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摘要!以单因素实验为基础!采用响应面法优化脂肪酶.46W533;a6Y[在无溶剂体系中催化棕榈酸

和甘油酯化反应合成三棕榈酯甘油酯工艺& 结果表明'最佳合成工艺条件为反应时间 #!@$ =%底物

摩尔比 !@0G#%反应温度 -&I%加酶量 (@(H!在此条件下!酯化率和甘三酯含量分别为 0&@((H和

$&@-&H&
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DD三棕榈酸甘油酯"aaa#$又称三软脂酸甘油酯

或棕榈精$是一种重要的甘三酯(#)

$被广泛应用于

化妆品'食品'制药等领域(! %()

% 在化妆品行业中$

aaa可用作粉底或片剂的润滑剂$还可作为稠度调

节剂'成核剂等(&)

!在食品行业中$aaa是理想的乳

脂添加剂$还能用于食用薄膜(')

!在制药行业中$

aaa常用作药物转运替代载体(- %0)

% 此外$aaa还

是一种重要的中间体$用于制备 #$/ %二油酸 %! %

棕榈酸甘油三酯"UaU#等重要的结构脂质(#" %#!)

%

目前$甘三酯的制备方法主要有化学法'物理

法'微生物法和酶法% 化学法需要碱或固体酸作为

催化剂$具有产品特异性差'污染严重'后期处理成

本高等局限性(#/)

% 物理法主要是通过萃取分离的

原理$已有从银杏叶'卫矛等提取的报道(#( %#&)

$但产

品得率低$且存在有机溶剂残留等问题% O3>X

等(#')利用 5#$>726367!<[E@1P̂ # QMj!0'#' 菌株

发酵 /( =后$得到了aaa和三油酸甘油酯"UUU#的

混合物$含量达 #/@$ 9KR% 发酵法制备甘三酯$产品

天然无污染$但含较多的其他代谢产物$且耗时长%

而酶法具有很高的选择性和专一性$且反应条件温

和$制备的产品纯度高% 4̂89等(#-)利用脂肪酶 *;2

Z;:]3%(/& 催化中长碳链脂肪酸与甘油进行酯化

反应$在温度 0"I'加酶量 (@$"H'脂肪酸与甘油摩

尔比 /G#'反应时间 #!@/- = 条件下$产物得率可达

0/d&(H% OX5C58 等(#$)研究了利用 R5E;:]3>bjSj

脂肪酶$酶促催化癸酸'硬脂酸与甘油的酯化反应$

得率分别为 0&@"-H'0/@#&H% j4X\58>:等(#0)使用

&"#
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南极假丝酵母脂肪酶催化共轭亚油酸和甘油反应$

酯化率可达 0"H以上%

脂肪酶.46W533;a6Y[是将重组南极假丝酵母

脂肪酶吸附固定化在大孔吸附树脂 1.b#"/"j上$

降低了固定化酶在机械搅拌时的破碎率$延长了脂

肪酶的使用寿命(!")

% 该酶对众多脂类物质具有较

高的催化活性$尤其适用于长链脂肪酸的酶促反

应(!# %!!)

% 本文利用脂肪酶 .46W533;a6Y[催化棕

榈酸和甘油进行酯化反应$并通过响应面法进行工

艺优化$为酶促催化合成aaa提供一种新途径%

:;材料与方法

#@#D实验材料

aaa标准品"纯度
#

00H#$三十七烷酸甘油酯

标准品"纯度
#

00H#$三硬脂酸甘油酯标准品"纯

度
#

00H#$购自 M5934%O6VX5<= "中国#! 脂肪酶

.46W533;a6Y[$购自英国 aYX;65\>公司!棕榈酸$工

业级$购自泰柯棕化"张家港#有限公司!甘油"纯

度
#

00H#$工业级!正己烷$色谱纯!无水硫酸钠$

分析纯%

-$0"W气相色谱仪"配 gSQ检测器#$美国 O952

6>8\公司!F+l%g#'" 恒温振荡培养箱!试管涡旋振

荡器!OR!"( 分析天平$瑞士梅特勒%托利多公司%

#@!D实验方法

#@!@#Daaa的合成

准确称取"#"" o"@"##9棕榈酸$在一定的底物

摩尔比"棕榈酸与甘油摩尔比$下同#'反应时间'反

应温度和加酶量"以棕榈酸的质量计$下同#的条件

下$用脂肪酶 .46W533;a6Y[催化棕榈酸和甘油进

行酯化反应% 反应效果以酯化率"K#和甘三酯含量

"FG#表示%

Kh

I

#

3

#

%I

!
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!

I

#

3

#

f#""D "##

式中&I

#

为样品反应前的酸值"_UF#$39K9!

3

#

为反应前的底物总质量$9!I

!

为样品反应后的

酸值"_UF#$39K9! 3

!

为反应后的底物总质量$9%

FGh

3甘三酯

3总

f#""H "!#

式中&3甘三酯为反应后样品中甘三酯的质量$9!

3总为棕榈酸和甘油的总质量$9%

#@!@!Daaa的含量分析

利用气相色谱仪"高温柱#对产物成分进行检

测$分析产物中aaa的含量% 气相色谱仪分析条件&

氢火焰离子化检测器!QW%#=\毛细管柱"/" 3f!&"

!

3f"@#

!

3#!柱初始温度 /""I$保持 / 358$#"

IK358 升温到 /&"I$保持 !" 358!进样口温度

/$"I!分流比 &"G#!检测器温度 /-"I!高纯氮气流

速 /@" 3RK358$氢气流速 /& 3RK358$空气流速 /&"

3RK358%

#@!@/D数据处理

采用Q>[598 1BE>X\$@"@' 软件对实验数据进行

显著性检验及方差分析% #m"@"& 表示具有显著性

差异$#m"@"# 表示具有极显著性差异%

<;结果与分析

!@#D单因素实验

!@#@#D反应时间的影响

在底物摩尔比 /G#'反应温度 '&I'加酶量 #H

的条件下$研究反应时间对酯化效果的影响$结果见

图 #%

图 :;反应时间对酯化效果的影响

DD由图 # 可知$随着反应时间的延长$酯化率和甘

三酯含量均增加% 当反应时间为 #! = 时$酯化率和

甘三酯含量分别为 -$@'0H和 '$@#!H!当继续延长

反应时间至 #' = 后$酯化率和甘三酯含量分别为

$'d"&H和 -&@$!H$增长幅度降低!说明反应时间对

正反应的贡献率逐渐减小% 综合考虑$确定较适宜

的反应时间为 #! =%

!@#@!D底物摩尔比的影响

在反应时间 #! ='反应温度 '&I'加酶量 #H的

条件下$研究底物摩尔比对酯化效果的影响$结果见

图 !%

图 <;底物摩尔比对酯化效果的影响

DD由图 ! 可知$当棕榈酸与甘油的摩尔比为 !G# J

/G#时$酯化率均保持在较高的水平$分别为 -'d'$H'

-$@#"H和 -$@'0H% 这是由于棕榈酸与甘油进行

酯化反应的理论摩尔比为 /G#$当摩尔比小于 /G#

'"#
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时$过量的甘油会促进酯化反应向正方向进行% 因

此$酯化率保持在较高的水平% 随着底物摩尔比继

续增大"摩尔比大于 /G##$棕榈酸过量$酯化率逐渐

减小%

甘三酯含量则随着底物摩尔比的增加呈现先增

大后减小的趋势% 这是因为在整个酯化反应过程中

会产生甘一酯'甘二酯和甘三酯$随着棕榈酸的增

加$部分甘一酯和甘二酯转化成了甘三酯!但当棕榈

酸过量后$过量的棕榈酸不参加反应$导致了甘三酯

在整个体系中的比例减少% 因此$确定较适宜的底

物摩尔比为 /G#%

!@#@/D反应温度的影响

在底物摩尔比 /G#'反应时间 #! ='加酶量 #H

的条件下$研究反应温度对酯化效果的影响$结果见

图 /%

图 =;反应温度对酯化效果的影响

DD由图 / 可知$随着反应温度的升高$酯化率和甘

三酯含量均呈现出先增加后减小的趋势$在 -&I时

均达到最高$分别为 $-@"#H和 -'@#&H% 这是因为

酶促反应既有普通化学反应的特性$即升高温度可

以加快反应速率!但由于酶的本质是蛋白质$升高温

度会导致酶变性$在超过适宜反应温度时$反应速率

随温度升高的效应将逐渐被酶变性效应抵消$从而

导致反应速率下降% 因此$确定较适宜的反应温度

为 -&I%

!@#@(D加酶量的影响

在底物摩尔比 /G#'反应时间 #! ='反应温度

'&I的条件下$研究加酶量对酯化效果的影响$结

果见图 (%

图 @;加酶量对酯化效果的影响

DD由图 ( 可知$随着加酶量的增加$酯化率和甘三

酯含量增加$当加酶量达到 (H时$酯化率和甘三酯

含量分别为 0/@"&H和 $&@$$H!当加酶量继续增加

至 'H时$分别为 0(@#&H和 $'@0$H$增加幅度非常

小% 因此$确定较适宜的加酶量为 (H%

!@!D响应面实验

在单因素实验的基础上$采用 Q>[598 1BE>X\

$@"@' 软件进行响应面设计$以反应时间"%#'底物

摩尔比"&#'反应温度"'#和加酶量"(#为自变量$

以酯化率"K#和甘三酯含量"FG#为响应值$设计四

因素三水平的响应面实验% 响应面实验因素水平见

表 #$响应面实验设计及结果见表 !%

表 :;响应面实验因素水平

水平 %K= & 'KI (KH

%# #" !@$G# -" /

" #! /@"G# -& (

# #( /@!G# $" &

表 <;响应面实验设计及结果

实验号 % & ' ( K.D FG.D

# %# %# " " 0"@"( &$@0-

! # %# " " 0/@-0 '$@"#

/ %# # " " $#@&' -(@(&

( # # " " $&@/( $0@"-

& " " %# %# 0"@&& ('@''

' " " # %# $'@#0 &0@$'

- " " %# # 0/@0# 0"@!/

$ " " # # 0#@"- $$@(/

0 %# " " %# -$@0- /0@'(

#" # " " %# 0/@&( $-@($

## %# " " # 0(@0( 0"@/(

#! # " " # 0'@"& 0(@#(

#/ " %# %# " 0(@"0 '$@!$

#( " # %# " $/@&& -0@#/

#& " %# # " 0/@0$ '!@/!

#' " # # " $/@'- $'@"$

#- %# " %# " $$@$' -#@#(

#$ # " %# " 0/@'/ 0&@"#

#0 %# " # " $0@/$ -!@-(

!" # " # " 0/@!" $/@'!

!# " %# " %# $0@'( '&@&"

!! " # " %# -(@-( (0@&!

!/ " %# " # 0&@/' -!@"#

!( " # " # $(@$# $/@-(

!& " " " " 0/@"& 0"@$#

!' " " " " 0(@'" 0"@//

!- " " " " 0/@$' 0"@0$

-"#
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!@!@#D酯化率的响应面模型

!@!@#@#D模型的建立和方差分析

各因素经回归拟合得到酯化率与反应时间'底

物摩尔比'反应温度和加酶量的二次多项式回归

模型&

Kh0/@$( N!@'&%%&@!-&%"@&0'N/@&((N

"@"#%&%"@!(%'%/@/-%(N"@"'&'N#@"0&(N

"@/$'(%#@!#%

!

%(@$"&

!

%"@$''

!

%!@("(

!

该模型的方差分析如表 / 所示%

表 =;酯化率方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 ) # 显著性

模型 -&'@&" #( &(@"( #/@/$ m"@""" #

!!

% $(@!- # $(@!- !"@$' "@""" '

!!

& ///@#- # ///@#- $!@(- m"@""" #

!!

' (@!" # (@!" #@"( "@/!$ "

( #&"@&0 # #&"@&0 /-@!$ m"@""" #

!!

%& "@"" # "@"" "@"" "@00( !

%' "@!/ # "@!/ "@"' "@$#- !

%( (&@!0 # (&@!0 ##@!# "@""( $

!!

&' "@"# # "@"# "@"" "@0&& /

&( (@-/ # (@-/ #@#- "@/"" &

'( "@&$ # "@&$ "@#( "@-## 0

%

!

-@-0 # -@-0 #@0/ "@#0" /

&

!

#!!@$' # #!!@$' /"@(# "@""" #

!!

'

!

/@0& # /@0& "@0$ "@/(! #

(

!

/"@-# # /"@-# -@'" "@"#- (

!

残差 ($@($ #! (@"(

失拟项 (-@!$ #" (@-/ -@$- "@##$ "

误差项 #@!" ! "@'"

总和 $"(@0- !'

D注&

!

表示显著$#m"@"&!

!!

表示极显著$#m"@"#%

下同%

DD由表 / 可知$模型 #m"@""" #$极显著!且失拟

项#h"@##$ "$不显著!说明该回归方程模型达到了

极显著的水平$( 个因素与酯化率之间的模拟关系

是可行的$误差小$可以应用该回归方程模拟代替实

验真实点$对实验结果进行数据分析% 由表 / 还可

知$一次项%'&和 (对酯化率的影响极显著$二次

项&

! 对酯化率的影响极显著$二次项 (

! 对酯化率

的影响显著$交互项 %(对酯化率的影响极显著%

因此$各因素对酯化率的影响比较复杂$不是简单的

线性关系%

!@!@#@!D响应面模型分析和最优点的确定

利用Q>[598 1BE>X\软件进行岭脊分析$得到模型

最佳点为&反应时间 #!@-$ =$底物摩尔比 !@0#G#$反

应温度 -&@#I$加酶量 (@/0H%

!@!@!D甘三酯含量的响应面回归模型

!@!@!@#D模型的建立及方差分析

各因素经回归拟合得到甘三酯含量与反应时

间'底物摩尔比'反应温度和加酶量的二次多项式回

归模型&

FGh$(@0# N!@($%%(@/&&%"@&&'N/@/!(N

"@"!%&%"@!!%'%/@#&%(N"@"&&'N#@"(&(N

"d/''(%#@#/%

!

%(@&&&

!

%"@$#'

!

%!@!&(

!

该模型的方差分析如表 ( 所示%

表 @;甘三酯含量方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 ) # 显著性

模型 '"#@'# #( (!@0- #!@"$ m"@""" #

!!

% -/@0& # -/@0& !"@$" "@""" -

!!

& !!-@"/ # !!-@"/ '/@$( m"@""" #

!!

' /@'0 # /@'0 #@"( "@/!$ $

( #/!@/( # #/!@/( /-@!# m"@""" #

!!

%& "@"" # "@"" "@"" "@0$/ -

%' "@!" # "@!" "@"' "@$#- (

%( /0@-& # /0@-& ##@#$ "@""& 0

!!

&' "@"# # "@"# "@"" "@0&& (

&( (@/- # (@/- #@!/ "@!$0 &

'( "@&# # "@&# "@#( "@-#! (

%

!

'@-0 # '@-0 #@0# "@#0! #

&

!

##"@/$ # ##"@/$ /#@"( "@""" #

!!

'

!

/@(- # /@(- "@0$ "@/(! 0

(

!

!-@"( # !-@"( -@'" "@"#- (

!

残差 (!@'- #! /@&'

失拟项 (#@'! #" (@#' -@$0 "@##- '

误差项 #@"& ! "@&/

总和 '((@!$ !'

DD由表 ( 可知$模型 #m"@""" #$极显著!且失拟

项#h"@##- '$不显著!说明该回归方程模型达到了

极显著的水平$( 个因素与甘三酯含量之间的模拟

关系是可行的$实验误差小$即可以应用该回归方程

模拟代替实验真实点$对实验结果进行数据分析%

由表 ( 还可知$一次项%'&和(对甘三酯含量的影

响极显著$二次项 &

! 对甘三酯含量的影响极显著$

二次项(

! 对甘三酯含量的影响显著$交互相 %(对

甘三酯含量的影响极显著% 因此$各因素对甘三酯

含量的影响比较复杂$不是简单的线性关系%

!@!@!@!D响应面模型分析和最优点的确定

利用 Q>[598 1BE>X\软件进行岭脊分析$得到模

型的最佳点为&反应时间 #!@-$ =$底物摩尔比

!@0#G#$反应温度 -&@#I$加酶量 (@/0H%

!@!@/D响应面模型的验证

通过比较可以发现$酯化率和甘三酯含量达到

最大值的最佳工艺条件相同% 考虑实验的易操作

$"#
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性$选取反应时间为 #!@$ =$底物摩尔比为 !@0G#$

反应温度为 -&I$加酶量为 (@(H% 在最佳工艺条

件下$进行 / 次平行实验$得到的酯化率分别为

0&d#"H'0&@'$H和 0&@&(H$甘三酯含量分别为

$&@0'H'$&@-'H和 $&@&(H!酯化率和甘三酯含量

平均值分别为 0&@((H和 $&@-&H!而在该条件下酯

化率和甘三酯含量的预测值分别为 0'@/0H$

$-d"#H% 实验误差小$证明通过响应面模型得到的

数据是可行的%

=;结;论

利用脂肪酶.46W533;a6Y[催化棕榈酸和甘油

酯化反应合成三棕榈酸甘油酯$并通过响应面法优

化$得到最佳条件为&反应时间 #!@$ =$底物摩尔比

!@0G#$反应温度 -&I$加酶量 (@(H% 在最佳条件

下$酯化率和甘三酯含量的平均值分别为 0&@((H

和 $&@-&H%
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