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摘要!酶促法制备单甘酯具有绿色环保等优点!但其较低的传质速率限制了催化效率% 基于此!探

索了溶剂类型对酶促大豆油甘油解反应制备单甘酯的影响% 结果发现!异丙醇可作为制备单甘酯

的适宜溶剂% 为深入研究溶剂比例对反应体系的影响!采用液液平衡三元恒温相图进行溶剂比例

预测!得出最佳的溶剂比例"异丙醇体积与大豆油质量比$应低于 &q##通过实验测定!得到最佳溶

剂比例为 3q#!在此条件下于 &4i反应 #" K!单甘酯摩尔收率高达 ,#7*4E!N9̂9AC/

,

&34 酶比活

力相对稳定!剩余酶活为反应前的 *"E左右%

关键词!单甘酯#溶剂#酶活#液$液平衡#相图
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++单脂肪酸甘油酯"b9;9B2C8=\1[=#$简称单甘酯

"b(O#$具有一个亲油的长链烷基和两个亲水的羟

基)# $3*

$是一种重要的多元醇非离子型表面活性

剂)&*

$在食品)4 $,*

%畜牧业)* $%*以及塑料工业)'*等方

面都有着广泛的应用&

单甘酯的合成按照反应类型的不同可分为直接

酯化法)#"*

%水解法)&*以及甘油解法)##*等& 其中$甘

油解法无副产物生成$可完全反应$收率相对较高$

被广泛用于单甘酯的合成&

在催化剂的选择上$目前工业上多采用无机化

学催化剂高温下制备单甘酯$但所制备的产品质量

较低$能源消耗大& 相较于化学催化剂$酶催化具有

反应高效%条件温和可调控%绿色环保等优点& 有多

种脂肪酶可用于甘油解制备单甘酯$如S1X9AC/=IS

Tb

)#!*

%N9̂9AC/

,

&34

)#3*

%猪胰脂肪酶)#& $#4*等& 其

%,
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中$N9̂9AC/

,

&34 活性较高$且易于分离回收再利

用$被广泛用于实验室研究中&

油脂甘油解为两相反应$溶剂的存在可增加底

物分子碰撞概率$大幅提高传质效率& 因此$可在溶

剂存在的情况下以酶催化油脂甘油解制备高质量单

甘酯)#,*

& 由于油脂和甘油为两相$如何选择合适的

溶剂使油脂与甘油充分混合$提高反应效率$是当前

亟待解决的问题& D1XKV/等)#**以丙酮 $异辛烷

"体积比 3q##作为溶剂制备单甘酯$单甘酯收率达

4,E& 叔丁醇>叔戊醇)#%*

%叔戊醇)#'*作溶剂制备单

甘酯亦有研究$但上述研究中所用溶剂均为过量$影

响了酶催化效率&

基于此$且考虑到油脂和甘油的亲油亲水性相

差较大$选择同时含有羟基和烃基短碳链饱和一元

醇作为反应溶剂$以单甘酯收率和反应前后脂肪酶

N9̂9AC/

,

&34 活性变化作为衡量指标$系统研究

溶剂碳链长短与结构对大豆油甘油解制备单甘酯反

应的影响& 同时$通过探究油相%甘油相和溶剂三组

分液液平衡三元恒温相图预测刚好达到液$液平衡

的溶剂比例$并以实际结果进行验证&

<=材料与方法

#7#+实验材料

#7#7#+原料与试剂

大豆油$上海嘉里食品工业有限公司& 甘油

"

!

''74E#$上海申博化工有限公司!无水甲醇%氢

氧化钾$江苏强盛功能化学股份有限公司!无水乙

醇%仲戊醇%叔戊醇%对硝基苯酚"0$NG#$国药集团

化学试剂有限公司!正丙醇%正丁醇%异丁醇%仲丁

醇%正戊醇%对硝基苯酚棕榈酸酯"0$NGG#%异戊

醇$上海麦克林生化科技有限公司!N0

!

HGM

&

(

#!H

!

M%N0H

!

GM

&

(!H

!

M$均为分析纯$上海凌峰化

学试剂有限公司!正己烷%异丙醇$均为HGSR级$永

华化学科技"江苏#有限公司!聚乙二醇辛基苯基醚

"I\1]9;

,

p$#""#$生化试剂级$阿拉丁试剂"上

海#有限公司!N9̂9AC/

,

&34$诺维信"中国#生物

技术有限公司&

#7#7!+仪器与设备

FHO$'"*"(鼓风干燥箱$上海鳌珍仪器制造

有限公司!)Jb$#!"7& 分析天平$上海卓精电子科

技有限公司!Z)!"" $JH数显恒温搅拌机$湖南力辰

仪器科技有限公司!FD$! 数显调温电热器$南通

长江光学仪器有限公司!-a#,"" 高效液相色谱仪$

上海伍丰科学仪器有限公司! T̀!"#H示差折光检

测器$赛智科技有限公司!T;]=\]_12

,

MFJ $3 R

#%

色

谱柱$上海月旭科技股份有限公司!FP$#"#J 恒温

加热磁力搅拌器$上海力辰邦西仪器科技有限公司&

#7!+实验方法

#7!7#+大豆油的酶促甘油解反应制备单甘酯

按大豆油与甘油摩尔比 #q3 称取一定量大豆

油%甘油溶于溶剂并置于密闭烧瓶中$于 &4i水浴

下以 !"" \>/1;搅拌加热 3" /1;$待内温稳定后加入

!7"E脂肪酶 N9̂9AC/

,

&34$反应 #" K 后$取样分

析单甘酯摩尔收率和N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活&

#7!7!+单甘酯含量测定及摩尔收率的计算

采用高效液相色谱法测定单甘酯含量& 将

#7!7# 所取样品过滤除去酶$蒸去溶剂后以流动相

定容至 #" /S$进高效液相色谱仪测定单甘酯含量&

高效液相色谱条件'T;=\]_12

,

MFJ $3R

#%

色谱柱

"&7, //k!," //$ 4

!

/# 和示差折光检测器

" T̀F#!色谱柱温度 &4i$ T̀F温度 &4i!流动相为

异丙醇和正己烷"体积比 '*q3#$流速 #7" /S>/1;$

等度洗脱!进样量 !"

!

S&

按式"##计算单甘酯摩尔收率&

,

b(O

j

!

b(O

kBkJ

I(O

6kJ

b(O

k@

I(O

k3

k#""M "##

式中',

b(O

为单甘酯摩尔收率!!

b(O

为单甘酯含

量$/B>/S!B为定容体积$/S!6为样品质量$B!@

I(O

为样品对应初始时大豆油质量分数!J

I(O

%J

b(O

分

别为大豆油甘三酯和单甘酯的摩尔质量$/92>B&

#7!73+N9̂9AC/

,

&34 酶比活力测定及剩余酶活

的计算

#7!737#+标准曲线的绘制

分别配制不同浓度的 0$NG溶液$以紫外可见

光分光光度计测定其 !*4 ;/处吸光度& 以"0$

NG#浓度")#为横坐标$吸光度"*#为纵坐标$绘制

脂肪酶比活力标准曲线$得到标准曲线方程为'*j

*7""3 '4)$"7"!* #$线性范围为 "7"# f"7#, //92>S$

+

!

j"7'', %&

#7!737!+脂肪酶比活力测定及剩余酶活计算

称取一定量的脂肪酶于 #" /S离心管中$加入

& /S0$NGG溶液"在酶的作用下转化为 0$NG#$

放入恒温摇床中"&4i#反应 4 /1;$加入 # /S三氯

乙酸终止反应$以紫外可见光分光光度计测定 !*4

;/处吸光度& 根据脂肪酶比活力标准曲线计算

0$NG浓度$按式"!#%"3#分别计算脂肪酶比活力

")#和剩余酶活",#&

)j

#k"L""4 k# """

4 6

"!#

,j

)

!

)

#

k#""M "3#

',
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式中'#为0$NG浓度$//92>S!6为酶量$/B!

)

!

为反应后脂肪酶比活力$TU>/B!)

#

为反应前脂肪

酶比活力$TU>/B&

#7!7&+异丙醇$甘油 $大豆油液液平衡三元相图

的绘制

称取一定质量的大豆油和异丙醇于 #"" /S锥

形瓶中$于 &4i的恒温加热磁力搅拌器中预热 #"

/1;$向锥形瓶中逐滴滴加甘油$待澄清混合液出现

浑浊时停止滴加$继续搅拌 #" /1;$记录滴加的甘油

的质量$绘制异丙醇 $甘油 $大豆油液液平衡三元

恒温相图&

>=结果与讨论

!7#+不同反应溶剂对单甘酯摩尔收率和 N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活的影响

按 #7!7# 方法$分别以甲醇%乙醇%正丙醇%正丁

醇和正戊醇 4 种相同结构的直链烷基饱和一元醇为

溶剂进行酶促大豆油的甘油解反应制备单甘酯$不

同反应溶剂对单甘酯摩尔收率和N9̂9AC/

,

&34 剩

余酶活的影响分别见图 #%图 !&

+注'溶剂比例 4q#"溶剂体积与大豆油质量比#& 下同

图 <=直链烷基醇作溶剂对单甘酯摩尔收率的影响

图 >=直链烷基醇作溶剂对脂肪酶剩余酶活的影响

++由图 # 可知$甲醇和乙醇作溶剂时单甘酯摩尔

收率较低& 这可能是因为甲醇和乙醇作为高极性

"弱疏水性#的溶剂能吸附水分子$从酶分子上剥夺

必要的水层$从而使脂肪酶不能发挥催化作用!也有

可能是溶剂分子占据了酶分子中-结合水.的位置$

酶催化部位多肽链构象发生改变$脂肪酶可逆性失

活$无法发挥催化作用& 正丙醇作溶剂时单甘酯摩

尔收率高于正丁醇和正戊醇& 这是因为正丁醇和正

戊醇作为直链烷烃$其长链烷基表现为疏水$与底物

不能形成良好的均相$从而抑制了反应的进行& 由

图 ! 可知$不同的有机溶剂对 N9̂9AC/

,

&34 酶活

的影响不同$与反应前相比 N9̂9AC/

,

&34 酶活均

有不同程度的下降$其中甲醇%乙醇作溶剂时$

N9̂9AC;

,

&34 酶活降低更明显&

为考察支链对酶促大豆油甘油解反应的影响$

按照 #7!7# 方法$分别以正丙醇%正丁醇%正戊醇及

其同分异构体"见表 ##为溶剂$进行甘油解反应$对

比丙醇%丁醇和戊醇为溶剂时的单甘酯摩尔收率和

N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活$结果如图 3%图 & 所示&

表 <=正丙醇%正丁醇%正戊醇及其同分异构体结构式

序号 一元醇 结构式 序号 一元醇 结构式

# 正丙醇 , 正戊醇

! 异丙醇 * 异戊醇

3 正丁醇 % 仲戊醇

& 异丁醇 ' 叔戊醇

4 仲丁醇

图 ?=支链烷基醇作溶剂对单甘酯摩尔收率的影响

图 @=支链烷基醇作溶剂对脂肪酶剩余酶活的影响

++由图 3 和图 & 可知$异丙醇作溶剂时单甘酯摩

尔收率最高$脂肪酶剩余酶活较高& 这可能与异丙

醇分子结构中羟基在 ! 位碳上$左右各连有 # 个甲

基$为左右对称结构有关& 对比 3 种饱和一元醇的

同分异构体发现$存在支链的溶剂收率明显高于直

链溶剂$其可能原因有'

"

支链越多$其空间位阻越

大$越不容易取代脂肪酶上的结合水$酶的剩余活性

"*
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越高!

#

支链空间位阻阻碍其与油脂副反应的发生&

综上$选择异丙醇作为酶促大豆油甘油解制备

单甘酯的反应溶剂&

!7!+溶剂比例的液液平衡三元相图预测

为探究不同溶剂比例"异丙醇体积与大豆油质

量比$下同#对反应体系催化效率的影响$在溶剂比

例分别为 #q#%!q#%3q#%&q#%4q# 和 ,q# 时$按照

#7!7& 方法记录三相溶液由澄清变浑浊所需的异丙

醇%甘油和大豆油的质量分数"见表 !#$绘制异丙

醇$甘油$大豆油液液平衡三元相图$并绘制液液

平衡曲线$结果见图 4& 液液平衡曲线上方为拟均

相$下方为两相区域&

表 >=不同溶剂比例的体系各物质质量分数

溶剂比例 甘油>E 异丙醇>E 大豆油>E

#q# #&7*' 3*7*# &*74"

!q# ##7"* 4&73& 3&74'

3q# %7*" ,&7#" !*7!"

&q# *7#% *"73' !!7&3

4q# ,7"' *&7%, #'7"4

,q# 473" *%7#! #,74%

图 A=不同溶剂比例在相图中的位置

++由图 4 可知$当大豆油和甘油一定时$所对应相

图点随溶剂增减在图 4 所示直线上移或下移& 直线

与液液平衡曲线相交于一点)& 当溶剂比例所对应

相图点处于平衡曲线下方即图中 )R段时$无论如

何改变溶剂比例$体系均为两相!反之$处于 ()段

体系均为拟均相&

如图 4 所示$溶剂比例为 &q# 时$该点刚好处于

液液平衡曲线上$仅从底物相容性考虑 &q# 为加入

溶剂的最佳比例$此时体系所需异丙醇量较少$传质

阻力较小$所得单甘酯摩尔收率较高$对酶活影响较

小& 但产物单甘酯作为一种表面活性剂$可增加体

系相容性!随着底物不断被消耗$体系更加趋向于均

相$推动反应正向进行& 因此$在实际反应中$溶剂

的最佳比例应低于相图预测值&

!73+溶剂比例对大豆油甘油解制备单甘酯的影响

按照 #7!7# 方法$以不同比例异丙醇作溶剂$进

行大豆油甘油解反应制备单甘酯$测定不同溶剂比

例对单甘酯摩尔收率和N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活的

影响$结果分别见图 ,%图 *&

图 B=溶剂比例对单甘酯摩尔收率的影响

图 C=溶剂比例对脂肪酶剩余酶活的影响

++由图 , 可看出'溶剂比例为 #q# 时$单甘酯摩尔

收率仅为 3"E左右$溶剂比例由 #q# 增加至 !q# 时

单甘酯摩尔收率迅速增加$在溶剂比例为 3q# 时单

甘酯摩尔收率达到最高$为 ,#7*4E!溶剂比例超过

3q# 时$随溶剂比例增加$单甘酯摩尔收率迅速下

降& 由图 * 可看出'溶剂比例为#q# f3q# 时$随溶

剂比例增加$N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活随之增加!溶

剂比例为 3q# 时$N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活最高$为

反应前的 *"E左右!溶剂比例超过 3q#$N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活基本呈直线下降$下降速度较快& 因

此$溶剂比例选择 3q#&

?=结=论

本研究考察了溶剂类型对酶促大豆油甘油解制

备单甘酯反应的影响$结果发现$以饱和一元醇作反

应溶剂$含有支链结构的溶剂参与反应时单甘酯摩

尔收率明显高于直链结构$异丙醇作溶剂时单甘酯

摩尔收率最高$N9̂9AC/

,

&34 剩余酶活也较高&

以不同比例的异丙醇作为反应溶剂$研究发现$异丙

醇体积为大豆油质量的 3 倍时单甘酯摩尔收率达到

最高$为 ,#7*4E$脂肪酶比活力相对稳定$剩余酶

活为反应前的 *"E左右&
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