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酶催化菜籽油酸解制备结构脂质工艺

寿佳菲 1，潘丽军 1,2,*，操丽丽 1,2，刘 模 1

(1.合肥工业大学生物与食品工程学院，安徽 合肥      230009；2.安徽省农产品精深加工重点实验室，安徽 合肥      230009)

摘   要：以菜籽油和辛酸为原料，用来自 Thermomyces lanuginosa 固定化脂肪酶 TL IM 作为催化剂，采用单因素试

验结合响应曲面(Box-Behnken设计)优化得到酶法制备结构脂质的工艺条件，最佳制备条件为底物(菜籽油:辛酸)物质

的量比 1:3.57、加酶量 10.57%(以底物质量计)、加水量 5.2%(以酶质量计)、反应温度 48.6℃、反应时间 12h。该

条件下辛酸插入率可达 23.19%。对提高油菜籽油附加值、延长油菜加工产业链具有重要意义。
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Abstract ：In this study, the lipase (from Thermomyces lanuginosa)-catalyzed acidolysis process of rapeseed oil with caprylic

acid was investigated to prepare structural lipids using single factor and response surface tests. The results showed that the

incorporation rate of caprylic acid reached up to 23.19% at the conditions of the molar ratio between rapeseed oil and caprylic

acid of 1:3.57, immobilized lipase addition amount of 10.57%, water addition amount of 5.2%, reaction temperature of 48.6 ℃

and reaction time of 12 h. This investigation will be significance for improving the additional value of rapeseed oil and extending

its industry chains.
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结构脂质(structured lipids)，是对甘油三酯和脂肪

酸经过改性或结构调整得到的脂，将特殊营养或生理功

能的脂肪酸结合到特定位置，在保留天然油脂的部分或

全部性质外，以最大限度发挥各种脂肪酸的功能，如

能增强免疫力、易消化吸收、降低血脂、改善氮平衡、

减少癌症、心血管疾病、肥胖症的患病风险等等[1]。有

研究表明，脂肪酸的种类及其在甘油骨架上的位置与代

谢途径密切相关。甘油三酯在体内的代谢过程中脂肪酶

只水解 1,3 位上的脂肪酸，而 2 位上的所有脂肪酸都以

单甘酯的形式被吸收[2-4]。因此，1,3 位是中(短)碳链脂

肪酸、2 位是长链脂肪酸的结构脂质的生产引起了国内

外广泛关注。

结构脂质的生产方法主要有物理法、化学催化法和

酶合成法 [ 5 ]。物理法是经过简单的调和或分馏来制取，

但不能改变甘油三酯中脂肪酸的分布，因此不能得到所

需的产品。化学催化法一般以碱金属为催化剂，反应条

件强烈、无特异性、产物难以分离、难以得到期望的

结构脂质[6 ]。而在酶法中，由于脂肪酶具有位置专一性

和脂肪酸专一性，因此可避免上述两种方法的缺点，并

能在温和的条件下，合成特定的结构脂质，且副产物

少、产品易回收[6-7]。因此酶法合成结构脂质具有广阔的

应用前景。本实验以商品化 1,3 特异性脂肪酶 TL IM(来自

Thermomyces lanuginosa)作为催化剂，一级精炼菜籽油和

辛酸为底物，采用单因素实验结合响应曲面(Box-Behnken
设计)优化酶催化酸解反应，确定最佳反应工艺条件。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
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一级精炼菜籽油    安徽省大平油脂厂；固定化脂肪

酶 TL IM    丹麦诺维信公司；辛酸甲酯标准品    美国

Sigma 公司；猪胰脂肪酶    北京索莱宝科技有限公司；

辛酸(98%)    国药集团化学试剂有限公司；正己烷等其

他试剂均为国产分析纯或色谱纯。

1.2 仪器与设备

SHY-2A型恒温气浴摇床    江苏金坛市金城国胜实验

仪器厂；AR1140/C 型电子天平    奥豪斯(上海)公司；

GC-2010 气相色谱仪    日本岛津制作所；台式高速冷冻

离心机    美国 Beckman 公司。

1.3 方法

1.3.1 菜籽油与辛酸的酸解反应

称 5.0g 菜籽油和适量辛酸加入到 50mL 具塞锥形瓶

中，加入一定量的固定化脂肪酶，在转速 150r/min、一

定温度条件下，密闭振荡反应。定时取样，分离纯化

以及甲酯化后用于分析辛酸插入率。

1.3.2 产物分离纯化方法[8]

将过滤除去脂肪酶的混合产物置于分液漏斗中，加

入适量正己烷溶解，用 1g/mL 的酚酞溶液作为指示剂，

加碱皂化除去游离脂肪酸，无水乙醇 - 水(80:20，V/V) 溶
液和蒸馏水多次洗涤干燥后，经旋转蒸发后即得产物。

1.3.3 甲酯化方法[9-10]

取分离纯化后的产物 1mL 溶于 2mL 的色谱纯正己

烷中，加入适量无水硫酸钠干燥后，取上清液，加

入 400μL KOH- 甲醇溶液(1mol/L)，用力摇晃 1min 后，

加入适量蒸馏水静置分层，取上清液用无水硫酸钠干燥

后用于分析。

1.3.4 色谱分析条件

色谱柱：DB-WAX 毛细管柱(30m×0.25mm，0.25μm)；
FID 检测器，温度 250℃；进样口温度 230℃；升温程

序：60℃保持 1 min，以 50℃/min 升至 200℃，保持 1min
后，以 3℃/min 升至 250℃，保留 3min；氦气流速 30mL/
mi n，进样量 1μL；分流比 5 0 : 1。

1.3.5 辛酸插入率的计算

以样品峰的保留时间与辛酸甲酯标准品的保留时间

定性，按峰面积归一法计算辛酸插入率。

                         结构脂质中辛酸甲酯所对应的峰面积
辛酸插入率 /% ＝—————————————————————× 100

                            结构脂质中所有脂肪酸甲酯所对应的峰面积

1.3.6 单因素试验

1.3.6.1 底物(菜籽油:辛酸)物质的量比的影响

在无溶剂体系中，加酶量为 10%(以底物质量计)，
加水量 10%(以酶质量计)，反应温度为 50℃，转速为 150r/
min，密闭反应一段时间，制备结构脂质。考察不同底

物物质的量比 (菜籽油 :辛酸 )对辛酸插入率的影响。

1.3.6.2 反应温度的影响

选取 1.3.6.1 节的最适底物物质的量比，其他条件同

1.3.6.1 节，考察不同反应温度对辛酸插入率的影响。

1.3.6.3 加酶量的影响

选取 1.3.6.2 节的最适反应温度，其他条件同 1.3.6.2
节，考察不同加酶量对辛酸插入率的影响。

1.3.6.4 加水量的影响

选取 1.3.6.3 节的最适加酶量，其他条件同 1.3.6.3
节，考察不同加水量对辛酸插入率的影响。

1.3.7 响应面优化试验

在单因素试验基础上，采用中心组合试验 B o x -
Behnken 设计，因素及其水平如表 1 所示。

代号 因素
水平

－ 1 0 1
X1 底物(菜籽油:辛酸)物质的量比 1:3 1:4 1:5
X2 加酶量 /% 8 10 12
X3 加水量 /% 1 5.5 10
X4 反应温度 /℃ 40 47.5 55

表 1 酶法制备结构脂质响应面优化试验因素及水平

Table 1  Factors and levels of RSM

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 底物物质的量比对辛酸插入率的影响

在脂肪酶催化酸解反应中，反应达到平衡后产物的

组成与底物物质的量比有密切关系。由图 1 可知，底物

物质的量比(菜籽油:辛酸)为 1:3 时辛酸插入率相对较高，

原因可能是高水平的游离脂肪酸会产生大量的羧酸基团，

从脂肪酶表面夺取部分必需水，而且可以从油水界面进

入到周围的水层中，导致底物抑制效应的发生[1 1 ]。

图 1 底物物质的量比对辛酸插入率的影响

Fig.1   Effect of substrate molar ratio on the incorporation rate of
caprylic acid
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n(菜籽油):n(辛酸)＝ 1:2
n(菜籽油):n(辛酸)＝ 1:3
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2.1.2 反应温度对辛酸插入率的影响

酶催化酸解反应时一个热力学反应，反应温度的高
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低不仅影响底物的溶解状态及黏度，而且影响底物在反

应体系中的传质 [ 1 2 ]。另外，温度也影响着酶的活性。

由图 2 可知，温度越高，辛酸插入率越高。高温有助

于反应底物的互溶，增加底物的接触面积，加快反应

速度，缩短反应时间[12]。但是温度从 40℃升高到 50℃
时，辛酸插入率增加很快，而 5 0℃后增加趋势放慢。

考虑到较高温度对酶的活性影响很大，选择反应温度为

5 0℃左右较为合适。

2.1.3 加酶量对辛酸插入率的影响

图 3 表明，随着酶量的增加，辛酸插入率逐渐增

大，但是到 1 0 % 后，辛酸插入率增大得很缓慢，可能

是随着酶量的增加，底物与酶分子接触的机会增多，加

速了酸解反应的进行[13]。但是酸解反应是复杂的可逆反

应，酶量的增加也加速了逆反应的进程和油脂水解反

应，同时，在无溶剂体系中，酶量的增加可能会提高

体系的黏度，影响传质，同时也会加大成本。综合考

虑，适宜酶添加量为 1 0 % 左右。

2.1.4 加水量对辛酸插入率的影响

脂肪酶只有在油 - 水界面才具有催化活性，因此水

是维持酶活性的必要条件，然而反应体系中水分含量超

过一定限度，反应会向水解方向进行，使反应混合物

中游离脂肪酸含量增加，产品得率降低，但水分过低

又会影响酶分子表面的水分子层，进而影响酶分子的构

象和活性[14-15]。

由图 4 可以看出，在水添加量低于 10% 时，辛酸

插入率是随着水量的增加而增大的，可能是由于在水量

添加较低时，酶的活性随水量的增加而增大。然而当

水量继续增加到 1 5 % 时，辛酸插入率开始降低，过多

的水反而使底物的水解、酰基转移等副反应发生[16-17]。

2.1.5 反应时间对辛酸插入率的影响

从图 1～4 可以看出，随着反应时间的延长，辛酸

插入率逐渐升高，且在 1～12h 内辛酸插入率增加迅速，

而在 12～24h 辛酸插入率增加非常缓慢，说明在 12h 左

右反应已基本达到稳定状态，因此再延长反应时间没有

实际意义。综上分析，选择反应时间为 1 2 h 。

2.2 响应面试验

2.2.1 响应面试验结果与分析

图 2  反应温度对辛酸插入率的影响

Fig.2   Effect of reaction temperature on the incorporation rate of
caprylic acid
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图 3 加酶量对辛酸插入率的影响

Fig.3   Effect of enzyme dosage on the incorporation rate of caprylic acid
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图 4 加水量对辛酸插入率的影响

Fig.4   Effect of water addition amount on the incorporation rate of
caprylic acid
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试验号 X1 X2 X3 X4 Y 辛酸插入率 /%
1 － 1 － 1 0 0 19.08 ± 0.70
2 1 － 1 0 0 14.97 ± 0.87
3 － 1 1 0 0 23.61 ± 0.34
4 1 1 0 0 18.61 ± 0.88
5 0 0 － 1 － 1 15.72 ± 0.67
6 0 0 1 － 1 17.56 ± 1.43
7 0 0 － 1 1 18.99 ± 1.29
8 0 0 1 1 16.04 ± 1.03
9 － 1 0 0 － 1 18.49 ± 1.13
10 1 0 0 － 1 16.90 ± 0.28
11 － 1 0 0 1 20.70 ± 1.04
12 1 0 0 1 17.71 ± 0.51
13 0 0 － 1 0 16.90 ± 0.34
14 0 1 － 1 0 18.64 ± 0.32
15 0 － 1 1 0 14.77 ± 0.72
16 0 1 1 0 21.53 ± 0.59
17 － 1 0 － 1 0 22.42 ± 1.25
18 1 0 － 1 0 16.94 ± 0.85
19 － 1 0 1 0 19.78 ± 0.54
20 1 0 1 0 20.44 ± 0.085
21 0 － 1 0 － 1 14.93 ± 0.68
22 0 1 0 － 1 17.21 ± 0.51
23 0 － 1 0 1 14.85 ± 0.96
24 0 1 0 1 20.54 ± 0.58
25 0 0 0 0 24.99 ± 0.66
26 0 0 0 0 25.03 ± 0.85
27 0 0 0 0 24.82 ± 0.34
28 0 0 0 0 25.76 ± 0.30
29 0 0 0 0 24.98 ± 0.56

表 2 酶法制备结构脂质响应面优化试验设计及结果

Table 2   Design and results of response surface tests for optimizing the
incorporation of caprylic acid

注：响应值(Y 值)为 3 次实验平均值。
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按表 1 试验方案，采用多元回归分析，拟合二次

多项式回归模型的 Box-Behnken 设计。所有实验重复 3
次，结果取平均值，见表 2 。

2.2.2 回归模型的建立及其显著性检验

由 Design － Expert 7.0 软件，通过对多项式回归分

析，得到的拟合全变量二次回归方程模型为：

Y ＝ 25.12 － 1.54X1 ＋ 2.05X2 ＋ 0.042X3 ＋ 0.67X4 －

0.22X1X2 ＋ 1.54X1X3 － 0.35X1X4 ＋ 1.26X2X3 ＋ 0.85X2X4 －

1.2X3X4 － 2.08X12 － 3.83X22 － 3.31X32 － 4.57X42

由回归方程可知，交互项的系数较小，说明响应

面分析所选的 4 个因素之间交互作用较小。由表 3 可知，

在α＝ 0 . 01 水平上，该模型失拟不显著，回归方程显

著。模型的决定系数 R2 为 98.46549%，模型的拟合程度

很好，能较好地反映各因素与响应值变化的关系，可

以用于结构脂质中辛酸插入率的理论预测。

方差来源 SS d f MS F 值 P 值

X1 28.5276171 1 28.52761707 77.03130279 ＜ 0.0001
X2 50.5136747 1 50.51367468 136.3988503 ＜ 0.0001
X3 0.02140385 1 0.021403853 0.057795458 0.8135
X4 5.359766 1 5.359766003 14.4726339 0.0019

X1X2 0.19815852 1 0.198158523 0.535074805 0.4765
X1X3 9.44425092 1 9.444250923 25.50170772 0.0002
X1X4 0.49238289 1 0.49238289 1.329550078 0.2682
X2X3 6.32447052 1 6.324470523 17.07756391 0.0010
X2X4 2.89238049 1 2.89238049 7.810110349 0.0143
X3X4 5.72692761 1 5.72692761 15.46405694 0.0015
X12 27.9367463 1 27.9367463 75.43581218 ＜ 0.0001
X22 94.9626853 1 94.96268531 256.4216755 ＜ 0.0001
X32 71.2378515 1 71.23785148 192.3590216 ＜ 0.0001
X42 135.676363 1 135.6763632 366.3582203 ＜ 0.0001
模型 332.690619 14 23.76361564 64.16737393 ＜ 0.0001

一次项 84.4224616 4 21.1056154 56.9901456
平方项 329.813646 4 82.45341159 177.846026
交互项 25.078571 6 4.179761826 30.48100169
残差 5.18473172 14 0.37033798 ＜ 0.0001

拟合不足 4.63622457 10 0.463622457 3.380976593
纯误差 0.54850715 4 0.137126787 0.1258
总和 337.875351 28

决定系数 98.46549%
变异系数 3.13508588

表 3 回归模型的方差分析表(α＝ 0.01，置信度 99%)
Table 3    Analysis of variance for the fitted quadratic regression equation

3 结  论

通过响应面法优化得出最优条件为底物物质的量比(菜
籽油:辛酸)1:3.57、加酶量 10.57%(以底物质量计)、加水量

5.2%(以酶质量计)、反应温度 48.6℃。在此条件下反应

12h，实测辛酸插入率为 23.19%，与模型预测值 25.77%
非常接近。说明采用固定化脂肪酶 TL IM 催化菜籽油和

辛酸合成结构脂质的方法过程简单，条件温和，产物

易于分离，有应用生产的潜力。
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2.2.3 响应因素水平的优化及模型验证

对回归模型进行响应面分析，寻找最优组合条

件，得到当底物物质的量比(菜籽油:辛酸)1:3.57、加酶

量 10.57%(以底物质量计)、加水量 5.2%(以酶质量计)、
反应温度 48.6℃、反应 12h 后辛酸插入率的理论最高值

可达到 25.77%。

为了进一步验证上述模型与预定的可靠性，按上述

组合条件进行验证实验，重复 3 次，得到辛酸的平均插

入率为 23.19%，与预测值很接近，说明该模型拟合较好。


