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摘要!采用三液相酶催化体系水解橄榄油!考察构成三液相体系的物质对酶的影响#考察了硫酸铵

的含量和Y*C'"" 的含量对酶的分配分数&回收率及催化效率的影响!研究了中下相与油的体积比

对水解橄榄油的影响!并初步探究了三液相体系水解橄榄油的微观液滴结构% 结果表明'在酶添加

量 #'!50 IbM&硫酸铵含量 #0<&Y*C'"" 含量 !&<&中下相与油的体积比 2i#&转速 !"" 9b,.E条件

下!酶的分配系数达到 !&5!&!酶的回收率达 ))510<!水解 !' Q后!脂肪酸含量达 )&5#$<!在对照

"油水体系$中!相同条件下产生的脂肪酸含量仅为 '!5"1<% 显微镜下液滴观察结果表明!三液相

体系中独特的液滴结构可能是该体系优于油水两相体系的原因%

关键词!三液相#油脂水解#橄榄油#脂肪酶
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((脂肪酸是一类重要的化工平台化合物$可用来

生产肥皂'工业用的表面活性剂'清洗剂等$被广泛

应用于涂料'粘合剂和表面活性剂等行业(#)

% 目前

工业上通过采用高压水解法制备脂肪酸(!)

$但反应

需在高温高压下进行$能耗高$并且会伴随较大量副

反应发生$例如脂肪酸的氧化$油脂裂解等% 特别是

某些特殊的脂肪酸$例如花生四烯酸和亚油酸$由于

含有多个不饱和键$在高温高压下极易氧化聚合$成

为相关行业发展的一个主要瓶颈% 近年来$利用脂

肪酶催化水解油脂生产脂肪酸受到广泛的关注$其

具有反应温度低'副反应少'能耗低等优点$而且酶

表现出很高的选择性$得到的产物纯度高$几乎可以
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适用于所有油脂的水解(2 %1)

% 但是相比传统方法$

酶法催化的速率较慢$是制约其应用的主要难点%

为了提高脂肪酶的催化效率$人们尝试了不同的方

法$包括微乳液体系下水解油脂(2$$)

$超声协助脂肪

酶水解油脂(& %))等% 但各种方法均有一定的不足$

例如在微乳液体系下酶催化水解速率虽然有所提

升$但酶回收困难'产物分离困难$超声同样可提高

油水体系的颗粒分散度$促进反应速率提升$但超声

会使酶失活$减少酶的使用寿命%

脂肪酶在传统的油水体系中催化水解油脂$水

解产物甘油与催化剂脂肪酶同处于一相中$高浓度

甘油抑制了酶的水解行为$并且在油水体系下$油脂

的分散性过小$乳液粒径过大% 基于以上问题$本文

设计了一种新型的催化体系***三液相催化体系%

该体系由底物油脂和两互不相溶的水相组成% 该体

系中$酶倾向于分配至中间相$产物甘油分配于下

相$实现了催化剂和产物的分离$减轻了产物抑制效

应% 水解橄榄油是用来表征酶的催化活力的一种经

典方法$在本文的研究中$采用水解橄榄油来评价三

液相酶催化体系的催化效率$并考察了脂肪酶及产

物甘油在三液相体系中的分配情况$从成相盐及亲

水性溶剂的种类'含量等方面研究了脂肪酶催化水

解橄榄油的特性%

78材料与方法

#5#(试验材料

橄榄油"含棕榈酸 ##5'$<$硬脂酸 '5!$<$油

酸 !05)&<$亚油酸 0!5&'<$亚麻酸 05''<#$购自

>.M,-公司% 脂肪酶 ?n2"$购自日本天野公司$经

检测$人工底物酶活 0 """ IbM% Y*C'""$ Y*C1""$

Y*C#"""$ 硫酸钠$硫酸铵$ 离子液体$正己烷$异丙

醇$甲酸$#$' %二氧六环$#$' %丁二醇$#$! %丙二

醇$ 甘油试剂盒$对硝基苯酚"纯度e))<#$对硝基

苯酚辛酸酯"纯度e))<#%

F-S;9X%!1)0 高效液相色谱仪$*GR&"" 全自动

酶标仪$ f>?!!'>电子天平$?Z.7a]X;9T;9?# 倒置

荧光显微镜$A#10" %F台式高速离心机$=AK%&!

恒温振荡器%

#5!(试验方法

#5!5#(体系组成对酶的影响

取 # M酶粉溶解在 #"" ,G水中$振荡混匀$制

得酶液$待用% 分别称取一定量的成相盐$亲水性溶

剂$加入酶液$使其含量分别为&硫酸钠 2"<$硫酸

铵 2"<$其余为 0"<$室温"!0d#下存放 !' Q$考

察酶活力的变化$按下式计算酶活保留率3%

3o@

0

b@

"

h#""< "##

式中&@

0

为 0时刻酶活!@

"

为初始时刻水溶液

中的酶活%

#5!5!(体系筛选

称取 ! M的成相盐$加入上述酶液$待盐溶解后

加入 2 M亲水性溶剂$然后 ' """ 9b,.E 离心 2 ,.E$

记录各相体积% 取上层和下层溶液各 !"

!

G$测定

酶活% 加入 ! M橄榄油$2$d下水浴摇床 !"" 9b,.E

反应$定时取样$测定脂肪酸含量% 按下式计算酶的

分配系数K和回收率M以及选择系数
"

%

KoK

,

bK

]

"!#

Mo#b"#bKhK

k

g## h#""< "2#

"

oKbK

C

h#""< "'#

式中&K

,

$K

]

分别为中相酶活$下相酶活!K

k

$K

C

分别为中相与下相体积比$甘油的分配系数%

#5!52(成相盐和亲水性溶剂含量对反应的影响

固定成相盐的含量分别为 #0<和 !"<$改变亲

水性溶剂的含量$使其含量分别为 !!< j21<$

#0< j20<!固定亲水性溶剂的含量为 !"<和

2"<$改变成相盐的含量$使其含量分别为 #&< j

!1<$#!< j!'<$加入酶液溶解成相盐和亲水性溶

剂$然后加入占总体系质量 !"<的底物橄榄油构成

三液相体系!上述条件下反应 2 Q$ 测定不同组分含

量下酶的活力以及脂肪酸的生成量% 计算酶的分配

系数'选择系数及回收率$确定最佳的反应参数%

#5!5'(油量的影响

在最佳的成相盐和亲水性溶剂含量下$改变中

下相和油的体积比$使其体积比分别为 'i# j#i#$

测定不同体积比下脂肪酸的生成量%

#5!50(脂肪酶水解酶活的测定

脂肪酶的水解酶活采用 [BY法测定(#")

% 定义

在 2$d下$每分钟内水解对硝基苯酚辛酸酯生成

#

!

,7/对硝基苯酚所需酶量为一个酶活单位%

#5!51(甘油含量的测定

甘油含量由甘油试剂盒测定%

#5!5$(脂肪酸含量的测定

脂肪酸的含量由AYG@测定% F-S;9X%!1)0 高

效液相色谱仪配备示差检测器$色谱柱为 YQ;E7,;+

E;ZG8E->./.6-"'51 ,, h!0" ,,$ 0

!

,#% 检测

条件&流动相为正己烷 %异丙醇 %甲酸 "体积比

!#i#i"5""2#$流速 # ,Gb,.E$柱温 2"d$进样量 #"

!

G% 产物组分利用标准品进行定性$含量采用面积

归一化法计算%

98结果与讨论

!5#(三液相体系的筛选

构成体系的物质对酶活力及稳定性的影响至关
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重要$是保持该酶催化体系高效'长期稳定运转的先

决条件% 基于上述考量$首先考察了构成三液相的

不同物质形成的溶液对酶活保留率的影响"!0d$

!' Q#% 结果如表 # 所示%

表 78脂肪酶在不同亲水性溶剂或成相盐下的

酶活保留率 :

成相物质 3 成相物质 3

Y*C'"" #1'5'2 (_DHD)@/ !#52&

Y*C1"" #0$5)1 (*DHD)f9 #'5#0

Y*C#""" #115"# (?DHD)@/ #$!510

硫酸钠 ')5##

(*DHD)*S>a

'

#"&5&'

硫酸铵 ##25!0 #$' %二氧六环 #0"52"

(fDHD)@/ #!05$$ #$' %丁二醇 2'5&#

(fDHD)f9 ##&52" #$! %丙二醇 !15$$

(fDHD)fV

'

#2#5'0

((由表 # 可知$酶在大部分亲水性溶剂中比较稳

定$其中酶在聚乙二醇"Y*C#溶液活性能得到很大

程度的保留$这与之前的报道一致(##)

$而在短链醇

中$活性损失严重$!' Q 后$只保留不到 20<的活

性% 而离子液体对脂肪酶的影响与离子液体中阳离

子类型具有很大的相关性$当阳离子为(fDHD)时$

脂肪酶在其溶液中的酶活均较为稳定$而当阳离子

为其他类型的离子时$其酶活损失通常较严重$不同

阳离子类型的离子液体对酶的影响不同(#! %#2)

% 根

据上述试验结果$选定硫酸钠'硫酸铵作为成相盐$

亲水性溶剂分别为 Y*C'""'Y*C1""'部分离子液

体$分别构成三液相体系以考察脂肪酶 ?n2" 在中

下相的分配系数及其催化效率% 结果如表 !'表 2

所示%

表 98不同体系下脂肪酶2\;W 的分配系数

亲水性溶剂
分配系数

硫酸铵 硫酸钠

Y*C'"" '510 #5''

Y*C1"" #5'0 "5&0

(fDHD)f9 #5!# "5#&

(fDHD)fV

'

#5#' "5&&

(*DHD)*S>a

'

#5$0 #5!!

表 ;8不同体系下脂肪酶催化水解橄榄油的各组分含量 :

组分
硫酸钠体系下的含量

Y*C'"" Y*C1""

(fDHD)fV

'

(fDHD)f9

Y*C'""

)

Y*C1""

)

硫酸铵体系下的含量

Y*C'"" Y*C1""

Y*C'""

)

Y*C1""

)

=?C !$5'' '#5#" )251# 1152& '5'! !25#1 2"52& '25&& 050# #)5"2

VV? 0'5'$ '"5$' #5)! #05&1 )#5"2 1'5)! 0'51$ 2)51) )#5$2 1)5"!

#$2 %_?C )5&# #"5#2 #5'$ 15&$ 25#1 151) 15)1 &52" #5)$ $5'#

#$! %_?C &5!& &5"2 25"" #"5&1 #52) '5#1 $5)) &5#' "5&" 25""

(注&-

)

.表示反应时间为 21 Q$ 其余反应时间为 2 Q%

((由表 ! 可知$在大部分体系中$脂肪酶 ?n2" 更

易于富集于中相$其中在硫酸铵bY*C'"" 体系中的

分配系数为 '510$)"<以上的酶均富集于中相$有

利于酶的重复利用$减少底物抑制效应% 针对脂肪

酶回收率较高的三液相体系$考察了其对橄榄油的

水解效果$结果如表 2 所示% 由表 2 可知$在

Y*C'""'Y*C1"" 构成的聚合物型三液相体系中$脂

肪酶的催化效率远高于其他物质组成的体系% 其

中$Y*C'"" 所组成两类体系中$脂肪酶催化反应

2 Q后$脂肪酸的含量均超过 0'<$反应 21 Q 后$脂

肪酸的含量均超过 )"<$而在离子液体组成的体系

中$脂肪酸含量低于 !"<$例如(fDHD)fV

'

构成的

体系$反应 2 Q后$脂肪酸的含量仅为 #5)!<$几乎

未发生水解% 尽管酶在离子液体中的活性损失较

低$但构成三液相体系后$酶在其中的催化能力显著

下降% 可能的原因是离子液体虽然没有使酶失活$

但其溶液的其他性质抑制了酶的水解催化$例如黏

度大$导致颗粒分散度低$从而极大地降低了酶的催

化效率% 成相盐的种类对催化效率的影响不大$但

之前的研究表明 )$<的硫酸铵可被回收(#')

$综合

考虑酶在体系中的分配及富集效果$油脂的水解效

率以及盐回收的情况$选定硫酸铵bY*C'"" 体系为

较优体系$进行后续研究%

!5!(Y*C'"" 含量的影响

不同含量的Y*C'"" 会影响体系的各相组成及

性质$进而改变酶在体系中不同相间的分配以及酶

的催化环境$最终酶的催化效率也会随之发生改变%

为了研究亲水性溶剂含量对催化反应的影响$首先

固定成相盐含量$改变Y*C'"" 含量$考察酶的分配

情况及催化效率$结果如表 ''表 0 所示%

由表 ' 可知$当硫酸铵含量固定为 #0<时$随

着Y*C'"" 含量的增加$酶的分配系数先增加$当

Y*C'"" 含量为 !&<时$酶的分配系数达到峰值$为

!&5!&$回收率为 ))510<% 随着Y*C'"" 含量增加$

酶活分配系数增加$可能的原因是随着 Y*C'"" 含

量增加中相极性变化接近酶的极性$酶被更多萃取
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至中相$而进一步增加Y*C'"" 含量$酶的分配系数

降低$但回收率却未降低$是因为增加 Y*C'"" 的含

量$中间相的体积也会增加% 当硫酸铵含量固定为

!"<时$随着Y*C'"" 含量增加$酶的分配系数和回

收率都逐渐下降$可能的原因是在较高盐含量的情

况下$中相的极性偏离酶的极性$酶被更多地分配到

下相% 在硫酸铵含量为 #0<时$选择系数
"

随着

Y*C'"" 含量增加先上升后下降$Y*C'"" 的含量为

!&<时$其值超过 1"$表明该条件下$脂肪酶与甘油

分配于不同相中% 由表 0 可知$当固定硫酸铵含量

为 #0<时$增加Y*C'"" 含量$脂肪酸含量先增加后

下降$ Y*C'"" 含量为 !'<'!&<'2!<时$对应生成

的脂肪酸含量分别为 0'51&<'005&#<'0'5#&<%

而当硫酸铵含量为 !"<时$随着Y*C'"" 含量增加$

脂肪酸的含量降低%

表 <8U!F<WW 含量对酶的分配及回收的影响

成相盐 Y*C'"" 含量b< 分配系数K 选择系数
"

回收率Mb<

#0<硫酸铵

!! !!5"" l#5"" '52$ l"5&0 &)5## l!5$0

!' !'5$2 l#5)1 #)5)# l#5'2 )$5"# l25$!

!& !&5!& l#5$! 1"5)) l252" ))510 l!50&

2! !15#! l!5'2 ""5#" l"5"# ))51# l25!#

21 !252' l#5$$ "#5"" l"5"$ ))5'$ l!5$&

!"<硫酸铵

#0 '15$" l!5)0 '&51' l"5"1 )05&1 l25)2

!" 2!5"1 l25'' 2$5#! l#5'! )05#2 l'5#&

!0 "'500 l"5"! "'5)2 l"5!& &"5"& l05"2

2" ""52" l"52" ""5'" l"5'2 !051# l#50&

20 ""5#! l"5"" ""5#0 l"5#1 #'5)& l"5$#

(( 表 =8U!F<WW 含量对脂肪酶水解橄榄油的影响 :

成相盐 Y*C'"" 含量 =?C VV? #$2 %_?C #$! %_?C

#0<硫酸铵

!! 2'5'2 l#52! ')5#& l"5&' ")5') l"5$1 15)" l"5'#

!' 2"5'$ l!5)) 0'51& l25&' "&5'" l"50) 15'0 l"5$&

!& !&50& l#522 005&# l2522 "$50' l#5'1 $5&$ l"512

2! !15)1 l!5#$ 0'5#& l#5!2 #"5)) l"52$ $5&$ l"5""

21 2&5'1 l!5&' '251& l!5&0 "&5)" l"52" &5)1 l"50&

!"<硫酸铵

#0 !$5$# l25"' 0&5#) l25&" "$5&1 l"5$) 05&$ l"5)"

!" !$52! l!5&! 0&5"2 l!5)" "$51! l!5"0 152! l#5"#

!0 2)5$" l#5!& '!5!1 l!5)2 "&5!# l"5"& )5") l"5&1

2" 005"" l25&2 !$5'! l25$) "&5"' l#5!# )50' l"50#

20 '&511 l'5&" 2#51) l!50& "&5)! l"5!) )5)' l"5$!

!52(成相盐含量的影响

与亲水性溶剂类似$成相盐的含量改变也会影

响酶在体系中的分布$从而影响整个体系的反应速

率% 将Y*C'"" 含量分别固定在 !"<'2"<$改变成

相盐的含量$考察酶在体系中的分配及催化情况%

结果如表 1'表 $ 所示%

表 X8成相盐含量对酶的分配及回收的影响

亲水性溶剂 硫酸铵含量b< 分配系数K 选择系数
"

回收率Mb<

!"<Y*C'""

#& !#5"! l!5!" )5") l#5#0 )05!$ l'51'

!" #1521 l#5$" &52$ l"5#" )!5!2 l05#)

!! "0521 l"5"1 1500 l"5!! $15)$ l'5!)

!' "#50! l"5") 05'! l"522 0"51! l25)2

!1 ""5$1 l"5"' "5$! l"5"# 2#5'2 l25!#

2"<Y*C'""

#! 0$512 l!5'' &5!# l"5)# )15)# l!5'&

#0 !"5'2 l#5$$ $5)" l#52" ))5!" l050$

#& #15'0 l!50& &5"& l#52! &&5$$ l'5"#

!# #"5)' l!5#" 25#) l"5!& '$50# l!5'#

!' #"5'1 l#5## #5## l"5!0 !'522 l!5&'

'0

@AHB?aHG> ?B_V?=>((((((((((((((!"#& k7/̂'2 B7̂$



表 Y8U!F<WW 含量对脂肪酶水解橄榄油的影响 :

亲水性溶剂 硫酸铵含量 =?C VV? #$2 %_?C #$! %_?C

!"<Y*C'""

#& 2"5#' l!522 0'5&$ l!50) &5"1 l"5') "15)2 l"5&!

!" 2"5$) l25"# 0#5)' l250" )50" l"5'$ "$5$$ l#5!!

!! 2!5$1 l!5)1 0"5$0 l!5!! &5$& l"51' "$5$# l"5&#

!' 225#0 l!5#$ 0"5"' l250# &5&" l#5#) "&5"# l"5&2

!1 !15'0 l25## 0$51' l#5$& &5"1 l#5$1 "$5&0 l#5#)

2"<Y*C'""

#! '15$' l!5'0 '!5&' l25)' 05'1 l#5#) "'5!1 l"5'#

#0 0'521 l25#) !$52# l!5'& )5"0 l#52& ")5!& l"5#)

#& 0'5&2 l!5)' !$50& l!52" &50$ l"52# ")5"! l"52#

!# '"5#" l25#1 '#5#0 l!5"1 &5)$ l#51$ ")5$& l"511

!' ')51" l#51) 2"5#) l!5'" &5'' l#500 ##5$$ l#52&

((由表 1 可知$增加硫酸铵含量$酶的回收率以及

选择系数
"

均下降$可能的原因是随着盐含量的增

加$下相的极性加大$酶被萃取到下相% 由表 $ 可

知$当Y*C'"" 含量固定在 2"<时$其水解生成的脂

肪酸含量均低于 0"<$而当 Y*C含量固定在 !"<

时$在所考察的成相盐含量范围内水解生成的脂肪

酸的含量均大于 0"<%

综合以上结果$考虑到脂肪酸的生成量$酶的分

配系数以及选择系数
"

值$最终选定 #0<的硫酸

铵'!&<的Y*C'"" 作为反应体系的参数进行后续

的研究$此时酶的添加量为 #'!50 IbM"相对于底物

橄榄油#%

!5'(油量的影响

油脂水解过程中$油量会影响反应的效率$为了

考察油量对水解反应的影响$固定酶的加入量为

#'!50 IbM$设置不同的中下相与油的体积比$分别

为 'i#' 2i#' !i#' #i#$结果见图 #%

图 78不同中下相与油的体积比对脂肪酸生成量的影响

((由图 # 可知$当中下相与油的体积比逐渐减小

时$水解生成的脂肪酸含量先增加再逐渐减小% 当

体积比为 2i# 时$其水解效率最高$水解 2 Q 脂肪酸

含量达到 $$<% 最终选定中下相与油的体积比为

2i# 进行水解反应%

!50(三液相体系与传统油水两相体系的比较

为了比较油水体系与三液相体系的差异$在上

述最优条件下$分别考察了油水体系与三液相体系

在水解油脂方面的效率$中下相与油的体积比为

2i#$ 酶添加量与三液相体系酶添加量相同为 #'!50

IbM$在 2$d下反应$结果见图 !%

图 98三液相体系与传统油水体系对脂肪酶

水解橄榄油的影响

((由图 ! 可知$在三液相体系下$油脂经过水解

!' Q 后$其脂肪酸含量达 )&5#$<$而在油水体系

中$相同的加酶量情况下$水解 !' Q 后$脂肪酸的含

量仅为 '!5"1<%

传统的油水体系中$油分散在水相中$而在三液

相体系下$油的分散更为复杂$将油和 Y*C'"" 分别

用尼罗红和溴甲基蓝染色$高速搅拌下$取样在显微

镜下观察到油滴被富含酶的聚乙二醇相包裹% 这可

能是三液相体系水解效率高于油水体系的原因$一

方面$酶被萃取至富含聚乙二醇相$提高了局部反应

的酶的含量$另一方面$生成的产物甘油被分配至下

相$解除了产物抑制效应$从而大大加快并促进反应

的进行%

;8结8论

不同的亲水性溶剂对脂肪酶的活性影响不同$

在构建的三液相体系中$硫酸铵bY*C'"" 体系具有

最佳的催化效果$当加酶量为 #'!50 IbM$硫酸铵和

Y*C'"" 的含量分别为 #0<'!&<$中下相与油体积

比为 2i# 时$该条件下反应 !' Q 后$脂肪酸的含量

达到 )&5#$<$而对照"油水体系#脂肪酸含量仅为

'!5"1<% 成相盐和亲水性溶剂的含量对催化效率

有较大影响$较高含量的成相盐或者较高含量的

00
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Y*C'"" 均不利于酶的催化反应% 相比油水体系$

三液相体系反应更为快速和彻底的原因可能是酶被

富集在中相$局部酶含量高$并且产物被分配至下

相$解除了产物抑制%
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