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不同热处理条件对亚麻酸中持久性自由基产生的影响∗
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（昆明理工大学，云南省土壤固碳与污染控制重点实验室， 昆明， ６５０５００）

摘　 要　 本研究采用电子顺磁共振波谱仪和紫外分光光度计，分别测定不同热处理方式和时间下，亚麻酸中

持久性自由基信号和化学结构特征，以期探究亚麻酸结构变化及其自由基形成位点间的关系．结果表明，亚麻

酸在电炉加热和微波复热后均能产生自由基，且复热后样品中的自由基信号强度明显增强，并随微波复热时

间的增加而增强．这归因于电炉加热对亚麻酸起到启动作用，并提高其分子极性，而后在氧气的引入和微波辐

射的作用下，导致其共轭双键断裂，进而产生以氧为中心的自由基（ｇ 因子值＞ ２．００４０）．微波复热时间增加时，
衰减速率常数 Ｋ 随之增加，相应的，半衰期 ｔ１ ／ ２随之减少．这是由于随着微波复热时间的增加，产生的较短寿

命、高自旋的自由基增多．亚麻酸样品的羟基自由基随微波加热时间的增加而增强，这是因为微波加热有利于

促进过氧化物的生成及其 Ｏ—Ｏ 键的断裂，进而贡献羟基自由基的形成．
关键词　 亚麻酸，电炉加热，微波复热，持久性自由基．
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ｔｈｉｓ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｈｅａｔｉｎｇ
ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｂｒｅａｋａｇｅ ｏｆ Ｏ—Ｏ ｂｏｎｄｓ ｄｕｒｉｎｇ ＬＮＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ．
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近年来，环境持久性自由基（ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ， ＥＰＦＲｓ）作为一种新型环境污染

物，引发了各国相关政府部门和环保科研人员的广泛关注［１⁃２］ ．由于 ＥＰＦＲｓ 具有潜在生态毒性和环境风

险，其毒性效应和风险评估已成为当前国际上的研究热点．文献表明，自由基在人体中过量积累会诱发

哮喘［３⁃４］、癌症、白内障、类风湿性关节炎和心血管疾病［５］ ．众所周知，植物油是人们日常生活饮食中必不

可少的组成部分，被广泛应用于日常烹饪及油炸过程中．文献表明不饱和脂肪酸是多数植物油的主要组

成成分［６］，因其具有加速人体吸收脂溶性维他命等功效被视为人体健康的必需品［７］ ．亚麻酸（ ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ
ａｃｉｄ， ＬＮＡ）是一类具有三个双键的多元不饱和脂肪酸，对维持人体健康具有重要作用．有文献报道，通
过饮食摄取大量亚麻酸可以降低心血管疾病的死亡率［８］，减少 ２ 型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的发生率以及改善

Ｔ２ＤＭ 受试者的胰岛素反应能力［９］ ．亚麻酸作为人体健康必不可少的 ω⁃３ 必需脂肪酸，在日常烹饪植物

油中被广泛地添加，在菜籽油和大豆油中亚麻酸含量约占总脂肪酸含量的 １０％［１０］ ．
当前，已有多数研究报道了食品制作 ／热处理方式（加热和辐射）会促进食品中持久性自由基信号

的形成［１１］，例如，Łａｂａｎｏｗｓｋａ 等［１２］研究支链淀粉和直链淀粉在电炉加热处理过程中的降解时，发现降

解过程伴随着以碳为中心的稳定自由基的生成．Ｆａｎ 等［１３］ 发现，大米蛋白在微波加热条件下，能检测到

大量持久性自由基的信号．然而，仅有少数学者探究了热处理对植物油中自由基的影响．例如，Ｅｍｍａ
等［１４］报道了微波辐射会增加植物油的自由基信号强度，然而在热处理条件下，食用油中自由基的形成

机制还尚不清楚．此外，当前研究仅关注于热处理对食用油中持久性自由基生成的影响，而食用油中某

一组分的自由基产生情况往往被忽略．相对于持久性自由基，羟基自由基是一种高反应性、强氧化性的

短寿命自由基，可产生于多不饱和脂肪酸的热处理过程［１５］ ．因此，解读不同热处理方式和时间下亚麻酸

中持久性自由基的产生过程、形成机制及其衰减特征和羟基自由基的生成情况，有利于评估食用油中自

由基的环境风险以及指导日常热处理的使用模式．
本研究在不同加热方式（电炉加热、微波加热、电炉微波复合加热）和不同加热时间（微波加热

２ ｍｉｎ，电炉加热 ２ ｍｉｎ，电炉加热后微波复热 １—４ ｍｉｎ）条件下处理亚麻酸样品，并用电子顺磁共振波谱

仪（ＥＰＲ）和紫外可见分光光度计（ＵＶＳ）分别测定了亚麻酸在不同热处理条件下的自由基信号强度、衰
减趋势、羟基自由基的产生情况以及化学键变化特征，以期阐明不同热处理方式和加热时间对亚麻酸产

生自由基的影响机制及潜在的生态风险．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 材料与设备

亚麻酸（Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２，ＬＮＡ），化学纯，其理化性质见表 １；无水乙醇，分析纯；５，５⁃二甲基⁃１⁃吡咯啉⁃Ｎ⁃氧
化物 （Ｃ６Ｈ１１ＮＯ， ＤＭＰＯ），ＰＢＳ 缓冲溶液（ｐＨ＝ ７．４），二水合磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４∙２Ｈ２Ｏ），十二水合磷

酸一氢钠（Ｎａ２ＨＰＯ４∙１２Ｈ２Ｏ），氯化钠（ＮａＣｌ）和氯化钾（ＫＣｌ）均为化学纯．上述试剂均购于美国 Ａｌａｄｄｉｎ
公司．
１．２　 实验方法

１．２．１　 亚麻酸的热处理

亚麻酸的初热处理：准确移取 ５ ｍＬ 亚麻酸于 ２０ ｍＬ 玻璃瓶中，置于电炉中加热 ２ ｍｉｎ（模拟日常烹

饪温度，１８０±５ ℃）；同理，将 ５ ｍＬ 亚麻酸置于微波炉中在 ２４５０ Ｈｚ，７２０ Ｗ 条件下加热 ２ ｍｉｎ．亚麻酸的

复热处理：待电炉加热 ２ ｍｉｎ 后的亚麻酸冷却至室温后，置于微波炉（２４５０ Ｈｚ，７２０ Ｗ）中加热 １—４ ｍｉｎ．
亚麻酸原样作为对照组．样品热处理后立即上机测定自由基信号．
１．２．２　 自由基的测定

称量 ２０±０．５ ｍｇ 亚麻酸样品并置于内径 １．０ ｍｍ 的微量移液管中．移液管置于电子顺磁共振波谱仪
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（ＥＰＲ， Ｂｒｕｋｅｒ， Ａ３００⁃６ ／ １， Ｘ⁃ｂａｎｄ， Ｇｅｒｍａｎｙ）内腔中进行亚麻酸样品的 ＥＰＲ 光谱测定．ＥＰＲ 主要测定参

数如下：共振频率为 ９．８７—９．８８ ＧＨｚ，调制频率为 １００ ｋＨｚ，调制幅度为 １．００ Ｇ，扫描宽度为 ４００ Ｇ，扫描

时间为 １０２．４ ｓ，时间常数为 ２０．４８ ｍｓ，Ｘ 轴分辨率为 １０２４ 点，ＥＰＲ 微波功率为 ９ ｄＢ（或 ２１ ｍＷ），扫描时

间为 ２０．４８ ｍｓ．每个光谱的相对峰高度被估计为自由基信号的相对强度．

表 １　 亚麻酸的基本性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＬＮＡ

化学式
Ｆｏｒｍｕｌａ

摩尔质量
Ｍｏｌａｒ ｍａｓｓ ／
（ｇ·ｍｏＬ－１）

沸点
Ｂｏｉｌｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ／ ℃

化学结构
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２ ２７８．４３０ ４４３．４±０．０ ℃
（７６０ ｍｍＨｇ）

１．２．３　 紫外测定

亚麻酸的结构变化通过紫外可见分光光度计（Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＵＶ⁃２００６， Ｊａｐａｎ）测定，以期探究亚麻酸持

久性自由基的产生位点．测定方法如下：５０ μＬ 加热后的亚麻酸置于微波炉中分别加热 １、２、３、４ ｍｉｎ，取
上述 ２０ μＬ 样品加入适量乙醇并充分混合，取适量且等量溶液进行紫外全扫．取等量亚麻酸原样、微波

加热 ２ ｍｉｎ 的亚麻酸、电炉加热 ２ ｍｉｎ 的亚麻酸作为对照组进行检测．
１．２．４　 羟基自由基的捕获

使用 ＤＭＰＯ（０．３ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＭＰＯ 溶液溶于 ０．０１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢＳ 缓冲溶液）捕获样品中的羟基自由基

（·ＯＨ）．将 １００ μＬ 加热 ２ ｍｉｎ 及微波复热 １—４ ｍｉｎ 的热处理后的亚麻酸样品分别与 １００ μＬ ＤＭＰＯ 溶

液混合，置于振动器上振荡 ２ ｍｉｎ，使溶液混合均匀．将 ５０ μＬ 混合物转移到微量移液管中，微量移液管

的一端用真空油脂密封，移液管置于电子顺磁共振波谱仪内腔中进行自由基的测定．
１．３　 数据处理

ｇ 因子值是判断自由基类型的重要参数，先前研究表明 ｇ 因子值＞ ２．００４０ 代表以氧为中心的自由

基，例如半醌自由基，ｇ 因子值＜ ２．００３０ 表示以碳为中心的自由基，如芳香族自由基［１６⁃１７］ ．使用 Ｂｒｕｋｅｒ 的
ＷＩＮＥＰＲ 程序和 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ 计算 ｇ 因子值．ｇ 因子值公式如下：

ｈｖ ＝ ｇｓβ Ｈｓ ＝ ｇｘβ Ｈｘ （１）
ｇｘ ＝ ｇｓ Ｈｓ ／ Ｈｘ （２）

式中，ｈ（６．６２６×１０－３４ Ｊｓ）表示普朗克常数；ｖ （无量纲）表示磁场的频率；β （无量纲）表示玻尔磁子；ｇｓ和

ｇｘ分别表示标准样品（Ｂｒｕｋｅｒ 公司的标准品，ｇ＝ １．９８００±０．０００６）和待测样品的 ｇ 因子值；Ｈｓ和 Ｈｘ分别表

示标准样品和待测样品的共振磁场强度．
采用拟一级动力学方程定量亚麻酸自由基的衰减特征，公式如下：

Ｉｔ ＝ Ｉ０ｅ
－ｋｔ （３）

ｔ１ ／ ２ ＝ ｌｎ２
ｋ

（４）

式中，Ｉ０和 Ｉｔ（ｓｐｉｎｓ·ｇ－１）分别是初始和 ｔ （ｄ）时间的自由基信号的强度；ｋ （ｄ－１）为自由基衰减的速率常

数；ｔ１ ／ ２（ｄ）为半衰期．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 不同热处理对亚麻酸自由基产生的影响

图 １ 为亚麻酸在不同热处理条件下的自由基信号图谱．由图 １ 可以看出，亚麻酸原样的自由基信号

低于检测限，这与预期一致．值得注意的是，不同的热处理方式会显著影响亚麻酸自由基的形成．具体

为：微波处理后的亚麻酸未检测出自由基信号（图 １ａ），这说明微波辐射作用未能使亚麻酸结构发生改

变从而产生自由基信号．然而，Ｉｎｗａｔｉ 等［１８］ 发现甘油在微波辐射条件下可以产生自由基．此结果与文献
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报道结果不一致，可能归因于甘油的碳链结构（Ｃ３）远短于亚麻酸的碳链结构（Ｃ１８），且极性基团

（—ＯＨ）的数量是亚麻酸的 ３ 倍，即两者链长和极性的差异．另外，相对于亚麻酸原样，电炉加热 ２ ｍｉｎ 能

显著增强亚麻酸的自由基信号强度（Ｐ ＜ ０．０５），其强度可达 ２．０７×１０３（图 １ｂ）．类似的，Ｔｙａｇｉ 等［１９］ 在利

用电炉加热不同种类的植物油时，发现富含多元不饱和脂肪酸的植物油更易被氧化从而生成持久性自

由基．相对于电炉加热 ２ ｍｉｎ 后的样品，微波复热会增强亚麻酸样品的自由基信号强度，如图 １ｃ 所示，亚
麻酸的自由基信号强度从 ２．０７×１０３增加到了 ２．５６×１０３（Ｐ ＜ ０．０５）．此外，亚麻酸的自由基信号强度随微

波复热时间的增加而增强（图 １ｄ），且两者间存在正相关关系（Ｐ ＜０．０５， ｒ ＝ ０．９６）．

图 １　 亚麻酸在不同热处理条件下自由基信号强度图谱及相关性分析图谱

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｉｇｎａｌ ｆｏｒ ＬＮＡ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｔｉｎｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ

为探究亚麻酸的结构变化及自由基的形成位点，采用紫外分光光度计测定亚麻酸样品在不同热处

理条件下的结构变化特征．如图 ２ 所示，波数 ２３０ ｎｍ 处的吸收峰主要是共轭双键伸缩振动峰［２０］，对应亚

麻酸的共轭双键基团（Ｃ 􀪅􀪅Ｃ—Ｃ 􀪅􀪅Ｃ） （表 １）．相对于加热 ２ ｍｉｎ 的样品，微波复热后样品的共轭双键吸

收峰降低，且随着复热时间的增加，共轭双键的吸光度随之降低（图 ２），说明微波复热会导致共轭双键

的断裂，进而产生短链物质，且微波复热时间越长，断键效果越明显，自由基强度越高．Ｗａｋａｋｏ 等［２１］指出

短链脂肪酸极性较长链脂肪酸更强，而极性强的物质对微波辐射的吸收能力更强．微波辐射可将电磁能

转化为物料内部分子间的动能，使分子间发生振动摩擦引起共价键或非共价键的断裂［２２］，从而产生自

由基．
从 ｇ 值（２．００４５５—２．００４６９）结果分析可知，亚麻酸样品的自由基类型均为以氧为中心的自由基．

Ｍａｓｋｏｓ 等［２３］证实，在有氧气存在的情况下，Ｃ—Ｃ 键的断裂可贡献以氧为中心的自由基的形成．结合上

述结果也进一步证实了，共轭双键基团是自由基生成的位点，并在氧气引入下，生成了以氧为中心的自

由基．因此，推测微波复热条件下，亚麻酸自由基的形成机制为：１） 电炉加热对亚麻酸起到启动作用，导
致亚麻酸结构的改变，提高了分子的极性，使其更易吸收微波辐射从而引起共轭双键结构的振动导致化

学键断裂，进而产生以氧为中心的自由基；２） 电炉加热 ２ ｍｉｎ 后的样品中存在的自由基可引发链式反

应，在氧气存在下进一步促进自由基的生成．
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图 ２　 电炉加热和微波复热的亚麻酸紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．２　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＬＮＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｔｏｖｅ ｈｅａｔｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ

２．２　 微波复热后对自由基衰减的影响

为了探究微波复热后样品中自由基的衰减情况，连续 ８ ｄ 进行自由基信号的原位监测．如图 ３ａ 所

示，微波复热不同时间下，样品的自由基衰减趋势大致相似．具体为：在 １—２ ｄ 内，自由基信号强度衰减

较快，２—６ ｄ，自由基信号衰减速率减缓，并在第 ６ 天衰减至谷底（４４．４９％—５０．３４％）．微波复热后，短时

间内自由基信号衰减较快，这归因于一些较短寿命、高自旋自由基的产生，其具有不稳定、活性强等特

性，可相互之间发生猝灭反应，进而导致自由基信号的降低．然而在 ６—７ ｄ，自由基信号强度出现短暂增

强的趋势，这可能是因为衰减至此阶段，体系中稳定自由基（即持久性自由基）的氧化启动作用产生的

自由基足以抵消较短寿命自由基猝灭的影响，进而表观自由基信号强度出现了短暂性增强的现象．Ｆａｎ
等［１３］研究大米蛋白质在微波加热后的衰减动力学时，发现大米蛋白质的自由基信号也出现了短暂性增

强的现象，其也认为是稳定自由基的作用所致．

图 ３　 微波复热 １—４ ｍｉｎ 的样品自由基强度衰减信号图

Ｆｉｇ．３　 Ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｒｅｈｅａｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｆｏｒ １—４ ｍｉｎ

为了更直观理解微波复热时间对自由基信号衰减过程的影响，应用拟一级动力学进行数据的拟合．
由图 ３ｂ 及表 ２ 可知，拟一级动力学可以很好地描述亚麻酸的自由基信号衰减过程（Ｐ＜０．０１； ０．６３１ ≤
Ｒ２≤ ０．８５７）．衰减速率常数 Ｋ 随微波复热时间的增加而增加，相应的，半衰期 ｔ１ ／ ２随微波复热时间的增加

而减少．例如，当微波复热时间从 １ ｍｉｎ 增至 ４ ｍｉｎ 时，Ｋ 从 ０．１０１ ｄ－１增至 ０．１２１ ｄ－１，而 ｔ１ ／ ２从 ６．８４ ｄ 降至

５．７４ ｄ，这说明，随着微波复热时间的增加，产生的短寿命、高自旋自由基越多，短寿命自由基的猝灭速率

大于持久性自由基的启动氧化作用，因此，表观衰减速率越快，半衰期越短．
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表 ２　 微波复热 １—４ ｍｉｎ 样品的衰减速率 Ｋ 和半衰期 ｔ１ ／ ２
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｃａｙ ｒａｔｅ （Ｋ） ａｎｄ ｈａｌｆ⁃ｌｉｆｅ （ ｔ１ ／ ２） ｏｆ ＬＮＡ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ ａｔ １—４ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ Ｋ ／ ｄ－１ ｔ１ ／ ２ ／ ｄ Ｒ２ Ｐ

１ ０．１０１ ６．８４ ０．６３１ ＜０．０１

２ ０．１０５ ６．６０ ０．８４２ ＜０．０１

３ ０．１１９ ５．８５ ０．８５７ ＜０．０１

４ ０．１２１ ５．７４ ０．８１６ ＜０．０１

２．３　 羟基自由基的捕获

羟基自由基的化学性质活泼，寿命极短，是超氧化物的质子化形式［２４］，虽其寿命短，却是目前活性

氧中对生物体危害最大的一种自由基［２５］ ．如图 ４ 所示，电炉加热后的亚麻酸样品的 ＥＰＲ 光谱为相对强

度比例 １∶２∶２∶１ 的四线峰［２６］，这证实热处理后的亚麻酸样品中有羟基自由基的存在．而微波复热后，持久

性自由基的信号强度增强，对羟基自由基的捕获造成干扰，使得四线峰中第三峰峰值偏高， 其中３５２ ｍＴ
处的背景值为持久性自由基信号峰．由图 ４ 可知，亚麻酸样品的羟基自由基信号强度随微波加热时间的

增加而增强．先前文献指出，自由基可与不饱和脂肪酸发生反应生成脂质过氧化物［２７］，这些脂质过氧化

物中的 Ｏ—Ｏ 键易于断裂生成以氧为中心的过氧自由基，即羟基自由基［２８］ ．因此，可以推测微波加热有

利于促进过氧化物生成，及其 Ｏ—Ｏ 键的断裂，进而贡献羟基自由基的形成，且微波加热时间越长，产生

羟基自由基浓度的越高［１９］ ．这也进一步表明植物油体系中持久性自由基的存在可诱发羟基自由基的生

成，增加其潜在的生物毒性与环境风险．

图 ４　 电炉加热和微波复热的亚麻酸的羟基自由基捕获图

Ｆｉｇ．４　 Ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｆ ＬＮＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｔｏｖｅ ｈｅａｔｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

亚麻酸在电炉加热和微波复热后均能产生自由基，且复热后样品中的自由基信号强度与微波复热

时间呈正比，而共轭双键的吸光度随微波复热时间的增加而降低．因此推测电炉加热对亚麻酸起到启动

作用，并提高其分子极性，而后在氧气的引入和微波辐射的作用下，导致其共轭双键断裂，进而产生以氧

为中心的自由基（ｇ 因子值＞ ２．００４０）．
随微波复热时间的增加，衰减速率常数 Ｋ 和半衰期 ｔ１ ／ ２分别呈现增大和减小的趋势．这是由于随着

微波复热时间的增加，产生的较短寿命、高自旋的自由基增多．
亚麻酸样品的羟基自由基信号强度随微波加热时间的增加而增强，可以推测是由于微波加热有利

于促进过氧化物的生成及其 Ｏ—Ｏ 键的断裂，进而导致羟基自由基的形成．
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