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高油酸葵花籽油酶促酯交换制备中长链

甘油三酯的工艺研究
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摘要：旨在为开发健康油脂提供参考，利用脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ催化高油酸葵花籽油与椰子油
合成中长链甘油三酯（ＭＬＣＴ）。采用单因素试验和响应面试验对 ＭＬＣＴ的合成条件进行优化，并
对原料油与最佳工艺条件下制得的产品脂肪酸组成进行对比。结果表明：最佳的 ＭＬＣＴ合成工艺
条件为反应温度６１℃、反应时间６．２ｈ、酶用量９．３％、底物配比６∶４（椰子油与高油酸葵花籽油物
质的量比），在此条件下产品中ＭＬＣＴ含量为７５．９８％；产品中主要脂肪酸为油酸（４２．７１１％）和月
桂酸（２６．２２６％）。综上，制备的产品中富含ＭＬＣＴ，有较大的市场应用潜力。
关键词：中长链甘油三酯；高油酸葵花籽油；椰子油；酯交换；响应面法
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　　现如今，肥胖已经在世界范围内越来越普遍，并
且与许多疾病如糖尿病、高脂血症等有关，肥胖已经

成为危害社会公共健康的主要问题之一［１］。肥胖

与居民食用油的摄入量存在关联，食用油是脂肪的

重要来源，但过量的脂肪摄入会导致能量摄入过剩，

进而引起体质量增加和肥胖。根据相关数据统计，我

国居民人均食用油摄入量约为４１．８ｇ／ｄ，远高于我国
居民膳食指南中推荐的不超过３０ｇ／ｄ的标准［２－３］。

功能性结构脂是通过改变甘油三酯中脂肪酸的

分布位置或组成，从而使其具有传统食用油所不具

备的生理功效，例如预防肥胖、减少脂肪累积等［４］。
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中长链甘油三酯（ＭＬＣＴ）是指在甘油三酰基骨架上
同时存在中链脂肪酸和长链脂肪酸，其既具有中链

脂肪酸易吸收代谢、难累积的特点，同时又可以保持

人体对某些必需脂肪酸的需求［５－６］。

ＭＬＣＴ的合成方法主要有化学法和酶法。化
学法副产物多，分离纯化复杂；酶法安全性高，副

产物少，且操作简单［７］。以酶法合成 ＭＬＣＴ的研
究较多，如：Ｚｈａｏ等［８］以香樟籽油和油茶籽油为底

物，在脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ的催化下合成了含
量为５５．８１％的 ＭＬＣＴ。Ｌｕ等［９］使用大豆油与中

链甘油三酯（ＭＣＴ）进行酯交换，在脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍ
４３５的催化下合成了 ＭＬＣＴ，其含量可达到７４．９％；
杨颖等［１０］以菜籽油和 ＭＣＴ为底物，在脂肪酶
ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ的催化下合成了含量为８７．５０％的
ＭＬＣＴ；邹孝强等［１１］以核桃油和 ＭＣＴ为底物，在脂
肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的催化下合成了含量为７６．２％的
ＭＬＣＴ。ＭＬＣＴ在国外已经有了一些较为成熟的商
品油，但在国内尚处于起步阶段。

葵花籽油富含维生素 Ｅ和甾醇，气味清香，适
合多种烹饪用法，因而越来越受到人们的欢迎。据

统计，葵花籽油在我国食用油消费中仅次于大豆油、

菜籽油、棕榈油和花生油，并且其近几年的消费量增

长率均在１０％以上［１２－１３］。与普通葵花籽油相比，

高油酸葵花籽油具有更高的氧化稳定性和营养价

值［１４］，被认为是高品质食用油。目前，大豆油、菜籽

油等均作为底物参与 ＭＬＣＴ的制备，但是以葵花籽
油为底物进行酯交换制备 ＭＬＣＴ的研究鲜有报道。
椰子油主要脂肪酸为中链脂肪酸，为常用的酯交换合

成ＭＬＣＴ的原料油。１，３－特异性脂肪酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＲＭＩＭ作为成熟的商品化酶，被广泛用作酯交换反
应催化剂。因此，本研究以高油酸葵花籽油和椰子

油为原料，１，３－特异性脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ为
催化剂，进行酶促酯交换合成 ＭＬＣＴ，采用单因素试
验和响应面试验对合成工艺条件进行了优化，以期

为ＭＬＣＴ的工业化应用提供新的选择和数据支撑。
１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

椰子油，海南洪山合贸易有限公司；高油酸葵花

籽油，包头市金鹿油脂有限责任公司；脂肪酶

ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ，丹麦诺维信公司。
１．１．２　仪器与设备

７８９０Ｂ气相色谱仪，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；超高压
液相色谱飞行时间质谱仪（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ），
美国Ｗａｔｅｒｓ公司；台式恒温振荡培养箱，知楚仪器
有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ＭＬＣＴ的合成

将椰子油与高油酸葵花籽油按照一定物质的量

比混合，加入一定量脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ（以底
物质量计），在恒温振荡培养箱中以２００ｒ／ｍｉｎ、一定
温度反应一定时间，过滤掉脂肪酶，得产品 ＭＬＣＴ，
冷冻保存。

１．２．２　ＭＬＣＴ含量的测定
用异丙醇将样品稀释到 １μｇ／ｍＬ，进 ＵＰＬＣ－

Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ进行检测。色谱条件：柱温６５℃，进
样量５μＬ；流动相 Ａ由体积比 ２∶３的水与乙腈组
成，并含有 ０．１％甲酸和 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的甲酸铵，流动
相 Ｂ由体积比９∶１的异丙醇与乙腈组成，并含有
０．１％甲酸和 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的甲酸铵，流速 ０．４０
ｍＬ／ｍｉｎ；洗脱梯度为 ０ｍｉｎ８５％Ａ和 １５％Ｂ，０～２
ｍｉｎ７０％Ａ和３０％Ｂ，２～２．５ｍｉｎ５２％Ａ和４８％Ｂ，
２．５～１１ｍｉｎ１８％Ａ和８２％Ｂ，１１～１１．５ｍｉｎ为１％
Ａ和９９％Ｂ，１１．５～１５ｍｉｎ８５％Ａ和１５％Ｂ。质谱条
件：电喷雾离子源（ＥＳＩ），三重四极杆 －飞行时间质
谱全扫描复合扫描模式，正离子模式，锥孔电压３０
Ｖ，质量扫描范围ｍ／ｚ１００～２０００。

使用甘油三酯、甘油二酯和甘油一酯标准品的

保留时间进行各组分的定性分析，使用峰面积归一

化法进行定量。

酶法酯交换催化效率以产品中ＭＬＣＴ含量作为
评价指标，其计算公式见式（１）。

Ｙ＝
Ｘ１＋Ｘ２

Ｘ１＋Ｘ２＋Ｘ３＋Ｘ４
×１００％ （１）

式中：Ｙ为 ＭＬＣＴ含量；Ｘ１为 ＭＭＬ（Ｌ为长链脂
肪酸，Ｍ为中链脂肪酸）含量；Ｘ２为 ＭＬＬ含量；Ｘ３为
ＭＭＭ含量；Ｘ４为 ＬＬＬ含量。ＭＭＬ包含 Ｍ－Ｍ－Ｌ、
Ｍ－Ｌ－Ｍ同分异构体，ＭＬＬ包括Ｍ－Ｌ－Ｌ、Ｌ－Ｍ－Ｌ
同分异构体。

１．２．３　脂肪酸组成的测定
参考ＧＢ５００９．１６８—２０１６测定样品的脂肪酸组

成及含量。

１．２．４　数据处理
数据经３组平行试验测得，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ

１２软件对试验数据进行分析，拟合相应的回归方程并
确定最佳反应条件，使用Ｏｒｉｇｉｎ软件进行显著性分析。
２　结果与讨论
２．１　ＭＬＣＴ合成单因素试验
２．１．１　底物配比对ＭＬＣＴ含量的影响

在反应温度６０℃、反应时间６ｈ、酶用量１０％的
条件下，考察底物配比（椰子油与高油酸葵花籽油物

质的量比）对ＭＬＣＴ含量的影响，结果如图１所示。
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图１　底物配比对ＭＬＣＴ含量的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｒａｔｉｏｏｎＭＬＣＴｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图１可知，ＭＬＣＴ含量随着底物配比的升高
先升高后降低，在底物配比为６∶４时达到最高，为
７１．９％。因此，选择６∶４为最佳底物配比。
２．１．２　反应温度对ＭＬＣＴ含量的影响

在底物配比６∶４、反应时间６ｈ、酶用量１０％的
条件下，考察反应温度对ＭＬＣＴ含量的影响，结果如
图２所示。

图２　反应温度对ＭＬＣＴ含量的影响

Ｆｉｇ．２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＭＬＣＴｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图 ２可知，随反应温度升高，ＭＬＣＴ含量升
高，在反应温度６０℃时，ＭＬＣＴ含量最高，之后随着
反应温度的继续升高，ＭＬＣＴ含量开始降低，可能是
温度过高使蛋白质失活，影响了酶的活性。因此，选

择６０℃为最佳反应温度。
２．１．３　反应时间对ＭＬＣＴ含量的影响

在底物配比６∶４、反应温度６０℃、酶用量１０％
的条件下，考察反应时间对ＭＬＣＴ含量的影响，结果
如图３所示。

图３　反应时间对ＭＬＣＴ含量的影响

Ｆｉｇ．３　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＭＬＣＴｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图３可知，ＭＬＣＴ含量随着反应时间的延长而

增加，在６ｈ时达到最高，之后随着反应时间的继续
延长，ＭＬＣＴ含量无明显变化，说明酯交换反应在反应
６ｈ已达到饱和点。因此，选择６ｈ为最佳反应时间。
２．１．４　酶用量对ＭＬＣＴ含量的影响

在底物配比６∶４、反应温度６０℃、反应时间６ｈ
的条件下，考察酶用量对ＭＬＣＴ含量的影响，结果如
图４所示。

图４　酶用量对ＭＬＣＴ含量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｎＭＬＣＴｃｏｎｔｅｎｔ

　　由图４可知，ＭＬＣＴ含量随着酶用量的增加而增
加，在酶用量１０％时达到最高，之后随着酶用量的继
续增加ＭＬＣＴ含量无明显变化，说明在１０％酶用量下
酯交换反应已经达到饱和点。因此，选择１０％为最
佳酶用量。

２．２　ＭＬＣＴ合成响应面试验
２．２．１　响应面试验设计

在单因素试验的基础上，固定底物配比６∶４，以
反应时间（Ａ）、反应温度（Ｂ）和酶用量（Ｃ）为自变量，
以产品中 ＭＬＣＴ含量（Ｙ）为响应值，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ１２软件设计响应面试验，探究自变量之间的
相互影响并确定最佳反应条件。响应面试验因素与

水平见表１，响应面试验设计及结果见表２。
表１　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平 反应时间／ｈ 反应温度／℃ 酶用量／％
－１ ４ ５５ ８
０ ６ ６０ １０
１ ８ ６５ １２

表２　响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 　Ａ Ｂ 　Ｃ Ｙ／％
１ －１ ０ －１ ５９．０１
２ －１ －１ ０ ６３．６５
３ ０ １ －１ ６８．７３
４ １ ０ １ ７９．６０
５ １ １ ０ ７４．８５
６ ０ １ １ ７８．３４
７ １ －１ ０ ７０．４５
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续表２

试验号 Ａ 　Ｂ 　Ｃ Ｙ／％

８ ０ －１ －１ ６７．９３

９ ０ ０ ０ ７５．８２

１０ ０ ０ ０ ７５．３６

１１ ０ ０ ０ ７５．７７

１２ １ ０ －１ ７４．３２

１３ ０ ０ ０ ７６．４０

１４ ０ ０ ０ ７６．４３

１５ －１ １ ０ ６０．８５

１６ －１ ０ １ ７３．６８

１７ ０ －１ １ ７４．９７

２．２．２　模型建立与方差分析
经回归拟合得到ＭＬＣＴ含量与反应时间、反应温

度和酶用量的二次多项式回归模型：Ｙ＝－４８７．９６９＋
１１．７１５Ａ＋１６．８２０Ｂ＋０．１０６Ｃ＋０．１８０ＡＢ＋－０．５８７ＡＣ＋
０．０６４ＢＣ－１．１６８Ａ２－０．１５３Ｂ２＋０．０９２Ｃ２。该模型
的方差分析结果见表３。

表３　方差分析
Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ ｐ

模型 ５９１．３１ ９ ６５．７０ １５１．２８ ＜０．０００１

Ａ ２２０．８２ １ ２２０．８２ ５０８．４４ ＜０．０００１

Ｂ ４．１６ １ ４．１６ ９．５８ ０．０１７４

Ｃ １６７．４５ １ １６７．４５ ３８５．５５ ＜０．０００１

ＡＢ １２．９６ １ １２．９６ ２９．８４ ０．０００９

ＡＣ ２２．０４ １ ２２．０４ ５０．７６ ０．０００２

ＢＣ １．６５ １ １．６５ ３．８０ ０．０９２２

Ａ２ ９１．９４ １ ９１．９４ ２１１．７１ ＜０．０００１

Ｂ２ ６１．８６ １ ６１．８６ １４２．４４ ＜０．０００１

Ｃ２ ０．５７ １ ０．５７ １．３２ ０．２８７７

残差 ３．０４ ７ ０．４３

失拟项 ２．２１ ３ ０．７４ ３．５５ ０．１２６３

纯误差 ０．８３ ４ ０．２１

总和 ５９４．３５ １６

　注：ｐ＜０．０５表示差异显著；ｐ＜０．０１表示差异极显著
　Ｎｏｔｅ：ｐ＜０．０５ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ；ｐ＜０．０１ｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

由表３可知：该模型ｐ小于０．０００１，表示该模型
极显著；失拟项ｐ为０．１２６３，不显著；该模型决定系
数（Ｒ２）为０．９９４９，校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９８８３，
差值小于 ０．２，表明模型拟合很好。一次项 Ｂ对
ＭＬＣＴ含量影响显著，一次项Ａ、Ｃ，交互项ＡＢ、ＡＣ，二次
项Ａ２和Ｂ２对ＭＬＣＴ含量影响极显著，交互项ＢＣ和二
次项Ｃ２对ＭＬＣＴ含量影响不显著。

２．２．３　响应面试验优化最佳条件及验证
利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１２软件，得到模型最佳条

件为反应时间 ６．２０ｈ、反应温度 ６０．９９℃、酶用量
９．２９％，该条件下 ＭＬＣＴ含量理论值为 ８１．６１％。
为了试验的简便性与可操作性，调整反应条件为反

应时间６．２ｈ、反应温度６１℃、酶用量９．３％，在底物
配比为６∶４的条件下进行３次验证试验，得到ＭＬＣＴ
含量分别为７５．１３％、７７．３２％和７５．４８％，平均值为
７５．９８％，符合预期结果，说明使用该模型所得数据
可用于指导后续的试验及生产工作。

２．３　原料油和产品脂肪酸组成
原料油和产品脂肪酸组成及含量如表４所示。

表４　原料油和产品脂肪酸组成及含量
Ｔａｂｌｅ４　Ｆａｔｔｙａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｒａｗｏｉｌｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔ ％

脂肪酸 椰子油 高油酸葵花籽油 产品

辛酸Ｃ８∶０ ８．０６３ ４．２８１
癸酸Ｃ１０∶０ ６．６２４ ３．３５０
月桂酸Ｃ１２∶０ ４９．０５８ ２６．２２６
肉豆蔻酸Ｃ１４∶０ １７．６７８ ９．４１５
棕榈酸Ｃ１６∶０ ８．２０７ ４．２６４ ６．２１２
硬脂酸Ｃ１８∶０ ３．２０１ ２．９１３ ３．０２３
油酸Ｃ１８∶１ ５．６０２ ８３．９０５ ４２．７１１
亚油酸Ｃ１８∶２ ０．９６９ ７．６９４ ４．３７２
亚麻酸Ｃ１８∶３ ０．９５４ ０．２３１

　　由表４可知，以椰子油和高油酸葵花籽油为原
料进行酯交换后制备的产品的脂肪酸组成以油酸

（４２．７１１％）、月桂酸（２６．２２６％）为主，说明在酯交
换过程中，ＭＬＣＴ保留了大部分高油酸葵花籽油中
的油酸，理论上仍具有减少心血管疾病的发生和降

低胆固醇等功效。

３　结　论
利用脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ催化高油酸葵花

籽油与椰子油进行酯交换反应合成 ＭＬＣＴ，并通过
单因素试验和响应面试验优化其反应条件。结果表

明：脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ催化高油酸葵花籽油与
椰子油反应制备 ＭＬＣＴ的最佳条件为反应时间
６．２ｈ、反应温度６１℃、酶用量９．３％、底物配比６∶４，
在此条件下ＭＬＣＴ含量为７５．９８％，所得ＭＬＣＴ产品
中油酸和月桂酸含量分别达到４２．７１１％和２６．２２６％。
目前制备ＭＬＣＴ大多使用酶法催化，但在本研究中
未研究其他脂肪酶的催化效果，以及脂肪酶

ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ用于催化合成ＭＬＣＴ的稳定性和可
重复利用性，今后可做进一步的研究。

（下转第１０７页）
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ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅａｎｄｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｌｏｎｇｃｈａｉｎｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ：
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｈｅａｌｔｈ ｉｍｐａｃｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＦｏｏｄＳｃｉＮｕｔｒ，２０２２，
６２（１５）：４１６９－４１８５．

［７］彭斌．新型类母乳 ＯＭＯ型结构酯的酶法合成、动力学
模拟及对肝细胞脂质代谢的影响［Ｄ］．南昌：南昌大
学，２０２１．

［８］ＺＨＡＯＭＬ，ＨＵＪＮ，ＺＨＵＸＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓ－ｅｎｒｉｃｈｅｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｌｉｐｉｄｆｒｏｍＣｉｎｎａｍｏｍｕｍｃａｍｐｈｏｒａｓｅｅｄｏｉｌａｎｄ
ｃａｍｅｌｌｉａｏｉｌｂｙＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ［Ｊ］．ＩｎｔＪＦｏｏｄＳｃｉＴｅｃｈ，
２０１４，４９（２）：４５３－４５９．

［９］ＬＵＪ，ＪＩＮＱ，ＷＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｄｉｕｍ
ａｎｄｌｏｎｇｃｈａｉｎｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓｂｙｌｉｐａｓｅ－ｃａｔａｌｙｚｅｄ
ｉｎｔｅｒｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎａｓｏｌｖｅｎｔ－ｆｒｅｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｓｓ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１７，５４：８９－９５．

［１０］杨颖，熊巍林，汪增乾，等．ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化合成
中长链脂肪酸甘油三酯的工艺优化［Ｊ］．中国油脂，
２０２２，４７（１２）：３７－４０，６３．

［１１］邹孝强，高盼，徐林海，等．基于核桃油的中长链甘油三
酯的酶法制备及纯化 ［Ｊ］．中国油脂，２０２２，４７
（４）：５８－６３．

［１２］王瑞元．我国葵花籽油产业现状及发展前景［Ｊ］．中
国油脂，２０２０，４５（３）：１－３．

［１３］周易枚，刘尧刚，王忠强．浓香葵花籽油加工工艺实
践［Ｊ］．粮食与食品工业，２０２０，２７（５）：３３－３５．

［１４］张运艳，顾斌，陈凤香，等．高油酸葵花籽油与普通葵
花籽油的比较研究［Ｊ］．粮食与油脂，２０１５，２８（７）：
５０－５２．
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