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我国牛油果脂的甘油三醋组成测定

汤 逢 温 光 源

用银化硅胶薄层 层析
—

胰脂酶催化水解方 法
,

测定 了牛油 果脂 的甘油三醋组

成
。

牛油果是我国云 南引种的非洲的品种
。

同时测 定 了可 可脂及代可可 脂 Fa n d o m

2 00 的甘 油三醋 组份以 资比较
。

样品脂肪经乳化铝柱 离析得到纯 甘 油三醋
,

在银化硅胶薄层上用正 己 烷

—
乙

醚

—
甲醇
—

醋酸 (7 9 : 2 0 : 1 : O
。

0 5 , v /v ) 溶 剂体 系分离成六 条谱带
。

从 各谱带回

收的甘 油三醋 用胰脂酶将其水解成 日
—

甘 油一醋
。

用 5 % H CI 一CH 3O H 醋化脂肪

酸成 甲醋
。

以 十 七 烷酸 甲醋为 内标物进行 气相 色谱法测 定
。

根据各谱带甘 油三醋 的

脂肪酸的种类与含量和胰脂酶水解而得 日
—

甘 油一 醋的脂肪酸种 类与含量
。

可 计

出本谱带中各种甘 油三醋 组成
。

试验结果表明
,

牛油 果脂的脂肪酸组成是由豆范酸 0
.

2 %
,

软脂酸 4
。

9 %
,

硬脂

酸 42
。

4 %
,

油酸 47
。

2 %
,

亚油 酸 4
。

4 %
,

亚麻酸 0
。

2 %
,

花生酸 O
。

7%
。

有十 六种

不 同结 构的甘 油三醋
,

其中 5 3 : 2
。

3%
,

S ZU
: 4 5

。

g %
,

S U : : 4 5
。

o %
,

U 3 : 6
.

5 %
。

牛油 果脂含日
一

油酸二饱和 酸甘油三醋约 40 %
,

比可可脂 中的少得多
,
而二 油

酸饱和 酸甘 油三醋约 42 %却比 可可脂的高出一倍
,

若 以 之代替巧 克力的全部可可 脂

不适 当
。

但 可 以作为制备代可 可脂的原料
。

引 言

我国对于油脂的甘油三醋组成测定尚未开展
。

有些油脂的脂肪酸组成虽然近似
,

但由这

些酸构成的甘油三醋的组成即可能有所不同
。

因此它们的物化性质与用途就可能 有 一 定 差

别
。

国外对甘油三醋的研究十分重视
。

我国种植可可很少
,

食品工业用的可可脂几乎全部靠进口
,

为此代可可脂资源的探讨是

有一定意义的
。

十几年前
,

我国云南省元江地区引种了 非 洲 山 榄 科 (S
e Pt ac

e a e )的牛油树

(B u ty r o s p e r m u m P a r k ii k o ts eh y )
,

牛油果脂 (S he a b u tte r )在非洲作为食用油脂
。

我们便

选择它作为研究代可可脂的可能性
。

为了进行比较
,

我们对可可脂和一种进 口合成的代可可

脂F a n d o m 2 0 0 进行了测定
。

本文收到日期 1 9 8 3 年 8 月 10 日
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研究油脂中甘油三醋组份限于分析手段
,

进展缓慢
。

1 9 2 7 年
,

于书 ldi fc h l‘] 首先 应 用 低

温分步结晶与氧化法相结合的方法测定油脂中的甘油三醋组 份
。

随 后 k a r tl, a ‘“ ! 的氧化
—

分部法
,

D ut t o n[ 3 ] 的逆流分布法在测定油脂的甘油三醋组份中用者较多
,

由 B ak
e r 和W i卜

lia m s山 设计
,

H a m m o n d 等人 [5l 用于甘油三醋结构测定的热梯度分部法来得到推广
,

用下

述的方法比它更好
。

L u e os 等人 少
’“ 1对金属离子

、

尤其是银离子与不饱和烃类之间形 成 络

合物的研究
,

导致 Bar r e tt 等人 〔’”l 把银化硅胶薄层层析技术应用到甘油三醋的分离与测 定

并得到推广
。

目前最好的分离甘油三醋的方法的高效液相色谱法
。

随着生物化学家们对胰脂

酶的研究
,

M a tts o n t’4 1于 1 9 5 2 年观察到胰脂酶可以水解甘油三醋 分 子
a (a 产) 位 置 的脂肪

酸
,

而对 日位置的脂肪酸则不起作用
。

D u tt o n S a v a r y [‘5 ’

和 M a tts o n
等人 [’6 , 用胰 脂酶 水

解研究了许多天然油脂的甘油三醋
,

并分离测定了 日
—

甘油一醋的脂肪 酸 组 成
。

用 此 法

G un
s to n C , 「‘了

’‘8 ’B la n k[
‘”’“”l 等对很多植物与动物油脂的甘油三醋结构进行测定

,

结 果 与

Mor le y 等人 俘‘I 用合成的甘油三醋作为研究对象所测得的结果相符合
。

本文对牛 油 果 脂甘

油三醋组份研究采用的方法是 IU PA C[
2“ l介绍的氧化铝柱层析纯化样品及酶促水 解 方 法

,

B a r r e tt t‘”l
、

B la n k [ ‘”
’2 0 1

、

B e z a r d 等人
L2 3 1 介绍的银化硅胶薄层层析分 离 方 法

,

L u d dy f2 4 1

介绍的水解产物的分离方法
,

St of fe lls s ] 的甲醋化法
,

IU PA C[ 绷 的气相色谱法
,

以及 B la
-

n k l’”l的计算方法
Q

实 验

实 验 材 料

纯净甘油三醋
:

用正已烷法 〔川 分另lJ萃取牛油果和可 可豆中的脂肪
。

萃取物用旋转式真空

薄膜浓缩器在微弱氮气流
、

低于 50 ℃ 的条件下蒸去溶剂
。

将牛油果脂
、

可可脂代可 可 脂 Fan
-

d o m 2 00 通过氧化铝柱
, ‘2 ”l 层析纯去除非甘油三醋物

,

样品的熔点列于表一
。

表一 种仁含量 及其脂肪熔点

(℃)

样
种仁含油量

(% ) 化 后

一脂脂
.

果

可

由牛可

代可可脂 F a n d o u 2 0 0

3 2
。

1 ~ 3 6
。

0

2 6
。

7 ~ 3 3
。

2

2 7
。

3 ~ 3 0
。

0

3 1
。

2 ~ 3 4
。

6

2 7
。

8 ~ 3 4
。

5

2 9
。

0 ~ 3 0
。

5

9曰nJ�
匕口」

}

_
一适

_

果豆油可牛可

脂肪酸组成的气相色谱分析标准物月桂酸
、

肉豆栽酸
、

软脂酸
、

十七烷酸
、

硬脂酸
、

油

酸
、

亚油酸
、

亚麻酸
、

花生酸及山芋酸等十种脂肪酸的纯度为 90 ~ 99 %
。

水解用的胰脂酶是本实验室 自己制备的
,

酶的活力为 9 5 0 0 单位 / 克(经科学院北京 微 生

物研究所鉴定 )

硅胶 G ( A
.

R
。

)
、

中性氧化铝 ( A
o

R
.

)
、

硝酸银 ( A
o

R
。

)
、

2,
、

7,

—
二氯萤光素 (A

o

R
.

)
、

无水硫酸钠 ( A
.

R
·

)
、

无水碳酸氢钠 ( A
·

R
·

)
、

氯化钠 ( A
·

R
.

)
、

氨水 ( A
·

R
.

)
、

浓硫酸 (A
·

R
·

)
、



乙醇 (A
·

R
,

95 % )
、

正已烷 (C
·

P. )乙醚 (A
·

I之
·

)
、

甲醇 (A
·

R
·

)
、

酷酸(A
·

R
·

)
一

石油醚 (A
·

R
·

)
、

氯仿(A
o

R
·

)都是国产试剂
。

实 验 程 序

全部实验程序见图解一

脂肪酸甲酉旨

杏

} 甲酉旨化

{一—
气相色谱分析

样 品 脂 肪

}
氧化铝柱层析

杏

廿 油 三 脂 混 合 物

银化硅胶薄层层析分离制备
杏

各 i普带 甘 油 三 酉旨

,’5 % H CI 一甲醇
” 甲月日七

杏

T G 的脂肪酸 甲醋

}
气相色谱

L一一
。 日 ,r G

人I G
的脂肪酸组成

胰脂酶催化水解
咨

水 解 产 物 (混 合 物)

T G + D G 十 M G + FFA

}
硅胶薄层层析分离制备

杏

日一M G

}
“5 % H CI一甲醇

” 甲脂化
杏

日一M G 的脂肪酸甲酉旨

1

⋯一里马
色谱

计 算
吝

一

计 油 三 醋 组 成

图解一 甘油三醋结构组成分析过程

M G
:

甘油一酉旨

T G
:

甘油三酉旨

D G
:

一

日油二酉旨

FFA
:

游离脂肪酸

1
、

月旨肪酸分析

包括油脂的脂肪的分析以及分离出的甘油醋中的与游离脂肪酸的分析
,

使用的气相色谱

法基本条件是一样的
。

油脂与甘油醋转变成甲醋采用 5 % H 。卜 甲醇法 嘟 l,

以微量法醋化甘油三醋和游离脂 肪

酸
。

在安瓶瓶中加入样品 5 ~ 20 m g ,

干苯 lm l
,

干燥的 5 % H CI 一甲醇试剂 2一 3 m l
,

氮气杆



去空气后封闭瓶口
。

在水浴中沸煮 2 小时
,

冷却开瓶
,

加 3 m l蒸馏水
,

充分混合后 离 心 分

离
,

取苯层用无水硫酸钠
—

无水碳酸氢钠 (4
: IW / W )干燥

。

脂肪酸甲醋的气相色谱分析用沪分仪厂 1 00 型气相色谱仪
,

FID 检测器
,

固定相为 15 %

PD E G S
,

涂于 G a s Ch r o m Q (6 0一8 0 目)
、

Z m x 中4 m m 的 U 型不锈钢柱
。

汽 化
、

层析
、

检测温度分别为 2 2 0 ℃ 2 7 5 士 0
。

5 ℃2 0 0 oC
,

N Z ,
H : ,

O :
的流速分别 是 4 1

。

5 , 凌3 与 4 5 0 m l/分
。

用 已知的混合脂肪酸甲酸定性
。

定量用的内标为 C 17
: O 甲醋

,

峰高 x 半峰宽得 面 积
,

操 作

程序同 IU PA C郎 l法
。

牛油果脂
,

可可脂与代可可脂 F a n d o m 20 0 的脂肪酸组份见 表 二
。

表二 牛油果脂
,

可可脂与代可可脂 F a n d o m 20 0

的脂肪酸组份 (克分子% )

饱饱饱 和 脂 肪 酸酸

11111 4
: 000 1 6 : 000 1 8 : 000 2 0 ‘000 2 2 : 000 总计计 1 8 : 111 1 8 : 222 1 8 : 333

牛牛 油 果 脂脂 0
。

222 理
.

9 1 4 2
.

444 0
。

777 {{{ 4 8
。

222 一一 4
一

444 0
。

222

可可 可 脂脂 微量量 2 5
·

7 一3 6
·

222 0
。

333 微量量 6 2
。

333 4 7
。

2 111 2
。

555 微量量

代代 可 可 脂脂 0
。

444 ‘5
·

5

⋯
3‘

·

‘‘ 4
一

444 微量量 5 7
。

444 3 5
·

2

111
2

。

000 0
。

222

FFF a n d o m 2 0 0000000000000 ‘o
·

4

」」」」

按照 IU PA C[ 26] 法的介绍
,

气相色谱固定液浓度在 15 %时的层析温度宜在 18 5 ℃ 左右
,

保由时l司〔分脚)

图 1 十种脂肪酸 甲醋混合物的 G L C 图

条件
: 1 5 % PD E G S一G a s C h r o m Q (6 0 ~

5 0 目)
, Z m x 4 m m U 型不锈钢柱

,

层析温

度 1 7 5 士。
。

s cc
,

载气 (N Z)4 2
。

sm l/ 分 (平均

流速 )
,

FID 检出
,

纸速 1 0 m m /分
。

层析柱内径 4 m m 时载气流 速宜 在 40 ~

6 o m l/ 分
。

我们以 4 1
。

5 m l/ 分的载 气 流

速
,

层析温度为 1 8 5℃
,

C
, 2 : o 和 C

, 4 : o

靠得很扰
,

且 C , : : 2 和 C Z。: 0 的分离效果

较差
。

温度在 17 5 士 0
。

5 ℃时
,

既可以使

C : 2 : o
、

C ; 4 : 0 明显分开
,

也可使 C
, 。: 2和

C Z。: 0 较好地分离
,

并 可避 免 C
: 。: 3 和

C Z: : 0峰形增宽过大
。

从C , : : 0
、

C : 4 : o
、

C
; 4 : 0

、

C
, 。: 0

、

C
, : : 0

、

C l : : 0
、

C
, , : 1

、

C , : , 2
、

C : : , 3
、

C 2 0 : o
、

C 2 2 : o的甲醋 混合物

的色谱图 (图1) 看出
,

本试验条件对这十

种脂肪酸甲醋混合物的分离效果良好
。

十种脂肪酸甲醋的保留时间列于表三
,

死时间的计算 按 照 Po te r s o n 和 H a fe r

K a m p 等人提出的 方 法 [48
‘。

以校 正 保

留时间的对数为纵坐标
,

碳原子数为横

坐标作图
,

得到一条直线 (图 2 )
,

表明

G E C操作条件是稳定的
。

定量方面
,

由

于待测样品中的脂肪酸既无短碳链酸存

在
,

也无取代酚存在
,

故无需作校正因

子的测定
。

按
“

峰面积 二
‘

峰高火半峰宽
”

用归一化法计算图组成酸的百分数
。



表三 脂 肪 酸 甲 脂 的 保 留 时 间

月旨 肪 脂

C
工2 : 0

1 , 5 0 ,’

C
1 4 : 0

2 , 2 0 扩

C
2 6 : O

4 , 1 7 l’

C
x : : O

5 , 2 9 1,

酸

C
l , : 0

甲

C
x s : 1 C Z: : 0

7 , 4 l’

一 Zt
n

)

6 , 2 4 1,

8 , 2 1 l’

C
ls : 2

1 0 , 4 2 ,’ 2 0 , 2 9 1,

二 (t
。 + ; x t

: 1 _ ; 一 t
。2
) / (t

。 十 ; X t
n _ ;

1 , 10 ,’ 1 , 4 0 ,, 3 , 3 7 1, 4 , 4 9 ,,

二 4 Ol’ n = 1 6 ,

t , R 7 , 4 1 ,, 10 , 0 2 ,,

C
1 5 : 3 C Zo : 0

1 1 , 5 0 1, 13 , 4 8 ,,

二 4 1

1 1 , 10 ,’ 1 3 , 0 8 ,,

RM
小L今L

1 9 , 4 9 1,

表中 t R
一保留时间

, t M
一死时间

,
t, l:
一校正保留时间

/
.

/
K7.z

儿t
.

1。劝口

/

/

O口奋
才卜o.

口
’

‘

}
,

0.+ } /

2 0 之么糕
坎

阁2
.

脂助酸甲瀚 函时}勿的棘万彻玲环

畔畔而仍喃月才螂欲却
图 3 牛油果脂的脂肪 酸 (甲醋 ) 气相 色谱图

有 C ; 4 : 0
,

C
, 6 : o ,

C ; : : 0 (内标 )
、

C : : : 0 ,
C ; , : i ,

C : , : 2 ,
C Z。: 0 ,

C : 。: 3
。
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图 3
、

4 分别是木试验条件下测得的牛油果脂和可可脂的脂肪酸甲酮气相 色谱图
。

从图 3

得知牛油果脂有 C
, 、 : o

、

C
: 。: o

、

C
l , : o

、

C 工, : 1
、

C
; 。: 2

、

C
, , : 3

、

C : 。: o
一

匕种 )j旨jJ旨酸
。
了可

一

, “

丁脂 (I至} 4 )

有 C , ; , o
、

C , 。: 0
、

C : s : o
、

C l , : o
、

C , 8 : 1
、

c , , : 2
、

e , , : 3
、

e : 。 : o 不日c : : : 。
八种脂肪酸数据歹IJ于表二

。

自: ’口

图 4 可可脂肪酸 (甲醋 ) 气相 色谱图

有 C
, ; : 0 ,

C
, 。: O ,

C
, ? : o ,

(l匀标 )
、

C , , : o ,

C
, 。: i ,

C
, , : 2 ,

C Z。 : o ,

C
: , : 3 ,

C 2 2 : o
。

2
、 一

甘油三醋结构分析

甘油三醋结构分析过程如图解一所示
。

用氯仿稀释经氧化铝柱层析纯化了的廿油三酪混

合物
,

薄层层析后
,

喷以显色剂
,

在 U V 灯下显出的各谱 带 分 别 刮 下
,

用 乙 醚
—

甲 醇

(9 5
:

5) 混合溶剂萃取
。

加 2一 4 1n l0
。

SM 的氨水到萃取液
,

混合后分离
,

再用 3 x 1 0 m l蒸馏水

洗三次
,

最后用无水硫酸钠干燥
。

将此萃取物一部分甲醋化
,

测定其脂肪酸组成
, 另一部分

加入一定数量的胰脂酶进行酶催化水解
。

水解产物用硅胶薄层分离
,

将其中的甘油一酷谱带

直接刮入安瓶瓶中甲醋化
。

测定甘油一醋的脂肪酸组成均以十七烷酸作为内标物
。

甘油三醋结构的确定
,

首先根据各谱带甘油三醋总的脂肪酸组成 (从饱和度不同分为饱

和 (s )
、

一烯 (M )
、

二烯 (D )
、

三烯 (T) 四类 )并按各类甘油三醋在银化硅胶薄层上的洗脱顺

序 〔川
,

确定每谱带可能存在的甘油三醋
,

用 Bl
a n k 等人 〔’”〕的计算方法

,

由各谱带甘油三醋及

水解得到的日一甘油一醋的脂肪酸组成奋分别计算出各谱带中存在的各廿油三醋的含量
。

银化硅胶薄层层析分离甘油三醋采用 Bl a n k 等人 t‘”1 的方法
。

用 5 % 的硝酸银水溶液将

硅胶 G 调成 45 % 浓 度的浆状物
,

,

涂于 20 又 2 0c m 的玻璃板上
,

凉干后
,

80 ℃ 烘 1 小时
,

在

在 12 0℃ 下活化 1 小时
,

薄层厚度约 0
。

4 m m
。

以线状点样法将 10 %甘油三醋的氯仿溶液点于薄板上
,

在容闭层析缸内
,

用正已烷
—

乙醚一一甲醇—
醋酸 (7 9

:

20
: 1 : 0

. 0 5 v
/ v) 混合溶剂上行法展开 80 分钟

,

展开的薄 层 用氮

气吹干
,

喷以 O
。

2 %的 2
产、 7 产

—
二氯萤光素的乙醇 (95 % )溶液

,
U V 灯下检出各谱带

。

胰脂酶催化水解甘油三酷采用 IU PA C畔 l的水解条件
,

在 5 m l的离心试营中加入约 20 m g

月油三醋
, 4 m g 胰脂酶

, i m ll
. 刀M 的 N H 4C I/ N H ‘O H (p H S

。

0 ) 缓冲 溶 液
, o

。

osm l2 2 % 的

C a
C1

2 水溶液
、

O
。

lm lo
。

1% 的胆酸钠水溶液
。

放入 40 ℃ 水浴中温热一分 钟
,

快速振荡 1 分

30 秒
,

加 0
.

5 , n l6 N 的盐酸和 Z m l乙醚
,

激烈振荡约 1 分钟
,

离心分离
,

吸出上层乙醚萃取

液
,

供层析分离甘油一醋用
。



一 i

硅胶薄层层析分离水解产物的甘油一醋采用 Lud dy 等人 川 ] 的 方法‘ 样品 浓 度 为 5 %

水产物的氯仿溶液
。

在厚约 o
.

4 m m 的硅胶 G 薄层上
,

以后油醚
—

乙醚
—

醋酸(6 。:
40

: 1
。

6

v/ v) 作展开剂
,

操作同甘油三醋的薄层分离
。

水解反应时间
,

酶/ 底物比的确定
。

水解反应时间的确定
,

是翔良物与酶的量固定
,

分

别测出不同反应时间得到的游离脂肪酸含量 , 测定酶/ 底物比时
,

固定甘油三醋的量和水解

时向
,

分别测定不同酶用量情况下水解得到的游离脂肪酸含量
。

水解度 (%卜
~

2哪释怨爵纂瞥娜
一 1。。%

其他操作条件按 L u d d了 的方法
。

结 果 与 讨 论

l
、

银化硅胶薄层层析分离甘油三醋

为选择薄层层析的展开剂对 B ar r o tt 等人 〔’“1 和 B。 :
ar d 等人 Iz3 ] 的实验条件作了比较

,

观察到后者的溶剂体系在分离效果 (可得到六个斑点 ) 和展层时间 (约 80 分钟) 方面 均 优于

前者
。

于是
,

本试验选择了 B cz ar d [z3 l 的正已烷
—

乙醚
—

甲醇
—

醋酸 (7 9 :
20

: 1 :
0

.

05
v
/

v )体系
。

表四 不同
.

、样量 。
石层析谱 带

, 匕较

八U一工‘!卞工.未
.

:
�一�J一土.

.

卞上.4
t weT .1 卫nU一十十

.

下丰
·

t�性月一二.
卜
牛注月止.‘J

J

�J

在分离制备薄层 色谱中
,

为了提高制备

能力
,

除了对吸附剂的有效吸附表面积
,

薄

层涂布的均匀性有较严格的要求外
,

还要考

虑点样形式及点样量
。

我们分别 对 5
、

1 0
、

15
、

2 0
、

2 5
、

3 0
、

4 0
、

5 0 , n g 点样量作了 比

较
,

结果见表四
。

试
.

验表明
,

一

由于样品中高

含量组份与低含量组份的百分含量差别太悬

殊
,

增加点样量
,

出现的谱带数虽然有所增

加
,

但高含量组份之间
,

分辩率 却 显 著 下

降
,

甚至完全无法分辩
。

为此
,

我们采取了

点

1 0 1 1 5

样 量 ( n i g )

2 。
一
: 5
一
3 (

二J

谱带

十++-H-+十+

一

万
‘

⋯
’

⋯
一

{万万
一

}
“

{
十
⋯十

,
: 十 十 十十 !

3 ;
十 } 十 , 十

一

卜 , 十+ {

兰 } ‘ } 十
1

十

⋯
+

⋯
“

⋯ 一
+

一
_

一6 { { } { {

图 5

条件
:

2 0 ~ 2 2℃
,

2 0 m g 点杆重的 色谱图
图 6 3 0 m g 点样量 的色谱 图

1 0% A g N O 3 / 5 11左e a g o 1 G ,

正巳烷一乙醚只甲醇一醋酸 (79 :
·

2 0 、1
。

: 0
.

0 5 , / v )
,

上行法展层 80 分钟
。 ,

I

L

一



20 m g 和 30 m g 两种点样量
,

见谱图 5 和图 6
,

以前者测定第 2
、

3 两条谱带
,

以后者测定 1
、

4
、

5
、

6 四条谱带
。

从分离谱带硅胶上洗脱类脂我们对通常采用的三种方法 [‘”
’““’

301 作了比较
,

见表五
,

吸

取各法之优点
,

由于氯仿比量大于水
,

水洗分离操作麻烦
,

而且萃取物损失 的 几 率 大
。

乙

醚
—

甲醇的溶剂强度大于 乙醚
,

有利于不饱和醋的洗脱
。

净化萃取物除去硅胶与萤光显色

剂用氨水比水更有效
,

操作也比柱层析法简便
。

为此
,

本试验采取了乙醚
—

甲醇 (9 5
: 5 )作

萃取剂
, o

。

SM 氨水为净化剂从硅胶上回收甘油三醋
。

表五 几种从硅胶吸附 剂上回收甘 油三酮 的方法比较

鲜 〔3 0〕 〔1 9 ) [ 2 0〕 本 实 验
献

文
法\

项 目 一\戈⋯

萃 取 溶 剂

有 机 相 比 重

净 化剂与操作

氯仿一甲醇 (2 : l)

> 水

o
.

SM氨水
,

水洗

乙 醚 乙醚一甲醇 (95
:

5) }乙醚一甲醇 (95
:

5)

< 水 < 水

水洗
,

柱层析 水 洗

< 水

0
。

SM 氨水
,

水洗

2
、

酶促水解及水解产物的分离

胰脂酶催化水解甘油三醋的a( a, )脂肪酸有专一性
,

而不同于其它脂肪酶
,

综合 Mat ts o n

和 B e ek [’“
、

B r o e k e r h o ff[ 34 1
、

M a tts o n T35 1及 S a v a r y等人 t36 ] 的研究结果
,

胰 脂 酶 催 化水

解甘油三醋的基本反应过程可概括如图解二
。

他们的试验还证明
,

水解产物中少 量的 a(
a 尸

)

—
甘油一醋和 a 、

a,

—
甘油二醋

,

是 日位置的脂肪酸向 a (a 尹
)位置转移的结果

。

「 一 一 一 一 一 一 二 一 一 一一 门

; 。
j

一

礴 {

}。丁甸
L
。·\。

平
。叮

}鲤生
、。

丁
{ L‘ 、 「

‘月 z
_

L 口“ ;
L

} 召月 琢娇 {
: ‘ O U

’

‘ - - 一 ~ 一 ~ ~ 一 _ _ _ 一 目

择构札

+ H·

生

{

四
、

娜一

J
�

{

图解二
、

胰脂酶水解甘油三醋的步骤

(说明 :
主要反应步骤和产物在虚线矩形内

。 a 、

a,
、

日分别代表相应位置上的

脂肪酸
。

脂解出的游离脂肪酸来表示出来
。

)

由于 D u t t o n 及 I v e r s o n
等人 ( 3了一 40 ),

研究表明可可脂中的甘油三醋 7 5 %是 PO P
、

PO S 和

5 0 5
,

于是
,

我们便以银化硅胶薄层分离可可脂时谱带 2 (见表七 ) 的甘油三醋作为验证胰脂



酶位置专一性的底物
。

水解后
,

分别测定水解产物甘油一醋的脂肪酸和水解下的 游 离 脂 肪

酸
。

试验结果表明
,

水解之前 (图 7一a)
,

甘油三醋的脂肪酸有软脂酸 (峰 l )
、

硬脂酸 (峰 3 )

和油酸 (峰 4 )
,

水解产物甘油一醋的脂肪酸 (图 7一b) 只有油酸 (峰 4 ) ; 而水解下的游离脂

肪酸 (图 7一 c) 只有软脂酸 (峰 1 )和硬脂酸 (峰 3 ) 图中峰 2 是加入的内标物 C1 7 : 。酸
。

由此可

见
,

我们使用的方法充分体现了水解
a (a 尸)脂肪酸的专一性

。

c
,

解翩砷啊绷
,

娜
一

喊淤砷体解询
傅肪朋滩

司

: ,

甘琦二葫嘛砌

崎痛筋暇

图 7 底物水解前后 的 G L C 图

a 。

SM S 含量达 94 % 以 上的甘油三醋 (水解前 )的脂肪酸 G L C 图 ;

b
。

水解产物甘 油一醋 (M G )的醋肪酸 G L C 图 ,

c 。

水解产物游离脂肪酸(FFA )的 G L C 图
。

为了使 日一脂肪酸转移到 a 位降至最低限度使产物日一甘油一醋的含量达到最高
,

除了反

应体系的电解质浓度
、

钙离子浓度
,

胆盐浓度
、

p H 值和温度控制在适宜的条件之 外
,

水 解

反应时间以及酶 / 底物比是很重要的二个因素
。

本试验用酶活为 95 00 单位 / 克胰脂酶 丙 酮粉

催化水解甘油三醋时
,

测得对于 5 ~ 20 m g 重量的底物最适酶用量约为底物的 20 %
。

其 最 适

水解时间约 1 分 20 秒至 l 分 30 秒
,

以减少 日一甘油一醋异构 a一 甘油一醋同时观察到酶/底

物比在 5一 2 0%范围内对水解度影响非常大
,

超过 25 % 则影响比较小
。

胰脂酶水解后的液体中除含甘油一醋外还有甘油二醋与未反应的
,

不论脂肪酸碳链长短

及不饱和程度差别的大小
,

均可在硅胶吸附剂上按甘油醋分子中的经基数目不同而被层析分

离 件‘一魂5 1
。

虽然水解产物中的甘油一醋有 a (a
尹
)一甘油一醋和 日一甘油一醋两种异 构 体

,

但

从水解历程可知
,

a( a, )一异构体是 由 日一异构体异构化而产生的
。

因此
,

分离水解产物时
,

无需将 a (a 尹
) 和 日一甘油一醋异构体分开

。

我们采用 L u d d尹
2 魂1 的方法

,

层析油脂结果 (图 8 )

与 L u d d y[
“d l和 Bl

a n k[
‘”] 的结果一致

。

对照空 白试验 (图 9 ) 以及酶水解纯甘油三醋层析的

图谱 (图 10 )
,

得知图 8 的七条谱带
。

虽然本试验无标准甘油二醋和甘油一醋去验证第五
、

六

两条谱带
,

但根据 B la n k t’。] 和 L u d dy I2 4 ] 指出 R ,
值 是 按 T G > FFA ) D G > M G 递减的

,



图 8 酶促水解产物的分离 T LC 圈

1一溶剂前沿 , 2一T G ;
‘

3一污染伽 4一FFA , 5一D G

6一M G , 7一原点
。

图 9 晦水解空白试验的 T 七好 图

1一溶剂前沿
;

2一污染物 ,

3一原点
,

图 10
.

酶水解纯甘油三酣 的 T L C 图

1一溶剂前沿
; 2一T G ; 3一污染物

;

吐一F FA , 5一D G , 6一MG ; 7一原点
。

一

图 8 ~ 10
、

胰脂酶催化水解甘油三酣声物的硅胶薄层色谱图条件
:

石油醚

(3 0一 6 0
0

)二乙醚一醋酸(6 0 、‘。: 1 . 6 )
,

时间 4 0~ 5 0 分钟
。

“ 卜
一

‘{
’

本试验条件与他们相同口
G 和 F

歼 的洗脱顺序也和上述顺序吻 合
, 同 时

,
“饭G 比 D G 多

一个游离经基
,

虽然 M G 与硅胶的吸附作用要比 D G 大
。

因此可推断出第五条是甘油二 醋
:,

a淤 条件按 胜 4」

0
一

9 2

0
。

6 9

0
。

4 4
.

了
·

0. 0 9

b
。 :
标准偏差

水水
‘

解 产 物
‘

’’
’ ‘

l
·

‘

{一 亡 Rlll a 6 一 工bbb

甘甘油三酉旨
.

、

(T G )
...

0
一

9 222 O, 0 1 7
一 ‘‘

::: 、 游离脂肪酸
‘

,

(万FA )
一

::: 0
。

6 999 0
.

0 1 6
、、

甘甘油二醋 一 厂(D G )
,

‘‘ 0
。

4 4
...

0
。

0 1333

,,

甘油一醋
:

⋯ (M G 弄弄
,

·

0. 0 999 0. o o s
t

·
’



第六条是甘油一醋
。

本试验测定了相同条件下的六块色谱图上各水解产物的 R ,
值

,

结果见表

六
。

各平行试验的标准偏差均小于 o
。

02
。

3
、

各谱带甘油三醋的定性

牛油果醋的甘油三醋在银化硅胶薄层上分离成六条谱带
,

同样条件下
,

可可脂
、

代可可

脂 F a n d o m 2 00 分别分离成五和六条谱带
。

我们采用 B c z ar d[ 231 介绍的内标物用甲醋 (C
; 。: 。

酸甲醋)比用甘油三醋 (三癸酸甘油醋 ) 给出甘油三醋含量要准确的方法
,

测出各谱带上甘油

三醋的百分含量
,

见表七
。

表弋 各谱带义 甘油 二喃的百方言量

谱谱 带带 甘油三跪 ‘充方子首分象 )))

尔尔恋图编苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦苦佃佃佃扬扬 啊脆脆 代习, 肠肠

fffffffff. 讨
. 爪沙

,,

~~~ 需髦髦髦髦髦
〕〕护卜r 户分二;刃刃 本 3斗斗 么

.
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名名

贬贬娜肠 333 3‘
.

2‘‘ 沙
.

留留 ; 了
.

‘了了

森森滚葵 季季 ;
.

砷砷 丁
.

刀刀 梦
.

{歹歹

嗽嗽瀚淤 丁丁 )
.

了斗斗 1
.

了333 1
.

子fff

娜娜攀海 ‘‘ 1
.

0
石石石 叹。111

甘油三酉旨类别

G un
sto n 。 [川 发现

,

甘油三醋在银化硅胶薄层上的洗脱顺序
,

从板顶到板底是 0 00
、

0 0 1
、

0 1 1
、

0 0 2
、

1 1 1
、

0 1 2
、

1 1 2
、

0 2 2
、

0 0 3
、

12 2
、

0 1 3
、

2 2 2
、

1 1 3
、

0 2 3
、

1 2 3
、

2 2 3
、

0 3 3
、

1 3 3
、

2 3 3
、

3 3 3 (这里的 0
、

1
、

2
、

3
、

分别表示脂肪酸是饱和酸
、

油酸
、

亚油酸和亚麻酸)
。

Bla n k

[20 ] 和 B e z a r dt z31 用不同的展层溶剂体系
,

证实了这一洗脱顺序
。

这些研究表明
,

廿油三醋

在银化硅胶薄层上的洗脱顺序并非简单地由甘油三醋分子总的不饱和度所决定
,

而与双键在

脂肪酸分子中的数目及其分布关系密切
。

根据 B la n k [ , ”’“0 ]
、

B e 乙a r d l, 3 1
、

C o le m e n 等人 [‘。l的方法
,

本试验把饱和酸
、

油酸
、

亚

油酸
、

亚麻酸分别以 S
、

M
、

D
、

T 表示
,

将每一谱带的甘油三醋按二元~ 四元游合物处理
,

因各谱带之间轻度的相互重叠
,

以及在 U V 下有时不能十分清晰而准确地描出靠得很拢的锯

齿形谱带
,

以使图谱带之间会有不同程度的相互污染
。

一般是一条谱带上常有一种甘油三酷

含量较高 (50 ~ 80 % )
,

因此
,

按 G u
ns fo ne 等人 〔” 1的方法

,

根据各谱带上高含量的甘油三

醋的脂肪酸组成
,

确定出该甘油三醋的类别
。

主要类别确定之后
,

次要的则由该谱带 含量较

低的脂肪酸组成
,

同时参考其前后谱带情况而确定
。

表八
、

九
,

十
、

分别是牛油果脂
,

可可

脂
、

代可可脂 F a n d o m 20 0 在各谱带上甘油三醋与甘油一醋的脂肪酸组成
,

以及由这 些 数

据确定出的甘油三醋类别
。



表八 牛油果脂在各谱带上的脂肪酸组 成
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一

油三醋组份的定量计算
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低于最终结果表示的有效数字
,

可略去
,

于是 由 (3 ) 得
:

M D D 十 D M D 二 4
.

35
.

件m ol 这里
,

仅有 D M D 日位有 M
,

由表十一中 p 位的 M 得
:

D M D = 2
.

0 5 卜二 0 11
.

于是
:

M D D = 4
。

3 5 一 D M D = 4
。

3 5 一 2
。

0 8 = 2
。

2 7 卜m o l

由表七可知
,

该谱带总的甘油三醋含量是 1
.

06 %
,

于是 :

% S D D 二 〔o
。

6 3 / ( + 0
。

6 3 + 0
.

3 2 + 0
。

6 0 + 0
.

3 9 + 2
。

2 7 + 2
.

0 8 )〕

X l
。

0 6 % = 0
。

1 1%

% D S D = 〔0
。

3 2 / (0
。

6 3 + 0
。

3 2 + 0
。

6 0 + o
。

3 9 + 2
。

2 7 + 2
.

0 8 )〕

X l
。

0 6 % = 0
。

0 5 %
,

% S ST = 〔0
。

6 0 / (0 6 3 + 0
。

3 2 + 0
.

6 0 + 0
。

3 9 + 2
。

2 7 + 2
.

0 8 )」

X 1
.

0 6 % = 0
。

0 1 %
,

% ST S = 〔0
。

3 9 / (0
.

6 3 + 0
。

3 2 + 0
。

6 0 + 0
.

3 9 + 2
。

2 7 + 2
。

0 8 )〕

x l
。

0 6 二 0
。

0 7 %
,

%M D D 二 〔2
。

2 7 / (0
。

6 3 + 0
。

3 2 + 0
。

6 0 + 0
。

3 9 + 2
。

2 7 + 2
。

0 8 )〕

X l
。

0 6 % = 0
。

3 8 %

% D M D = 〔2
。

0 8 / (0
。

6 3 + 0
。

3 2 + o
。

6 0 + 0
。

3 9 + 2
。

2 7 + 2
。

0 8 )〕

X I
。

0 6 % 二 O
。

3 5 %

其他各谱带的甘油三脂组成均同理计算
。

表十二列出了 由此方法算得的牛油果脂
、 “

抽J

脂和代可可脂 F a n d o m 2 00 在各谱带的甘油三脂组成
。

牛油果脂有十六种
,

可可脂有 十 一

种
,

代可可脂 F a n d o m 有十五种
。

它们最主要的甘油三醋都是 SM S
。

牛油果脂与可可脂及代可可脂 Fa n d o m 2 00 的比较
。

以可可脂为基准 (1
。

00 ) 用 “
牛油果脂/ 可可脂/ 代可可脂 F a n d o m 2 0 0 ”的比值来表示

,

从表二数据得知
,

它们的主要组成酸 C , 6 : 。
是 0

.

1 9/ i
。

0 0 / 0
.

6 0 ,

C ; , : 。
是1

.

1 7八
.

0 0八
.

0 2 ,

Cl
, : :

是 1
.

34 八
.

00 /l
.

15
;
决定可可脂特性的主要甘油三醋 sM s 自表得知比值是 0

.

5 3八
.

00

/ 0
。

8 6 ,

此外 SM M 是 4
。

9 4 / 1
.

0 0 / 2
。

2 4
。

可见在脂肪酸组成方面
,

代可可脂 F a n d o m 2 0 0 与

可可脂比较接近
,

而牛油果脂与可可脂却有一定差别
。

在甘油醋组成上也存在类似情况
。

兹

将本文所得的可可脂及牛油脂甘油三醋主要组成与 H ild ic th 等 (5 ’) 的数据列表于下
。

表十三 可可脂与牛油果脂的甘 油三醋组成 (摩尔% )

H ild ite h

5
。

7

4
。

10

4 9
。

0

4
。

3

本 文

4
。

9

4 2
。

4

0
。

7

4 7
。

2

4
。

4

0
。

2

文72235量

��八O
�01汽Jg曰

木233脂肪 微酸重量 ( % ) H i ld it e h

2 4
。

4

3 5
。

4

3 8
。

1

2
。

1

酸酸酸酸酸酸脂脂生油麻软花硬油亚亚



(续 )表十 三

谨
。

7 2
。

3

Q自八U

:
OU,曰gJ月怪

、

I
J

月,�匕‘.1门J‘任,土

甘油三醋 (摩尔% )

S 3

SM S PO S

PO P

S
。() S

S M Z S
、
0 0

PO O

2
。

5

5 2

6
。

5

1 8
。

4

l 2

8
。

4

7 4
。

6

9
。

9

U 3 3
.

0 5 6
.

5 2

本文还检出少量的 S : D
,

SM D
,

S D M
,

S D Z
等来列入表中

。

牛油果脂的 SM S 从两个不

同数据都表明比可可脂的少得多
,

牛油果脂的 SM S 在 40 %以下
,

可可脂皆在 75 %左右
,

由于

牛油果脂中软脂酸比可可脂的少得很多
,

只有可可脂的万而硬醋酸却比可可脂多
,

因此 H i
-

ld iit 。h 数据中牛油果脂的 sM s 完全为 S
, O S

t ,

同样情况亦存在我们的数据中
。

而可可脂 中

S
,
O S

t

任为 PO S
。

的 1 8
。

4 / 5 2 。 三者的熔点 S
。
O S

t
> PO S

t
> PO P

。

但牛油果 脂 中 SM : 是 可

可脂的 2
。

5 至 4 倍
,

因此牛油果脂熔点仍与可可脂相近
,

但由于甘油三醋组份相差很大
,

用

于巧克力上性质与可可脂不能相比
,

显得不适当
,

因此直接用牛油果脂于巧克仅任可代替很

少一部份可可脂
,

尚若经过加工改变甘油醋组成
,

增加一些 PO S
t ,

与 PO P
,

减少一些 S to

St SM : 则可能制出品质较高的代可可脂
。

Fa n d o m 20 0 组成可资参考
。

木研究中得到上海食品工业研究所陈芳烈工程师提供牛油果
、

代可可脂和部份有关资料
,

无锡植物油厂提供可可脂
。

本院蒋雄图付教授
,

王荣民
、

沈若荃
、

裘爱咏讲师与姚金凤老师

等的支特与协助
,
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。
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