!J冷却速率对分提效果的影响

在结晶温度 6f和养晶时间 & ? 条件下%考察

冷却速率"!($(-(&(7(/(6fF?#对分提液油得率(

液油中]_]含量及提升率和 ZA #! 位 _N占总 _N

含量及提升率的影响%结果如图 ! 所示&

图 >=冷却速率对分提液油得率%"K"含量及提升率

和2-C> 位K8占总K8含量及提升率的影响

JJ由图 ! 可知%随着冷却速率的增加%液油得率不

断减少& 当冷却速率从 !fF? 增加到 -fF? 时%

ZA #!位_N占总 _N含量和 ]_]含量均增大!继续

增加冷却速率%ZA #! 位_N占总_N含量和]_]含

量开始下降& 这可能因为分提速率较低时%分提液

油得率较高%其中夹杂的其他甘三酯成分较多%因此

ZA #! 位_N占总_N含量较低!当冷却速率增大时%

液油得率不断减少%夹杂的其他低熔点甘三酯成分

逐渐减少使ZA #! 位_N占总_N含量增加!继续增

加冷却速率%在快速冷却的条件下%部分 ]_]进入

固脂中%使ZA #! 位_N占总_N含量减少& 当冷却

速率为 -fF? 时%ZA #! 位 _N占总 _N含量最高%

为"/.9-7 l"9-6#i%提升率为"!69/6 l"9//#i&

就]_]含量而言%随着冷却速率的增加其基本保持

不变%在 -fF? 时相对最高%为"$79"% l"9.%#i%

提升率为"$&9-- l$9-%#i& 这可能是因为在本实

验中Y_#Q_'[不能区别同分异构体%在缓慢冷却

下液油中可能富集了更多的]_]和_]]%在中速冷

却下液油中可能富集了更多的 ]_]%在快速冷却下

液油中可能富集了更多的 ]_](_'M 和 _M'& 因此

导致不同冷却速率下 ZA #! 位 _N占总 _N含量有

差异%而 ]_]含量差别不明显& 综合考虑%选择冷

却速率为 -fF?&

!9!9$J养晶时间对分提效果的影响

在结晶温度 6f和冷却速率 -fF? 条件下%考

察养晶时间"%($(&(/(. ?#对分提液油得率(液油中

]_]含量及提升率和 ZA #! 位 _N占总 _N含量及

提升率的影响%结果如图 $ 所示&

图 ?=养晶时间对分提液油得率%"K"含量及提升率

和2-C> 位K8占总K8含量及提升率的影响

.&
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JJ由图 $ 可知%随着养晶时间的不断延长%液油得

率不断减少& 在养晶时间为 $ ? 时%ZA #! 位 _N占

总 _N含量最高%为 "/.9-6 l"9-.#i%提升率为

"!6j6! l"9/.#i%此时]_]含量也最高%为"$79!! l

"9-$#i%提升率为"$79!% l%97%#i& 这是由于养

晶时间较短时%形成的晶核较小且不稳定%在抽滤过

程中容易被破坏%从而使更多的非]_]组分进入液

油中%造成ZA #! 位_N占总_N含量和]_]含量较

低!油脂中甘三酯组分复杂%且每种甘三酯结晶速

率(晶型都有所差异%足够的养晶时间有助于不同的

低熔点组分充分结晶和长大%分提效果更好!但是养

晶时间过长%固脂裹挟液油程度加剧%固脂中 ]_]

含量增加%导致液油中 ]_]含量降低%分提效果变

差& 综合考虑%选择养晶时间为 $ ?&

!9$J干法分提正交实验

以结晶温度"N#(冷却速率"W#(养晶时间"[#

为因素%以]_]含量及提升率(ZA #! 位_N占总_N

含量及提升率和分提液油得率为指标%根据单因素

实验结果进行三因素三水平的'

.

"$

-

#正交实验%正

交实验因素水平如表 ! 所示%正交实验设计与结果

如表 $ 所示%正文实验结果分析如表 - 所示&

表 >=正交实验因素水平

水平 结晶温度Ff 冷却速率F"fF?# 养晶时间F?

% 7 $ %

! 6 - $

$ %" & &

表 ?=正交实验设计与结果

实验号 N W [ 空列
]_]

含量Fi

]_]含量

提升率Fi

ZA #! 位_N

占总_N含量Fi

ZA #! 位_N

占总_N含量

提升率Fi

分提液油

得率Fi

% % % % % $!9"% !"9$6 /79.. !-9/6 $/9-$

! % ! ! ! -"96. &$9/6 ."9$7 -79-& $%9-$

$ % $ $ $ $$9&% !79"! /&9%$ !%9// !69!.

- ! % ! $ $79-. $/9!$ 6/97! -!9"% $$9/%

& ! ! $ % $&9." $&9"% /.9-/ !696" !.9/%

7 ! $ % ! $"9$/ %-9!! /-9%. !"9!- -"967

/ $ % $ ! $%9/7 %.9-- /-9&6 !"966 $%9!.

6 $ ! % $ $-9&/ $"9"% /79/% !-9$$ --9%-

. $ $ ! % $$976 !7977 6"9!% !.9.. $&9-$

JJ 表 G=正交实验结果分析

项目 N W [ 空列

]_]含量

<

%

$&9-/ $$9-! $!9$! $$967

<

!

$-9!& $/9%! $/9"! $-9$-

<

$

$$9$- $!9&! $$9/! $-967

4 "!9%$ "-97" "-9/" ""9..

]_]含量提升率

<

%

$$9$. !&976 !%9&- !/9$&

<

!

!696! $.97" $.9!! !.9%&

<

$

!&9$/ !!9$" !796! $%9".

4 "69"! %/9$" %/97. "$9/-

ZA #! 位_N占总_N含量

<

%

6"96$ /.9/$ /&9.7 /696.

<

!

6"9-$ 6!9%6 679"7 /.9/%

<

$

//9%/ /79&% /79$. /.96!

4 "$977 "&97/ "%"9%" ""9.$

ZA #! 位_N占总_N含量提升率

<

%

$%9"" !.9!! !$9%! !/967

<

!

$"9$& $$9%. $.9-6 !.9%.

<

$

!&9"/ !-9"" !$96! !.9$/

4 "&9.$ ".9%. %79$/ "%9&%

续表 G

项目 N W [ 空列

分提液油得率

<

%

$!9$6 $-9%- -"96% $-9%.

<

!

$-9/7 $&9". $$9&! $-9&$

<

$

$79.& $-967 !.9/7 $&9$6

4 "-9&/ ""9.& %%9"& "%9%.

由表 - 可知%养晶时间和冷却速率对]_]含量

及提升率影响较大%各因素影响主次顺序为养晶时

间K冷却速率K结晶温度%较优提取工艺为N

%

W

!

[

!

%

即结晶温度 7f(冷却速率 -fF?(养晶时间 $ ?&

养晶时间和冷却速率对 ZA #! 位 _N占总 _N含量

及提升率影响较大%各因素影响主次顺序为养晶时

间 K冷却速率 K结晶温度%较优提取工艺为

N

%

W

!

[

!

%与 ]_]含量及提升率的较优提取工艺一

致& 养晶时间和结晶温度对液油得率影响较大%各

因素影响主次顺序为养晶时间K结晶温度K冷却速

率%较优提取工艺为 N

$

W

!

[

%

%即结晶温度 %"f(冷

却速率 -fF?(养晶时间 % ?&

对]_]含量及提升率(ZA #! 位_N占总_N含

"7

[QV+N]V'M N+* N̂LMJJJJJJJJJJJJJJ!"!$ h;5j-6 +;j&



量及提升率和分提液油得率进行方差分析%结果分

别见表 & g表 .&

表 H="K"含量方差分析

差异源 平方和 自由度 均方 7 %

N $9-$ ! %9/! -97- "9%// $

W %/96$ ! 69.! !-9"6

"9"$. .

"

[ %/9-6 ! 69/- !$97%

"9"-" 7

"

*"误差# "9/- ! "9$/

总和 $.9-. 6

J注'

"

代表影响显著"%o"9"&#& 下同

表 R="K"含量提升率方差分析

差异源 平方和 自由度 均方 7 %

N ./9%. ! -697" -97- "9%// $

W &"-9$7 ! !&!9%6 !-9"6

"9"$. .

"

[ -.-9&6 ! !-/9!. !$97%

"9"-" 7

"

*"误差# !"9.- ! %"9-/

总和 % %%/9"6 6

表 S=2-C> 位K8占总K8含量方差分析

差异源 平方和 自由度 均方 7 %

N !-9!% ! %!9%" %&9&7 "9"7" -

W -69&& ! !-9!/ $%9!!

"9"$% "

"

[ %.&97- ! ./96! %!&9/.

"9""/ .

""

*"误差# %9&7 ! "9/6

总和 !7.9.& 6

J注'

""

代表影响极显著"%o"9"%#& 下同

表 V=2-C> 位K8占总K8含量提升率方差分析

差异源 平方和 自由度 均方 7 %

N 7$9&. ! $%9/. %&9&7 "9"7" -

W %!/9&$ ! 7$9// $%9!!

"9"$% "

"

[ &%$9." ! !&79.& %!&9/.

"9""/ .

""

*"误差# -9". ! !9"-

总和 /".9%% 6

表 W=分提液油得率方差分析

差异源 平方和 自由度 均方 7 %

N $%9$- ! %&97/ %$966 "9"7/ !

W %9-/ ! "9/- "97& "97"& 7

[ %6.9!7 ! .-97$ 6$96$

"9"%% 6

"

*"误差# !9!7 ! %9%$

总和 !!-9$$ 6

由表 &(表 7 可知%W([对]_]含量及提升率影

响显著"%o"9"&#%N对 ]_]含量及提升率影响不

显著"%K"9"&#& 由表 /(表 6 可知%W对 ZA #! 位

_N占总 _N含量及提升率影响显著"%o"j"&#%[

对ZA #! 位_N占总 _N含量及提升率影响极显著

"%o"9"%#%N对 ZA #! 位 _N占总 _N含量及提升

率影响不显著"%K"9"&#& 由表 . 可知%[对分提液

油得率影响显著"%o"9"&#%N(W对分提液油得率

影响不显著"%K"9"&#& 综合考虑%最优工艺条件

选择为 N

%

W

!

[

!

%即结晶温度 7f(冷却速率 -fF?(

养晶时间 $ ?&

为验证工艺的准确性和合理性%以最优条件进

行验证实验%结果显示%]_]含量为 " $696- l

"j$.#i%]_]含量提升率为"-79"/ l%9-/#i%ZA #!

位_N占总_N含量为".%9"6 l"9%7#i%ZA #! 位_N

占总_N含量提升率为"-/97% l"9!&#i%分提液油得

率为"$%9!7 l"9$-#i& 结果说明该工艺能达到很好

的分提效果%且得率较高%具有工业生产可行性&

?=结=论

为提高]_]含量%本研究以化学酯交换联合酶

法酸解反应制备的 ]_]为原料进行干法分提富集

]_]& 通过单因素实验和正交实验得到干法分提的

最优工艺条件为结晶温度 7f(冷却速率 -fF?(养

晶时间 $ ?%在此条件下获得的]_]含量为"$696- l

"9$.#i%]_]含量提升率为 "-79"/ l%9-/#i%

ZA #!位_N占总_N含量为".%9"6 l"9%7#i%ZA #

! 位_N占总 _N含量提升率为"-/97% l"j!&#i%

分提液油得率为"$%9!7 l"9$-#i& 本研究为 ]_]

的富集提供了一种简便(切实可行的方法%有助于

]_]产品的多样化开发&
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