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摘 要：根据中碳酸转化率的大小，对#种不同来源的固定化脂肪酶筛选，其中固定化脂肪酶

++8的酶催化转化率最高，辛酸和癸酸转化率分别为%")#9和%/)#9；对脂肪酶++8酶促合成

甘油辛酸偏酯的反应条件优化，适宜反应条件为：敞口反应器中反应温度##:，每克酸加酶量"$$
;／<，辛酸／甘油投料摩尔比"=")"，甘油初始加水量29（质量分数）)实验范围内中碳酸品种对脂

肪酶++8不显示基质特异性)
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甘油中碳酸酯包括辛酸和癸酸的甘油单酯、双

酯和三酯，又分为以三酯为主或以偏酯为主两种形

式)癸酸偏酯对溶解人体胆结石有显著作用，也可

用于预防和治疗腹泻，还可用作亲油性药物和营养

物的溶剂或载体［"］)中碳酸偏酯被认为是安全的防

腐剂［!］，广泛应用于食品和个人护肤品生产领域)
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随着人们对天然产品的青睐，直接从植物中提取甘

油中碳酸酯已无法满足人们日益增长的需要!目前

获取甘油中碳酸酯的方法有化学合成法和提取法

等!化学合成法是甘油与中碳酸在酸催化剂存在

下，用氮气保护"#$!"%$&反应，历经中和、脱臭、

脱色和过滤等多步操作，产品不仅得率低、色泽深，

而且存在“三废”排放和催化剂的残留使产品致毒

等问题!无溶剂体系酶促合成［’］技术不仅具有酶催

化反应条件温和、选择性好、底物转化率高等优点，

而且还大大简化了化学合成法产品的后处理过程!
本文主要探讨无溶剂法酶促合成甘油中碳酸偏酯!

! 材料与方法

!"! 材料和仪器

脂肪酶(()和脂肪酶*++：无锡酶制剂厂赠

送；脂肪酶+"’：,-.-公司赠送；脂肪酶//)和

/0+：南通生化制药厂赠送；辛酸，癸酸（化学纯）：上

海星火化工厂产品；甘油（分析纯）：上海振兴化工

一厂产品；实验室自制亚沸蒸馏水，电导率1!%2
"$34(／56；超级恒温水浴箱：上海标本仪器厂制

造；748"型磁力搅拌器：江阴科学仪器厂制造!
!"# 实验方法

!!#!! 酶活测定 采用橄榄油水解酶活方法测定

实验中所用脂肪酶的水解活性!
!!#!# 甘油中碳酸偏酯合成及脂肪酸转化率测定

将合适投料比的中碳酸和甘油（含适量水），置于

一敞口反应器中，磁力搅拌，水浴恒温，加入一定量

脂肪酶!反应过程中体系自由挥发脱水!定期取样，

用乙醇溶解，再用$!$469:／+氢氧化钠标准溶液滴

定体系中残余的中碳酸，计算中碳酸的转化率!
!!#!$ 粗产品中甘油单酯和甘油量的测定" 产品

中甘油单酯和甘油量测定参照文献［;］进行!

# 结果与讨论

#"! 脂肪酶的筛选

用橄榄油水解酶活测定法分别测定了4种不

同来源的脂肪酶的酶活，并且在辛酸（或癸酸）与甘

油摩尔比为"<"!"，辛酸加酶量"$$=／>，甘油初始

加水量;?（质量分数），反应温度分别为44&（辛

酸）和#$&（癸酸），反应时间@;A的反应条件下，

根据中碳酸转化率的大小，对4种固定化脂肪酶进

行筛选，结果见表"!

表! 脂肪酶水解酶活和无溶剂体系中碳酸的酶催化转化

率

%&’"! ()*+,-)./0&0./1/.),2-/3&454&6*567)8&./00,615+9

4/,6,285*/:890;&/6&0/*4/6&4,-156.92+554)4.58

脂肪酶 酶活／（=／>） 辛酸转化率／? 癸酸转化率／?

//) @$$$$ @;!# ’@!;

+"’ ;$$$$ 4’!# #$!%

(() 14$$ 7"!4 7’!4

/0+ 4;$ "@!4 ";!’

*++ ’@$$ 1!’ 1!1

由表"数据可以看出，固定化脂肪酶(()在无

溶剂体系中对辛酸和癸酸都具有较高的催化能力，

反应 后 辛 酸 和 癸 酸 都 有 较 高 的 转 化 率，分 别 为

7"!4?和7’!4?!因此选择采用固定化脂肪酶(()
作为实验用的酶催化剂!
#"# 物料平衡

酶促合成反应的物料平衡结果见图"!

反应条件：44&；辛酸与甘油摩尔比为"<"；加水量;?；辛酸

加酶量"$$=／>；敞口反应器

图! 物料平衡

</="! >&44’&-&605,2567)8&./04)4.;54/4
图"结果表明，反应时间7A时，辛酸转化率达

7$?，柱层析结果表明，此时甘油辛酸单酯的量是

双酯的@倍；反应#!1A时，甘油辛酸单酯量最高，

随着反应的继续，单酯含量稍有下降，双酯含量增

多!因为在甘油与中碳酸的酯化反应中，甘油与中

碳酸反应最初生成甘油中碳酸单酯，它可以与中碳

酸继续反应生成甘油中碳酸双酯!随着反应时间延

长，将会有甘油三酯生成!因此酯化反应时间是合

成甘油偏酯的重要反应条件，控制适宜的反应时间

可以得到纯度较高的甘油中碳酸偏酯!
#"$ 酸醇比对中碳酸转化率的影响

实验验证了不同辛酸／甘油投料摩尔比对辛酸

转化率的影响，结果见图@!
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反应条件：!"#；加水量!$；辛酸加酶量%""&／’；敞口反应

器

图! 辛酸与甘油摩尔比对辛酸转化率的影响

"#$%! &’’()*+’,+-(./*#++’)/0.1-#)/)#2*+$-1)(.#3
+3)+34(.5#+3+’/)#2

由图(可以看出，对于辛酸／甘油不同摩尔比

条件下的反应，辛酸的酯化转化率也各不相同，表

明酶促酯化反应过程中，脂肪酸与醇的投料比不同

将会影响辛酸的转化率)辛酸／甘油投料摩尔比为

%*%)%时，辛酸的转化率最高，表明辛酸／甘油最适

投料摩尔比为%*%)%)
!%6 初始加水量对辛酸转化率和初始反应速率的

影响

适量的水存在有利于保持酶催化所必需的构

象［+］，此外水又是酯化反应的副产物，过量的水存

在将促使反应向酯水解的方向移动)对不同的反应

体系都会存在一个最适初始加水量)其他反应条件

不变，在每%""’甘油中加入不同量（水所占质量分

数分别为"$，!$，,$和%($）的水，考察初始加水

量对辛酸转化率和初始反应速率的影响，实验结果

见图-)

反应条件：++#；辛酸／甘油摩尔比%*%；辛酸加酶量%""&／’；

敞口反应器

图7 初始加水量对辛酸转化率和酯化初始反应速率

的影响

"#$%7 &’’()*+’#3#*#/-8/*(.)+3*(3*#3$-1)(.#3+3)+39
4(.5#+3/32#3#*#/-./*(

在敞口反应器中，加水量对无溶剂酶促反应体

系中辛酸的酯化转化率没有显著影响，但明显影响

初始反应速率，即影响反应达到平衡的时间)在本

实验范围内，加水量为!$时，辛酸酯初始化反应速

率达最大值，随着加水量的增加，初始反应速率呈

明显降低趋势)实验结果表明，适宜加水量为!$)
!%: 反应温度对辛酸、癸酸转化率的影响

在不同反应温度下进行脂肪酶../ 酶促辛

酸、癸酸酯化反应，测定不同温度条件下酸的转化

率，实验结果如图!，+所示)

反应条件：辛酸／甘油摩尔比%*%；辛酸加酶量%""&／’；加水量

!$；敞口反应器

图6 温度对辛酸转化率的影响

"#$%6 &’’()*+’*(,0(./*;.(+3)+34(.5#+3+’)/0.1-#)/)#2

反应条件：癸酸／甘油摩尔比%*%；辛酸加酶量%""&／’；加水量

!$；敞口反应器

图: 温度对癸酸转化率的影响

"#$%: &’’()*+’*(,0(./*;.(+3)+34(.5#+3+’)/0.#)/)#2
由图!结果可以看出，在-+!++#温度区域，

反应01辛酸的酯化转化率随温度升高而增加，温

度为++#时辛酸转化率最高，达,0),$)但是温度

继续升高辛酸的酯化转化率反而下降，这可能是高

温下酶容易失活的缘故，表明此反应的最适反应温

度为++#)从图+也可以看出，有与图!相类似的

结果，癸酸酯化的最适反应温度是2"#)
!%< 加酶量对辛酸酯化转化率的影响

在加酶量不同、其它反应条件相同的情况下，
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辛酸酯化转化率的测定结果见图!"可以看出，酶量

的增加有利于辛酸的酯化转化，但当酶量达到每克

酸#$$%／&以上时，酶量对辛酸转化（反应#$’）影

响不显著，且初始反应速率也无显著增大（见图(），

故本实验考虑加酶量采用#$$%／&"

反应条件：)$*；辛酸／甘油摩尔比#+#；加水量),；敞口反应

器

图! 加酶量对辛酸转化率的影响

"#$%! &’’()*+’,#-./(0+/.$(+1)+12(3/#+1+’).-34,#)
.)#0

反应条件：)$*；辛酸／甘油摩尔比#+#；加水量),；敞口反应

器

图5 加酶量对辛酸酯化反应初始速率的影响

"#$%5 &’’()*+’,#-./(0+/.$(+1#1#*#.,3.*(

6%5 不同脱水方式对转化率的影响

考虑到酯化反应副产物水的负面效应［-，!］，设

计了)种不同的脱水方式即抽真空、外加).分子

筛、鼓入干空气和敞口反应器，考察脱水方式对中

碳酸转化率的影响，并将其与不脱水分的封闭反应

方式作比较，结果见图/"
实验结果表明，不脱水的封闭反应器中，辛酸

的转化率仅为!/,，而在脱水反应器中辛酸的转化

率大于/$,，明显高于不脱水的"这是因为过量水

的存在，不仅不利于化学反应向生成酯的方向进

行，而且它还会导致酶失活［-，!］"但是脱水方式对辛

酸转化率无明显影响"本实验采用敞口反应器，即

反应过程中体系自由脱水"

反应条件：-$*；辛酸／甘油摩尔比#+#；加水量),；辛酸加酶

量#$$%／&
图7 不同脱水方式对辛酸转化率的影响

"#$%7 &’’()*+’8.11(3+’0(9.*(3#1$+1)+12(3/#+1+’
).-34,#).)#0

6%7 辛酸、癸酸、混合中碳酸转化率比较

工业中碳酸主要来源于油脂水解产物的分馏

切割，是辛酸与癸酸质量比约#+#的混合物"其它

反应条件一致，分别在--*和!$*进行酶促甘油

酯化，0种酸的转化率测定结果见图1，#$"

反应条件：中碳酸／甘油摩尔比#+#；加水量),；辛酸加酶量

#$$%／&；敞口反应器；反应温度：--*
图: ;种中碳酸的转化率

"#$%: <+12(3/#+1+’*=3((>#10/+’?(0#@8A)=.#1.)#0
.*BBC

反应条件：脂肪酸／甘油摩尔比#+#；加水量),；辛酸加酶量

#$$%／&；敞口反应器；反应温度：!$*
图DE ;种中碳酸的转化率

"#$%DE <+12(3/#+1+’*=3((>#10/+’?(0#@8A)=.#1.)#0
.*!EC
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从图!，"#结果可以看出，在同一种酶———脂

肪酶$$%催化条件下，&种中碳酸与甘油酯化反应

的转化率随反应时间的变化规律相似，无论是达到

反应平衡的时间，还是反应结束（"#’）时，酸的总转

化率都只是稍有或几无差异(实验结果表明，实验

中所选脂肪酶$$%对辛酸、癸酸以及混合中碳酸

没有基质特异选择性差别，催化性能也没有表现出

显著不同(

! 结 论

根据中碳酸转化率的大小对)种不同来源的

固定化脂肪酶进行筛选，其中固定化脂肪酶$$%
的酶催化转化率最高，辛酸和癸酸转化率分别为

!"()*，!&()*(对脂肪酶$$%酶促合成甘油辛酸

偏酯的反应条件的研究表明，适宜反应条件为：在

敞口反应器中，反应温度))+、加酶量"##,／-、辛

酸／甘油投料摩尔比为"."("、甘油初始加水量/*(
实验范围内中碳酸品种对脂肪酶$$%不显示基质

特异性(
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