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摘要!研究利用H3I25=-\P催化甲醇和共轭亚油酸"QH-&进行酯化反应!以期对共轭亚油酸异构

体进行拆分制备共轭亚油酸功能单体( 通过考察酯化反应的影响因素!确定了最优反应条件为)

H3I25=-\P加酶量 #'" RMB!反应温度 *"S!QH-与甲醇摩尔比 #h#!缓冲液 IY):(( 在最优条件

下反应 ' A!总酯化率为 *,:(V!分离产物可以得到甲酯相与脂肪酸相!甲酯相中 5,!*## %QH-甲

酯的拆分效率达到 '):!V!脂肪酸相中*#"!5#! %QH-的拆分效率达到 '":"V!两者回收率分别为

$!:*V和 (*:!V(

关键词!共轭亚油酸#H3I25=-\P#异构体分离#回收率
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-\P %?2824D@=> =58=]363?283E< E61=8A2<E42<> QH-:JA=I]E?=55E6=58=]363?283E< C25EI8313@=> aD53<B4=

62?8E]=fI=]31=<8256E44EC5&H3I25=-\P 21E9<8#'" RMB# ]=2?83E< 8=1I=]289]=*"S# a966=]IY):(#
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?283E< ]28=C25*,T(V:-68=]5=I2]283E< E61=8AD4=58=]2<> 6288D2?3> 6]E1]=2?83E< 13f89]=#8A=6]2?83E<0

283E< =663?3=<?DE65,#*## %QH-3< 1=8AD4=58=]IA25=2<> *#"#5#! %QH-3< 6288D2?3> IA25=C=]=

')T!V 2<> '":"V#2<> 8A=]=?È=]D]28=5E68A=8CE1E<E1=]5C=]=$!:*V 2<> (*:!V# ]=5I=?83̀=4D:

9#1 4("/.&?E<;9B28=> 43<E4=3?2?3>! H3I25=-\P! 35E1=]6]2?83E<283E<! ]=?È=]D]28=

..共轭亚油酸"QE<;9B28=> 43<E4=3?2?3>5#QH-$是

一系列含有共轭双键)具有位置异构和几何异构的

十八碳二烯酸的总称% 由于其具有降低癌症发生

率)抗动脉粥样硬化)改善免疫系统)减少脂肪沉积)

降低体脂肪含量等多种生物活性功能#因此受到广

泛的关注'# %!(

% 天然存在的 QH-主要以 5,# *## %

QH-异构体为主'&(

#工业上QH-主要通过红花籽油

或葵花籽油在丙二醇或乙二醇中通过碱催化异构化

得到% 此法制备的产品中含有几乎相等量的

5,#*## %QH-和 *#"# 5#! %QH-

'* %((

% 研究表明#

5,#*## %QH-和*#"#5#! %QH-是具有生理活性的主

要异构体#而这两种异构体有不同的生理活性#

5,#*## %QH-异构体具有抗癌)促进生长和提高免

疫等作用#而 *#"#5#! %QH-异构体可调节脂肪代

谢') %,(

% 到目前为止#国内外研究者还未能完全将

各QH-异构体与其生物活性一一对应起来% 因此#

拆分QH-异构体获得单一组分具有重要的意义%

QH-异构体拆分方法主要有低温结晶)尿素包

埋)酶法拆分'#" %##(等% QH-各异构体的物理及化

学性质相近#萃取)精馏等常规分离方法难以将其分
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离#而酶法具有选择性高)反应条件温和)副产物少)

绿色环保等优点#是拆分QH-异构体的最具潜力的

方法% 其原理是利用脂肪酶的特异选择性#在催化

QH-酯化时#对不同异构体具有不同的催化酯化速

度% 即在某时刻#一种异构体主要以酯的形式存在#

另一种则以脂肪酸的形式存在#进而达到分离的

目的%

目前#QH-异构体的酶法拆分已有一些报道#

多采用 H3I25=-\&" 催化反应#而采用来源于 $,-;

=:=, +4K8.,的H3I25=-\P拆分的鲜有报道% 研究表

明#H3I25=-\P 在手性拆分领域有良好的应

用'#! %#&(

% 因此#本研究采用 H3I25=-\P 催化酯化

拆分QH-#探讨醇的类型)底物摩尔比)反应温度)

加酶量等对拆分效果的影响#并对产物进行分离

回收%

:;材料与方法

#:#.实验材料

H3I25=-\P酶粉#购于杭州创科生物科技有限

公司#经检测其水解酶活为 #! """ RMB!共轭亚油

酸#购于青岛澳海生物有限公司%

甲醇)乙醇)正丙醇)异丙醇)正丁醇)无水硫酸

钠)盐酸)氢氧化钾等#均为分析纯!气相色谱仪用正

己烷#为色谱纯%

磁力搅拌器#-B34=<8$',"-型气相色谱仪"配

有 K̂O检测器$#JOH%*"' 型离心机#Wi%&(# 气

相毛细管色谱柱%

#:!.实验方法

#:!:#.QH-的酶法拆分

向 (" 1H具塞锥形瓶中#加入 #" BQH-#一定量

的醇类和 * 1H脂肪酶溶液"脂肪酶粉溶于不同 IY

的缓冲液$#然后置于一定温度的磁力搅拌器中#

&"" ]M13< 反应 #! A#每隔 ! A 取样离心分离产物#

取上层油样 !"

!

H于预先加入无水硫酸钠的 /F管

内#再加 # 1H正己烷#混匀#离心取上清用于气相色

谱分析%

#:!:!.总酯化率的测定

酸值测定参照Z+MJ,#"*:&*#,''% 总酯化率

"HB$按照公式"#$计算%

HBj")&

"

%)&

#

$M)&

"

g#""V "#$

式中&)&

"

为原料 QH-的酸值"mWY$#1BMB!

)&

#

为反应一定时间后的酸值"mWY$#1BMB%

#:!:&.产物分析及拆分效率计算

色谱条件为&Wi%&(#色谱柱")" 1g":&! 11g

":!(

!

1$!载气流速 # l& 1HM13<!分流比 &"h#!进

样量 #

!

H!进样口温度 !("S#检测器温度 &""S!

升温程序为 #("S保持 ! 13<#以 *SM13< 升至

!&"S#保持 #( 13<% 采用面积归一化法计算 QH-

异构体的相对含量%

拆分效率"H$按照公式"!$计算%

Hj)酯%5,#*##

M")酯%5,#*##

d)酯%*#"#5#!

$ g#""V

"!$

式中&)酯%5,#*##

为气相色谱图中 5,#*## %QH-酯

部分的峰面积!)酯%*#"#5#!

为气相色谱图中 *#"#5#! %

QH-酯部分的峰面积%

#:!:*.产物分离及回收率的计算

取 #" B反应产物#加入 $" 1H用 &"V乙醇配制

的 ":( 1E4MHmWY溶液#振荡#静置 ( 13<#用 #""

1H正己烷萃取 ! 次#合并上层有机相#旋蒸得到

QH-酯!下层水相中的脂肪酸盐加入 '" 1H":(

1E4MH的盐酸#静置 ( 13<#再加入 #"" 1H正己烷萃

取 ! 次#合并有机相#旋蒸得到QH-%

产物回收率 j分离提取后得到的特定组分质

量M原料中特定组分质量g#""V%

<;结果与讨论

!:#.酯化反应影响因素的考察

!:#:#.羟基供体对酯化反应的影响

QH-异构体酶法拆分的拆分效率随酯化率的

提高而下降'#* %#((

#但较低的酯化率会导致产物的回

收率偏低% 因此#QH-异构体的酶法拆分需兼顾拆

分效率与总酯化率两个指标%

不同醇对QH-的酯化率和拆分效率均有较大

影响% 因此#本研究选择甲醇)乙醇)正丙醇)异丙

醇)正丁醇等对 QH-进行拆分% 在反应温度为

*"S)IY为 ):()加酶量为 #'" RMB)QH-与醇摩尔

比为 #h# 的条件下#考察不同醇对 QH-总酯化率和

拆分效率的影响#结果如图 # 和图 ! 所示%

图 :;不同醇对总酯化率的影响

..由图 #可见#在 * l' A (种醇的酯化率在 #(Vl

("V之间#酯化速度大小为甲醇v正丁醇v正丙醇v

异丙醇v乙醇% 实验现象表明甲醇与油)水的相溶性

更好#有可能提高底物与酶的接触#加快了反应速度%

从图 !可以看出#(种醇对QH-异构体均有较好的拆

((
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分效果#' l#! A 拆分效率均在 '*V l''V之间% 综

合考虑#选择廉价)易回收)酯化速度快的甲醇作为羟

基供体#反应 ' A即可得到较好的拆分效果%

图 <;不同醇对@W8异构体拆分效率的影响

!:#:!.反应温度对酯化反应的影响

温度可影响酶活和底物传热#从而影响酶促反

应速度% 在 IY为 ):()加酶量为 #'" RMB)QH-与甲

醇摩尔比为 #h# 的条件下#考察反应温度对总酯化

率的影响#结果如图 & 所示%

图 >;反应温度对总酯化率的影响

..由图 & 可见#反应初期#总酯化率均随反应温度

的升高而升高!随着反应时间的延长#) A)*"S时的

总酯化率明显高于其他温度% 这可能是因为温度过

高#反应时间过长#导致部分酶分子的结构遭到破

坏#酶活下降% *"S)反应 ' A的总酯化率可以达到

*,:(V#此时的拆分效率为 '$V% 因此#确定最优

的反应温度为 *"S%

!:#:&.加酶量对酯化反应的影响

增加加酶量可提高酯化反应速度#但会增加反

应成本% 在 IY为 ):()反应温度为 *"S)QH-与甲

醇摩尔比为 #h# 的条件下#考察加酶量对总酯化率

的影响#结果如图 * 所示%

图 ?;加酶量对总酯化率的影响

..由图 * 可见#当加酶量为 #'" RMB时#酯化反应

) A#总酯化率可达 *)V% 进一步增加加酶量#总酯

化率增加不明显!降低加酶量#反应达到该酯化程度

需较长的时间% 因此#综合考虑酶催化工艺的经济

性#确定最优加酶量为 #'" RMB%

!:#:*.缓冲液 IY对酯化反应的影响

酶促反应需要适宜的 IY#强酸强碱的环境下#

酶分子不能保持其活性结构#易丧失酶活% 在反应

温度为 *"S)QH-与甲醇摩尔比为 #h#)加酶量为

#'" RMB的条件下#考察缓冲液 IY对总酯化率的影

响#结果如图 ( 所示%

图 C;缓冲液$I对总酯化率的影响

..由图 (可见#当缓冲液的 IY为 ):(和 $:(时#反

应 ' A具有较好的总酯化率!当 IY为 (:( 和 ':( 时#

反应 ' A 的总酯化率较低% 这说明该酶在近中性环

境具有更高的催化活力#长时间的弱酸和弱碱可能会

使部分酶分子的结构发生破坏#失去催化活性% 比较

IY为 ):(和 $:(的结果#确定最优 IY为 ):(%

!:#:(.底物摩尔比对酯化反应的影响

底物摩尔比在一定程度上影响了酯化反应的速

度和平衡% 在反应温度为 *"S)加酶量为 #'" RMB)

IY为 ):( 条件下#考察 QH-与甲醇摩尔比对总酯

化率的影响#结果如图 ) 所示%

图 D;底物摩尔比对总酯化率的影响

..由图 ) 可见#当底物 QH-与甲醇摩尔比从&h#

变化到 #h! 时#相同时间的总酯化率均先增加后

降低% 说明适当提高甲醇可增加底物浓度#促进

酯化反应#但过量的甲醇可能会影响酶的活性#从

而抑制酯化反应% 因此#确定最优底物摩尔比

为#h#%

)(
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!:!.反应产物的分离及回收率

在最优条件下#反应 ' A终止反应#QH-的总酯

化率为 *,:(V% 分离)收集可以得到脂肪酸和甲

酯% 产物衍生化后经气相色谱确定组成#并计算拆

分效率和回收率#结果如表 # 所示%

表 :;产物组成%拆分效率及回收率 =

项目
脂肪酸

Q#)h" Q#'h" Q#'h# Q#'h! 5,#*## %QH- *#"#5#! %QH- 其他
拆分效率 回收率

原料QH- &:# !:$ #":* #:* &':$ &':( (:! % %

甲酯 *:" &:$ ,:$ !:( )$:" #":$ !:* '):! $!:*

脂肪酸 !:! &:( #":& #:& #):" )*:# !:)

'":"

2

(*:!

.注&2:脂肪酸的拆分效率定义为*#"#5#! %QH-占两种主要脂肪酸的比值%

..由表 # 可知#在H3I25=-\P催化QH-和甲醇酯

化反应下#计算得到最终产品 5,#*## %QH-甲酯和

*#"#5#! %QH-的拆分效率分别为 '):!V 和

'"T"V#回收率分别为 $!:*V和 (*:!V%

>;结;论

酶法拆分QH-异构体#获得纯度较高的活性单

体具有很好的应用前景% 本研究采用来源于$,-=:;

=, +4K8.,的H3I25=-\P对QH-异构体拆分#并对产

物进行了分离% 在考察各个因素的影响后#确定了

最优反应条件为&甲醇作为羟基供体#反应温度

*"S#H3I25=-\P加酶量 #'" RMB# 缓冲液 IY):(#

QH-与甲醇摩尔比 #h#% 最优条件下反应 ' A#QH-

的总酯化率可达 *,:(V#最终产品中 5,#*## %QH-

甲酯和*#"#5#! %QH-的拆分效率分别为 '):!V和

'":"V#回收率分别为 $!:*V和 (*:!V% 该工艺在

兼顾酯化率和拆分效率的情况下#对两个活性单体

实现了分离#是一种具有潜在工业应用价值的分离

方法%
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