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摘要:采用响应面法优化米糠油制备甘二酯的工艺条件。在

反应温度、反应时间、固定化脂肪酶添加量及反应物质量比4
个单因素试验的基础上,通过四元二次回归正交旋转组合设

计结构矩阵的建立,构建以甘二酯产率为响应值的二次回归

模型并进行分析。结果表明:当温度为26 ℃、反应时间为

10h、固定化脂肪酶添加量为8.5%及反应物质量比为14∶1
时,甘二酯产率理论为60.36%,实际为58.31%,相对误差

为3.4%。
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Abstract:Technologyconditionsfordiacylglycerolpreparationfrom
ricebranoilwereoptimizedbyresponsesurfacemethodology.On
thebasisoffoursinglefactorexperiments,forreactiontemperature,

reactiontime,immobilizedlipaseadditionquantityandreactants
weightratiowerechosenasinfluencefactors,throughfour-factor
quadricorthogonalregressiontestandstructurematrixconstructing,

quadraticregressionmodelwithdiacylglycerolyieldasresponsevalue
wassetupandanalyzed.Theresultsshowedthatoptimalprepara-
tionconditionswerereactiontemperature26℃,reactiontime10h,

immobilizedlipaseaddition8.5% andreactantweightratio14∶1.
Undertheseoptimizedconditions,thetheoreticalyieldwas60.36%,

practicalyieldwas58.31% withrelativeerror3.4%.
Keywords:ricebranoil;diacylglycerol;enzymatic

甘二酯(diacylglycerol,DAG)是脂肪代谢过程中的中间

产物,经过研究发现,长期摄入高含量的甘二酯不仅可以抑

制动脉硬化,而且还可以抑制高血压及肝脏的脂肪堆积[1],

且作为油脂中的天然组分,因其在控制体重的增长与缓解糖

尿病人肾脏衰竭等方面的完美生理功能而越发被人们所关

注[2]。

甘二酯是一种二酯的产物,是经甘油的两个羟基与脂肪

酸进行酯化而合成的,经过动物与人体试验认证后[3],被认

定为安全可食用的油脂。另外甘二酯作为一种多功能的食

品添加剂[4]在食品行业中,与其他普通油脂相比,口感风味

好,同时也便于人体吸收,抑制肥胖[5];此外,在医药行业中,

甘二酯可以促进人体对药物的吸收[6];在化工业中,具有良

好的乳化作用及稳定作用[7]。

甘二酯虽然可以从食物中获得,但天然油脂中甘二酯含

量相对较低[4],即使食用了,也达不到预防与控制的目的。

目前,市售甘二酯类产品较少,且价格高,具有较大的市场潜

力,因此规模化生产甘二酯,应用前景相当可观。在甘二酯

工业化进程中,酶工程已成为研究重点[8],固定化脂肪酶催

化反应后还能回收,重复利用。米糠是大米加工的副产品,

每年中国米糠产量超过1000 万t,但米糠有效利用率尚不

足20%,近年来米糠已成为重要的油料资源之一[9]。米糠

油是一种营养丰富的植物油,食后吸收率达90%以上,就脂

肪酸组成而言,饱和脂肪酸占15%~20%,不饱和脂肪酸占

80%~85%[10]。所以,以米糠油为原料研究酶法制备米糠

油甘二酯的制备方法,制取高纯度的富含甘二酯产品具有一

定的经济利益与社会效益。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

硅藻土固定化脂肪酶:酶活为2206.67U/g,黑龙江八

一农垦大学食品学院实验室自制;

米糠油:市售食用油;

油酸甘油一酯:上海千为油脂有限公司;

正己烷、异丙醇、三氯甲烷、冰乙酸:分析纯,南京化学试

剂有限公司;

异辛烷、丁酮、丙酮:分析纯,北京康倍斯科技有限公司;

甘油:分析纯,上海化学试剂有限公司;
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高效液相色谱仪:WatersFS525型,美国 Waters公司;

酸度计:DELTA320型,梅特勒—托利多仪器(上海)有

限公司;

电热恒温水浴锅:DK-S24型,上海森信实验仪器有限

公司;

电子天平:AR2140型,梅特勒—托利多仪器有限公司;

旋转蒸发仪:RE52-98型,上海亚荣生化仪器厂;

恒温水浴振荡器:SHY-2型,江苏金坛环宇科学仪器厂;

精密定时电动搅拌器:JJ-1型,江苏金坛荣华仪器制造

有限公司;

低速大容量离心机:LD4-40型,北京京立离心机有限

公司。

1.2　试验方法

1.2.1　甘二酯的制备　准确称取105g米糠油于150mL
锥形瓶中,按试验设定的反应物质量比(米糠油与油酸甘油

一酯质量比)、酶添加量(以米糠油质量计算,%)加入油酸甘

油一酯和固定化脂肪酶,充分混匀后置于预先设定温度的恒

温水浴振荡器,在160r/min条件下反应一定时间后取出,取

2mL样品,10mL正己烷和异丙醇混合液(9∶1,V∶V)溶

解,将 溶 解 后 的 样 品 置 于 离 心 机 中,4000r/min 离 心

20min,取上清液于-4℃冰箱中保存待测。

1.2.2　甘油二酯含量测定　采用高效液相色谱分析甘油酯

的组成和含量[11]。取溶解后的待测样10μL作为进样量,硅

胶色谱柱(WatersSpherisorbSilica,5.0μm,50.00mm×

4.60 mm),蒸发光散射检测器(ELSD),N2 压力为3.0×

106Pa,漂移管温度为75 ℃的色谱条件。检测过程中的流

动相为:A:正己烷和异丙醇(99∶1,V∶V),B:正己烷、异丙

醇和冰乙酸(1∶1∶0.01,V∶V∶V)的 混 合 液;流 速 为

1.0mL/min。洗脱梯度为:0min,100% A;10min,80% A;

14min,70% A;15min,100% A;20min,100% A。出峰顺

序依次为甘油三酯(TGA)、游离脂肪酸(FFA)、1,3-甘油二

酯(1,3-DAG)、1,2-甘油二酯(1,2-DAG)、1(3)-甘油一酯

(1(3)-MG)、2-甘油一酯。采用面积归一化法对 DAG定量,

通过 DAG的含量按式(1)得出 DAG产率[12]。

R =
m1,2-DAG +m1,3-DAG

m米糠油 +m油酸甘油一酯
×100% (1)

式中:

R———DAG产率,%;

m1,2-DAG———混合待测样中1,2-DAG质量,g;

m1,3-DAG———混合待测样中1,3-DAG质量,g;

m米糠油 ———反应物中米糠油的质量,g;

m油酸甘油一酯 ———反应物中油酸甘油一酯的质量,g。

1.2.3　单因素试验设计　选择对 DAG产率影响的4个主

要因素:反应温度、反应时间、固定化脂肪酶添加量、反应物

质量比,以产率为指标,进行单因素试验,以此确定各因素最

佳范围值。

(1)反应温度对 DAG 产率的影响:试验反应温度分别

为15,18,21,24,27,30,33℃,反应时间为12h,固定化脂肪

酶添加量为10%,反应物质量比值为15,每组试验重复进行

3次,取平均值。

(2)反应时间对 DAG 产率的影响:在反应温度设定为

30℃,反应时间分别为4,6,8,10,12,14,16,18h,固定化脂

肪酶添加量为10%,反应物质量比值为15时,每组试验重复

进行3次,取平均值。

(3)固定化脂肪酶添加量对 DAG 产率的影响:反应温

度设定为30℃,反应时间为12h,固定化脂肪酶添加量分别

为2%,4%,6%,8%,10%,12%,14%,反应物质量比值为

15,每组试验重复进行3次,取平均值。

(4)反应物质量比对 DAG 产率的影响:在反应温度为

30℃,反应时间为12h,固定化脂肪酶添加量为10%,反应

物质量比值分别为5,10,15,20,25,30,35的条件下,每组试

验重复进行3次,取平均值。

1.2.4　米糠油甘二酯制备反应条件优化试验　通过单因素

试验确定各因素范围,以 DAG产率为响应值,进行四元二次

正交旋转组合设计。采用 Design-Expert.V8.0.6软件对试

验数据进行分析并优化出最佳的固定化条件。

2　结果与分析

2.1　单因素试验结果

2.1.1　反应温度对 DAG产率的影响　由图1可知,温度在

18~27℃时 DAG产率随着温度的上升而明显增加,但超过

27℃后 DAG产率有所下降;温度对甘二酯的产率的影响主

要是通过影响酶的活力来实现的,温度高酶活力高,在单位

时间内生成的甘油二酯相对较多,温度过高使酶活力下降,

因此在27℃以后DAG产率下降。由此选择18~30℃的反

应温度值为优化组合范围值。

2.1.2　反应时间对DAG产率的影响　由图2可知,在10~

14h内 DAG产率增加相对较快,在14~18h内 DAG产率

相对平稳,即随着时间的延长,单位时间内生成的 DAG 增

多,反应进行14h后,DAG产率达到了一个相对较稳定的水
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图1　温度对 DAG产率的影响

Figure1　TheinfluenceoftemperatureontheyieldofDAG
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图2　反应时间对 DAG产率的影响

Figure2　TheinfluenceoftimeontheyieldofDAG

平。随着反应时间的延长,底物的量减少,DAG产率不会继

续增加,维持在一定的范围内。因此选择4~16h为优化组

合范围值。

2.1.3　固定化脂肪酶添加量对 DAG 产率的影响　由图3
可知,在底物米糠油质量不变的情况下,当固定化脂肪酶添

加量在2%~8%范围内增长时 DAG 产率不断增多,超过

8%后 DAG产率有下降趋势,由于固定化脂肪酶的添加量过

多,在脂肪酶的作用下,生产大量的脂肪酸,使整个体系中的

酸价升高,影响固定化脂肪酶的活性,所以固定化脂肪酶添

加过多会降低 DAG 产率,选择4%~12%固定化脂肪酶添

加量为优化组合范围值。
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图3　固定化脂肪酶添加量对 DAG产率的影响

Figure3　Theinfluenceoftheamountofimmobilized

lipaseontheyieldofDAG

2.1.4　反应物质量比对 DAG产率的影响　由于反应过程

中固定化脂肪酶首先对米糠油中的甘油三酯酶解,生成甘油

二酯和游离脂肪酸,然后游离脂肪酸在和油酸甘油酯结合生

成甘油二酯,米糠油的含量升高时酶解后生成的游离脂肪酸

相对较多,所以在5~10(m/m)内 DAG 产率呈上升趋势较

大,当米糠油和油酸甘油一酯比例达到 10~15(m/m)时

DAG产率上升较缓慢(见图4),超过15(m/m)后,过多的米

糠油中甘油三酯和固定化的脂肪酶结合,使 DAG产率有减

慢的趋势,为了保证DAG的产率,反应物的质量比应该控制
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图4　反应物质量比对 DAG产率的影响

Figure4　Theinfluenceofratioofreactantweight

ontheyieldofDAG

在一定的范围内,由此选择反应物质量比5~25为优化组合

范围值。

2.2　响应面试验结果分析

2.2.1　模型的建立与显著性检验　试验因素水平编码见

表1,具体实施方案见表2。

表1　因素水平与编码

Table1　Codesandlevelsoffactors

编码
X1反应

温度/℃

X2反应

时间/h

X3固定化脂

肪酶添加量/%

X4反应物

质量比

+2 30 16 12 25

+1 27 13 10 20

0 24 10 8 15

-1 21 7 6 10

-2 18 4 4 5

Δj 3.0 3.0 2.0 5.0
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

　　对表2中试验数据进行四元二次回归拟合,得到 DAG

产率(R)与反应温度、反应时间、固定化脂肪酶添加量和反

应物质量比值编码值的二次回归方程:

R = -263.90877+18.90056X1 +8.15921X2 +

2.88438X3 + 3.751 08X4 - 0.039 444 36X1X2 +

0.13458X1X3 - 0.161 67X1X4 - 0.136 87X2X3 +

0.059917X2X4 + 0.089 875X3X4 - 0.336 83X1
2 -

0.33461X2
2 -0.36036X3

2 -0.034058X4
2 (2)

该模型的决定系数R2=0.9497,校正R2=0.9162,说

明该模型能解释91.62%响应值的变化,与实际试验拟合良

好,试验误差小,说明应用四元二次回归正交旋转组合试验

优化反应温度、反应时间、固定化脂肪酶添加量和反应物质

量比对 DAG产率影响是可行的[13]。
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表2　响应面结构矩阵及试验结果

Table2　Responsesurfacestructurematrixand

resultsoftests

试验号 X1 X2 X3 X4 DAG产率/%

1 -1 -1 -1 -1 44.60

2 1 -1 -1 -1 54.24

3 -1 1 -1 -1 47.10

4 1 1 -1 -1 56.20

5 -1 -1 1 -1 43.94

6 1 -1 1 -1 58.22

7 -1 1 1 -1 43.90

8 1 1 1 -1 54.12

9 -1 -1 -1 1 47.98

10 1 -1 -1 1 48.15

11 -1 1 -1 1 53.64

12 1 1 -1 1 52.11

13 -1 -1 1 1 51.01

14 1 -1 1 1 53.60

15 -1 1 1 1 53.24

16 1 1 1 1 56.45

17 -2 0 0 0 41.29

18 2 0 0 0 53.09

19 0 -2 0 0 45.19

20 0 2 0 0 49.35

21 0 0 -2 0 52.23

22 0 0 2 0 54.87

23 0 0 0 -2 54.35

24 0 0 0 2 57.47

25 0 0 0 0 57.26

26 0 0 0 0 59.37

27 0 0 0 0 60.53

28 0 0 0 0 57.87

29 0 0 0 0 56.83

30 0 0 0 0 62.36

31 0 0 0 0 57.38

32 0 0 0 0 59.68

33 0 0 0 0 61.32

34 0 0 0 0 59.57

35 0 0 0 0 57.45

36 0 0 0 0 63.58

　　由表3可知,模型的F=28.33,对应的 P<0.0001,远

小于0.01,说明所建立的回归模型极显著;X1 和 X2 因素一

次项、交互项 X1X4 和 X1、X2、X3 及 X4 因素二次项对应P<

0.01,对试验的结果影响是极显著的;X4因素的一次项和交

表3　方差分析

Table3　Theanalysisofvariance

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P值

模型 1078.70 14 77.05 28.33 <0.0001

X1 211.70 1 211.70 77.84 <0.0001

X2 22.70 1 22.70 8.35 0.0088

X3 10.32 1 10.32 3.80 0.0649

X4 16.83 1 16.83 6.19 0.0213

X1X2 2.02 1 2.02 0.74 0.3989

X1X3 10.43 1 10.43 3.84 0.0636

X1X4 94.09 1 94.09 34.60 <0.0001

X2X3 10.79 1 10.79 3.97 0.0595

X2X4 12.92 1 12.92 4.75 0.0408

X3X4 12.92 1 12.92 4.75 0.0408

X1
2 294.07 1 294.07 108.13 <0.0001

X2
2 290.20 1 290.20 106.70 <0.0001

X3
2 66.49 1 66.49 24.45 <0.0001

X4
2 23.20 1 23.20 8.53 0.0082

残差 57.11 21 2.72
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

失拟 4.41 10 0.44 0.092 0.9996

纯误差 52.70 11 4.79

总变异 1135.81 35

互项 X2X4、X3X4 达到了显著水平。失拟项的F=0.092,对

应的P=0.9996,远大于0.05,这说明该模型拟合程度较好,

试验误差小,所建立模型是可行的,可以用此模型对生产

DAG的工艺条件进行优化。

2.2.2　响应面分析　由表3可知,交互项 X2X4、X3X4 对

DAG产率交互作用显著;交互项 X1X4 对 DAG产率交互作

用极显著,采用降维分析法,找出在其它因素条件固定不变

情况下,某两个因素对 DAG产率的影响,即反应时间与反应

物质量比交互作用、固定化脂肪酶添加量与反应物质量比交

互作用、反应温度与反应物质量比交互作用对 DAG产率的

影响。图5~7是Design-Expert8.0.6软件作出的等高线图

及响应曲面图,对这些上述交互项之间 的 交 互 效 应 进 行

分析。

由图5可知,当反应温度固定为24℃,固定化脂肪酶添

加量为8%,要提高 DAG 产率米糠油和油酸甘油的质量比

值应控制在9~21,比值过高或过低,DAG产率都降低;米糠

油和油酸甘油酯质量比一定,增加反应时间可以增加 DAG

产率,仅就 DAG产率而言,反应时间在7~13h,米糠油和油

酸甘油酯质量比在9~21范围内存在显著增效作用,DAG

产率随着两因素水平的增加而升高。反应时间在交互作用

中起了更为重要的作用。
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图5　时间和反应物质量比值对 DAG产率影响的三维曲面和等高线图

Figure5　Surfaceandcontourplotsmutual-influenceoftimeandratioofreactantweightontheyieldofDAG
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Figure6　Surfaceandcontourplotsmutual-influenceoftheamountofimmobilizedlipaseandratioof
reactantweightontheyieldofDAG
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图7　温度和反应物质量比对 DAG产率影响的响应曲面图和等高线图

Figure7　Surfaceandcontourplotsmutual-influenceoftemperatureandratioofreactantweightontheyieldofDAG

　　由图6可知,反应温度固定为24 ℃,反应时间固定为

10h,固定化脂肪酶添加量在6%~10%,米糠油油酸甘油酯

质量比在13~25范围内存在显著增效作用,当酶添加量一

定时,反应物质量比在5~13范围内增加可以增加 DAG产

率;酶添加量在交互作用中起了更为重要的作用。

由图7可知,反应时间固定为10h,固定化脂肪酶添加

量固定为8%时,反应温度在24~30℃,米糠油与油酸甘油

酯质量比在9.0~18.5范围内 DAG 产率较高,当反应物质

量比为定值时,升高温度可以增加 DAG产率;反应温度在交

互作用中起了更为重要的作用。

为了得到最佳的制备条件值,对二次回归方程各变量求

偏导数,令其为零后解联立方程,解得制备 DAG最佳的反应

条件:反应温度为25.74 ℃、反应时间为10.19h、固定化脂

肪酶添 加 量 为 8.67%、米 糠 油 与 油 酸 甘 油 酯 质 量 比 为

14.36,模型的理论值为60.3831%。

2.3　验证实验

按上述优化的试验条件进行验证性实验(n=3),同时也

考虑到实际情况,采用反应温度为26℃、反应时间为10h、
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固定化脂肪酶添加量为8.5%、米糠油与油酸甘油酯质量比

为14,此时 DAG产率为58.31%,验证实际条件预测的理论

值为60.36%与实际值的相对误差为3.4%,因此响应分析

的模型是可靠的[14]。

3　结论

反应温度、反应时间和反应物质量比对 DAG 产率影响

显著,因素的主次顺序依次为反应温度、反应时间和米糠油

与油酸甘油酯质量比、固定化脂肪酶添加量。试验通过优化

制备富含甘二酯的米糠油的工艺提高米糠油中的甘二酯,反

应结束后,使用固体催化剂易于分离且可以重新利用,比较适

合制备中低含量的甘油二酯产品,反应原料容易获得,适合大

规模生产应用。在今后的研究中应考虑固定化后的脂肪酶重

复利用次数对DAG产率影响及pH对固定酶活性的影响。
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个浓度体系的参比样。采用Spearman检验后的rs 均值法,
能够客观评估不同评价员在多次排序中所体现的正确性。
由于酸味的后味相对难以祛除,评价员自身对甜味排序的正

确性普遍要好于酸味,不过甜味排序表现欠佳的评价员人数

要多于酸味。同时通过 Kendall检验能够评估评价员自身

多次排序试验之间的重复性,整体上 W 值与正确性结果之

间体现了正相关性的趋势,但 W 值更加精细的区分了评价

员之间的细致变化,特别是对rs 平均值相同的评价员能够

区分相互间的重复表现,提高了评价员能力的区分精度。针

对试验管理者感官分析师所要求的既正确又稳定的评价员

综合能力,采用聚类分析法可直接将评价员分成不同等级类

别,甜味排序能力可分成4档,酸味排序能力可分成3档,体
现了很强的实用性和科学性,为感官分析实验室的评价员筛

选和管理提供了可靠的方法。
一种科学的评价员性能评估方法,需要依托于适宜的参

比样体系。因为样品评价难度过高,远远超过评价小组团队

的差别阈值,使得绝大多数评价员不能正确评价,也就失去

了评估和筛选的意义;而样品评价难度过低,所有评价员的

每次重复结果都最佳,也起不到筛选更优秀评价员的目的。
同时,感官分析结果是评价小组最终的结果,而非受某个评

价员的结果所左右,在统计意义的范围内,评价小组内允许

个别评价员某几次表现欠佳,因此,可将筛选出的优秀评价

员组建成优秀的评价小组队伍。而单独对于评价小组性能

评估还需要进一步深入探讨,包括评价员性能与评价小组之

间的关系、不同评价小组之间的性能比对等。
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