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摘!要!对不同来源的脂肪酶进行了系统的筛选!并根据位置专一性的差别将脂肪酶分为-!"/特
异的"-!"/选择性和非选择性的"类(采用567&89:;<*=*在无溶剂系统中催化甘油"脂肪酸合成

-!"/>?/甘油二酯(研究表明脂肪酸"底物醇种类"温度"水分活度对567&89:;<*=*的活力有明显
的影响(
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!!-%"/甘油二酯#I6D’9L;,6R;%IAC$是由两分子
脂肪酸分别结合到丙三醇的!个端羟基上形成的
二酯(它是油脂的天然成分%属 C<AK#公认安全$
物质%而且口感&色泽&风味与普通甘油三酯#YAC$

无异%因而是理想的油脂替代品’-((另外-%"/IAC
最大特点是食用后不引起肥胖%同时能抑制实验小
鼠血清脂质的升高%减少肥胖大鼠内脏中性脂肪的
蓄积%可以用于预防和治疗高脂血症以及与高脂血
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症密切相关的心脑血管疾病!如动脉硬化"冠心病"
中风"脑血栓等#!$(众所周知!过多的内脏脂肪对人
体健康极为不利!而甘油二酯能够降低内脏脂肪!
消除不良隐患(!位羟基与具有保健功效的多不饱
和脂肪酸或低能量的短链脂肪酸%KWZA&"中链脂
肪酸%*WZA&酯化合成期望的结构脂质!既可提高
脂肪酸在体内的吸收效率!又可增加其稳定性(此
外-!"/甘油二酯还应用在含脂质食品"药品中间体
甘油三酯结晶结构的修饰"作为医药中间体合成的
原料等(如添加到人造奶油中调整熔点可改变塑
性#"$’作为医药中间体的起始原料!可用于合成磷
脂"糖脂"脂蛋白"酶的激活剂"抑制剂!作为药物载
体’可与抗炎的尼氟灭酸的羧基酯化#$$’与醇"酚共
价结合形成!阻滞剂(((氯甲苯心安

#2$’也可制备

!/氯延胡索酰/-!"/甘油二酯消毒剂#4$(具有吸收效
果好!人体相容性高!副反应小等优点(对于这类应
用!要求-!"/IAC必须是纯的"特殊结构位置的异
构体(
然而工业上的二酰基甘油产品主要是采用化

学法制得的!但化学法缺乏专一性!所得产品是

-!!/IAC!-!"/IAC的平衡混合物%摩尔比"约为

"[!&!而且反应温度高!使用的化学催化剂污染环
境(近年来!微生物脂肪酶在油脂化工业中的应用
有了进展(酶由于具有精巧的选择性"温和的反应
条件及环境友好等优点日益受到人们的青睐(作者
研究对合成用酶进行了系统的筛选!并对 56/
7&89:;<*=*的酯化特性进行了研究(

D!材料与方法

DED!实验材料

567&89:;<* =*!567&89:;Y5=*!)&T&$"2)

)&T& )&,R6>\> 产 品’567+>; A]-2!567+>;]K!

567+>;AP!567+>;A4!567+>;/Z!567+>;AS"#!56/
7+>;C0#!567+>;*/-#)A:+?&WE;:6L+’=?L&(生
产’-/亚油酸甘油酯"!/亚油酸甘油酯"-!"/二亚油
酸甘油酯"-!!/二亚油酸甘油酯"三亚油酸甘油酯
标准品)K6D:+WE;:6L+’W&(产品’甘油)A<级上
海化学试剂公司产品’油酸)W]级!上海化学试剂
公司产品’亚油酸)常州奥奇海洋生物工程有限公
司产品’分子筛"A)上海化学试剂公司生产(
DEF!实验方法

D(F(D!脂肪酶酯化活力的测定!酯化活力的定
义)-个酯化活力单位%BH&表示在无溶剂体系中!
一定温度条件下!每分钟消耗-!:&’亚油酸所需
的酶量%!D&(酯化活力的测定条件)$#^条件下!

亚油酸"甘油摩尔比"为![-!一定的酶添加量%固
定化酶的质量分数为2_!游离酶的质量分数为#(
"_&’$##,*:6?磁力搅拌!进行酯化反应!真空除
去生成的水!定时取样用吡啶醋酸铜法测定剩余的
脂肪酸#3$(
D(F(F!脂肪酶位置专一性!<B值"的测定!反应
条件如下)底物为-#::&’油酸和2#::&’甘油!
酶添加量为#(-D!"##,*:6?搅拌!真空度为#(#-
*]+!反应温度$#^(反应过程中定时取样分析产
物中甘油酯组成!<B值按下式计算)

<B‘%-!"/*AC&_a%!/*AC&_(甘油酯组
成%-/*AC!!/*AC&按AGWKLR--4(.-测定#0$(
D(F(G!水分活度对567&89:;<*=*活性的影响!
酯化反应前!把酶置于密闭容器中与饱和盐溶液进
行气相平衡3!E!使酶与饱和盐溶液水分活度相
同(常温下!本实验采用的饱和盐水在常温下水分
活度如下)56N,为#(#4!56W’为#(--!*DW’!为#(
""!)+N,为#(2$!PW’为#(0$(
D(F(H!酯化方法!反应混合物中脂肪酸和甘油摩
尔比为!混合物!盛于-##:5夹层烧杯中!循环水
浴保温!!##,*:6?磁力搅拌器搅拌!添加质量分数
为"_的固定化酶开始反应!定时取样分析混合物
的组成(
D(F(I!甘油酯组成的测定!用 b]5W*<=法(酯
化产品用己烷萃取!加少量水离心收集上相!通)!
条件下除去溶剂!然后再溶于丙酮中!用于 b]5W
分析(b]5W流动相)丙酮[丙腈‘-[-%!*!&’体
积流量#(0:5*:6?’压力#(-!*]+(#.$

F!结果与讨论

FED!不同商业来源的脂肪酶的酯化活力
酯化反应所需酶制剂的筛选指标主要是酶活

力!酶的专一性%位置专一性"底物专一性&(脂肪酶
活性有水解活性及酯化活性之分!不同的反应条件
下!表现的活性是不同的(如水作溶剂时主要催化
脂类水解为相应的酸和醇!而在非水相%有机相"超
临界流体!无溶剂体系"微水体系及低共熔点体系&
中!水解反应明显不发生!然而却能催化醇"酸的酯
化反应!这在水相中是热力学不利的反应#-#$(酯化
反应虽然是水解反应的逆过程!然而二者并不等
同!水解活力高的酶酯化活力并不一定高!因而在
筛选酯化反应所用酶制剂时!以水解活力作为指标
是不科学的(实验采用与实际酯化反应相同的条件
下测定了不同商业来源的脂肪酶在无溶剂体系中

的酯化活力!实验结果见表-(
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表D!不同商业来源的脂肪酶酯化活力

J&AED!</0.$+(+8&0+"%&80+-+0+./"(2+9&/./($"? 6+((.$.%0

8"??.$8+&’/#99’+.$/

种类 酶 商 品 名 微生物来源
酶活

!BH"D#

固

定

化

)&T&$"2 "#$%&%##$’#()’&)# 3#2($3

567&89:;<*=* *+&,-./)-(.&0+0& .$2(-!

567&89:;Y5=* 1+0(.-.2)034#$/5&$-/3 -42(0

游

离

酶

567+>;AP 630/%-.-$03780)&03 0#2(02

567+>;5A] 630/%-.-$03780)&03 33!(4$

567+>;5*F $ $2#(4-

567+>;A]-2 9380(5&44/3$&50( $$2(#2

567+>;5F $ -4-(-.

567+>;C2# :0-’(&)+/."#$%&%/. $2$(!"

567+>;AS"# ";(/5-3# "#-(34

!!数据表明%567&89:;<*=*活力最高%然后依
次为 567+>;AP%567+>;5A]%)&T&$"2(其中

)&T&$"2的活力比文献报道的偏低%一般认为)&/
T&$"2

不仅可以作用于伯羟基%而且可催化仲羟基和部分
叔羟基%因而具有较高的活力&--’(偏低的原因可能
是其最适温度高!3#"0#^#%而实验温度低不适合

)&T&$"2的催化反应(
FEF!不同来源脂肪酶的位置专一性
脂肪酶根据位置专一性通常被分为-%"专一

性及非专一性两类&-!’(然而研究表明脂肪酶在位置
专一性方面范围较宽%可以从严格的专一性到完全
非专一性(因此一刀切的分类方法并不可取(作者
据实验所得<B值!见表!#%将脂肪酶作如下分类(

-%"/K7;L6M6L!<B".##)-%"/K;’;LO6T;!.#"<B"
3##))&?>7;L6M6L!<B#3##(通过调整甘油*脂肪酸
的摩尔比控制反应主要生成 *AC%而不生成!或尽
量少生成#甘油二酯*三酯(示意图如下(

!!由于反应温度相对较低%而且是在无溶剂系统
中进行%基本消除了高温及质子酸介质或双水相介
质所不可避免的酰基转移反应%因此可较精确地测
定<B值(

表F!酶促亚油酸酯化反应结果及不同来源脂肪酶的K<值

J&AEF!</0.$+(+8&0+"%"(’+%"’.%+8&8+6+%04.9$./.%8."(-&$+"#/’+9&/.&%6K<-&’#./"(6+((.$.%0’+9&/./

序号 脂肪酸
转化率"_
!-!E#

*AC"IAC -%"/*AC"!/*AC
<B值

!HKZA#
特性

- )&T&$"2 4!(0(0 0!"-0 .#"-# 0# -%"/>;’;LO6T;

! 567&89:;<*=* 40($ .-". .0"! .4 -%"/>7;L6M6L

" 567&89:;Y5=* "!(4 .#"-# .4"$ .! -%"/>7;L6M6L

$ 567+>;AP 24(- .""3 .3"" .$ -%"/>7;L6M6L

2 567+>;5A] 2!(. 0$"-4 0!"-0 4$ )&?>7;L6M6L

4 567+>;5*F $4(3 00"-! 0."-- 30 -%"/>;’;LO6T;

3 567+>;A]-2 $3(" .-". .#"-# 0# -%"/>;’;LO6T;

0 567+>;5F !$(0 42""2 0$"-4 40 )&?>7;L6M6L

. 567+>;C2# "-(4 .0"! .#"-# 0# -%"/>;’;LO6T;

-# 567+>;AS"# !0(4 .-". 0""-3 44 )&?>7;L6M6L

!!本实验大大方便了酶促合成-%"/IC反应中适
宜生物催化剂的选择%同时增加了实验的可靠性(
从表!中可以看出%567&89:;<*=*%)&T&$"2%56/
7+>;AP具有较高的<B值和转化率(结合表-数
据%实验将这"种酶作为酯化反应的首选(但考虑
到目前酶促合成甘油酯的成本较高%应尽量使用固

定化酶以增加酶的稳定性%实现催化剂的重复利
用(567+>;AP虽然专一性强%活力也很高%但由于
是游离形式%酶活容易损失失活%而)&T&$"2活力
虽高%但价格昂贵%适合生产附加值高的产品%另外
据报道)&T&$"2的位置专一性不确定%有时表现

-%"位专一性%有时无专一性(因此综合考虑性价比%
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实验选择567&89:;<*=*作为进一步优化的对象(
FEG!2+9"L1?.KM5M脂肪酸的特异性
脂肪酶对不同脂肪酸酯化反应具有特异性(其

衡量标准为底物特异性常数#!K7;L6M6L6O9L&?/
>O+?O"#-"$(#可以根据待测脂肪酸与参比脂肪酸!通
常为油酸"在竞争与酶结合的条件下的反应速度及
初始 浓 度 求 得%即 #‘ !TAL-&TAL!"&!#AL-$&
#AL!$"%其中%TAL-%TAL!%#AL-$%#AL!$分别为待测
脂肪酸’参比脂肪酸的反应速度及起始摩尔浓度(
此方法对于富集特定脂肪酸为目的的实验是科学

的(本实验主要是在脂肪酸中选择567&89:;<*=*

适合的底物%因此以单一脂肪酸作底物时的酶促酯
化速度可在一定程度上反映出酶对其特异性(
!!图-为567&89:;<*=*催化不同脂肪酸酯化
反应的相对初速度%结果以相对亚油酸的酯化速度
表示(反应温度为4#̂ %其它条件见-(!("(实验条
件下%567&89:;<*=*对亚油酸’油酸’月桂酸的催
化活性明显高于短链的丁酸’辛酸(据认为短链脂
肪酸在2#̂ 以上可能会使固定化载体松散%固定化
酶出现部分脱落%因此活力降低#-$$(另外短链脂肪
酸浓度高时会对脂肪酶产生有抑制作用#-2$(

图D!不同脂肪酸的相对酯化初速度!亚油酸作参比"

>+3ED!K.’&0+-../0.$+(+8&0+"%+%+0+&’-.’"8+01"((&001&8+6

C+046+((.$.%0’.%30484&+%!2+%"’.+8&8+6&/04.

A&/."

FEH!2+9"L1?.KM5M对不同羟基供体的选择性

567&89:;<*=*对底物醇的选择性见表"(反
应条件如下(酰基供体为亚油酸%醇酸摩尔比为!%
反应温度为4#^%!##,&:6?搅拌%#(#-*]+真空
除去反应生成的水(以甘油为底物时酶活计为-##%
其它醇作底物时酶活以甘油的相对值表示(结果发
现对伯醇!],6:+,9E9R,&V9’"的活性明显高于仲醇
!K;L&?R+,9E9R,&V9’"%而对于叔醇及环己醇活性
没检到(这可能与酶的活性空间构象有关(
FEI!温度对2+9"L1?.KM5M催化不同脂肪酸酯化

反应的影响

改变反应温度%酶对脂肪酸的特异性有可能会
发生改变(关于温度对不同脂肪酸作底物时酶促酯
化反应初速度的影响见图!(567&89:;<*=*以油
酸’亚油酸’月桂酸为底物时最适温度为3#̂ %此时
的最大起始反应速度在4##!:&’&!D):6?"以上%
而对丁酸’辛酸%其最适温度却接近$#̂ (由于底物
不同%适宜的温度也不同(

表G!2+9"L1?.KM5M对醇底物的选择性

J&AEG!79.8+(+8&80+-+01("$&’84"’/#A/0$&0.

醇种类 相对酯化酶活

图F!温度对反应初速度的影响

>+3EF!<((.80/"(0.?9.$&0#$."%+%+0+&’-.’"8+01

图G!水分活度对酶活力的影响

>+3EG!<((.80"(C&0.$&80+-+01"%./0.$+(+8&0+"%&80+-+01

$" 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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FEN!水分活度对2+9"L1?.KM5M活力的影响
水分是酶维持活性构象所必须的!但水分超过

一定量!会使酶颗粒集结成团影响传质(据认为水
分还会与甘油竞争结合反应中的酰基酶中间体使

其水解(因此研究水分活度对567&89:;<*=*的影
响是必要的(本实验定义自然条件下"9X‘#($!!水
分质量分数为0(4_#酶的活力为-##(从图"可以
看出!9X$#($!时酶活力很高!当9X达到#(2$时
活力明显下降!而#(.4时酶活只有正常值的4#_(

实验中没发现明显的酶结团现象!关于水分如何影
响酶活还有待于研究(

G!结!论

通过对商业化来源的脂肪酶酶活及位置专一

性的比较!选择567&89:;<*=*作为合成-!"/IAC
酶制剂!一般酯化特性如下$亚油酸为较适宜的脂
肪酸!最适温度为3#^!最适水分活度为#($!(
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