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酶催化酯化法降低模型油中３－氯丙醇酯
和缩水甘油酯前体物质工艺研究

冯兆寒，周燕霞，孙尚德
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摘要：旨在解决精炼过程中的高温条件易使油脂产生对人体有害的风险因子３－氯丙醇酯和缩水
甘油酯问题，采用脂肪酶催化脂肪酸（油酸）与大豆模型油中的甘油一酯、甘油二酯进行酯化，以降

低３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的前体物质甘油一酯和甘油二酯的含量。采用单因素试验和响应面
试验对酯化反应温度、脂肪酶添加量（以原料总质量计）、底物比（脂肪酸物质的量与将大豆模型油

中甘油一酯和甘油二酯完全酯化为甘油三酯所需要脂肪酸总物质的量比）和反应时间等酯化反应

条件进行优化。同时，使用酯化前后大豆模型油进行模拟脱臭反应，对比两种脱臭油中３－氯丙醇
酯和缩水甘油酯的含量。结果表明：最优酯化反应条件为以 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ为酯化用酶、脂肪酶
添加量５．６４％、反应温度７８．８２℃、底物比１７．３１∶１、反应时间２９．０５ｈ，在此条件下经过１０倍放大
试验，得到的酯化产物中甘油一酯含量为（０．２９±０．０１）％，甘油二酯含量为（２．３９±０．０３）％，甘油
三酯含量为（９７．３２±０．０４）％，甘油一酯和甘油二酯的含量分别较大豆模型油降低 ９２．０１％和
７５．０５％。与未经过酯化反应的大豆模型油相比，经模拟脱臭后酯化大豆模型油中３－氯丙醇酯和
缩水甘油酯含量分别降低５８．０６％和８９．７２％，分别为０．２６ｍｇ／ｋｇ和０．５１ｍｇ／ｋｇ，均符合欧盟标准
要求。综上，通过酯化反应降低前体物质甘油一酯和甘油二酯的含量，可有效控制脱臭工序中３－
氯丙醇酯尤其是缩水甘油酯的产生。
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　　近年来，油脂中的风险因子３－氯丙醇酯和缩
水甘油酯受到广泛关注，市售食用油中３－氯丙醇
酯和缩水甘油酯（以 ３－氯丙醇计）检出率较
高［１－２］。３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的危害来自其
水解产物３－氯丙醇和缩水甘油。体外模拟肠道试
验发现，３－氯丙醇酯可在短时间内完全水解［３］，其

水解产物３－氯丙醇具有很强的毒性［４－８］；而对于

缩水甘油的研究发现，其具有遗传毒性，可能会引发

癌症；３－氯丙醇和缩水甘油已经被国际癌症研究机
构分别列为２Ｂ类和２Ａ类风险物质［７，９］。欧盟标准

ＥＵ２０２０／１３２２规定：对于椰子油、玉米油、菜籽油、
葵花籽油、大豆油、棕榈仁油、橄榄油（精炼橄榄油

和初榨橄榄油）及其混合油，３－氯丙醇酯（以３－氯
丙醇计）的含量不得超过１．２５ｍｇ／ｋｇ；对于其他植物
油、鱼油、其他海洋生物油及其混合油，３－氯丙醇酯的
含量不得超过２．５ｍｇ／ｋｇ；对于缩水甘油酯（以缩水甘
油计），任何进入消费市场的鱼油和其他海洋生物油

中缩水甘油酯的含量不得超过 １．０ｍｇ／ｋｇ［１０］。因
此，抑制油脂中３－氯丙醇酯及缩水甘油酯的产生
至关重要。

研究发现，３－氯丙醇酯和缩水甘油酯主要存在
于精炼油中。油脂的精炼过程，尤其是脱臭的高温

条件是诱发３－氯丙醇酯和缩水甘油酯产生的主要
原因［１１－１３］。油脂中的甘油一酯、甘油二酯和氯离子

在高温下很容易反应产生３－氯丙醇酯和缩水甘油
酯［１３－１７］。当前，降低３－氯丙醇酯的研究集中于去
除其前体物质氯离子［２，１８－１９］，然而这种方法对于缩

水甘油酯含量的降低效果不明显，甚至会导致缩水

甘油酯含量的升高。因此，本研究考虑将油脂中的

甘油一酯和甘油二酯与脂肪酸发生酯化反应，以降

低３－氯丙醇酯和缩水甘油酯前体物质甘油一酯和
甘油二酯的含量，从而抑制其在后续高温过程中的

产生。根据催化剂的不同，酯化反应分为化学催化

剂法和酶法。化学催化剂法反应温度较高，反应难

以操控，副反应较多，且易产生废水。相较于化学催

化剂法，酶法的反应条件更温和［２０－２１］，有利于保证

食用油的品质，同时固定化酶可以重复使用以降低

成本。

因此，本研究选择脂肪酶作为反应的催化剂。

通过向大豆油中加入甘油一酯和甘油二酯的混合

物，配成富含甘油一酯和甘油二酯的大豆模型油，将

其与脂肪酸（油酸）进行酯化反应，采用单因素试验

和响应面试验对酯化反应条件进行优化，对酯化前

后大豆模型油进行模拟脱臭，对比２种脱臭油样中
３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的含量，分析酯化方法对
于其中３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的防控效果，以
期为油脂中３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的防控提供
技术支持。

１　材料与方法
１．１　试验材料

大豆油，一级浸出油；３－氯丙醇酯和缩水甘油
酯标准品，上海安谱实验科技股份有限公司；Ｎ－甲
基－Ｎ－（三甲基甲硅烷基）三氟乙酰胺（ＭＳＦＴＡ）、
油酸甘油酯（甘油一酯含量２７．９５％，甘油二酯含量
４９．０９％，甘油三酯含量 ２２．９６％）、油酸、ＰＡ脂肪
酶、ＰＳ脂肪酶，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；
苯硼酸（ＰＢＡ）、溴化钠，上海麦克林生化科技有限公
司；Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶、ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ脂肪酶、
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ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ脂肪酶，丹麦诺维信公司；Ｅｖｅｒｓａ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍ２．０（Ｅｖ２０）、Ｃａｎｄｉｄａａｎｔａｒｔｉｃａｌｉｐａｓｅ－Ｂ
（ＣＡＬＢ）、Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ（ＴＬ１００），西格玛
奥德里奇（上海）贸易有限公司；石油醚、无水乙醇、

冰乙酸、硫酸（质量分数９８％），分析纯，天津市科密
欧有限公司；正己烷、乙酸乙酯、甲基叔丁基醚、异辛

烷、无水乙醇、丙酮，色谱纯，赛摩飞世尔科技（中

国）有限公司。

ＢＳＡ２２４Ｓ分析天平，赛多利斯科学仪器有限公
司；ＬＤ５－１０高速离心机，北京京立离心机有限公
司；Ａｇｉｌｅｎｔ８８６０气相色谱（ＧＣ）仪，安捷伦科技公
司；ＩＳＱ７０００气相色谱 －质谱联用仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司；ＲＣＴ基本型恒温磁力搅拌器，艾卡仪器
设备有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　大豆模型油的制备

按质量比８∶２向大豆油中加入油酸甘油酯，配
成富含甘油一酯和甘油二酯的大豆模型油（ＧＣ检
测得到其甘油酯组成为甘油一酯含量３．６３％、甘油
二酯含量９．５８％、甘油三酯含量８６．７９％，制备的每
批样品的甘油酯组成会有所差异），超声２０ｍｉｎ后
充氮气保护，于－２０℃冷藏保存备用。
１．２．２　大豆模型油的酯化反应

将大豆模型油在抽真空条件下于１００℃进行脱
水，称取适量脱水后的大豆模型油于圆底烧瓶中，加

入一定量的脂肪酶和油酸，于恒温磁力搅拌器中进行

反应。反应结束后，离心，除去脂肪酶，得酯化产品。

１．２．３　模拟脱臭反应
取一定量１．２．２得到的酯化产品进行常规碱炼

脱酸，然后将脱酸产品加入至１０ｍＬ带有聚四氟乙
烯密封塞的耐高温高压玻璃管中，氮气去除上层空

气后，于２４０℃磁力搅拌器中加热（以硅油为加热介
质）１ｈ后，取出玻璃管迅速降温、充氮气后，于－２０℃
保存。

１．２．４　甘油酯组成的分析
采用气相色谱法分析甘油酯组成。

样品前处理：将５０ｍｇ样品在室温下加入１５０
μＬＭＳＦＴＡ衍生２０ｍｉｎ，氮吹除去过量的ＭＳＦＴＡ，使
用正庚烷溶解并加入适量无水硫酸钠干燥，得到的

上清液过０．２２μｍ微滤膜进ＧＣ仪分析。
ＧＣ条件：ＤＢ－１ｈｔ色谱柱（３０ｍ×２５０μｍ×

０．１０μｍ）；载气为 Ｎ２，流速 ４．４１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量
１μＬ；分流进样，分流比４０∶１；进样口温度３５０℃；检
测器温度 ３８０℃；柱温箱升温程序为 ５０℃保持
１ｍｉｎ，以２５℃／ｍｉｎ升至 １８０℃，再以 ４５℃／ｍｉｎ升

至３６０℃，保持１４ｍｉｎ。采用标准品进行定性，代入
绘制的质量浓度－峰面积标准曲线方程计算甘油一
酯、甘油二酯和甘油三酯含量［２２－２３］。按公式（１）计
算甘油一酯和甘油二酯转化率（ｘ）。

ｘ＝
（Ｍ反应前 －Ｍ反应后）＋（Ｄ反应前 －Ｄ反应后）

Ｍ反应前 ＋Ｄ反应前
×１００％

（１）
式中：Ｍ反应前为反应前甘油一酯含量；Ｍ反应后为

反应后甘油一酯含量；Ｄ反应前为反应前甘油二酯含
量；Ｄ反应后为反应后甘油二酯含量。
１．２．５　３－氯丙醇酯和缩水甘油酯含量的测定

参照ＳＮ／Ｔ５２２０—２０１９《出口食品中３－氯丙醇
酯及缩水甘油酯的测定 气相色谱－质谱法》以及刘
瑶等［２４］的方法进行３－氯丙醇酯和缩水甘油酯含
量的测定。

１．２．６　数据统计分析
试验均重复３次，结果以“平均值 ±标准偏差”

表示，并结合 ＳＰＳＳ数据处理软件进行统计分析。
ｐ＜０．０５表示差异显著，ｐ＜０．０１表示差异极显著。
２　结果与讨论
２．１　大豆模型油酯化的单因素试验
２．１．１　脂肪酶种类对酯化反应的影响

本试验选择３种液体脂肪酶（ＣＡＬＢ、ＴＬ１００和
Ｅｖ２０）、２种固体脂肪酶（ＰＡ和ＰＳ）以及３种固定化
脂肪酶（Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５、ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ、ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭ
ＩＭ），在底物比（脂肪酸物质的量与将大豆模型油中
甘油一酯和甘油二酯完全酯化为甘油三酯所需要脂

肪酸总物质的量的比）４∶１，酶添加量５％（以原料总
质量计），液体脂肪酶和固体脂肪酶最适温度６０℃，
固定化脂肪酶最适温度８０℃的条件下，进行催化酯
化反应，考察不同酶催化下甘油一酯和甘油二酯转

化率。结果发现，３种液体脂肪酶和２种固体脂肪
酶催化反应时得到的甘油一酯和甘油二酯转化率均

为负，即发生水解反应，因此仅列出３种固定化脂肪
酶的酯化效果，结果见图１。

图１　脂肪酶种类对酯化反应的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｔｙｐｅｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ
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　　由图１可看出，ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ催化酯化反应
的效率总体最高，反应２４ｈ对应的甘油一酯和甘油
二酯转化率为（７１．３９±１．０８）％，酯化产物中甘油
一酯含量为（０．２６±０．０２）％，甘油二酯含量为
（３．５２±０．１１）％，甘油三酯含量为（９６．２２±０．１６）％。
因此，选择固定化脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ作为大豆
模型油与油酸酯化反应的催化用酶。

２．１．２　反应温度对酯化反应的影响
在底物比４∶１、ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ添加量５％的条

件下，考察反应温度对酯化反应的影响，结果见图２。

图２　反应温度对酯化反应的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ

　　温度的升高有助于提高分子热运动速率，增加
分子间有效碰撞的概率。由图２可看出，随着反应
温度的升高，甘油一酯和甘油二酯转化率显著升高。

在８０℃反应２４ｈ时，甘油一酯和甘油二酯转化率
达到最高值，为６９．０７％。此时酯化产物中甘油一
酯含量为（０．２１±０．１４）％，甘油二酯含量为（４．３３±
０．４０）％，甘油三酯含量为（９５．４７±０．２６）％。因
此，选择８０℃为后续试验条件。
２．１．３　脂肪酶添加量对酯化反应的影响

在反应温度８０℃、底物比４∶１的条件下，考察
脂肪酶添加量对酯化反应的影响，结果见图３。

图３　脂肪酶添加量对酯化反应影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｄｏｓａｇｅｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

　　合适的脂肪酶添加量可以使反应在达到所需要
效果的同时降低成本。由图３可看出，反应初期甘
油一酯和甘油二酯转化率为负值，可能是固定化脂

肪酶和大豆模型油在保存期间存在少量的水，导致

反应初期出现甘油三酯少量水解。随着脂肪酶添加

量的增加，甘油一酯和甘油二酯转化率总体增大。

当脂肪酶添加量为５％时，经过３０ｈ反应后，甘油一
酯和甘油二酯转化率达到（７０．１８±０．１０）％，此时
酯化产物中甘油一酯含量为（０．３７±０．１０）％，甘油
二酯含量为（３．８６±０．２２）％，甘油三酯含量为
（９５．７７±０．１２）％。继续提高脂肪酶添加量至７％，
经过３０ｈ反应后，甘油一酯和甘油二酯转化率无明
显变化，甘油酯组成的变化也不显著。因此，选择脂

肪酶添加量５％作为后续试验条件。
２．１．４　底物比对酯化反应的影响

在反应温度８０℃、脂肪酶添加量５％的条件下，
考察底物比对酯化反应的影响，结果见图４。

图４　底物比对酯化反应的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｒａｔｉｏｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

　　由图４可知，当底物比为１∶１时，反应３６ｈ后
酯化反应基本达到平衡，但此时甘油一酯和甘油二

酯转化率很低，酯化产物中甘油一酯含量为（０．３４±
０．０１）％，甘油二酯含量为（１４．１５±０．０３）％，甘油
三酯含量为（８５．５１±０．０３）％，与初始状态相比，甘
油一酯和甘油三酯的含量下降，而甘油二酯的含量

有所升高。可能是当底物比过低时，反应向水解反

应方向进行。此外，在这个过程中，甘油一酯和甘油

三酯之间可能也发生了酯交换反应，这使得甘油二

酯的含量增加同时甘油一酯和甘油三酯的含量下

降。随着底物比的升高，甘油一酯和甘油二酯转化

率增大。底物比为１５∶１时，反应３６ｈ后甘油一酯
和甘油二酯转化率为（８５．２８±２．４８）％，此时甘油
一酯含量为（０．２０±０．０４）％，甘油二酯含量为
（２．３７±０．２５）％，甘油三酯含量为（９７．４３±０．２９）％。
当底物比大于１５∶１后，继续增加底物比，甘油一酯
和甘油二酯转化率变化不大。因此，选择底物比为

１５∶１作为后续试验条件。
２．２　大豆模型油酯化的响应面试验
２．２．１　响应面试验设计及结果

在单因素试验基础上，以反应温度（Ａ）、脂肪酶
添加量（Ｂ）、底物比（Ｃ）、反应时间（Ｄ）为反应因素，
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酯化产物中甘油一酯含量（Ｙ１）、甘油二酯含量（Ｙ２）
和甘油三酯含量（Ｙ３）为响应值，采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ

响应面设计对酯化反应条件进行优化。大豆模型油

酯化反应的响应面试验设计及结果见表１。

表１　大豆模型油酯化反应的响应面试验设计及结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｍｏｄｅｌｏｉｌｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

试验号 Ａ／℃ Ｂ／％ Ｃ Ｄ／ｈ Ｙ１／％ Ｙ２／％ Ｙ３／％

１ ９０ ５ １０∶１ ２４ ０．４８±０．０４ ３．０１±０．３５ ９６．５１±０．３８
２ ９０ ５ ２０∶１ ２４ ０．５０±０．０１ ２．４９±０．１１ ９７．０１±０．１２
３ ８０ ５ １０∶１ ３６ ０．４７±０．０２ ２．７２±０．１０ ９６．８１±０．０８
４ ７０ ７ １５∶１ ２４ ０．６４±０．０１ ２．９９±０．０７ ９６．３７±０．０６
５ ８０ ７ １０∶１ ２４ ０．５６±０．１１ ２．６５±０．１２ ９６．７９±０．２３
６ ７０ ５ １５∶１ ３６ ０．０１±０．０２ ３．１５±０．２８ ９６．８４±０．３０
７ ７０ ５ １０∶１ ２４ ０．５２±０．１０ ３．３２±０．０１ ９６．１６±０．０９
８ ９０ ５ １５∶１ ３６ ０．５１±０．０４ ２．５６±０．３０ ９６．９３±０．２７
９ ８０ ３ ２０∶１ ２４ ０．６７±０．０５ ２．６２±０．１６ ９６．７１±０．１１
１０ ９０ ７ １５∶１ ２４ ０．４４±０．０５ ２．２９±０．０８ ９７．２７±０．１３
１１ ８０ ５ １５∶１ ２４ ０．２９±０．０１ １．９６±０．３８ ９７．７５±０．３７
１２ ８０ ３ １５∶１ ３６ ０．５２±０．０６ ２．４５±０．２４ ９７．０３±０．１８
１３ ８０ ３ １５∶１ １２ ０．３７±０．０１ ２．７５±０．３５ ９６．８８±０．３４
１４ ８０ ５ １５∶１ ２４ ０．０５±０．０６ １．８５±０．１３ ９８．１０±０．２０
１５ ７０ ５ １５∶１ １２ ０．５７±０．１６ ３．２４±０．０５ ９６．１９±０．１１
１６ ７０ ５ ２０∶１ ２４ ０．７５±０．０４ ３．０５±０．０１ ９６．２０±０．０３
１７ ８０ ７ １５∶１ ３６ ０．３５±０．０１ ２．３３±０．２３ ９７．３２±０．２１
１８ ９０ ３ １５∶１ ２４ ０．４１±０．０１ ３．２２±０．０１ ９６．３７±０．０２
１９ ８０ ７ ２０∶１ ２４ ０．５２±０．１３ ２．０７±０．２８ ９７．４１±０．４１
２０ ８０ ５ １５∶１ ２４ ０．４６±０．１８ １．７０±０．０８ ９７．８４±０．１０
２１ ８０ ５ １５∶１ ２４ ０．１１±０．０１ ２．０１±０．１０ ９７．８８±０．１１
２２ ８０ ５ １５∶１ ２４ ０．２８±０．１３ １．９６±０．０６ ９７．７６±０．０８
２３ ８０ ５ ２０∶１ ３６ ０．４７±０．０１ ２．１９±０．０１ ９７．３４±０．０１
２４ ８０ ３ １０∶１ ２４ ０．４４±０．０９ ３．１６±０．１５ ９６．４０±０．２４
２５ ８０ ５ ２０∶１ １２ ０．３６±０．１２ ２．６４±０．０５ ９７．００±０．０８
２６ ８０ ７ １５∶１ １２ ０．４３±０．０８ ２．８６±０．０４ ９６．７１±０．０３
２７ ８０ ５ １０∶１ １２ ０．４７±０．０５ ３．０７±０．１３ ９６．４６±０．２６
２８ ９０ ５ １５∶１ １２ ０．４２±０．０５ ２．９３±０．１２ ９６．６５±０．１１
２９ ７０ ３ １５∶１ ２４ ０．４８±０．０８ ２．９９±０．０４ ９６．５３±０．０３

　　试验发现，在理想的反应条件下，甘油一酯的含
量在较短时间内达到较低水平，后期反应进程中仅

波动而未有明显变化，不具有代表性，因此选择甘油

二酯和甘油三酯含量变化考虑反应进程。通过响应

面试验设计和分析，得到ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ催化甘油
一酯和甘油二酯与油酸酯化反应产生甘油三酯的过

程中，甘油二酯（Ｙ２）和甘油三酯（Ｙ３）的含量与反应
温度（Ａ）、脂肪酶添加量（Ｂ）、底物比（Ｃ）和反应时
间（Ｄ）之间的二次项多项式方程：Ｙ２＝５１．８３－
１１１Ａ＋０．４８Ｂ－０．５５Ｃ－０．０７Ｄ－０．０２ＡＢ＋０．０００３ＡＣ－
０．０００６ＡＤ＋０．００２ＢＣ－０．００２ＢＤ－０．０００４ＣＤ＋
０．００７Ａ２＋０．０８Ｂ２＋０．０２Ｃ２＋０．００２Ｄ２；Ｙ３＝４１．２５＋

１．２２Ａ－０．１２Ｂ＋０．５８Ｃ＋０．１９Ｄ＋０．０１ＡＢ＋０．００１ＡＣ－
０．００１ＡＤ＋０．００５ＢＣ＋０．０００４ＢＤ－０．００００４ＣＤ－
０．０１Ａ２－０．１２Ｂ２－０．０２Ｃ２－０．００３Ｄ２。

甘油二酯和甘油三酯回归模型的方差分析分别

见表２、表３。
由表２可看出，甘油二酯回归模型 ｐ值小于

０．０００１，模型显著，失拟项ｐ值为０．５２６４，大于０．０５，
说明失拟项不显著。各因素对于甘油二酯含量的影

响大小为底物比（Ｃ）＞反应温度（Ａ）＞反应时间
（Ｄ）＞脂肪酶添加量（Ｂ）。模型的决定系数（Ｒ２）为

０．９６８８，校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９３７６，说明模型
拟合效果较好，模型具有可靠性。

０４ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２５Ｖｏｌ５０Ｎｏ６



表２　甘油二酯回归模型的方差分析

Ｔａｂｌｅ２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｄｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
模型 ６．９４ １４ ０．４９ ３１．０４ ＜０．０００１
Ａ ０．４６ １ ０．４６ ４５．０９ ＜０．０００１
Ｂ ０．２５ １ ０．２５ １１．７４ ０．００４１
Ｃ ０．６７ １ ０．６７ ５５．７８ ＜０．０００１
Ｄ ０．４７ １ ０．４７ ２２．７８ ０．０００３
ＡＢ ０．３４ １ ０．３４ ２７．６８ ０．０００１
ＡＣ ０．０２ １ ０．０２ ０．０４ ０．８４６１
ＡＤ ０．４６ １ ０．４６ １．２３ ０．２８６７
ＢＣ ０．２５ １ ０．２５ ０．０６ ０．８１５８
ＢＤ ０．６７ １ ０．６７ ０．８３ ０．３７８３
ＣＤ ０．４７ １ ０．４７ ０．１６ ０．６９８４

Ａ２ ０．３４ １ ０．３４ ２２１．２９ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．０２ １ ０．０２ ４４．４２ ＜０．０００１

Ｃ２ ０．４６ １ ０．４６ ６３．１９ ＜０．０００１

Ｄ２ ０．２５ １ ０．２５ ５１．７５ ＜０．０００１
残差 ０．２２ １４ ０．０２
失拟项 ０．１６ １０ ０．０２ １．０５ ０．５２６４
绝对偏差 ０．０６ ４ ０．０２
总和 ７．１７ ２８

表３　甘油三酯回归模型的方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
模型 ８．１１ １４ ０．５８ ３６．５０ ＜０．０００１
Ａ ０．４６ １ ０．４６ ２８．９９ ＜０．０００１
Ｂ ０．２５ １ ０．２５ １６．０８ ０．００１３
Ｃ ０．６７ １ ０．６７ ４２．３４ ＜０．０００１
Ｄ ０．４７ １ ０．４７ ２９．７３ ＜０．０００１
ＡＢ ０．３４ １ ０．３４ ２１．１９ ０．０００４
ＡＣ ０．０２ １ ０．０２ １．０６ ０．３１９７
ＡＤ ０．０３ １ ０．０３ ２．１６ ０．１６４１
ＢＣ ０．０１ １ ０．０１ ０．６９ ０．４１８６
ＢＤ ０．０５ １ ０．０５ ３．３３ ０．０８９３
ＣＤ ０．００ １ ０．００ ０．００ ０．９６８９

Ａ２ ４．１０ １ ４．１０ ２５８．５６ ＜０．０００１

Ｂ２ １．３９ １ １．３９ ８７．５９ ＜０．０００１

Ｃ２ １．９６ １ １．９６ １２３．２６ ＜０．０００１

Ｄ２ １．１３ １ １．１３ ７０．９６ ＜０．０００１
残差 ０．２２ １４ ０．０２
失拟项 ０．１４ １０ ０．０１ ０．７１ ０．７０１８
绝对偏差 ０．０８ ４ ０．０２
总和 ８．３４ ２８

　　由表 ３可看出，甘油三酯回归模型 ｐ值小于

０．０００１，模型显著，失拟项ｐ值为０．７０１８，大于０．０５，
说明失拟项不显著。各因素对甘油三酯含量的影响

大小为底物比（Ｃ）＞反应时间（Ｄ）＞反应温度（Ａ）＞
脂肪酶添加量（Ｂ）。模型 Ｒ２为 ０．９７３３，Ｒ２Ａｄｊ为
０９４６７，说明模型拟合效果较好，模型具有可靠性。
２．２．２　响应面优化条件与放大试验

经过响应面优化，取甘油二酯含量最低、甘油三

酯含量最高时的反应条件为模型预测最优条件，即

反应温度７８．８２℃、脂肪酶添加量 ５．６４％、底物比
１７．３１∶１、反应时间２９．０５ｈ，在此条件下酯化产物中
甘油二酯含量为１．８８％，甘油三酯含量为９７．８５％。
在优化条件下进行３次放大１０倍试验，得到酯化产
物的甘油酯组成为甘油一酯含量（０．２９±０．０１）％、
甘油二酯含量（２．３９±０．０３）％、甘油三酯含量
（９７．３２±０．０４）％，甘油一酯和甘油二酯的含量分
别较大豆模型油降低９２．０１％和７５．０５％。
２．３　酶的重复利用效果

在上述最优条件下进行固定化脂肪酶催化酯化

反应后，离心回收固定化脂肪酶，正己烷冲洗后冻

干，再次用于大豆模型油的催化酯化反应中，考察固

定化脂肪酶重复利用后甘油一酯和甘油二酯转化率

及酯化产物组成，结果见图５。

　注：不同字母表示转化率存在显著差异（ｐ＜０．０５）
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜
００５）ｆｏｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ

图５　酶重复利用试验结果
Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｎｚｙｍｅｒｅｕｓｅ

　　由图５可看出，经过４次反应后，ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭ
ＩＭ的催化效率（当次酶催化反应转化率与首次酶催
化反应转化率之比）仍在９０％以上。
２．４　酯化前后产品的模拟脱臭

按１．２．３方法对酯化反应前后大豆模型油进行
脱臭，２种脱臭样品的３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的
含量见表４。

由表４可看出，与未酯化相比，大豆模型油酯化
产物经过模拟脱臭反应后，其３－氯丙醇酯和缩水
甘油酯的含量均符合欧盟标准的要求，其中：３－氯
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丙醇酯含量降低 ５８．０６％，缩水甘油酯含量降低
８９．７２％。以上结果说明通过酯化降低油脂中３－
氯丙醇酯和缩水甘油酯的主要前体物质甘油一酯和

甘油二酯含量可有效抑制脱臭工序中３－氯丙醇酯
和缩水甘油酯的产生。

表４　酯化反应前后大豆模型油经脱臭后的３－氯丙醇酯

和缩水甘油酯的含量

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ３－ｃｈｌｏｒｏｐｒｏｐａｎｏｌｅｓｔｅｒｓａｎｄ

ｇｌｙｃｉｄｙｌｅｓｔｅｒｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｍｏｄｅｌｏｉｌ

ａｆｔｅｒｓｉｍｕｌａｔｅｄｄｅｏｄｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｍｇ／ｋｇ　

大豆模型油 ３－氯丙醇酯 缩水甘油酯

酯化反应前 ０．６２±０．０７ ４．９６±０．４５
酯化反应后 ０．２６±０．０２ ０．５１±０．０２

３　结　论
采用酶法催化大豆模型油中甘油一酯和甘油二

酯酯化为甘油三酯，以达到降低其在高温下产生

３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的目的。通过单因素试
验及响应面试验对酯化反应温度、脂肪酶添加量、底

物比和反应时间进行优化，得到优化后的酯化反应

条件为反应温度７８．８２℃、脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ
添加量５．６４％、底物比１７．３１∶１、反应时间２９．０５ｈ，在
此条件下经过１０倍放大试验，得到的酯化产物中甘
油一酯含量为（０．２９±０．０１）％、甘油二酯含量为
（２．３９±０．０３）％、甘油三酯含量为（９７．３２±
００４）％，甘油一酯和甘油二酯的含量分别较大豆
模型油降低９２．０１％和７５．０５％。同时，经过酯化反
应处理后，模拟脱臭得到油样的３－氯丙醇酯含量
为（０．２６±０．０２）ｍｇ／ｋｇ，缩水甘油酯含量为
（０．５１±０．０２）ｍｇ／ｋｇ，较未酯化油样分别降低
５８．０６％和８９．７２％。经酯化反应处理后，这两种物
质的含量皆符合欧盟标准的要求。综上，通过酯化

反应降低油脂中３－氯丙醇酯和缩水甘油酯的主要
前体物质甘油一酯和甘油二酯含量，可有效控制脱臭

工序中３－氯丙醇酯尤其是缩水甘油酯的产生，为
降低油脂中的３－氯丙醇酯和缩水甘油酯提供了有
效的技术支持。
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