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摘要!研究了超声辅助酶法合成魔芋葡甘聚糖油酸酯的工艺条件( 以酯化率为评价指标!系统研究

了超声频率'超声功率'反应温度'反应时间'反应介质初始水分活度'酶与底物浓度比对超声辅助

酶法合成魔芋葡甘聚糖油酸酯的影响!并在此基础上进行了H

#'

"&

$

&正交实验优化合成工艺( 结果

表明!最佳工艺条件为)超声频率 !" UY@!超声功率 !!" [!反应温度 ("S!反应时间 ' A!反应介质

初始水分活度 ":)(!酶与底物浓度比 #h#( 在最佳条件下酯化率达到 '&:*"V( 与无超声辅助酶催

化工艺相比!反应时间 ' A!酯化率由 ,:*'V提高到 '&:*"V!超声对提高酯化反应作用显著(

关键词!超声辅助#酶催化#酯化#魔芋葡甘聚糖油酸酯
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..魔芋葡甘聚糖"mE<;2B49?E12<<2<#简称 mZL$

是由葡萄糖和甘露糖以
"

%##* 糖苷键结合而成的

一种多糖#属于多羟基化合物'#(

% mZL因脂溶性和

稳定性差#限制了其应用范围'!(

% 研究发现#对

mZL上的羟基进行酯化修饰后不仅能提高mZL衍

生物的稳定性#而且可以改善其生物活性#如抑菌)

抗凝血等'& %*(

% 油酸广泛存在于天然油脂资源中#

具有来源广)疏水性强的特点#并具有降低胆固醇)

预防动脉粥样硬化和冠心病等保健作用'((

% 采用

酯化法将油酸与 mZL糖苷上的*WY进行耦合得

))
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到mZL糖基油酸酯#不仅能改善产品的稳定性和

亲水亲油性#而且有望发展成一类具有营养保健功

效的食品乳化剂')(

%

糖酯的合成方法有化学法和酶法#其中酶法具

有反应条件温和)选择性高)绿色环保)操作简单等

特点#可以选择性地酯化糖苷中某个特定的羟

基'$ %'(

% 因此#酶法已成为近年来糖酯类乳化剂合

成的主要技术途径% 已有研究表明#超声辅助酶法

催化法方法简单)反应时间短#而且可以显著提高反

应效率', %##(

% 本实验将超声波辅助技术应用于酶

法催化生产魔芋葡甘聚糖油酸酯中#系统探讨了超

声功率)超声频率)反应温度)反应时间)反应介质初

始水分活度)酶与底物浓度比对油酸与魔芋葡甘聚

糖酯化反应的影响#为魔芋葡甘聚糖油酸酯的开发

利用提供一些数据参考%

:;材料与方法

#:#.实验方法

#:#:#.原料与试剂

魔芋葡甘聚糖"mZL$ "食品级#纯度
!

,(V$)

油酸)脂肪酶 NÈE@D1*&()* {分子筛"使用前经高

温活化$)":# 1E4MHYQ4标准溶液)$(V乙醇溶液和

无水乙醇)":( 1E4MHmWY标准溶液)正己烷)环己

烷)正丁醇)酚酞指示剂)叔丁醇)无水乙醇等均为分

析纯%

#:#:!.仪器与设备

eP!"( 万分之一电子天平&瑞士 L=884=]JE4=>E

公司! OR'"" 型紫外分光光度计&德国 +=?U12<

QE948=]公司!mq%(""O+型数控超声波清洗器!纯

水制备机&美国 L3443IE]=公司!PQ%i型多频率化

学发生器!Ô %#"#PX恒温加热磁力搅拌器!#"# %

!-+型电热鼓风干燥箱!JY! %Q型恒温振荡器!

YO%&-型智能水分活度测量仪%

#:!.实验方法

#:!:# .超声辅助酶法合成魔芋葡甘聚糖油

酸酯'#! %#&(

称取一定量 mZL和油酸至烧杯中#加入有机

溶剂叔丁醇在 *(S下预热 ( 13<#混合均匀#然后加

入脂肪酶 NÈE@D1*&(#开启超声处理器#在一定超

声频率和超声功率下进行酯化反应#并测定酯化率%

同时以酯化率为指标#对超声功率)超声频率)反应

温度)反应时间)反应介质初始水分活度)酶与底物

浓度比进行单因素实验#研究不同因素对酯化反应

的影响#每次实验进行 & 次% 在此基础上#采用正交

实验优化确定魔芋葡甘聚糖油酸酯的最佳合成

条件%

#:!:!.酯化率的测定

酸值依据Z+#))'*!""' 测定% 按下式计算酯

化率%

酯化率j

)&

"

%)&

)&

"

g#""'

式中&)&

"

))&分别为酯化前后的酸值%

<;结果与分析

!:#.单因素实验

!:#:#.超声功率对酯化反应的影响

当反应温度 *(S)超声频率 !" UY@)反应时间

$ A#反应介质"叔丁醇$初始水分活度 ":$!)酶与底

物"mZL$浓度比 #h# 时#不同超声功率对酯化反应

的影响如图 # 所示%

图 :;超声功率对酯化反应的影响

..由图 # 可知#随超声功率增大酯化率呈现增加

趋势#!(" [下的酯化率最高#达到 '*:$'V#然而

酯化率的大小并不与超声功率大小成正比#当超声

功率提高到 &"" [时#酯化率降到 (&:",V#明显低

于 !(" [时的酯化率% 其原因可能是过大的超声

功率#空化产生的冲击波破坏了酶分子使酶活力下

降#进而影响酯化反应效率'#*(

% 因此#最佳超声功

率为 !(" [%

!:#:!.超声频率对酯化反应的影响

当反应温度 *(S)超声功率 !(" [)反应时间

$ A)反应介质初始水分活度 ":$!)酶与底物浓度比

#h# 时#不同超声频率对酯化反应的影响如图 !

所示%

图 <;超声频率对酯化反应的影响

..由图 ! 可知#随着超声频率的增大#酯化率呈现

$)
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先增后降的趋势#当超声频率为 !" UY@时#酯化率

最高#达到 $":''V% 超声频率超过 !" UY@时#酯化

率急剧降低#其原因可能是超声频率适当增加时#酶

和反应底物碰撞机会增大#反应速率加快#当超声频

率过大时导致酶分子构象改变'#( %#)(

#实验中观察到

反应溶液变浑浊#可能是因为酶从载体上脱落失活#

进而影响酯化反应的进程% 因此#选择 !" UY@为最

佳超声频率%

!:#:&.反应温度对酯化率的影响

当超声功率 !(" [)超声频率 !" UY@)反应时间

$ A)反应介质初始水分活度 ":$!)酶与底物浓度比

#h# 时#不同反应温度对酯化反应的影响如图 &

所示%

图 >;反应温度对酯化反应的影响

..由图 & 可知#当反应温度为 ("S时#酯化率最

高#达到 $$:&!V% 从反应动力学角度讲#温度越

高#反应速度越快#但当反应温度超过 ("S时#酯化

率反而下降#反应温度升高到 )"S时#酯化率仅为

#,:&'V% 原因可能是#过高的反应温度使酶活性降

低'#$(

#从而影响了酯化反应% 因此#最佳反应温度

选取 ("S%

!:#:*.反应时间对酯化率的影响

当超声功率 !(" [)超声频率 !" UY@)反应温度

("S)反应介质初始水分活度 ":$!)酶与底物浓度

比 #h# 时#不同反应时间对酯化反应的影响如图 *

所示%

图 ?;反应时间对酯化反应的影响

..由图 * 可知#随着反应时间的延长#酯化率逐渐

升高#反应时间超过 $ A 后#酯化率呈缓慢增加趋

势#反应 , A 时#酯化率仅从 $ A 的 $,:,!V升高到

'&:*,V#考虑到能耗和成本等因素#选取超声反应

时间为 $ A%

!:#:(.反应介质初始水分活度对酯化反应的影响

当超声功率 !(" [)超声频率 !" UY@)反应温度

("S)反应时间 $ A)酶与底物浓度比 #h# 时#不同反

应介质初始水分活度对酯化反应的影响如图 (

所示%

图 C;反应介质初始水分活度对酯化反应的影响

..由图 ( 可知#随反应介质初始水分活度增大#酯

化率先增大后降低% 反应介质初始水分活度为

"T), 时#酯化反应效果最好#酯化率最高% 过高的

水分活度#会造成酶的活性降低#从而影响反应效

果% 因此#反应介质初始水分活度选择 ":),%

!:#:).酶与底物浓度比对酯化反应的影响

当超声功率 !("[)超声频率 !" UY@)反应温度

("S)反应时间 $ A)反应介质初始水分活度 ":),

时#不同酶与底物浓度比对酯化反应的影响如图 )

所示%

图 D;酶与底物浓度比对酯化反应的影响

..由图 ) 可知#酶催化对酯化反应影响显著#在相

同的反应条件下#不添加酶#反应进行 $ A 时#酯化

率仅为 !:&,V#当酶与底物浓度比小于 &h! 时#随

着酶与底物浓度比的增加#酯化率不断增加!继续增

加酶与底物浓度比#酯化率增加趋于平稳% 综合考

虑酯化反应效果和酶的用量#选取酶与底物浓度比

&h! 为宜%

!:!.正交实验

根据单因素实验结果#采用正交实验对魔芋葡

苷聚糖油酸酯的超声波酶促酯化工艺参数进行优

化#实验设计及结果如表 # 所示%

')
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表 :;实验设计及结果

实验号 -超声频率MUY@+超声功率M[

Q反应温

度MS

O反应时间MA

/反应介质初

始水分活度

酶̂与底

物浓度比
Z空白 酯化率MV

# #( #," *( ) ":)( #h# " #&:$'

! #( !!" (" $ ":), &h! " (!:!#

& #( !(" (( ' ":$! !h# " )*:&(

* !" #," *( $ ":$! !h# " )(:('

( !" !!" (" ' ":)( #h# " '&:*"

) !" !(" (( ) ":), &h! " (':*#

$ !( #," (" ) ":), !h# " )":()

' !( !!" (( $ ":$! #h# " )':,(

, !( !(" *( ' ":)( &h! " $':*,

#" #( #," (( ' ":), #h# " )$:,)

## #( !!" *( ) ":$! &h! " '!:$"

#! #( !(" (" $ ":)( !h# " $$:,!

#& !" #," (" ' ":$! &h! " *(:"(

#* !" !!" (( ) ":)( !h# " '#:#,

#( !" !(" *( $ ":), #h# " *$:!'

#) !( #," (( $ ":)( &h! " )(:"'

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

#' !( !(" (" ) ":$! #h# " !":'#

6

#

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

6

!

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

6

&

)#:'$ ($:'' )$:)) ),:*& ($:,# $#:#(

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

..由表 # 可知#各因素对酯化率的影响程度为&超

声功率v酶与底物浓度比v反应时间v反应温度v

反应介质初始水分活度v超声频率% 理论优化方案

为-

!

+

&

Q

&

O

&

/

#

^

&

#但正交表中以方案 ("-

!

+

!

Q

!

O

&

/

#

^

#

$酯化率最高% 为了验证最佳条件参数#对理

论最优方案和正交表方案 ( 在同等实验条件下进行

了比较#结果为正交方案 ( 酯化率 '&:*"V#高于理

论最优方案酯化率 '":!'V%

在相同反应时间下#实验进行了超声辅助和无

超声辅助对酯化反应影响的比较#结果如图 $ 所示%

图 O;超声与未超声实验对比

..由图 $ 可知#在反应时间 ' A#超声辅助反应酯

化率可达 '&:*"V#而无超声辅助反应酯化率仅为

,T*'V#实验证明超声对提高酯化反应作用显著%

>;结;论

超声技术是一种操作简单)成本低的技术#应用

超声技术可以改善酶促反应#既缩短了反应时间又

增大了反应的转化率% 通过本实验得出超声辅助酶

法合成魔芋葡甘聚糖油酸酯的最佳反应条件为&超

声频率 !" UY@#超声功率 !!" [#反应温度 ("S#反

应时间 ' A#反应介质初始水分活度 ":)(#酶与底物

浓度比 #h#% 在最佳条件下酯化率为 '&:*"V% 与

无超声辅助酶催化工艺相比#反应时间 ' A#酯化率

由 ,:*'V提高到 '&:*"V#超声对提高酯化反应作

用显著%
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最佳条件为选用K-Q%-X型免疫亲和柱#柱吸附容

量 *

!

B!乙腈%甲醇 %水"体积比 *)h*)h'$为流动

相#流速 #:" 1HM13<!乙腈%水"体积比,"h#"$为提

取溶剂% 该方法在 " l!(" <BM1H的范围内呈良好

的线性关系#检出限为 ":")

!

BMUB#精密度 B"P为

":,*!V l#:$('V#平均回收率为 ,!T*)V% 因此#

该方法可以用于玉米油中 %̂! 毒素的定量检测%

采用免疫亲和柱作为样品前处理方法#可以获

得纯净的样品提取物#减少了有机溶剂乙腈的使用

量#具有准确快速)方便重复使用等特点%

表 ?; \K< 毒素的加标回收实验

实验号
#"

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

("

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

(""

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

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

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

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

* ':,) ',:)" *$:$" ,(:*" *),:(" ,&:,"

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

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