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瓜蒌籽甘油二酯油的酶法甘油解制备研究
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摘要：为了优化瓜蒌籽甘油二酯（ＤＡＧ）油制备工艺，提高ＤＡＧ工业化产量，以脂肪酶为催化剂，采
用酶法甘油解法制备瓜蒌籽ＤＡＧ油，通过单因素试验探究了反应时间、脂肪酶添加量、醇油质量比
对ＤＡＧ含量的影响，通过响应面法优化反应条件，并对酶法甘油解反应前后瓜蒌籽油的脂质组成、
脂肪酸组成和基本理化指标进行分析。结果表明：瓜蒌籽ＤＡＧ油最佳制备条件为反应时间１２．５ｈ、
醇油质量比１∶１０、脂肪酶添加量６．５％（以醇油总质量计），该条件下所得瓜蒌籽ＤＡＧ油的ＤＡＧ含
量为６０．６０％，其中１，３－ＤＡＧ含量为４５．９７％，１，２－ＤＡＧ含量为１４．６３％；与酶法甘油解反应前
比较，瓜蒌籽ＤＡＧ油的主要脂肪酸组成并没有改变，但酸值上升，碘值和皂化值下降。综上，采用
酶法甘油解法可生产出ＤＡＧ含量较高的瓜蒌籽ＤＡＧ油。
关键词：瓜蒌籽油；甘油二酯；酶法甘油解法
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　　瓜蒌籽是葫芦科植物栝楼的干燥成熟种子，具
有清热解毒、利水消肿等功效。瓜蒌籽含油量丰富，

约为５０％［１］。瓜蒌籽油具有浓郁的瓜蒌籽清香，保

留了瓜蒌籽绝大多数营养物质，其脂肪酸主要有１９
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种，其中不饱和脂肪酸含量占总脂肪酸含量的６５％
以上［１］，主要以亚油酸、油酸为主，而瓜蒌籽油特有

的共轭亚麻酸———瓜蒌酸，具有抗癌、减少内脏脂肪

和体脂的作用［２］。

甘油二酯（ＤＡＧ）是众所周知的安全食品成分，
是天然油脂中的微量成分，有１，２－ＤＡＧ、１，３－ＤＡＧ
２种异构体，其中１，２－ＤＡＧ的消化代谢通路与甘油
三酯（ＴＡＧ）相似，而１，３－ＤＡＧ的消化代谢通路与
ＴＡＧ不同，膳食ＤＡＧ具有降低肝脏脂肪、抑制体质量
增长等作用［３－４］。以瓜蒌籽油为原料制备瓜蒌籽

ＤＡＧ油，不仅可使瓜蒌籽油具备ＤＡＧ的功能特性还
能保留瓜蒌籽油原有的脂肪酸组成，从而生产出一款

功能性油脂，既可供肥胖及“三高”人士食用［５］，又能

丰富瓜蒌产品种类，拓宽瓜蒌市场。但目前，我国关

于ＤＡＧ的研究还缺乏突破性进展，其工业化生产仍
面临着成本高的问题［６］。

目前，ＤＡＧ的制备方法主要有化学法和生物酶
法。其中：化学法过程烦琐、能耗大、污染严重，且所

得产品品质差［７］；生物酶法具有反应条件温和、转

化率高和产品纯度高的优点，近年来引起了广泛关

注［８］。生物酶法一般通过固定化的方法使酶更加

稳定，以便重复利用，降低成本。常用的生物酶法主

要是水解法、酯化法和甘油解法，其中，甘油解法是

指在催化剂作用下，甘油与脂肪酸酯通过酯交换生

成ＤＡＧ，由于操作简单、成本较低，近年来被作为生
产ＤＡＧ的常用方法之一。张秀秀等［９］以葵花籽油

为原料，采用酶法甘油解法制备富含亚油酸的

ＤＡＧ，最佳条件下ＤＡＧ含量可达到４９．２１％。
本文通过酶法甘油解法制备瓜蒌籽ＤＡＧ油，通

过单因素试验和响应面试验优化反应条件，并对反

应前后瓜蒌籽油脂质组成、脂肪酸组成以及基本理

化指标进行分析，以期为提高 ＤＡＧ工业化产量，满
足人们对功能性ＤＡＧ的需求提供参考。
１　材料与方法
１．１　试验材料

瓜蒌籽油，吉安海瑞天然植物有限公司；

Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶，上海源叶生物科技有限公司；
甘油，山东中玺生物科技有限公司；乙酸、正己烷，色

谱纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

ＪＡ２１０３电子天平、ＨＪ－４Ｂ数显恒温磁力搅拌
器，金坛区西城新瑞仪器厂；Ｗａｔｅｒｓ１５２５系列高效
液相色谱仪、Ｗａｔｅｒｓ２４１４示差检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司；７８９０Ｂ气相色谱仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＩＫＡＴ２５
高速分散器，德国 ＩＫＡ科技有限公司；ＨＨ－Ｓ恒温
水浴锅，江苏国胜实验仪器厂。

１．２　试验方法
１．２．１　瓜蒌籽ＤＡＧ油的制备

参照蒋羽鸽等［１０］的方法并稍作修改。取 ５ｇ
瓜蒌籽油于５０ｍＬ容器中，于８５℃下灭菌、灭酶１０
ｍｉｎ后，加入一定量的甘油，用高速均质机充分混合
均匀，再加入一定量的 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶，置于
５３℃恒温振荡摇床内反应一定时间后，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取上层油样，在８５℃下加热１０ｍｉｎ使残
留的脂肪酶失活，得到瓜蒌籽ＤＡＧ油。
１．２．２　ＴＡＧ、甘油一酯（ＭＡＧ）、ＤＡＧ含量的测定

取适量油样和液相色谱流动相充分混匀，过０．２５
μｍ有机系滤膜，置于液相瓶中待检测。色谱条件：
Ｗａｔｅｒｓ１５２５系列高效液相色谱仪；菲罗门硅胶色谱
柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙酸 －正己
烷－异丙醇（体积比１∶２０００∶１００），流速１ｍＬ／ｍｉｎ；
等度洗脱；柱温箱温度３５℃；Ｗａｔｅｒｓ２４１４示差检测
器，检测器温度３０℃；进样量１０μＬ。

根据标准品保留时间进行定性，采用峰面积归

一化法进行定量。

１．２．３　脂肪酸组成及含量测定
参照ＧＢ５００９．１６８—２０１６对样品的脂肪酸组成

及含量进行测定。色谱条件：ＤＢ－５毛细管色谱柱
（５０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；载气为高纯度氦气；
分流比１∶８０；进样量１．０μＬ；进样口温度２５０℃，检
测器温度２８０℃；升温程序为初始温度１００℃，保持
１３ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ升至 １８０℃，保持 ６ｍｉｎ，以
１℃／ｍｉｎ升至２００℃，保持２０ｍｉｎ，以４℃／ｍｉｎ升至
２３０℃，保持１０．５ｍｉｎ。
１．２．４　理化指标的测定

分别参照 ＧＢ５００９．２２９—２０１６、ＧＢ／Ｔ５５３４—
２００８、ＧＢ／Ｔ５５３２—２０２２测定样品酸值、皂化值及
碘值。

１．２．５　数据处理与分析
采用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ软件进行数据处理分析，采

用Ｏｒｉｇｉｎ绘图。
２　结果与分析
２．１　瓜蒌籽ＤＡＧ油制备的单因素试验
２．１．１　脂肪酶添加量对ＤＡＧ含量的影响

在醇油（甘油与瓜蒌籽油）质量比１∶１０、反应时
间１２ｈ的条件下，研究脂肪酶添加量（以醇油总质
量计）对ＤＡＧ含量的影响，结果如图１所示。

由图１可知，随着脂肪酶添加量的增加，ＤＡＧ
含量总体呈现上升趋势。其中，脂肪酶添加量为

７％时，ＤＡＧ含量最高。这主要是因为随脂肪酶添
加量的增加，酶与底物充分接触，反应速率加快，进
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而导致ＤＡＧ含量增加［１１］，故初步确定最佳脂肪酶

添加量为７％。

　注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ｐ＜０．０５）．

Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图１　脂肪酶添加量对ＤＡＧ含量的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｄｏｓａｇｅｏｎＤＡＧｃｏｎｔｅｎｔ

２．１．２　醇油质量比对ＤＡＧ含量的影响
在脂肪酶添加量７％、反应时间１２ｈ条件下，研

究醇油质量比对 ＤＡＧ含量的影响，结果如图 ２
所示。

图２　醇油质量比对ＤＡＧ含量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌｔｏｏｉｌｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎＤＡＧｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图２可知，当醇油质量比在１∶８～１∶１２之间
时，ＤＡＧ含量呈现先增加后减少的趋势，醇油质量
比为１∶１０时，ＤＡＧ含量最高。因此，初步确定最佳
醇油质量比为１∶１０。
２．１．３　反应时间对ＤＡＧ含量的影响

在脂肪酶添加量 ７％、醇油质量比 １∶１０条件
下，研究反应时间对 ＤＡＧ含量的影响，结果如图３
所示。

图３　反应时间对ＤＡＧ含量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＤＡＧｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图３可知，随着反应时间的延长，ＤＡＧ含量
先增加后降低。反应时间过长，ＤＡＧ的生成速率低
于分解速率，且脂肪酶的结构也可能发生改变，导致

酶活性降低［１２］，最终导致ＤＡＧ含量降低。因此，初
步确定最佳反应时间为１２．５ｈ。
２．２　瓜蒌籽ＤＡＧ油制备的响应面优化试验

在单因素试验基础上，以反应时间（Ａ）、脂肪酶
添加量（Ｂ）、醇油质量比（Ｃ）为自变量［１３］，以 ＤＡＧ
含量（Ｙ）为响应值设计响应面试验。响应面试验因
素与水平如表１所示，响应面试验设计及结果如表
２所示。

表１　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔ

水平 Ａ反应时间／ｈＢ脂肪酶添加量／％ Ｃ醇油质量比
－１ １１．５ ６．０ １∶９０
０ １２．０ ６．５ １∶１０

１ １２．５ ７．０ １∶１１

表２　响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ ＤＡＧ含量／％
１ －１ －１ ０ ５０．６０
２ １ －１ ０ ５３．６０
３ －１ １ ０ ５３．６７
４ １ １ ０ ５２．４０
５ －１ ０ －１ ５１．９３
６ １ ０ －１ ５５．４７
７ －１ ０ １ ５４．００
８ １ ０ １ ５２．７３
９ ０ －１ －１ ５３．５３
１０ ０ １ －１ ５３．６７
１１ ０ －１ １ ５１．８７
１２ ０ １ １ ５４．００
１３ ０ ０ ０ ５８．７０
１４ ０ ０ ０ ５８．６０
１５ ０ ０ ０ ５８．２０
１６ ０ ０ ０ ６０．８０
１７ ０ ０ ０ ５９．３０

　　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２试验结果进行多
元回归拟合分析，得到ＤＡＧ含量的二次多元回归方
程：Ｙ＝５９．１２０＋０．５００Ａ＋０．５１７Ｂ－０．２５０Ｃ－１．０６７ＡＢ－
１．２０２ＡＣ＋０．４９７ＢＣ－３．１４４Ａ２ －３．４０９Ｂ２ －
２．４４４Ｃ２。

对回归模型进行方差分析，结果见表３。
由表３可知，回归模型 ｐ值小于０．０１，极显著，

失拟项ｐ值大于０．０５，不显著，说明回归方程在整
个回归区域的拟合情况良好，模型成立，可以用于瓜

蒌籽ＤＡＧ油制备工艺的优化。各因素对ＤＡＧ含量
的影响大小依次为脂肪酶添加量（Ｂ）＞反应时间
（Ａ）＞醇油质量比（Ｃ）。交互项 ＡＢ、ＡＣ对 ＤＡＧ含
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量的影响显著（ｐ＜０．０５），二次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对 ＤＡＧ
含量的影响极显著（ｐ＜０．０１），一次项 Ａ、Ｂ、Ｃ及交
互相ＢＣ对ＤＡＧ含量无显著影响（ｐ＞０．０５）。由此
可以说明，各试验因素与响应值之间不是简单的线

性关系。

表３　方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 平方和 自由度 Ｆ ｐ
模型 １４４．９２ ９ ２６．４７ ０．０００１
Ａ ２．００ １ ３．２９ ０．１１２７
Ｂ ２．１４ １ ３．５２ ０．１０２７
Ｃ ０．５０ １ ０．８２ ０．３９４８
ＡＢ ４．５６ １ ７．４９ ０．０２９０
ＡＣ ５．７８ １ ９．５１ ０．０１７７
ＢＣ ０．９９ １ １．６３ ０．２４２８
Ａ２ ４１．６１ １ ６８．４０ ＜０．０００１
Ｂ２ ４８．９２ １ ８０．４１ ＜０．０００１
Ｃ２ ２５．１４ １ ４１．３３ ０．０００４
残差 ４．２６ ７
失拟项 ０．１１ ３ ０．０４ ０．９８９７
纯误差 ４．１５ ４
总和 １４９．１８ １６

　注：表示差异显著（ｐ＜０．０５）；表示差异极显著

（ｐ＜０．０１）

　Ｎｏｔｅ： ｐ＜０．０５； ｐ＜０．０１

通过响应面优化得到瓜蒌籽 ＤＡＧ油制备的最
佳工艺条件为反应时间 １２．０４１ｈ、脂肪酶添加量
６．５２９％、醇油质量比１∶９．９３４，在此条件下瓜蒌籽
ＤＡＧ油中ＤＡＧ含量理论预测值为５９．１６３％。考虑
到实际情况，将瓜蒌籽ＤＡＧ油的最佳制备工艺条件
调整为反应时间１２．５ｈ、脂肪酶添加量６．５％、醇油
质量比１∶１０，在此条件下经过３次验证试验，测得
瓜蒌籽ＤＡＧ油中ＤＡＧ含量为６０．６０％，与理论预测
值相差不大，表明该模型的预测效果良好。

２．３　瓜蒌籽油酶法甘油解反应前后的脂质组成
对比

瓜蒌籽油和最佳条件下制备的瓜蒌籽 ＤＡＧ油
的脂质组成如表４所示。

表４　瓜蒌籽油及其ＤＡＧ油的脂质组成

Ｔａｂｌｅ４　ＬｉｐｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｅｓ

ｋｉｒｉｌｏｗｉｉｓｅｅｄｏｉｌａｎｄｉｔｓＤＡＧｏｉｌ ％

脂质 瓜蒌籽油 瓜蒌籽ＤＡＧ油
ＴＡＧ ９７．８７ ３７．４５
ＭＡＧ ２．１３ １．９５
１，３－ＤＡＧ － ４５．９７
１，２－ＤＡＧ － １４．６３

　注：－表示未检出。下同

　Ｎｏｔｅ：－．Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

由表４可知：瓜蒌籽油的脂质组成主要为ＴＡＧ；
瓜蒌籽 ＤＡＧ油中 ＤＡＧ含量可达到 ６０．６％，其中
１，３－ＤＡＧ含量为 ４５．９７％，１，２－ＤＡＧ含量为
１４．６３％。
２．４　瓜蒌籽油酶法甘油解反应前后的脂肪酸组成
对比

瓜蒌籽油和最佳条件下制备的瓜蒌籽 ＤＡＧ油
的脂肪酸组成及相对含量如表５所示。
表５　瓜蒌籽油及其ＤＡＧ油脂肪酸组成及相对含量

Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｓｏｆＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｅｓｋｉｒｉｌｏｗｉｉｓｅｅｄ

ｏｉｌａｎｄｉｔｓＤＡＧｏｉｌ ％

脂肪酸 瓜蒌籽油 瓜蒌籽ＤＡＧ油
棕榈酸Ｃ１６∶０ ８．０３ ８．８３

亚油酸Ｃ１８∶２ ４３．４５ ４５．０７

油酸Ｃ１８∶１ ４０．５２ ３９．００

硬脂酸Ｃ１８∶０ ６．１９ ５．８７

山嵛酸Ｃ２２∶０ ０．１４ ０．０９

瓜蒌酸９ｃ，１１ｔ，１３ｃ－Ｃ１８∶３ １．６７ ０．９７

花生酸Ｃ２０∶０ － ０．１７

　　由表５可知：瓜蒌籽油亚油酸含量最高，其次为
油酸，二者分别占总脂肪酸含量的 ４３．４５％和
４０．５２％，瓜蒌籽油中也检测出特有的瓜蒌酸，瓜蒌
酸能够改善血液黏稠度，预防心脑血管疾病［１４－１５］，

但本文原料瓜蒌籽油中检出的瓜蒌酸含量远低于许

晓兰等［２］报道的２２．５７％～３７．４７％，具体原因有待
进一步分析。经酶法甘油解反应后，瓜蒌籽ＤＡＧ油
中亚油酸相对含量较瓜蒌籽油升高，而油酸相对含

量降低，另外，检出反应前未检测出的花生酸，可能

是反应促使花生酸的产生。综上，酶法甘油解反应

前后瓜蒌籽油的主要脂肪酸组成无变化，瓜蒌籽油

特殊的脂肪酸构成赋予其更高的营养与研究价值，

因此瓜蒌籽油在研发功能性保健食品及药品方面的

市场潜力巨大。

２．５　瓜蒌籽油酶法甘油解反应前后的理化指标
对比

瓜蒌籽油和最佳条件下制备的瓜蒌籽 ＤＡＧ油
的理化指标如表６所示。

由表６可知，瓜蒌籽ＤＡＧ油的酸值显著高于瓜
蒌籽油，这是由于酶法甘油解反应产生了游离脂肪

酸，导致酸值上升。瓜蒌籽ＤＡＧ油的皂化值较瓜蒌
籽油显著下降。瓜蒌籽 ＤＡＧ油的碘值较瓜蒌籽油
显著下降，这是因为反应后不饱和脂肪酸含量下降

（表５）所致［１６］。
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表６　瓜蒌籽油及其ＤＡＧ油的理化指标
Ｔａｂｌｅ６　ＰｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｏｆＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｅｓ

ｋｉｒｉｌｏｗｉｉｓｅｅｄｏｉｌａｎｄｉｔｓＤＡＧｏｉｌ

项目 瓜蒌籽油 瓜蒌籽ＤＡＧ油
酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） ０．４４０±０．０３１ｂ ０．５２９±０．０２６ａ
皂化值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） １９３．２８０±４．１００ａ １８１．４３０±３．５９０ｂ
碘值（Ｉ）／（ｇ／１００ｇ） １２８．５８０±０．４８０ａ １１５．２１０±０．３２０ｂ

　注：同行不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ｐ＜０．０５）

３　结　论
通过单因素试验和响应面试验优化得到瓜蒌籽

ＤＡＧ油最佳制备条件为反应时间１２．５ｈ、脂肪酶添
加量６．５％、醇油质量比１∶１０，在此条件下瓜蒌籽
ＤＡＧ油中ＤＡＧ含量为６０．６０％，其中１，３－ＤＡＧ含
量达到 ４５．９７％。与酶法甘油解前相比，瓜蒌籽
ＤＡＧ油的主要脂肪酸组成无明显变化，酸值显著上
升，皂化值和碘值显著下降。综上，采用酶法甘油解

法合成瓜蒌籽ＤＡＧ油，可为瓜蒌籽在功能性食品上
的开发与应用提供一定的理论基础。
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