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辛酸结构大豆磷脂酶法改性工艺优化
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摘要：为了改善天然磷脂的理化性质以及拓宽其应用范围，以辛酸和大豆磷脂为底物，采用酶法对

大豆磷脂进行改性。筛选了改性大豆磷脂的脂肪酶，考察了反应温度、反应时间、脂肪酶用量、底物

质量比对辛酸结构大豆磷脂改性工艺的影响，在此基础上，采用正交试验优化大豆磷脂的酶法改性

工艺条件，并考察了脂肪酶的重复利用性。结果表明：Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶的催化效果优于
ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ和ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ；大豆磷脂酶法改性的最优条件为反应温度５５℃、Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５
用量２５％、底物质量比（辛酸与大豆磷脂质量比）７∶１、反应时间３６ｈ，在此条件下辛酸结合率可达
（７８．７９±０．８１）％；Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５经过４次重复利用后，辛酸结合率仍能达到（６３．６７±１５０）％。综
上，Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５可作为催化磷脂改性的优选脂肪酶。
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　　以甘油为骨架的磷脂在自然界中分布很广，它
既有亲水性的磷酸基团头部，又有疏水性的脂肪酸

尾部，表现出两亲特性。作为重要的乳化剂、稳定剂

和抗氧化剂，磷脂在食品、药品和化妆品等领域应用

广泛［１］。磷脂的理化性质和生理活性与其结构密
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切相关。对磷脂的结构进行改性，可以显著拓宽磷

脂的应用范围，改善产品的加工属性。

磷脂改性的方法主要有化学法和酶法。相比化

学法，酶法改性因具有反应条件温和、特异性强、产

物易分离、酶催化效率高以及较少使用有机溶剂等

优点而广受青睐。目前，用于催化磷脂改性的酶主

要包括磷脂酶和脂肪酶两类。磷脂酶在磷脂改性的

过程中，更容易催化磷脂结合脂肪酸的水解，而酯化

效率相对较低。脂肪酶产品种类多，同时具有较好

的磷脂催化活性［２］，但目前关于脂肪酶对磷脂改性

的研究较少。前期试验发现，辛酸改性的磷脂具有

更好的乳化性能，在营养学方面，辛酸改性磷脂可能

会加速脂膜的代谢活动。因此，本研究以辛酸和大

豆磷脂为底物，考察了 ３种脂肪酶（ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭ
ＩＭ、Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５和 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ）对磷脂的催化
改性效果，并对磷脂酶法改性条件进行优化，以期为

拓宽磷脂产品的应用范围提供数据支撑。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

大豆磷脂 ＰＣ－８０（磷脂酰胆碱８３．７３％，棕榈
酸１３２０％、硬脂酸 ４．１４％、油酸 ８．３３％、亚油酸
６５７４％、亚麻酸８．５９％），河北美业斯维生物技术
有限公司；诺维信固定化脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５、
ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ、ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ，北京高瑞森科技
有限公司；辛酸、正己烷、丙酮、甲醇、三氟化硼

（ＢＦ３）－乙醚、氢氧化钾、无水硫酸钠均为分析纯，
国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＧＣ－７８２０Ａ型气相色谱仪，安捷伦科技有限公

司；ＡＲ２１４０型电子天平，梅特勒 －托利多仪器（上
海）有限公司；ＳＥ８１２型氮吹仪，上海安谱实验科技
股份有限公司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０型离心机，德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＲＥ－５２ＡＡ型旋转蒸发仪，美国
Ｇｒａｃｅ公司；ＴＨＺ－４２０型恒温空气摇床，上海精宏
实验设备有限公司；ＭＳＣ－１００型恒温混匀仪，杭州
奥盛仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　脂肪酶催化磷脂改性工艺

称取一定量辛酸和大豆磷脂于 ２５ｍＬ锥形瓶
中，按料液比１∶２加入正己烷，待大豆磷脂完全溶解
后加入一定量脂肪酶，将锥形瓶完全密封，放入恒温

空气摇床中于一定温度下反应一定时间，反应结束

后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，回收脂肪酶。上清液于
５０℃下减压旋转蒸发除去正己烷，再加入３倍体积

冷丙酮，用玻璃棒充分搅拌使游离脂肪酸溶于丙酮

中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，沉淀反复用丙酮洗涤，
直至洗液挥发后无油迹为止，再使用氮气吹干即为

改性大豆磷脂，于－２０℃冰箱中保存备用。
１．２．２　辛酸结合率的测定

测定改性大豆磷脂脂肪酸组成，以辛酸含量表

征磷脂酶法改性的辛酸结合率。

１．２．２．１　甲酯化
取５０ｍｇ样品，加入２ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ－

甲醇溶液，在６５℃、１０００ｒ／ｍｉｎ下于恒温混匀仪中
皂化３０ｍｉｎ，待样品冷却至室温后，加入２ｍＬ２５％
的ＢＦ３－甲醇溶液，在７０℃、１０００ｒ／ｍｉｎ条件下于
恒温振荡器中反应 ５ｍｉｎ，冷却至室温后加入 １．５
ｍＬ正己烷，在３０００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡３～４ｍｉｎ，静
置分层，取上清液，加入无水硫酸钠进行脱水处理，

在１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ后取上清液过
０２２μｍ有机膜，待气相色谱分析。
１．２．２．２　气相色谱条件

ＴｒａｃｅＴＲ－ＦＡＭＥ毛细管柱（６０ｍ×０２５ｍｍ×
０．２５μｍ）；氢火焰离子化检测器，检测器温度
２５０℃；氮气流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；分流比２０∶１；升温程
序为初始温度６０℃保持３ｍｉｎ，然后以５℃／ｍｉｎ的
速率升温至１８０℃，保持１５ｍｉｎ，最后以２℃／ｍｉｎ的
速率升温至２２０℃，保持１０ｍｉｎ。基于脂肪酸混标
的保留时间进行定性，采用峰面积归一化法进行

定量［３］。

１．２．３　脂肪酶的重复利用性
将１．２．１反应结束后离心下层用正己烷反复洗

涤，至洗后的正己烷挥发后无油迹，待正己烷完全挥

发后，将脂肪酶用于下一次催化改性反应。

１．２．４　数据处理
所有试验重复两次，数据采用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６

和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ进行分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ６．０进行
绘图。

２　结果与讨论
２．１　脂肪酶的筛选

在底物质量比（辛酸与大豆磷脂质量比）２∶１、
脂肪酶用量３０％（以底物质量计）、反应温度５０℃、
反应时间６０ｈ的条件下，对３种脂肪酶进行筛选，
结果见图１。

由图１可知，Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５催化酯交换后辛酸结
合率达到５１．３８％，高于 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ（４８．７１％）
和ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ（４２２７％）。因此，选择Ｎｏｖｏｚｙｍ
４３５进行后续试验。
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图１　脂肪酶对辛酸结合率的影响

２．２　脂肪酶催化磷脂改性的单因素试验
２．２．１　反应温度对辛酸结合率的影响

在底物质量比２∶１、脂肪酶用量３０％、反应时间
３６ｈ的条件下，考察反应温度对辛酸结合率的影
响，结果见图２。

注：不同字母表示差异显著。下同

图２　反应温度对辛酸结合率的影响

　　由图２可知，辛酸结合率随着反应温度的升高
而升高，当反应温度升高到６５℃时辛酸结合率达到
４６．１５％。正己烷的沸点为６９℃，考虑到实际应用，
过高的反应温度会导致正己烷大量挥发，影响反应

速度，因此选择反应温度为５５℃。
２．２．２　反应时间对辛酸结合率的影响

在底物质量比２∶１、脂肪酶用量３０％、反应温度
５５℃的条件下，考察反应时间对辛酸结合率的影
响，结果见图３。

图３　反应时间对辛酸结合率的影响

　　由图３可知，辛酸结合率随着反应时间的延长
而增加，反应１２ｈ时，辛酸结合率为７．６５％，反应
３６ｈ时，辛酸结合率达到３６０５％。反应３６ｈ以后，
反应逐渐趋于平缓。总的来说，辛酸结合率与反应

时间在一定区间内呈正相关。在实际生产过程中，

过长的反应时间一方面会导致副产物溶血磷脂含量

的增加，另一方面也会降低生产效率［４］。因此，选

择反应时间为３６ｈ。
２．２．３　脂肪酶用量对辛酸结合率的影响

在底物质量比２∶１、反应温度５５℃、反应时间
３６ｈ的条件下，考察脂肪酶用量对辛酸结合率的影
响，结果见图４。

图４　脂肪酶用量对辛酸结合率的影响

　　由图４可知，当脂肪酶用量在１０％ ～２５％范围
内时，辛酸结合率随着脂肪酶用量的增加而增加，在

脂肪酶用量为２５％时辛酸结合率可达４２４８％。当
脂肪酶用量进一步增加到３０％时，辛酸结合率下降
到３６．０１％，可能是因为热力学平衡向水解方向转
变，或是过高的酶用量导致传质限制［５］。Ｖｉｋｂｊｅｒｇ
等［６］在研究酶用量对 ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ在无溶剂条
件下催化磷脂与辛酸反应的影响时也发现了同样的

趋势。多项研究表明酶用量对脂肪酸掺入磷脂的影

响最为显著［７］。由于脂肪酶用量在２５％时辛酸结
合率最高，因此选择脂肪酶用量为２５％。
２．２．４　底物质量比对辛酸结合率的影响

在脂肪酶用量２５％、反应温度５５℃、反应时间
３６ｈ的条件下，考察底物质量比对辛酸结合率的影
响，结果见图５。

图５　底物质量比对辛酸结合率的影响

　　由图５可知，随着底物质量比的增加，辛酸结合
率呈上升趋势。因此，适当增加脂肪酸用量可以促

进酯交换反应效率。当底物质量比超过４∶１时，辛
酸结合率的增幅开始减弱，这是因为底物逐渐饱和，

脂肪酶在一定量下无法继续提高反应速率。Ｏｃｈｏａ
等［８］在研究固定化磷脂酶 Ａ１催化磷脂酰胆碱和游
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离中链脂肪酸发生酸解反应时发现，磷脂酰胆碱浓

度对中链脂肪酸掺入磷脂的贡献为正，且高浓度磷

脂酰胆碱会抑制副反应的进行。也有研究发现，磷

脂酰胆碱的进一步增加会使脂肪酸的结合率降

低［９］，这可能是因为反应体系的影响，在无溶剂体

系中磷脂酰胆碱的增加会导致底物黏度增加从而影

响传质。因此，选用合适的有机溶剂体系可以解决

高底物质量比时无溶剂体系反应速率低，不利于搅

拌，产品分离困难的问题［１０］。由于底物质量比在

６∶１和７∶１时辛酸结合率无显著差异，综合考虑选择
底物质量比为６∶１。
２．３　脂肪酶催化磷脂改性的正交试验

在单因素试验的基础上，固定反应时间３６ｈ，以
反应温度（Ａ）、脂肪酶用量（Ｂ）和底物质量比（Ｃ）为
因素，辛酸结合率（Ｙ）为指标，设计 Ｌ９（３

４）空一列

正交试验，对脂肪酶催化磷脂改性工艺进行优化。

正交试验因素及水平如表１所示，正交试验设计及
结果如表２所示。

表１　正交试验因素及水平

水平 Ａ反应温度／℃ Ｂ脂肪酶用量／％ Ｃ底物质量比
１ ５５ ２０ ５∶１
２ ６０ ２５ ６∶１
３ ６５ ３０ ７∶１

表２　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 空列 Ｙ／％
１ １ １ １ １ ７６．１３
２ １ ２ ２ ２ ７７．６０
３ １ ３ ３ ３ ８２．２１
４ ２ １ ２ ３ ７７．１７
５ ２ ２ ３ １ ８１．３９
６ ２ ３ １ ２ ７２．１２
７ ３ １ ３ ３ ７６．８１
８ ３ ２ １ ２ ７６．１５
９ ３ ３ ２ １ ６９．４０
ｋ１ ７８．６５ ７６．７０ ７４．８０ ７５．６４
ｋ２ ７６．８９ ７８．３８ ７４．７２ ７５．２９
ｋ３ ７４．１２ ７４．５８ ８０．１４ ７８．７３
Ｒ ４．５３ ３．８０ ５．４１ ３．４４

　　由表２可知，各因素对辛酸结合率的影响大小
依次为底物质量比（Ｃ）＞反应温度（Ａ）＞脂肪酶用
量（Ｂ）。最佳反应条件组合为 Ａ１Ｂ２Ｃ３，即反应温度
５５℃、脂肪酶用量２５％、底物质量比７∶１，对最佳反
应条件进行验证得辛酸结合率为 （７８．７９±
０８１）％。

正交试验方差分析如表３所示。

表３　正交试验的方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
Ａ ３１．２０９ ２ １５．６０５ １．４５１ ０．４０８
Ｂ ２１．８０７ ２ １０．９０３ １．０１４ ０．４９７
Ｃ ５７．７８５ ２ ２８．８９２ ２．６８６ ０．２７１

　　由表３可知，方差分析结果与极差分析一致，通
过ｐ值可知，３个因素在 ０．０５水平上影响均不显
著，后期可进一步进行工艺优化。

２．４　脂肪酶的重复利用
按１．２．１方法在２．３最佳反应条件下进行磷脂

的脂肪酸催化改性，再按１．２．３方法对脂肪酶进行
回收并重复利用，其重复利用结果如图６所示。

图６　脂肪酶的重复利用结果

　　由图６可知，经过４次重复后，辛酸结合率下降
程度不大，仍能达到（６３．６７±１．５０）％，经测定，此
时的酶活为初始酶活的 ８１．４０％，说明脂肪酶
Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５具有较好的稳定性。
３　结　论

本研究在对酶法改性磷脂的３种脂肪酶进行筛
选的基础上，通过单因素试验与正交试验优化了酶

法催化磷脂改性的工艺条件，并考察了脂肪酶的重

复利用性。结果表明：Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶的催化效
果强于ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ和 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ；在反应
温度５５℃、反应时间３６ｈ、Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５用量２５％、
底物质量比（辛酸与大豆磷脂质量比）７∶１的条件
下，辛酸结合率为（７８．７９±０．８１）％；Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５
脂肪酶经过４次重复利用后，辛酸结合率仍能达到
（６３６７±１．５０）％。
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