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偏甘油酯脂肪酶 ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化及其
催化高酸值米糠油乙酯化脱酸的研究
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摘要：研究了偏甘油酯脂肪酶ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化及其催化高酸值米糠油乙酯化脱酸效果。结果
表明：相比于其他４种树脂，ＥＣＲ８２８５树脂对 ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化效果最好，在载酶量为４０ｍｇ／ｇ
时，制备得到的固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力为５１８．６６Ｕ／ｇ，比活力为１５．６５Ｕ／ｍｇ；最佳的固定化
ＬｉｐａｓｅＧ５０催化脱酸工艺条件为无水乙醇与高酸值米糠油中游离脂肪酸物质的量比２∶１、酶加量
４０Ｕ／ｇ、反应温度４０℃、反应时间６ｈ，在最佳条件下高酸值米糠油的酸值（ＫＯＨ）由６２．１４ｍｇ／ｇ降
至０．１２ｍｇ／ｇ；与此同时，固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０在高酸值米糠油脱酸中展现出优异的操作稳定性，连
续使用１０个批次，酯化活力为５０９．２２Ｕ／ｇ，与初始固定化酶相比，酯化活力没有显著降低。脱酸米
糠油经分子蒸馏后，其酸值（ＫＯＨ）为０．１９ｍｇ／ｇ，过氧化值为２．１６ｍｍｏｌ／ｋｇ，达到了ＧＢ／Ｔ１９１１２—
２００３一级米糠油标准。因此，固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０在油脂脱酸领域具有广阔的应用前景。
关键词：偏甘油酯脂肪酶；ＬｉｐａｓｅＧ５０；固定化；高酸值米糠油；酶法脱酸
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　　偏甘油酯脂肪酶，与传统甘油三酯脂肪酶相比，
其仅能作用于甘油单酯和甘油二酯，而不能作用于

甘油三酯。偏甘油酯脂肪酶独特的甘油酯底物特异

性使其近十年来在油脂改性领域引起了广泛关注。

常用的偏甘油酯脂肪酶主要有 ＰＣＬ（来源于
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃａｍｅｍｂｅｒｔｉｉ）、ＳＭＧ１（来源于 Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ
ｇｌｏｂｏｓｅ）、ＭｇＭＤＬ２（来源于 Ｍａｌａｓｓｅｚｉａｇｌｏｂｏｓｅ）、ＡＯＬ
（来源于 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ）和 ＰｃＭＤＬ（来源于
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｙｃｌｏｐｉｕｍ）［１］。与其他 ４种偏甘油酯脂
肪酶相比，ＰＣＬ的最适反应温度最高（４０℃），应用
范围最广［１－２］，而且其是５种常用偏甘油酯脂肪酶
中唯一一种商品化脂肪酶（商品化名 ＬｉｐａｓｅＧ５０）。
近年来ＬｉｐａｓｅＧ５０被广泛应用于催化制备或去除偏
甘油酯（甘油单酯、甘油二酯或甘油单酯与甘油二

酯混合物）［３－１１］和催化植物油环氧化［１２］等。如：

Ｆｒｅｉｔａｓ等［７］将固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０（固定于环氧
ＳｉＯ２－ＰＶＡ上）应用于催化甘油与脂肪酸酯化制备
甘油单酯，发现ＬｉｐａｓｅＧ５０对肉豆蔻酸和棕榈酸具
有较高的特异性，反应产物主要为１－单甘酯，且最
终的反应混合物达到了世界卫生组织确定的用作食

品乳化剂的要求；徐扬等［９］将 ＬｉｐａｓｅＧ５０应用于催
化甘油与脂肪酸酯化制备甘油二酯，在优化的反应

条件下，甘油二酯含量达 ４４．７％；郑平玉［１０］采用

ＬｉｐａｓｅＧ５０催化甘油与油茶籽油脂肪酸酯化制备甘
油二酯，在优化的反应条件下，产物中甘油二酯含量

为４９．９％；徐扬等［１１］将固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０应用于催
化甘油与脂肪酸酯化制备甘油二酯，固定化 Ｌｉｐａｓｅ
Ｇ５０连续使用５个批次后，仍能保持其最初活力的
８６．１％。Ｐａｄｈｉ等［８］采用 ＬｉｐａｓｅＧ５０催化转酯化去
除脂肪酸甲酯中的甘油单酯，可将饱和脂肪酸甘油

单酯含量由２％降低至０．１４％。除了制备和去除偏
甘油酯外，Ｚｈｏｕ等［１２］研究在低共溶溶剂中采用

ＬｉｐａｓｅＧ５０催化环氧化制备环氧植物油，结果发现，
在低共溶溶剂中，ＬｉｐａｓｅＧ５０使环氧植物油的生产
变得高效。而目前关于ＬｉｐａｓｅＧ５０在其他油脂改性
领域的应用报道较少。

高酸值米糠油通常是指酸值（ＫＯＨ）大于２０ｍｇ／ｇ
的米糠油。目前常用的脱酸方法主要有化学碱炼脱

酸和物理蒸馏脱酸，前者存在中性油和脂类伴随物

损失大及产生工业废水等问题［１３］，后者存在能耗大

及产生脂类风险因子（缩水甘油酯、氯丙醇酯和反

式脂肪酸等）的风险［１４－１５］。相比于化学碱炼脱酸

和物理蒸馏脱酸，采用脂肪酶催化脱除米糠油中的

游离脂肪酸具有反应条件温和、中性油和脂类伴随

物保留率高及安全环保等优点，近年来成为油脂脱

酸领域的研究热点。目前，应用于油脂脱酸的甘油

三酯脂肪酶主要为 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５、Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５、
ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ及ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ等［１６－２０］，应用于

油脂脱酸的偏甘油酯脂肪酶主要为 ＳＭＧ１－
Ｆ２７８Ｎ［２１－２２］，但关于 ＬｉｐａｓｅＧ５０应用于油脂脱酸的
研究还未见报道。

本文研究了 ＬｉｐａｓｅＧ５０在高酸值米糠油脱酸
中的应用潜力。考虑到游离酶存在稳定性差、回

收难等问题，先将 ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化，对固定
化的载体和载酶量进行了优化；随后，将固定化

ＬｉｐａｓｅＧ５０应用于高酸值米糠油脱酸，对反应条件
进行了优化，并评估了固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的操作
稳定性；最后，对脱酸米糠油进行了纯化，并对纯

化产物的甘油酯组成进行了测定，以期为固定化

ＬｉｐａｓｅＧ５０在高酸值米糠油脱酸中的应用奠定
基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

ＬｉｐａｓｅＧ５０（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃａｍｅｍｂｅｒｔｉｉ游离酶，酶
活力５００００Ｕ／ｇ），日本天野酶制剂集团；高酸值米
糠油，已脱胶处理，酸值（ＫＯＨ）为６２．１４ｍｇ／ｇ，过氧
化值为５．５８ｍｍｏｌ／ｋｇ，实验室制备；三油酸甘油酯
（纯度＞９９％）、二油酸甘油酯（纯度 ＞９９％）、单油
酸甘油酯（纯度 ＞９９％），上海 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ有限
公司；脂肪酸乙酯混标 ２１组分（Ｃ１４～Ｃ２４），美国
Ｎｕ－Ｃｈｅｋ公司；牛血清蛋白，上海吉至生化科技有
限公司；无水乙醇，分析纯；正己烷、异丙醇、甲酸，色

谱纯；ＥＣＲ１０３０树脂、ＥＣＲ８２８５树脂，漂莱特（中国）
有限公司；ＤＡ－２０１树脂、ＡＢ－８树脂、Ｄ３８０树脂，
南开大学化工厂。

ＤＦ－１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌器；Ａｇｉｌｅｎｔ
７８９０Ａ气相色谱仪（配备氢离子化火焰检测器），安
捷伦科技有限公司；ＭＤ－Ｓ８０短程分子蒸馏，广州
汉维科技有限公司；Ｈ１６５０－Ｗ小型离心机；Ｗａｔｅｒｓ
２６９５高效液相色谱仪（配备 Ｗａｔｅｒｓ２４１４示差检测
器），美国Ｗａｔｅｒｓ公司；ＩＲ－３５近红外水分测定仪；
ＤＨＧ－９０７０Ａ电热恒温鼓风干燥箱。
１．２　实验方法
１．２．１　树脂预处理

树脂 ＥＣＲ１０３０和 ＥＣＲ８２８５无需处理（厂家已
处理好）。ＤＡ－２０１、ＡＢ－８、Ｄ３８０３种树脂采用
９５％乙醇浸泡赶出树脂中的气泡，再分别采用５％
ＨＣｌ和２％ ＮａＯＨ浸泡去除树脂孔隙中残留的分子
单体，每次处理完成后采用去离子水冲洗树脂，直至

冲洗流出液 ｐＨ为中性为止；最后采用 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ
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ｐＨ５．６的磷酸盐缓冲液浸泡树脂，定期更换缓冲
液，直至缓冲液 ｐＨ不再变化为止。预处理完成后
的树脂沥干后放于４℃冰箱储存备用。
１．２．２　ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化

准确称取２ｇ预处理后的湿树脂于５００ｍＬ具
塞锥形瓶中，加入５８．８４ｍＬＬｉｐａｓｅＧ５０溶液（Ｌｉｐａｓｅ
Ｇ５０酶粉溶于２０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ５．６的磷酸盐缓冲液，
蛋白质质量浓度为１．０２ｍｇ／ｍＬ），使酶与湿树脂的
比例（载酶量）为 ３０ｍｇ／ｇ，随后加入 ５８．８４ｍＬ
２０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ５．６的磷酸盐缓冲液（ＥＣＲ８２８５树脂
实验时加入１．５ｍｏｌ／ＬｐＨ５．６的磷酸盐缓冲液），
随后将具塞锥形瓶置于 ３０℃恒温气浴摇床中以
１２０ｒ／ｍｉｎ转速振荡８ｈ。振荡结束后，过滤，分别收
集固定化酶和滤液，收集得到的滤液测定蛋白质质

量浓度，收集得到的固定化酶用相同的缓冲液冲洗

至流出液测不出蛋白质为止，于真空干燥箱４０℃下
干燥８ｈ，得到固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０。
１．２．３　蛋白吸附量的测定

采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定固定化前后酶溶液的蛋白
质质量浓度。每组数据平行测定３次。

固定化酶蛋白吸附量（Ａ）按式（１）进行计算。

Ａ＝
ｍ１－ｍ２

［ｍ－（ｍ１－ｍ２）］／１０００
（１）

式中：ｍ１为固定化前 ＬｉｐａｓｅＧ５０酶溶液中的蛋
白质质量，ｍｇ；ｍ２为固定化后收集得到的滤液中的
蛋白质质量，ｍｇ；ｍ为干燥后固定化酶的质量，ｇ。
１．２．４　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０酯化活力的测定

固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０酯化活力的测定参照诺维信
标准分析方法进行。于２５ｍＬ具塞三角瓶中加入
０．４６ｇ正丙醇、１．５４ｇ月桂酸，随后加入６ｍＬ正庚
烷，待月桂酸溶解后加入底物总质量３％的蒸馏水，
随后在４０℃恒温振荡器中预热５ｍｉｎ，再加入５０ｍｇ
固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０，酯化反应１０ｍｉｎ后，立即取样
２０μＬ于９８０μＬ正庚烷中，待气相色谱分析。每组
实验重复３次。

ＧＣ条件：ＯＶ３５１色谱柱（６０ｍ×０．３２ｍｍ×
０．１０μｍ）；分流比 ４０∶１；进样量 １μＬ；柱前压
０．１３７９ＭＰａ；进样口温度 ２５０℃；ＦＩＤ检测器温度
２８０℃；空气流量４５０ｍＬ／ｍｉｎ，氢气流量４０ｍＬ／ｍｉｎ，
载气（氮气）流量２５ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为１４０℃保
持２ｍｉｎ，随后以５℃／ｍｉｎ升至２１０℃，保持１５ｍｉｎ。
采用面积归一化法进行定量。

固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０酯化活力（Ｅ１）按式（２）进行
计算。

Ｅ１＝Ｉ×Ｅ×
１００００００
ｔ×ｍ （２）

Ｅ＝ｎ１／（ｎ１＋ｎ２） （３）
式中：Ｉ为月桂酸初始物质的量，ｍｏｌ；Ｅ为月桂

酸酯化率；ｍ为固定化酶质量，ｇ；ｔ为反应时间，ｍｉｎ；
ｎ１、ｎ２分别为酯化产物中丙基月桂酸酯和月桂酸的
量，ｍｏｌ。

固定化脂肪酶比活力（Ｅ２）按式（４）进行计算。
Ｅ２＝Ｅ１／Ｃ （４）
式中：Ｃ为固定化酶中的蛋白质含量（固定化

ＬｉｐａｓｅＧ５０的蛋白吸附量），ｍｇ／ｇ。
１．２．５　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０水分含量的测定

采用 ＩＲ－３５近红外水分测定仪对固定化
ＬｉｐａｓｅＧ５０的水分含量进行测定。测定前，先将仪
器预热１５ｍｉｎ，随后称取２５０ｍｇ固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０
置于托盘上，盖上盖子于１１０℃下测定至读数稳定，
记录固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０水分含量。
１．２．６　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０催化高酸值米糠油脱酸

于２．０Ｌ反应瓶中加入１００ｇ高酸值米糠油，随
后加入 ４００ｍＬ正己烷和 １／３所需无水乙醇，在
２５０ｒ／ｍｉｎ的转速下混合均匀后，加入一定量固定化
ＬｉｐａｓｅＧ５０，开始计时，保持转速２５０ｒ／ｍｉｎ，在一定
温度下进行反应。剩余 ２／３无水乙醇分别在反应
３ｈ和５ｈ时等量加入，反应６ｈ后取样１００μＬ，置
于４℃冰箱，待ＨＰＬＣ分析其组成。
１．２．７　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的操作稳定性评估

在优化的反应条件下对固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的操
作稳定性进行评估，每个反应批次结束后，过滤回收

固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０，采用１０ｍＬ正己烷冲洗３次后，
用于下一批次的反应。每次反应结束后通过测定脱

酸米糠油的酸值来评价固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的操作稳
定性。

１．２．８　ＨＰＬＣ分析脱酸米糠油的甘油酯组成
将样品溶于１ｍＬ流动相中，加入０．５ｇ无水硫

酸钠除水，于１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取８００μＬ上
清液，进行ＨＰＬＣ分析。

ＨＰＬＣ条件：示差折光检测器（ＲＩＤ）；ＥＸＬ－
１２７－２５４６Ｕ色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ）；流动相为正
己烷－异丙醇 －甲酸（体积比 １８∶１∶０．００３），流速
１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温箱温度３０℃；进样量１０μＬ。

各组分采用标准品定性，外标法定量。

１．２．９　放大实验与脱酸产物分离纯化
在优化的反应条件下进行放大实验。以 ２ｋｇ

高酸值米糠油为原料，脱酸反应结束后过滤回收固

定化酶，旋转蒸发回收正己烷。
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本研究采用乙醇作酰基受体，将各米糠油中的

游离脂肪酸转化为脂肪酸乙酯，由于脂肪酸乙酯具

有较低沸点，可通过分子蒸馏去除。因此，采用短程

分子蒸馏对产物进行分离纯化。分子蒸馏条件：进

料温度６０℃，进料流量１．５ｇ／ｍｉｎ，压力１．３８Ｐａ，蒸
发面温度１２０℃，刮膜速度２８０ｒ／ｍｉｎ，冷凝水温度
３５℃。
１．２．１０　米糠油酸值、过氧化值的测定

米糠油酸值的测定参照 ＧＢ５００９．２２９—２０１６，
过氧化值的测定参照ＧＢ５００９．２２７—２０１６。
２　结果与讨论
２．１　ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化
２．１．１　固定化载体的筛选

固定化过程中酶与载体的结合方式、结合牢

固程度、酶的结合导向及载酶量等都直接影响固

定化酶的活力和稳定性［２３］。按１．２．２方法采用５
种树脂对 ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化，测定固定化酶
的蛋白吸附量、酯化活力、比活力，考察不同树脂

对ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化的影响，结果如表１所示。由
表１可知，与其他４种树脂相比，ＥＣＲ８２８５树脂对
ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化得到的固定化酶具有最高
的蛋白吸附量、酯化活力和比活力，表明 ＥＣＲ８２８５
更适宜于 ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化。采用其他４种树
脂对 ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化属于物理吸附法，而
采用 ＥＣＲ８２８５对ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化属于化学结合
法，相比于其他几种载体，ＥＣＲ８２８５对 ＬｉｐａｓｅＧ５０
进行固定化的过程中，ＬｉｐａｓｅＧ５０与 ＥＣＲ８２８５的
结合位点及 ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化后的位置导向更有
利于固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０活力的展现。因此，本研
究选择 ＥＣＲ８２８５树脂对 ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化。

表１　不同树脂对ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化的影响

树脂 树脂类型 蛋白吸附量／（ｍｇ／ｇ） 酯化活力／（Ｕ／ｇ） 比活力／（Ｕ／ｍｇ）
ＥＣＲ１０３０ 甲基丙烯酸酯型大孔吸附树脂 ２３．６９±０．４３ ２４４．６９±３．４５ １０．３３±０．２７
ＥＣＲ８２８５ 环氧丙烯酸酯树脂 ２６．１２±０．４４ ４４３．２３±６．４３ １６．９７±０．３５
ＤＡ－２０１ 苯乙烯型极性大孔吸附树脂 １８．１２±０．１６ １６８．４５±２．０１ ０９．３０±０．２４
ＡＢ－８ 苯乙烯型非极性大孔吸附树脂 １９．０５±０．２３ ２３３．１３±３．０１ １２．２４±０．３１
Ｄ３８０ 大孔弱碱性阴离子交换树脂 ０７．０１±０．１４ ０６１．０３±０．９２ ０８．７１±０．２５

２．１．２　载酶量对ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化的影响
脂肪酶固定化过程中载酶量不仅影响固定化

酶的活力、比活力，而且直接影响反应的经济

性［２４］。按 １．２．２方法，采用 ＥＣＲ８２８５树脂对
ＬｉｐａｓｅＧ５０进行固定化，改变 ＬｉｐａｓｅＧ５０溶液的蛋
白质质量浓度，得到不同载酶量的固定化酶，测定

固定化酶的蛋白吸附量、酯化活力和比活力，考察

载酶量对 ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化的影响，结果如图
１所示。

图１　载酶量对ＬｉｐａｓｅＧ５０固定化的影响

　　由图１可以看出：蛋白吸附量随着载酶量的增
加而增加，当载酶量达到４０ｍｇ／ｇ时，蛋白吸附量达
到平衡，表明ＥＣＲ８２８５对ＬｉｐａｓｅＧ５０的结合达到饱
和；固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力随着载酶量的增

加而增加，当载酶量达到 ３５ｍｇ／ｇ时，增加幅度放
缓，这可能是由于随着ＥＣＲ８２８５上ＬｉｐａｓｅＧ５０结合
量的增加，酶分子彼此之间相互影响，从而影响了固

定化酶酯化活力的增加；固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的比活
力随着载酶量的增加而降低，可能是由于随着蛋白

吸附量的增加，酶分子之间相互影响，增加了酶分子

与底物分子结合的空间位阻，从而引起固定化酶比

活力的下降。综合考虑，选择载酶量为４０ｍｇ／ｇ制
备固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０。

在上述优化条件下，对ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化实验
放大５０倍，得到的固定化酶蛋白吸附量为３３．１４ｍｇ／ｇ，
酯化活力为５１８．６６Ｕ／ｇ，比活力为１５．６５Ｕ／ｍｇ，水分含量
为１．９８％。
２．２　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０催化高酸值米糠油脱酸的
单因素实验

２．２．１　无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比对脱酸
的影响

在反应温度３５℃、酶加量３０Ｕ／ｇ（基于高酸值
米糠油的质量，下同）、反应时间６ｈ条件下，研究无
水乙醇与游离脂肪酸物质的量比对固定化 Ｌｉｐａｓｅ
Ｇ５０催化高酸值米糠油脱酸的影响，结果如图 ２
所示。
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图２　无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比对脱酸的影响

　　由图２可以看出，当无水乙醇与游离脂肪酸物
质的量比为 １∶１时，脱酸米糠油的酸值（ＫＯＨ）最
高，达１２．７４ｍｇ／ｇ。这主要是由于高酸值米糠油中
除了含大量的游离脂肪酸（３０．６８％）外，还含有一
定量的偏甘油酯（０．２５％甘油单酯和９．２２％甘油二
酯），当采用固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０作催化剂、无水乙醇
作酰基受体催化高酸值米糠油脱酸时，无水乙醇除

了与游离脂肪酸发生酯化反应外还会与偏甘油酯发

生醇解反应，所以当无水乙醇与游离脂肪酸物质的

量比为１∶１进行脱酸时，无水乙醇的添加量远不能
满足脱酸反应的需要，所以脱酸后米糠油的酸值仍

然较高。当无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比为

１．５∶１时，脱酸米糠油的酸值（ＫＯＨ）降至２．８７ｍｇ／ｇ；
进一步增加无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比至

２∶１时，脱酸米糠油的酸值（ＫＯＨ）降至０．６６ｍｇ／ｇ，
然而当无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比增加至

２．５∶１时，脱酸后米糠油的酸值（ＫＯＨ）为１．２１ｍｇ／ｇ，
与２∶１时相比略有升高，这可能是由于过高的无水
乙醇添加量，影响了固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力，
从而降低了固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的脱酸效果。因此，
选择无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比为２∶１。
２．２．２　酶加量对脱酸的影响

在无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比２∶１、反
应温度３５℃、反应时间６ｈ条件下，研究酶加量对
固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０催化高酸值米糠油脱酸的影响，
结果如图３所示。

图３　酶加量对脱酸的影响

　　由图３可知，随着酶加量的增加脱酸效果逐渐
变好。当酶加量为 ４０Ｕ／ｇ时，脱酸米糠油的酸值

（ＫＯＨ）降至０．３１ｍｇ／ｇ，尽管酶加量为５０Ｕ／ｇ时，
脱酸米糠油的酸值（ＫＯＨ）降至０．２７ｍｇ／ｇ，但与酶
加量４０Ｕ／ｇ相比没有显著差异（ｐ＞０．０５），这可能
是由于当酶加量为４０Ｕ／ｇ时，酶与底物已基本达到
饱和，进一步增加酶加量并不会显著增强脱酸效果。

出于经济性的考虑，选择酶加量为４０Ｕ／ｇ。
２．２．３　反应温度对脱酸的影响

在无水乙醇与游离脂肪酸物质的量比２∶１、酶
加量４０Ｕ／ｇ、反应时间６ｈ条件下，研究反应温度对
固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０催化高酸值米糠油脱酸的影响，
结果如图４所示。

图４　反应温度对脱酸的影响

　　由图４可知，随反应温度升高，脱酸米糠油的酸
值先降低后升高。固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０在反应温度
４０℃时具有最优的脱酸效果，脱酸米糠油的酸值
（ＫＯＨ）降至０．１２ｍｇ／ｇ。反应温度超过４０℃后，脱
酸米糠油的酸值增加，这可能是由于一方面高温影

响了固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的反应活力（因为游离
ＬｉｐａｓｅＧ５０的最适反应温度为３７℃），另一方面，高
温加速了反应底物乙醇的挥发，从而使脱酸效果降

低。因此，选择反应温度为４０℃。
综上，确定固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０催化高酸值米糠

油脱酸的最佳反应条件为：无水乙醇与游离脂肪酸

物质的量比２∶１，酶加量４０Ｕ／ｇ，反应温度４０℃，反
应时间６ｈ。
２．３　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的操作稳定性

在上述优化的反应条件下，以每个批次结束后

脱酸米糠油的酸值为指标，研究固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０
的操作稳定性，结果如图５所示。

图５　固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的操作稳定性
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　　由图５可知，固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０连续使用１０个
批次后，脱酸效果与第一个批次相比没有显著差异

（ｐ＞０．０５）。进一步对１０个批次结束后回收得到
的固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力进行分析发现，固
定化ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力为５０９．２２Ｕ／ｇ，与初始
制备得到的固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力（５１８．６６
Ｕ／ｇ）相比没有显著差异，表明固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０在
催化高酸值米糠油脱酸过程中具有优异的操作稳

定性。

２．４　放大实验与产物分离纯化
２ｋｇ高酸值米糠油经酶法脱酸放大实验、分子

蒸馏，得到１．１６ｋｇ脱酸米糠油和０．８３ｋｇ脂肪酸乙
酯，米糠油精炼得率为５８％。高酸值米糠油、脱酸
米糠油及分子蒸馏纯化产物的甘油酯组成如表 ２
所示。

表２　高酸值米糠油、脱酸米糠油及分子蒸馏
纯化产物的甘油酯组成 ％

甘油酯 高酸值米糠油 脱酸米糠油 分子蒸馏纯化产物

甘油三酯 ５９．８５±１．２３ ５８．３９±１．１８ ９７．５８±１．０１
游离脂肪酸 ３０．６８±０．５４ ００．０６±０．０１ ００．１０±０．０１
甘油二酯 ０９．２２±０．２１ ０１．３９±０．１２ ０２．３２±０．２６
甘油单酯 ００．２５±０．０２ ００００００ ０００００００
脂肪酸乙酯 ０００００００ ４０．１６±０．８３ ０００００００

　　由表２可知，脱酸米糠油的游离脂肪酸含量降
至０．０６％（酸值（ＫＯＨ）为０．１２ｍｇ／ｇ），分子蒸馏纯
化产物中游离脂肪酸含量为０．１０％，甘油三酯含量
为９７．５８％。高酸值米糠油经脱酸、分子蒸馏纯化
后，酸值（ＫＯＨ）由６２．１４ｍｇ／ｇ降至０．１９ｍｇ／ｇ，过
氧化值由５．５８ｍｍｏｌ／ｋｇ降至２．１６ｍｍｏｌ／ｋｇ，酸值和
过氧化值均达到了 ＧＢ／Ｔ１９１１２—２００３一级米糠油
标准。结果表明固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０是催化高酸值米
糠油脱酸的有效催化剂，在油脂脱酸领域具有较好

的应用前景。

３　结　论
本文探究了固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０在高酸值米糠油

脱酸中的应用潜力。首先筛选了适宜的固定化载

体，发现环氧树脂ＥＣＲ８２８５对ＬｉｐａｓｅＧ５０的固定化
效果最好，在载酶量为 ４０ｍｇ／ｇ时，制备的固定化
ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯化活力达到５１８．６６Ｕ／ｇ。将制备的
固定化ＬｉｐａｓｅＧ５０应用于高酸值米糠油脱酸，最佳
脱酸工艺条件为：无水乙醇与游离脂肪酸物质的量

比 ２∶１，酶加量 ４０Ｕ／ｇ，反应温度 ４０℃，反应时间
６ｈ。在最佳脱酸条件下，高酸值米糠的酸值
（ＫＯＨ）由６２．１４ｍｇ／ｇ降至０．１２ｍｇ／ｇ，且在脱酸过
程中固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０展现出了优异的操作稳定

性，连续使用１０个批次后，固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０的酯
化活力为５０９．２２Ｕ／ｇ，与初始固定化 ＬｉｐａｓｅＧ５０相
比，酯化活力没有显著降低。分子蒸馏纯化产物的

酸值（ＫＯＨ）为０．１９ｍｇ／ｇ，过氧化值为２．１６ｍｍｏｌ／
ｋｇ，达到了一级米糠油标准。因此，固定化 Ｌｉｐａｓｅ
Ｇ５０在油脂脱酸领域具有较好的应用前景。
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