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摘要!旨在为山茶油的利用奠定基础!以精炼山茶油和甘油为底物!在无溶剂体系中通过酶法催化

甘油解反应制备a+N% 考察了固定化脂肪酶种类$反应温度$加酶量$反应时间$底物物质的量比

及初始加水量对产物中a+N含量的影响!在此基础上!通过响应面实验优化山茶油基a+N的酶解

制备工艺!并考察了固定化脂肪酶的重复使用性% 结果表明&山茶油基 a+N的最佳酶解制备工艺

条件为采用固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 为催化剂$山茶油与甘油物质的量比 *D&$初始加水量

*8'B"以底物总质量计#$加酶量 (8'B"以底物总质量计#$反应温度 (-e$反应时间 ** ;!在此条

件下产物中a+N含量达到 '!8%&B"*!& $a+N含量 #!8&%B!*!! $a+N含量 *"8#'B#% 固定化

脂肪酶循环使用 ' 次后!产物中 a+N含量无明显降低!其相对酶活力依然维持在 -"B左右% 综

上!采用固定化脂肪酶催化山茶油甘油解制备的山茶油基a+N中a+N含量高!该工艺适合用于山

茶油的深度加工%
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HH山茶树是山茶科山茶属多年生常绿小乔木$是

我国南方地区及东南亚部分国家重要的木本油料植

物'*(

$其主要产品山茶油具有较高的食用价值和药

用价值'!(

% 山茶油油酸含量高$还含有角鲨烯等活

性成分$具有抗氧化)提高机体免疫力等功效'&(

%

食用植物油的主要成分为甘油三酯"F+N#$过量摄

入可引起肥胖$进而导致各种相关疾病% 与 F+N相

比$甘油二酯"a+N#能更好地抑制腹部和内脏脂肪

的积累$可以预防和改善因肥胖引起的相关并发症$

同时可以降低血脂含量$进而达到预防和治疗高脂

血症以及与其相关的心脑血管疾病的目的'#(

% 目

前$关于山茶油基a+N的研究较少$开发富含 a+N

的山茶油产品在未来具有广阔的应用前景%

a+N的制备方法可分为化学法和酶法'' $((

%

化学法因高温)有机溶剂的使用等缺点限制了其在

食品领域的应用% 酶法反应条件温和$可极大地降

低反应能耗$酶的高选择性也可以减少副反应的发

生$但酶的分离和回收限制了其在工业上的大规模

使用',(

$而固定化酶可以实现酶的循环利用'% $-(

%

采用固定化酶促甘油解制备 a+N具有广阔的工业

应用前景%

本文以山茶油为原料$采用酶促甘油解制备

a+N$利用单因素实验和响应面实验对酶解制备工

艺条件进行优化$并考察了固定化酶的重复使用性$

以期为山茶油的开发利用奠定一定的研究基础$提

高油茶树的经济价值%

<=材料与方法

*8*H实验材料

*8*8*H原料与试剂

精炼山茶油$浙江常发粮油食品有限公司!甘

油)*$! $a+N)*$& $a+N$上海默克公司!固定化脂

肪 酶 C2Y6>40R FC Ic " 来 源 于 >15.*4*3052

=/89!#84292$吸 附 于 硅 胶$ 酶 活 "8!' )?0=#)

C2Y6>40RbcIc"来源于 '1#B4*904.*#515#$吸附于

大孔阴离子交换树脂$酶活 "8!,' )?0=#)C2Y6>40R

MG#""%("来源于-2,5.!#==924.3B/5$吸附于大孔丙烯

酸树脂$酶活 "8!,' )?0=#)C2Y6>40R#&'"来源于

$/8Q#Q/ /8;/.0;#0/$吸附于大孔丙烯酸树脂$酶活 -

)?0=#$诺维信生物技术有限公司%

*8*8!H仪器与设备

L! 型恒温水浴锅$天津泰斯特仪器有限公司!

MFG $#"""^型恒温振荡槽$日本东京理化公司!

Ca# $!+型离心机$北京京立离心机有限公司!aLN$

-!#"+型电热恒温鼓风干燥箱$上海精宏实验设备

有限公司!!(-' 高效液相色谱仪$美国E1XRV:公司%

*8!H实验方法

*8!8*H山茶油基a+N的制备

称取 * 063山茶油于锥形瓶中$按一定比例加

入甘油和固定化脂肪酶$并加入一定量的纯水%

待体系温度达到预定温度后$将锥形瓶放入恒温

水浴振荡器中$&"" V?02<振荡反应一定时间$通过

离心"& """ V?02<#得到山茶油基 a+N和固定化

脂肪酶%

*8!8!H山茶油甘油解反应产物组成的测定

采用高效液相色谱法"L_CQ#测定反应产物的

组成及含量'*(

% 将反应产物经 "8!!

"

0微孔过滤

器过滤后$用正己烷稀释至质量浓度为 !8" 0=?0C$

待L_CQ检测% 色谱条件&蒸发光".CGa#检测器!

V̀601X)<2WRV:23QM色谱柱 "#8( 00g!'" 00$

'

"

0#!柱温 &"e!流速 *8" 0C?02<!进样量 *"

"

C!

梯度洗脱程序见表 *% 通过外标的出峰时间对样品

中脂质组成进行定性$通过峰面积归一化法进行

定量%

表 <=二元梯度洗脱程序

O'8&%<=Y%34%,6%)*8+,'/: @/'-+%,0%&40+),

时间?02<

正己烷

"含 "8#B乙酸#?B

叔丁基甲基醚

"含 "8#B乙酸#?B

" ]' *"" "

' ]*' *"" ]!" " ]%"

*' ]*, !" %"

*, ]*,8* !" ]*"" %" ]"

*,8* ]!" *"" "

*8!8&H固定化脂肪酶的回收

将催化反应后分离的固定化脂肪酶$先用石油

醚清洗残留油脂$再用蒸馏水清洗$最后进行抽滤)

干燥$进行回收%

*8!8#H固定化脂肪酶活力的测定

固定化脂肪酶活力参照诺维信标准分析方法进

行测定'*"(

% 将月桂酸与丙醇按物质的量比 *D* 置

于恒温摇床中振荡溶解$加入固定化脂肪酶$恒温振

荡反应$取样$进行气相色谱检测$计算月桂酸酯化

率% 固定化脂肪酶的酯化活力按公式"*#进行计算%

CiP$g

*"

(

;*

"*#

式中&C为固定化脂肪酶酯化活力$)?0=!P为

初始加入的月桂酸物质的量$063!$为月桂酸酯化

率!;为反应时间$02<!*为加入固定化脂肪酶的质

量$0=%

相对酶活力为固定化脂肪酶催化反应回收后的

酶活力与初始酶活力的比值%

%"*
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*8!8'H数据处理

所有的数据测定均重复进行 & 次$以 +平均

值h标准差,表示% 使用OV2=2<软件进行数据绘制)

统计分析和显著性分析% 选择单样本和双样本的 ;

检验来确定组间的统计学差异% ,j"8"' 表示结果

存在显著性差异%

>=结果与分析

!8*H固定化脂肪酶催化山茶油甘油解的单因素

实验

!8*8*H固定化脂肪酶种类对a+N含量的影响

在反应温度 ('e)山茶油与甘油物质的量比

*D&)初始加水量 ""以底物总质量计#)加酶量 ,B

"以底物总质量计#)反应时间 *! ; 的条件下$考察

固定化脂肪酶种类对山茶油酶促甘油解反应制备

a+N的影响$结果如图 * 所示%

H注&同一指标不同字母代表差异显著",j"8"'#% 下同

HM6XR& a2SSRVR<X3RXXRV:S6VX;R :10R 2<U291X6VVRYVR:R<X

:2=<2S291<XU2SSRVR<9R:",j"8"'#8F;R:10R5R36\

图 <=固定化脂肪酶种类对!7R%<&> C!7R%

<&D C!7R含量的影响

?+@A<=E**%60)*+22)8+&+F%-&+.'(%0:.%(),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH由图 * 可知$固定化脂肪酶种类对山茶油甘油

解效果影响存在显著差异% 固定化脂肪酶催化山茶

油生产 a+N能力的强弱顺序为 C2Y6>40R#&' m

C2Y6>40RMG#""%( mC2Y6>40RbcIc mC2Y6>40R

FCIc% 固定化脂肪酶C2Y6>40RMG#""%( 和C2Y6>40R

bcIc对体系中 *$& $a+N和 *$! $a+N含量的影

响无显著差异% 山茶油酶促甘油解反应更容易生成

*$& $a+N%

固定化酶作为催化剂影响山茶油制备 a+N的

因素主要有两个&一是固定化酶的活力$二是固定化

酶载体的极性'**(

% # 种固定化脂肪酶中$C2Y6>40R

FCIc的载体硅胶极性较强$对甘油的吸附能力较

强$但不适合应用于非极性的反应环境!此外$

C2Y6>40RFCIc的酶活只有 "8!' )?0=$且其是一

种区域特异性脂肪酶$倾向于酯化不饱和脂肪酸$这

影响了甘油解反应的速率% C2Y6>40Rbc Ic与

C2Y6>40RMG#""%( 酶促山茶油甘油解的能力相近$

这是因为两者酶活相同"均为 "8!,' )?0=#$且两者

的载体均为弱极性材料% 但是$C2Y6>40RbcIc是

一种区域特异性脂肪酶'*!(

$且其热稳定性较低$在

("e以上进行反应对其催化活性有不利影响$故

C2Y6>40RMG#""%( 的催化性能略强于 C2Y6>40Rbc

Ic

'*&(

% C2Y6>40R#&' 的载体为弱极性材料$对底物

油的吸附有限$且酶活为 - )?0=$甘油解反应速率

较快% 另外$C2Y6>40R#&' 是一种非区域特异性脂

肪酶$可以酯化多数的脂肪酸$故催化性能最好% 因

此$选择C2Y6>40R#&' 作为催化剂进行后续实验%

!8*8!H反应温度对a+N含量的影响

采用固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 为催化剂$在

山茶油与甘油物质的量比 *D&)初始加水量 ")加酶

量 ,B)反应时间 *! ; 的条件下$考察反应温度对山

茶油酶促甘油解反应制备a+N的影响$结果见图 !%

图 >=反应温度对!7R%<&> C!7R%

<&D C!7R含量的影响

?+@A>=E**%60)*/%'60+),0%2.%/'04/%),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH由图 ! 可知$反应温度对 a+N)*$& $a+N和

*$! $a+N含量影响显著% 反应温度在 '' ]('e

时$体系中 a+N的含量随着反应温度的升高而增

加% 这是因为当反应温度升高时$混合体系的黏度

降低$加剧了催化剂)山茶油)甘油分子之间的碰撞$

分子间的传质速率增加$促使反应向有利于a+N生

成的方向进行'*#(

!反应温度为 (' ],"e时$温度升

高对 a+N含量的影响不显著!当反应温度超过

,"e后$尽管体系的黏度进一步降低$但此时的固

定化脂肪酶C2Y6>40R#&' 被钝化$酶活下降$催化性

能下降$不利于山茶油甘油解反应的进行$体系中

a+N的含量减少'*'(

% 为了减少能耗$选择 ('e为

山茶油甘油解的反应温度%

!8*8&H加酶量对a+N含量的影响

采用固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 为催化剂$在

山茶油与甘油物质的量比 *D&)反应温度 ('e)初始

加水量 ")反应时间 *! ; 的条件下$考察加酶量对酶

促山茶油甘油解反应制备a+N的影响$结果见图 &%

-"*
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图 D=加酶量对!7R%<&> C!7R%<&D C!7R含量的影响

?+@AD=E**%60)*&+.'(%-)('@%),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH山茶油的酶促甘油解反应为可逆反应% 由图 &

可知$当加酶量从 *B提高到 ,B时$酶的添加促进

了山茶油进行甘油解反应生成 a+N$体系中 a+N

含量增大% 这是因为在酶浓度较低时$对于固定的

底物浓度$加酶量还不能使反应达到平衡'*((

% 酶添

加量由 ,B增加至 -B时$体系中 a+N含量增加趋

势减缓$表明体系的甘油解反应即将达到平衡% 而

当加酶量为 -B时$a+N含量达到最大$此时体系的

反应达到平衡% 当加酶量从 -B增加到 **B时$由

于氢键)共价键等作用力的存在$过量的酶分子之间

会产生较强的相互作用$参与底物甘油解的酶含量

减少$导致体系中 a+N的含量略有降低'*,(

% 而在

加酶量为 'B时$体系中 *$! $a+N的含量达到最

大$之后加酶量对 *$! $a+N的含量基本没有影响!

加酶量对体系中 *$& $a+N含量的影响显著% 从经

济角度考虑$选择加酶量为 ,B来进行后续实验%

!8*8#H反应时间对a+N含量的影响

采用固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 为催化剂$在

山茶油与甘油物质的量比 *D&)反应温度 ('e)初始

加水量 ")加酶量 ,B的条件下$考察反应时间对酶

促山茶油甘油解反应制备 a+N的影响$结果见

图 #%

图 G=反应时间对!7R%<&> C!7R%<&D C!7R含量的影响

?+@AG=E**%60)*/%'60+),0+2%),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH由图 # 可知$在 *! ; 之前$反应时间对体系

a+N含量的影响显著$而在 *! ; 之后反应时间对

a+N含量的影响总体不显著% 随着反应时间的延

长$a+N含量呈现先增加后减少的趋势% 在 *! ;

内$甘油解反应向有利于 a+N生成的方向进行!反

应时间为 *! ;时$体系中a+N含量达到最大$之后

随着反应时间的继续延长$a+N含量略有下降% 这

说明$在反应初始阶段山茶油中的脂肪酸与甘油相

结合$从而生成a+N% 当反应时间延长至 *! ; 后$

体系中 a+N的生成速率低于其分解速率$a+N含

量降低'*%(

$同时随着反应时间的延长$固定化脂肪

酶C2Y6>40R#&' 蛋白质结构的改变导致其酶活降

低$催化性能减弱'*-(

% 因此$后续研究的反应时间

设定为 *! ;%

!8*8'H底物物质的量比对a+N含量的影响

采用固定化脂肪酶C2Y6>40R#&' 为催化剂$在

反应温度 ('e)初始加水量 ")加酶量 ,B)反应时

间 *! ;的条件下$考察山茶油与甘油物质的量比

对山茶油甘油解反应制备 a+N的影响$结果见

图 '%

图 H=底物物质的量比对!7R%<&> C!7R%

<&D C!7R含量的影响

?+@AH=E**%60)*2)&'//'0+) )*(48(0/'0%),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH由图 ' 可知$当山茶油与甘油物质的量比为*D*

时$体系中 *$! $a+N的含量达到最大$而当山茶油

与甘油物质的量比为 *D& 时$体系中 *$& $a+N的

含量达到最大% 山茶油与甘油物质的量比对 *$& $

a+N含量的影响大于其对 *$! $a+N含量的影响%

随着初始底物中甘油占比的增加$山茶油甘油解产

物中a+N的含量呈先增加后减少的趋势% 在甘油

添加量较低时$甘油含量的增加可以使底物浓度增

加$促使甘油解反应向 a+N生成的方向进行'!"(

%

当山茶油与甘油物质的量比在一定范围"*D& ]

*D,#时$其对体系中 a+N)*$& $a+N和 *$! $a+N

的含量基本没有影响% 随着甘油添加量的继续增

加$体系黏度增大$影响反应物分子之间的传质作

用$各反应物之间接触不够充分$反应速率降低'!*(

%

因此$选择山茶油与甘油物质的量比为 *D&%

"**
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!8*8(H初始加水量对a+N含量的影响

研究表明$在酶促甘油解反应的初始阶段加入

一定量的水能够帮助酶分子维持其有效构象$发挥

催化活性'!!(

% 采用固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 为

催化剂$在山茶油与甘油物质的量比 *D&)加酶量

,B)反应温度 ('e)反应时间 *! ; 的条件下$考察

初始加水量对山茶油甘油解反应制备a+N的影响$

结果见图 (%

图 I=初始加水量对!7R%<&> C!7R%

<&D C!7R含量的影响

?+@AI=E**%60)*+,+0+'&;'0%/-)('@%),01%6),0%,0()*

!7R& <&> C!7R& ',-<&D C!7R

HH由图 ( 可知$初始加水量低于 *8'B时$水的存

在有利于体系中a+N的生成$但影响较小% 当初始

加水量为 *8'B时$体系中 a+N的含量最高% 随着

体系中初始水含量的继续增加$体系中a+N的含量

明显降低$推测其原因可能是水含量增加导致山茶

油的水解副反应加强$参与甘油解反应的底物减少$

最终导致体系中 a+N的平衡浓度降低'!&(

% 因此$

选择初始加水量为 *8'B%

!8!H固定化脂肪酶催化山茶油甘油解的响应面优

化实验

单因素实验结果表明底物物质的量比)初始加

水量在一定范围内对酶促山茶油甘油解制备 a+N

的影响较小$所以固定山茶油与甘油物质的量比

*D&)初始加水量 *8'B$以反应温度)反应时间)加

酶量为考察因素$以a+N含量为响应值$采用aR:2=< $

.[YRVX*"8" 软件$通过 6̂[$̂ R;<AR< 实验设计原

理$进行响应面优化实验$以确定最佳山茶油酶促甘

油解工艺条件% 响应面实验因素与水平见表 !$响

应面实验设计及结果见表 &$回归模型方差分析见

表 #%

表 >=响应面实验因素与水平

O'8&%>=?'60)/(',-&%P%&()*/%(.),(%(4/*'6%%5.%/+2%,0

水平 -反应温度?e 7反应时间?; $加酶量?B

$* (" ( &

" (' - '

* ," *! ,

表 D=响应面实验设计及结果

O'8&%D=!%(+@,',-/%(4&0()*/%(.),(%(4/*'6%%5.%/+2%,0

实验号 - 7 $ a+N含量"J#?B

* " * $* !%8"& h"8&%

! * $* " !'8"# h"8&&

& $* * " &,8*' h"8!%

# " $* * &'8"( h"8&!

' " " " &'8%% h"8#*

( * " * '*8&! h"8!%

, " " " &'8'* h"8&&

% $* " * &-8(& h"8&(

- $* " $* *(8(# h"8#*

*" " * * '%8'! h"8#!

** " " " &(8&# h"8&%

*! " $* $* *&8"* h"8&#

*& $* $* " *-8#! h"8#!

*# " " " &'8&' h"8#&

*' " " " &(8"( h"8&-

*( * " $* !*8%* h"8!%

*, * * " ##8'& h"8#&

表 G=回归模型方差分析

O'8&%G=7,'&:(+()*P'/+',6%)*/%@/%((+),2)-%&

来源 平方和 自由度 均方 & , 显著性

模型 ! !,#8,& - !'!8,' ,#'8*( j"8""" *

((

- **"8#% * **"8#% &!'8,& j"8""" *

((

7 ,*'8&, * ,*'8&, ! *"-8"( j"8""" *

((

$ * &,"8,% * * &,"8,% # "#*8&- j"8""" *

((

-7 "8-& * "8-& !8,' "8*#* '

-$ -8(* * -8(* !%8&& "8""* *

((

7$ *%8*' * *%8*' '&8'" "8""" !

((

-

!

&#8&- * &#8&- *"*8&% j"8""" *

((

7

!

-8*- * -8*- !,8** "8""* !

((

$

!

!8*! * !8*! (8!( "8"#" %

(

残差 !8&, , "8&#

失拟项 *8,( & "8'- &8%! "8**# &

纯误差 "8(* # "8*'

总误差 ! !,,8** *(

H注&

(

表示差异显著",j"8"'#!

((

表示差异极显著",j

"8"*#

HM6XR&

(

8,j"8"'!

((

8,j"8"*

使用aR:2=< $.[YRVX*"8" 软件对表 & 中的数据

进行模拟得到回归模型&Ji&'F%! n&F,!-n-F#(7n

*&F"-$n"F#%-7n*F''-$n!F*&7$$!F%(-

!

$

*F#%7

!

$"F,*$

!

% 由表 # 可知$模型的 ,值小于

"F""" *$差异极显著$失拟项 ,值""8**# &#大于

"8"'$差异不显著$说明该模型成立$能够预测山茶

油酶促甘油解过程中反应温度)反应时间和加酶量

对a+N含量的影响% 一次项 -)7)$$二次项 -

!

)7

!

***
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和交互项 -$)7$对 a+N含量的影响极显著$二次

项$

!影响显著$说明这几个因素都是山茶油基a+N

制备过程中的重要影响因素%

通过响应面法优化得到山茶油酶促甘油解制备

a+N的最佳工艺条件为反应温度 (%8'#e)反应时

间 *"8(! ;)加酶量 (8&#B$在此条件下 a+N含量

预测值为 '*8--B% 为了便于实际操作将该工艺条

件调整为反应温度 (-e)反应时间 ** ;)加酶量

(8'B$在此条件下进行 & 次重复实验$a+N)*$& $

a+N)*$! $a+N含量分别为 '!8%&B)#!8&%B和

*"8#'B% 本研究中 a+N含量实测值与预测值接

近$表明通过响应面法优化得到的回归模型能较好

地模拟各个因素对 a+N含量的影响% 响应面法优

化后最佳条件下 a+N含量与单因素考察时其最高

含量有一定差距$考虑可能为酶的批次不同其酶活

不同$后续会进行更深入的探讨%

!8&H固定化脂肪酶的回收利用

考虑到后续工艺的放大$在山茶油与甘油物质

的量比 *D&)反应温度 (-e)加酶量 (8'B)反应时

间 ** ;)初始加水量 *8'B条件下$研究了固定化脂

肪酶C2Y6>40R#&' 重复使用次数对其催化山茶油甘

油解反应性能的影响$结果见图 ,%

图 J=固定化脂肪酶的循环利用

?+@AJ=$%6:6&+,@ )*+22)8+&+F%-&+.'(%

HH由图 , 可知$固定化脂肪酶 C2Y6>40R#&' 具有

良好的操作稳定性% 连续循环使用 ' 次后$山茶油

甘油解产物中a+N的含量没有明显降低$酶的相对

活力依然保持在 -"B左右$表明酶促山茶油甘油解

制备a+N工艺具有工业应用的前景%

D=结=论

本研究以山茶油和甘油为底物制备山茶油基

a+N$考察了底物物质的量比)加酶量)反应温度)反

应时间)固定化脂肪酶种类及初始加水量对产物中

a+N含量的影响$并采用响应面法对工艺条件进行

优化% 结果发现$固定化酶促甘油解制备山茶油基

a+N的最佳条件为采用固定化脂肪酶C2Y6>40R#&'

为催化剂)山茶油与甘油物质的量比 *D&)加酶量

(8'B)反应温度 (-e)初始加水量 *8'B)反应时间

** ;$在此条件下产物中 a+N含量达到 '!8%&B

"*$& $a+N含量 #!8&%B$*$! $a+N含量 *"8#'B#%

固定化脂肪酶循环使用 ' 次后产物中 a+N含量没

有明显降低$其相对酶活力依然维持在 -"B左右%

该工艺符合山茶油深度加工的要求$对于推广山茶

油的深度加工具有实际指导意义%
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