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摘要：为改善大豆磷脂的功能特性，扩大其应用范围，采用 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化大豆磷脂乙醇解制
备溶血磷脂，通过单因素实验考察了反应时间和底物质量浓度对乙醇解反应的影响，并通过响应面

实验优化其工艺条件。结果表明：在大豆磷脂乙醇解反应过程中，随着反应时间的延长，磷脂酰胆

碱（ＰＣ）、磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）、磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）的含量不断降低，磷脂酸（ＰＡ）、磷脂酰肌醇（ＰＩ）、
鞘磷脂（ＳＭ）、Ｎ－酰基磷脂酰乙醇胺（ＡＰＥ）、心磷脂（ＣＬ）、磷脂酰甘油（ＰＧ）含量变化较小，主要生
成２－溶血磷脂酰胆碱（２－ＬＰＣ）；ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化大豆磷脂乙醇解的最佳工艺条件为底物质量
浓度１．０ｇ／ｍＬ、反应温度２０℃、加酶量１５％（以大豆磷脂质量计）、加水量２％（以大豆磷脂质量
计）、反应时间２４ｈ，在此条件下溶血磷脂含量为６７．８０％，且溶血磷脂主要以２－ＬＰＣ为主，含量为
４８．４５％，还含有少量的溶血磷脂酸（ＬＰＡ）、溶血磷脂酰丝氨酸（ＬＰＳ）、溶血磷脂酰乙醇胺（ＬＰＥ）等，在
乙醇解产物１３Ｃ－ＮＭＲ图谱中，脂肪酸乙酯有强而尖锐的信号，脂肪酸的信号极弱，证明 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
ＴＬＩＭ催化大豆磷脂醇解过程中主要发生了乙醇解反应。综上，利用脂肪酶乙醇解大豆磷脂制备溶血
磷脂为大豆磷脂的改性拓宽了新思路。
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　　磷脂是由脂肪酸、甘油和磷酸等组成的，其甘油
骨架上 ｓｎ－１位和 ｓｎ－２位上的羟基与脂肪酸结
合，ｓｎ－３位上的羟基与亲水性的磷酸及其他基团
结合，这种结构使其具有两亲性质［１－３］，从而表现出

优良的表面活性剂性能，如很好的乳化性、分散性、

湿润性、渗透性等，并广泛应用于食品、药品、保健

品、饲料、工业助剂等行业［４］。大豆磷脂是由大豆

油脱胶后的水化油脚加工后得到的产品，大豆磷脂

产品组成的非均匀性和各磷脂成分具有不同功能特

性，导致其亲水亲油平衡（ＨＬＢ）值较低，限制了大
豆磷脂的应用范围［５－６］。将大豆磷脂转化为溶血磷

脂，可提高其润湿能力、乳化稳定性、ＨＬＢ值等，扩
大其应用范围［７］。

大豆磷脂转化为溶血磷脂的方法有水解法和乙

醇解法。水解法是利用磷脂酶 Ａ１／Ａ２、脂肪酶水解
磷脂分子中的酰基，得到溶血磷脂［８］。王大海等［９］

利用磷脂酶Ａ１水解大豆浓缩磷脂，得到的产物酸值
（ＫＯＨ）高达 １２９．６ｍｇ／ｇ。孙清瑞等［１０］利 用

Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶在正己烷体系下水解大豆磷脂，
在底物浓度２５％、加水量２０％、反应温度５１℃、加
酶量 ６．６％条件下，大豆磷脂的相对水解率为
８１．４％。汪勇等［１１］利用磷脂酶 Ａ２在水相体系下水
解大豆浓缩磷脂得到 ＨＬＢ值大于８、乳化性能更好
的溶血磷脂。乙醇解法主要是利用脂肪酶催化乙醇

与磷脂发生反应，生成溶血磷脂和脂肪酸乙酯，该方

法更有利于产物的提纯。前期研究表明，脂肪酶催

化大豆卵磷脂乙醇解的转化率可达 ９５％以上［１２］。

脂肪酶ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ价格低廉，常用于催化油脂
改性，但关于其催化大豆磷脂乙醇解制备溶血磷脂

的报道较少。本研究以大豆磷脂为原料，以脂肪酶

ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化大豆磷脂乙醇解制备溶血磷脂，
并对反应条件进行优化，以期为脂肪酶催化磷脂乙

醇解制备溶血磷脂产品提供理论支持。

１　材料与方法
１．１　实验材料

大豆磷脂，沈阳天峰生物制药有限公司；

ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ，诺维信（中国）有限公司；乙二胺四
乙酸二钠（分析纯），天津市风船化学试剂科技有限

公司；甲醇、乙醇、正己烷、石油醚、三氟化硼、乙醚

（分析纯），天津科密欧试剂有限公司；氢氧化铯、磷

酸三苯酯（ＴＰＰ）、氘代氯仿（ＣＤＣｌ３，色谱纯），上海
麦克林生化科技股份有限公司。

９０－１型磁力搅拌器；ＡＶＡＮＣＥＩＩＩＨＤ５００ＭＨｚ
核磁共振分析仪，德国Ｂｒｕｋｅｒ公司；ＴＧＬ－１６Ｍ高速
冷冻离心机；Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０Ｎ气相色谱仪，美国安捷
伦科技有限公司。

１．２　 实验方法
１．２．１　大豆磷脂指标测定
１．２．１．１　基本理化指标

水分及挥发物含量参照 ＧＢ５００９．３—２０１６测
定；丙酮不溶物含量参照 ＡＯＣＳＪａ４－４６测定；乙醚
不溶物含量参照 ＳＮ／Ｔ０８０２．１—１９９９测定；酸值参
照ＡＯＣＳＪａ６－５５测定；过氧化值参照 ＡＯＣＳＪａ８－
８７测定。
１．２．１．２　脂肪酸组成

参考ＧＢ５００９．１６８—２０１６对大豆磷脂进行甲酯
化处理，采用气相色谱法测定其脂肪酸组成。

色谱条件：ＢＰＸ－７０毛细管柱（３０ｍ×２５０μｍ×
０．２５μｍ）；升温程序为初始温度１７０℃，以２℃／ｍｉｎ升
温至 ２１０℃；进样口温度２１０℃；进样量１μＬ；分流进
样，分流比２０∶１；检测器温度 ３００℃；氮气流速 １．０
ｍＬ／ｍｉｎ；氢气流速４０ｍＬ／ｍｉｎ；空气流速４００ｍＬ／ｍｉｎ。
１．２．１．３　磷脂组成

采用３１Ｐ－核磁共振法（３１Ｐ－ＮＭＲ）分析磷脂组
成［１３－１４］。准确称量大豆磷脂或乙醇解大豆磷脂，依

次加入０．５ｍＬ甲醇、０．５ｍＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙
酸（ＥＤＴＡ）－氢氧化铯溶液（ｐＨ８．５）和０．５ｍＬ含
有ＴＰＰ的ＣＤＣｌ３溶液，涡旋振荡后离心，吸取５００μＬ
下层溶液至核磁管中进行３１Ｐ－ＮＭＲ分析，按面积
归一化法计算各组分含量［１５－１６］。

１．２．２　大豆磷脂的乙醇解反应
准确称量大豆磷脂于圆底烧瓶中，加入一定量

的无水乙醇（均用分子筛脱水）充分溶解，配制成一

定质量浓度的大豆磷脂乙醇溶液，再加入一定量的

水和脂肪酶后置于油浴中，在一定温度下进行乙醇

解反应。反应过程中定时取样，样品经氮吹脱溶、离
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心脱酶处理后按１．２．１．３方法分析其磷脂组成。
１．２．３　乙醇解产物的ＮＭＲ分析

准确称取 ８０～１００ｍｇ乙醇解产物溶解在
ＣＤＣｌ３中，涡旋 ２ｍｉｎ后静置 ３ｍｉｎ，随后转移至 ５
ｍｍ核磁管中进行 １３Ｃ－ＮＭＲ分析。
１．２．４　数据处理

采用 Ｏｒｉｇｉｎ９、ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ１４和 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８．０．６进行数据分析处理，结果以“平均值 ±标准偏
差”表示。

２　结果与讨论
２．１　大豆磷脂的理化性质

大豆磷脂的基本理化指标及脂肪酸组成见

表１。
表１　大豆磷脂的基本理化指标及脂肪酸组成

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓａｎｄｆａｔｔｙａｃｉｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ

项目 指标

水分及挥发物／％ ０．９４±０．０４
酸值（ＫＯＨ）／（ｍｇ／ｇ） ８．２３±０．０６
过氧化值／（ｇ／１００ｇ） ０．０５±０．０１
丙酮不溶物／％ ９６．３１±０．６２
乙醚不溶物／％ ０．１１±０．０２
脂肪酸／％
　棕榈酸 １６．５６±０．１０
　硬脂酸 ３．６２±０．０７
　油酸 ８．７６±０．０４
　亚油酸 ６４．０３±０．１２
　亚麻酸 ７．０４±０．０４

　　由表１可知，原料大豆磷脂的丙酮不溶物含量
为 ９６．３１％，乙醚不溶物含量为 ０．１１％，酸值
（ＫＯＨ）为８．２３ｍｇ／ｇ，过氧化值为０．０５ｇ／１００ｇ。大
豆磷脂脂肪酸组成为亚油酸、棕榈酸、油酸、亚麻酸、

硬脂酸，其主要以不饱和脂肪酸为主，这与此前报道

的结果［１７］一致。

大豆磷脂的磷脂组成及含量见表２。
表２　大豆磷脂的磷脂组成及含量

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ

组分 含量／％
磷脂酰胆碱（ＰＣ） ６８．７６±０．２９
２－溶血磷脂酰胆碱（２－ＬＰＣ） １．３３±０．０６
磷脂酰肌醇（ＰＩ） ９．２１±０．２４
磷脂酰丝氨酸（ＰＳ） １１．００±０．１３
鞘磷脂（ＳＭ） ０．７９±０．１１
磷脂酰乙醇胺（ＰＥ） ５．７９±０．１６
Ｎ－酰基磷脂酰乙醇胺（ＡＰＥ） ０．６９±０．０２
心磷脂（ＣＬ） ０．９５±０．０２
磷脂酰甘油（ＰＧ） ０．５４±０．０３
磷脂酸（ＰＡ） ０．９５±０．０５

　　由表２可知，大豆磷脂主要组分为ＰＣ、ＰＳ、ＰＩ和
ＰＥ，含量分别为 ６８．７６％、１１．００％、９．２１％ 和
５．７９％，还含有少量的２－ＬＰＣ（１．３３％）及其他磷
脂（含量均低于１％），与此前报道的磷脂主要组成
结果［１８］相似。

２．２　大豆磷脂乙醇解反应的单因素实验
２．２．１　反应时间对乙醇解反应的影响

在底物质量浓度１．０ｇ／ｍＬ、反应温度 ３０℃、
加水量 ５％（以大豆磷脂质量计）、加酶量 １５％
（以大豆磷脂 质 量 计）条 件 下，反 应 时 间 对

ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化乙醇解大豆磷脂的影响如图
１所示。

由图１ａ可知：随着反应的进行，ＰＣ的含量快
速下降。在反应时间 ０～４ｈ内 ＰＣ含量下降很
快，随后含量下降速率减慢，反应 ２４ｈ时 ＰＣ含
量下降至３９．５２％；ＰＳ和 ＰＥ的含量缓慢降低，反
应２４ｈ时 ＰＳ、ＰＥ的含量分别降低至 ６．７３％和
０．９３％；ＰＩ、ＰＡ、ＳＭ、ＡＰＥ、ＣＬ、ＰＧ含量变化程度
较小。这说明大豆磷脂中的不同磷脂组分在乙

醇解过程中表现出反应差异性。

由图１ｂ可知，反应过程中有较多的ＬＰＣ、溶血
磷脂酸（ＬＰＡ）、溶血磷脂酰丝氨酸（ＬＰＳ）、溶血磷
脂酰乙醇胺（ＬＰＥ）等溶血磷脂（ＬＰＬ）生成。随着
反应的进行，它们的含量逐渐增加，其中 ＬＰＣ的含
量最高，在反应 ２４ｈ后其含量从 １．３３％增长至
３０．１８％。醇解反应生成的 ＬＰＣ主要以２－ＬＰＣ为
主，也有极少量的 １－ＬＰＣ产生（图 １ｃ）。这是由
于脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ作用于磷脂甘油骨架上
的酰基，形成２－ＬＰＣ。在反应前期脂肪酶与磷脂
上酶的结合位点接触，传质过程顺利进行。在反

应１６～２４ｈ后，由于磷脂上酶的结合位点已经饱
和，醇解反应程度有限，ＬＰＣ的生成速率减缓。在
反应１２ｈ时有１－ＬＰＣ生成，这可能是酰基在甘油
骨架的 ｓｎ－２位上热力学性质不稳定，ｓｎ－２位上
的酰基转移到 ｓｎ－１位上［１９］。与 ＰＣ（ＰＣ含量 ＞
９７％）的乙醇解反应［１２］相比，大豆磷脂乙醇解的

反应程度较低，这可能是大豆磷脂的组分复杂，一

些不能被醇解的组分（ＰＡ、ＳＭ、ＡＰＥ、ＣＬ、ＰＧ）会抑
制醇解反应的发生。反应过程中 ＬＰＬ还会继续发
生醇解反应失去酰基，生成无酰基磷脂（ＧＰＬ）（图
１ｄ），ＧＰＬ含量的增多说明醇解反应的副反应逐渐
加强［２０］。
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图１　大豆磷脂乙醇解过程中各组分含量随时间的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｔｉｍｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｅｔｈａｎｏｌｙｓｉｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ

２．２．２　底物质量浓度对乙醇解反应的影响
在反应温度３０℃、加水量５％、加酶量１５％条

件下，底物质量浓度对溶血磷脂含量的影响如图２
所示。

图２　底物质量浓度对溶血磷脂含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ

　　由图２可知，当底物质量浓度为１．０～１．５ｇ／ｍＬ
时，溶血磷脂在反应４ｈ内生成速率较快，之后随着
反应时间的延长溶血磷脂含量持续增长。当底物质

量浓度为１．５ｇ／ｍＬ时，在反应时间０～４ｈ内，溶血
磷脂含量从１．３３％增加至２４．７４％，反应３８ｈ后，
溶血磷脂含量达到 ３３．０６％。当底物质量浓度为
１．２５、１．０ｇ／ｍＬ时，反应３８ｈ后溶血磷脂含量分别
达到４３．７３％、４１．６５％。底物质量浓度为１．５ｇ／ｍＬ
时，反应前期溶血磷脂增长速率较快，高于底物质量

浓度１．０ｇ／ｍＬ和１．２５ｇ／ｍＬ的。在反应后期底物
质量浓度为１．５ｇ／ｍＬ的醇解反应生成溶血磷脂的
速率低于底物质量浓度为１．０ｇ／ｍＬ与１．２５ｇ／ｍＬ
的。这可能是因为较高的底物质量浓度会影响传质

过程。底物质量浓度为１．０ｇ／ｍＬ与１．２５ｇ／ｍＬ时，
反应３８ｈ后溶血磷脂含量相差不大。综合考虑，选
择１．０ｇ／ｍＬ作为最佳底物质量浓度。
２．３　大豆磷脂乙醇解反应的响应面优化实验
２．３．１　响应面设计与结果

参照工厂工艺生产中工艺条件设置范围并

结合本文单因素实验结果，在底物质量浓度 １．０
ｇ／ｍＬ的条件下，以反应温度（Ｘ１）、加酶量（Ｘ２）、
加水量（Ｘ３）、反应时间（Ｘ４）为因素，以溶血磷脂
含量（Ｙ）为响应值，采用响应面法中四因素五水
平中心组合法对反应条件进行优化。响应面实

验因素与水平见表 ３，响应面实验设计与结果见
表４。

表３　响应面实验因素与水平

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

　水平 反应温度／℃ 加酶量／％ 加水量／％ 反应时间／ｈ

－２ ２０ ３ ２ ２

－１ ３０ ６ ４ ４

０ ４０ ９ ６ ８

１ ５０ １２ ８ １６

２ ６０ １５ １０ ２４

表４　响应面实验设计与结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｙ／％

１ ０ ０ －２ ０ １０．１８

２ ０ ０ ０ ０ ８．５７

３ －１ １ １ １ ２５．２０
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续表４

实验号 Ｘ１ Ｘ２ 　Ｘ３ 　Ｘ４ Ｙ／％

４ １ １ －１ －１ ３．９１

５ ０ ０ ０ ０ ６．０８

６ －１ １ －１ －１ １６．２１

７ ０ ０ ０ ０ ６．９５

８ －２ ０ ０ ０ １６．９６

９ ２ ０ ０ ０ １．４２

１０ ０ ０ ０ ２ １５．２０

１１ １ －１ １ －１ ２．９４

１２ １ １ －１ １ ４．０９

１３ ０ ０ ０ －２ ６．４９

１４ ０ ０ ０ ０ ８．５４

１５ －１ １ １ －１ １６．１２

１６ １ －１ １ １ ３．２９

１７ １ １ １ －１ ４．２２

１８ ０ －２ ０ ０ ５．５５

１９ －１ １ －１ １ ２９．３２

２０ ０ ０ ０ ０ ６．４５

２１ ０ ２ ０ ０ １６．８３

２２ １ －１ －１ １ ３．９７

２３ －１ －１ －１ －１ ９．４１

２４ －１ －１ １ １ １１．３５

２５ －１ －１ １ －１ ８．５１

２６ １ －１ －１ －１ ２．９９

２７ ０ ０ ２ ０ １２．４３

２８ １ １ １ １ ３．９４

２９ －１ －１ －１ １ １７．６６

３０ ０ ０ ０ ０ ８．０１

２．３．２　模型的建立与方差分析
采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６对结果进行分析，得

到溶血磷脂含量的二次拟合回归方程：Ｙ＝８．１２－
５．８９Ｘ１＋２．７９Ｘ２－０．４０Ｘ３＋２．１１Ｘ４－２．３１Ｘ１Ｘ２＋
０．６８Ｘ１Ｘ３ －２．２１Ｘ１Ｘ４ ＋０．２４Ｘ２Ｘ３ ＋０．５７Ｘ２Ｘ４ －

０．７８Ｘ３Ｘ４＋０．３２Ｘ
２
１＋０．８２Ｘ

２
２＋０．８５Ｘ

２
３＋０．３２Ｘ

２
４。模

型的方差分析结果见表５。
由表５可知，回归模型极显著（ｐ＜０．０００１），失拟

项（ｐ＝０．０７８５）不显著，模型的决定系数（Ｒ２）为
０．９６２７，校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９２８０，说明模型
在整个回归区域拟合良好。一次项 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ４，以及

交互项 Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ４的影响极显著，二次项 Ｘ
２
２、Ｘ

２
３的

影响显著。综上所述，该模型对溶血磷脂含量进行

分析和预测是可靠的。

表５　模型的方差分析
Ｔａｂｌｅ５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｍｏｄｅｌ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 １２９３．３２ １４ ９２．３８ ２７．６８ ＜０．０００１ 
Ｘ１ ８１８．６５ １ ８１８．６５ ２４５．２８ ＜０．０００１ 
Ｘ２ １８３．５６ １ １８３．５６ ５５．００ ＜０．０００１ 
Ｘ３ ３．７４ １ ３．７４ １．１２ ０．３０６６
Ｘ４ ８４．０８ １ ８４．０８ ２５．１９ ０．０００２ 
Ｘ１Ｘ２ ８５．３３ １ ８５．３３ ２５．５７ ０．０００１ 
Ｘ１Ｘ３ ７．３６ １ ７．３６ ２．２０ ０．１５８３
Ｘ１Ｘ４ ８１．３８ １ ８１．３８ ２４．３８ ０．０００２ 
Ｘ２Ｘ３ ０．９５ １ ０．９５ ０．２８ ０．６０２３
Ｘ２Ｘ４ ５．３５ １ ５．３５ １．６０ ０．２２４８
Ｘ３Ｘ４ ９．９７ １ ９．９７ ２．９９ ０．１０４４
Ｘ２１ ２．８０ １ ２．８０ ０．８４ ０．３７４０
Ｘ２２ １８．４６ １ １８．４６ ５．５３ ０．０３２８ 
Ｘ２３ １９．７８ １ １９．７８ ５．９３ ０．０２７９ 
Ｘ２４ ２．１９ １ ２．１９ ０．６６ ０．４３０７
残差 ５０．０６ １５ ３．３４
失拟项 ４４．１８ １０ ４．４２ ３．７６ ０．０７８５
绝对误差 ５．８８ ５ １．１８
总离差 １３４３．３９ ２９

　注：表示影响极显著（ｐ＜０．０１）；表示影响显著
（ｐ＜０．０５）

　Ｎｏｔｅ： ｐ＜０．０１， ｐ＜０．０５

２．３．３　最佳条件确定及验证
以溶血磷脂含量为优化条件的目标，通过响应

面分析得到脂肪酶 ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化大豆磷脂乙
醇解最佳工艺条件为反应温度 ２０．０９℃、加酶量
１５％、加水量２％、反应时间２３．９９ｈ，在此条件下溶
血磷脂含量理论值为６８．３０％。结合实际操作将工
艺条件调整为反应温度２０℃、加酶量１５％、加水量
２％、反应时间２４ｈ，在此条件下进行验证实验，得到
溶血磷脂含量为６７．８０％，理论值与实际结果相差
不大。在最佳条件下，乙醇解产物中溶血磷脂主要

为２－ＬＰＣ（含量为４８．４５％）、ＬＰＳ、ＬＰＥ和 ＬＰＡ，还
有少量的ＰＣ、ＰＳ、ＰＥ、ＰＡ、ＰＩ、ＳＭ、ＡＰＥ、ＣＬ、ＰＧ。
２．４　乙醇解反应产物的ＮＭＲ分析

优化条件下乙醇解产物的１３Ｃ－ＮＭＲ谱图如图
３所示。

脂肪酶催化乙醇解反应伴随着脂肪酸乙酯的产

生，水解反应伴随着脂肪酸产生。不同的游离脂肪

酸及其酯类有不同的化学位移，脂肪酸甘油酯的甘

油骨架碳原子的化学位移在６１～７６［２１］。脂肪酸乙
酯中乙氧基（ＲＣＯ－ＯＣＨ２ＣＨ３）的化学位移为６０～
６１［２２］。游离脂肪酸羧基中的羰基碳（Ｒ—ＣＯＯＨ）的
化学位移在１７８～１８１，脂肪酸烷基酯中羰基碳（Ｒ—
ＣＯＯＲ′）的化学位移在１７２～１７５，脂肪酸甘油酯羰基
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碳（—ＣＯＯＲ）的化学位移在１７２～１７３．５［２３－２４］。由
图３可以看出，化学位移在６０．６８和６０．２３处为脂
肪酸乙酯的特征化学位移，而未出现游离脂肪酸的

特征化学位移。因此，可以判断脂肪酶醇解大豆磷

脂的反应以乙醇解反应为主。

图３　乙醇解产物１３Ｃ－ＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．３　１３Ｃ－ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｅｔｈａｎｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

３　结　论
本研究采用ＬｉｐｏｚｙｍｅＴＬＩＭ催化大豆磷脂乙醇

解制备溶血磷脂，利用 ３１Ｐ－ＮＭＲ分析醇解过程中
各磷脂成分含量变化，并通过响应面实验对反应条

件进行优化。结果表明：在大豆磷脂乙醇解反应过

程中，随着反应时间的延长，ＰＣ、ＰＳ和 ＰＥ的含量不
断降低，而ＰＡ、ＰＩ、ＳＭ、ＡＰＥ、ＣＬ和ＰＧ的含量变化较
小，ＬＰＣ含量不断增加。大豆磷脂乙醇解最佳工艺
条件为底物质量浓度１．０ｇ／ｍＬ、加酶量１５％、加水
量２％、反应温度２０℃、反应时间２４ｈ，该条件下溶
血磷脂含量为６７．８０％。１３Ｃ－ＮＭＲ分析结果显示乙
醇解产物中无游离脂肪酸，这表明醇解反应过程中

没有发生水解反应或水解反应程度很低。
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