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摘要!优化了无溶剂体系中固定化 #!2 %特异性脂肪酶催化高油酸葵花籽油与硬脂酸合成富含

#!2 %二硬脂酸%! %油酸甘油三酯">a>$的合成工艺% 以 >a> 体系含量为考察指标!考察了酶的

种类&底物摩尔比&反应温度&反应时间的影响% 确定无溶剂体系下 >a> 合成的最佳工艺条件为'

特异性脂肪酶为B>'""&1!酶添加量 #!<"以底物总质量计$!底物"高油酸葵花籽油与硬脂酸$摩

尔比 #i#!!反应时间 ' Q!反应温度 $"d% 在最佳工艺条件下反应产物中 >a> 含量为 115#<!>>a

含量为 $5#<!>aa含量为 #250<%
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((由于可可脂"@f#独特的物理化学性质$其作为

糖果行业中巧克力制品的理想用油$同时也存在着

高温不耐受性'极易起霜等问题(# %!)

% 巧克力起霜

导致产品品质下降$是困扰糖果行业的一个世界性

难题% 通过酶促酸解获得富含 #$2 %二硬脂酸 %

! %油酸甘油三酯" >a>$> 为硬脂酸$a为油酸#的

可可脂改良剂可以很好地解决巧克力制品起霜'不

耐热等问题(2 %')

%

>a>是由十八碳的硬脂酸和十八碳的油酸所组

成的一种长碳链熔点较高的甘油三酯% 由于用于合

成 >a>的酶法酯交换或酶法酸解反应产物含量通

常较低$所以目前关于 >a> 酶法合成的报道非常有
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限% 王灵燕(0)使用高油酸葵花籽油与硬脂酸在无

溶剂体系下反应$产物中 >a> 含量为 2)50&<%

D;EM等(1)使用高油酸葵花籽油与山嵛酸甲酯在无

溶剂体系下反应$产物中 #$2 %二山嵛酸 %! %油酸

甘油三酯 "faf$ f为山嵛酸$ a为油酸# 含量

为 2! &̂<%

本文以高油酸葵花籽油和硬脂酸为原料$首次

采用较高的底物摩尔比结合新型的固定化 #$2 %特

异性脂肪酶 B>'""&1$提供了一种绿色高效的酶促

酸解反应制备 >a> 的路径$以高效液相色谱定性$

制备色谱结合气相色谱定量为检测手段$对影响酶

法酸解反应的主要因素进行了初步研究$为酶法制

备 >a>的工业化推广奠定基础%

78材料与方法

#5#(实验材料

#5#5#(原料与试剂

高油酸植物油&上海益海嘉里粮油有限公司提

供"油酸含量 &'5)#<$主要甘三酯为 aaa和

>aa#!>a> 标准品"纯度 ))<#'#$! %二硬脂酸 %

2 %油酸甘油三酯">>a#标准品'硬脂酸甲酯'油酸

甲酯&>.M,-公司!硬脂酸&国药集团化学试剂有限

公司!固定化脂肪酶 G.[7PL,;'20'G.[7PL,;JDHD'

B>'""&1&丹麦B7T7PL,;X公司!猪胰腺脂肪酶&>.M+

,-公司!正己烷'异丙醇'乙腈为色谱纯!其余试剂

均为分析纯%

#5#5!(仪器与设备

夹层酶反应器$AA%1"# 超级恒温水浴锅$

J;%0"# 型旋转蒸发器$?M./;ES$&!"?气相色谱仪$

F-S;9X#0!0 高效液相色谱仪$C9-6;中压制备色谱%

#5!(实验方法

#5!5#(酸解反应

将一定量的高油酸葵花籽油和硬脂酸加入夹层

酶反应釜中$添加一定量的固定化脂肪酶$在固定转

速的恒温磁力搅拌器上$一定温度下反应一定时间

后加入热正己烷溶解$趁热过滤除去脂肪酶$旋转蒸

发除去正己烷$得到反应产物%

#5!5!(AYG@%*G>_测定甘油三酯含量

((采用 AYG@%*G>_测定反应产物中甘油三酯

的含量% 色谱条件&>8EU.9;@#& 色谱柱"#0" ,,h

'51 ,,#!流速 # ,Gb,.E!柱温 2"d!进样量 #"

!

G!

流动相?相为正己烷 %异丙醇"体积比#i##$f相

为乙腈!洗脱条件为流动相?相与流动相f相体积

比 20i10%

所有反应均一式两份$以 >a> 标准品为外标定

性$采用面积归一化法定量% 在此色谱条件下$反应

产物的AYG@%*G>_图见图 #%

图 78反应产物的OURGH!RJN图

#5!52(反应产物XE %! 位脂肪酸测定

由于无法利用 #5!5! 高效液相色谱有效分离

>a>和 >>a$本实验中考察指标为 >a>体系的含量$

为了确定最终反应产物中 >a> 的具体含量$首先通

过制备型 AYG@制备含有 >a> 和 >>a的组分% 随

后将收集的组分通过气相色谱检测XE %! 位脂肪酸

组成$定量分析 >a> 和位置异构体 >>a% 反应产物

XE %! 位脂肪酸的测定参考Cfb=!'&)'*!"#"% 除

了使用 >8EU.9;@#& 色谱柱"#0" ,,h#) ,,#和 &5"

,Gb,.E的流速之外$制备 >a> 和 >>a组分的方法

与 #5!5! 高效液相色谱的方法相同%

98结果与讨论

!5#(脂肪酶种类对反应的影响

脂肪酶对不同脂肪酸或其酰基部分有不同的分

辨能力$不同来源的脂肪酶具有不同的催化特性$如

稳定性'催化活性'底物专一性和位置专一性等$对

产物中甘油三酯的组成起着决定性作用% 因此$本

实验选择了 2 种固定化脂肪酶作比较$其基本信息

见表 #%

表 78脂肪酶基本信息

脂肪酶 微生物来源(( 载体(( 位置选择性((

G.[7PL,;'20 :'(6-6' '(0'&10-1' 大孔性丙烯酸树脂 底物性质决定($)

G.[7PL,;JDHD 3>-#,!.1,&!-+>+- 大孔阴离子交换树脂
XE %#$2

(&)

B>'""&1 4)$+&C-77.),&8#'+ 大孔性丙烯酸树脂
XE %#$2

())

((选取 2 种固定化脂肪酶 G.[7PL,;'20'G.[7PL,;

JDHD'B>'""&1 进行实验$反应条件为&无溶剂体

系下$底物"高油酸葵花籽油与硬脂酸#摩尔比 #i'$

加入占底物总质量 #!<的一种脂肪酶$反应温度

&0
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$"d$反应时间 1 Q$酶的种类对酶促酸解反应的影

响结果如图 ! 所示%

图 98酶的种类对酶促酸解反应的影响

((定向酸解反应过程$一方面要求脂肪酶拥有较

强的催化酯化活力$尽可能减少水解带来的副产物!

另一方面要有较好的 XE %#$2 位特异性$以获得更

高的产率(#")

% 由于G.[7PL,;'20 的位置特异性取决

于反应物的种类$在某些反应中$G.[7PL,;'20 表现

为XE %#$2 位特异性$而在其他反应中$这种脂肪酶

的作用却表现为一种无定位专一性的脂肪酶% 由图

! 可知$G.[7PL,;'20 在酸解反应中表现出较低的催

化活性$说明在该反应体系下$G.[7PL,;'20 并没有

表现出XE %#$2 位特异性% 通常$用于合成对称型

甘三酯最常见的XE %#$2 特异性脂肪酶是 G.[7PL,;

JDHD

(##)

% 然而$G.[7PL,;JD HD具有低热稳定

性$在高于 1"d的温度下进行反应$对G.[7PL,;JD

HD的催化活性具有不利影响(#!)

$同时考虑到若将

该反应温度降至 1"d以下会造成硬脂酸的固化$从

而不利于反应的进行% 相反$B>'""&1 在 $"d下表

现出良好的热稳定性$且其催化酸解的产物中 >a>

体系含量最高% 因此$选取 B>'""&1 作为反应用脂

肪酶%

!5!(底物摩尔比对反应的影响

反应条件为&无溶剂体系下$将高油酸葵花籽油

与硬脂酸以不同摩尔比混合$加入占底物总质量

#!<的脂肪酶B>'""&1$反应温度 $"d$反应时间 1

Q$底物摩尔比对酶促酸解反应的影响结果如图 2

所示%

图 ;8底物摩尔比对酶促酸解反应的影响

((由图 2 可知$随着底物摩尔比的增加$>a> 体系

含量呈现先急剧增加后趋于平缓的趋势% 较低的底

物摩尔比会导致反应的不完全$反应初期高油酸葵

花籽油与硬脂酸会较多地生成 # %硬脂酸 %!$2 %

二油酸甘油三酯">aa#$随着底物摩尔比的增加$硬

脂酸的大量引入$将初期生成的 >aa进一步转化为

>a>$提高了 >a> 的含量% 由于在后续操作中 >a>

与 >aa较难分离$粗产物中 >aa的含量将决定最

终产品中 >a>的纯度%

在此前合成抗起霜剂faf的研究中$通常使用

较低的底物摩尔比% 然而$使用低摩尔比导致反应

不完全$并且在粗产物中形成大量的 faa% 例如$

Y-W/;L

(#2)利用低底物摩尔比的山
"

酸和菜籽油酶法

酸解$产物中含有 ''5$<的 faa% D;EM等(1)以低

底物摩尔比的山嵛酸甲酯和高油酸葵花籽油酶法合

成faf$目标产物faf含量为 2!5&<$而粗产物中

存在含量高达 2'5'<的faa% 在本研究中$较高的

底物摩尔比对于高油酸葵花籽油和 >aa转化为

>a>是有利的$这与先前使用高底物比用于合成结

构脂质的研究一致(#')

% 所以本实验采取的高底物

摩尔比不仅可以提高 >a> 体系的含量$还可以提高

>a>的纯度% 尽管底物摩尔比为 #i#" 时 >a> 体系

的含量与摩尔比为 #i#! 的 >a> 体系含量没有显著

差异$但底物摩尔比为 #i#! 导致甘油酯中 >aa含

量较低% 因此$最适底物摩尔比为 #i#!%

!52(反应温度对反应的影响

反应条件为&无溶剂体系下$高油酸葵花籽油与

硬脂酸摩尔比 #i#!$加入占底物总质量 #!<的脂肪

酶B>'""&1$在不同温度下催化反应 1 Q$反应温度

对酶促酸解反应的影响结果如图 ' 所示%

图 <8反应温度对酶促酸解反应的影响

((反应温度影响反应速率'底物相互作用和脂肪

酶活性% 反应温度与反应速率'底物相互作用呈正

相关$但反应温度对脂肪酶的活性具有双重作用%

低的反应温度不利于增加脂肪酶的催化活性$但过

高的反应温度会使脂肪酶中的蛋白质变性$导致其

失活(#0)

% 由于硬脂酸的熔点约为 $"d$并且在低

于 $"d的反应温度下固化$所以选择 $"d的初始

)0
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温度来研究反应温度对反应的影响% 由图 ' 可知$

$" j&"d范围内的反应温度对 >a> 体系含量有着

显著影响$随着反应温度的升高$>a>体系含量显著

降低$其原因是过高的温度使脂肪酶的活性明显降

低% 因此$选择 $"d作为最佳反应温度%

!5'(反应时间对反应的影响

反应条件为&无溶剂体系下$高油酸葵花籽油与

硬脂酸摩尔比 #i#!$加入占底物总质量 #!<的脂肪

酶B>'""&1$在 $"d下催化反应不同的时间$反应

时间对酶促酸解反应的影响结果如图 0 所示%

图 =8反应时间对酶促酸解反应的影响

((由图 0 可知$当反应时间在 ! j' Q 的范围内变

化时$>a>体系含量显著增加% 随着反应时间从 ' Q

增加到 & Q$>a> 体系含量的变化不明显% 因此$选

择 ' Q作为最佳反应时间%

无溶剂体系下$在高油酸葵花籽油与硬脂酸的

摩尔比 #i#!$加入占底物总质量 #!<的脂肪酶

B>'""&1'反应温度 $"d'反应时间 ' Q条件下$>a>

体系含量为 $25!<%

!50(>a>体系的组成确定

采用 #5!52 对 >a> 体系的组成进行测定% 结

果表明&>a>体系中 XE %! 位置上有 )"52<的油酸

和 )5$<的硬脂酸$表明 >a> 体系中含有 )"52<的

XE %>a> 和 )5$<XE %>>a$即在该最优反应条件

下$反应产物中 >a> 含量为 115#<$ >>a含量为

$ #̂<$>aa含量为 #250<%

;8结8论

>a>作为可可脂改良剂的高成本限制了其在巧

克力行业的应用% 相比于以往反应产率通常较低的

酶法酯交换和酶法酸解$在本项研究中$开发了一种

以新型脂肪酶 B>'""&1 和高底物摩尔比为主的高

效酸解反应来生产 >a>$目标产物的产率显著提高%

通过单因素实验$获得酶法酸解合成 >a> 的最优反

应条件&无溶剂体系下$将高油酸葵花籽油与硬脂酸

以摩尔比 #i#! 混合$加入占底物总质量 #!<的脂

肪酶B>'""&1$在 $"d下催化反应 ' Q% 在最优反

应条件下$反应产物中 >a> 含量为 115#<$>>a含

量为 $5#<$>aa含量为 #250<%
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