
!" 卷 # 期

$%%$ 年 !! 月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*’+,-.,/ $%%$

收稿日期：$%%$0%10%"，修回日期：$%%$0%20%$。

基金项目：国家工业技术“九五”攻关项目基金资助（*’)2#03%40%$0%5）。

"通讯作者。6,(："#05!%05"#1$$%；789："#05!%05"#1$$%；:0-8;(：<-9;8=>-;3?) ,@>

非水相酶促合成癸酸偏甘油酯的研究
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摘 要 对无溶剂非水相中癸酸与甘油的酶促酯化反应进行了研究，发现 3&%)4(5($+& -,)(*%&0%& 脂肪酶（B7C）、6)7
0(* 5#%"%# 脂肪酶（DDC）和 !+$4#4+ +$/+*#0/#0+ 脂肪酶（EFC）均有较好的催化活性。EFC 酶促转化癸酸的最适反应条

件为：#%G，加酶量为 $% H !%%>IJ，初始加水量为甘油质量的 !$K。EFC 的 !，40位置专一性在最终产物中未表达。

EFC 酶催化剂的失活主要与机械磨损有关，反应 5 批次后酶活残留量为 2#) AK。敞开物系、真空脱水或分子筛脱

水均为有效脱水方式。敞开物系中反应物量比不影响平衡转化率而会影响单甘酯平衡产率。用碳酸氢钠水溶液

萃取可有效脱除产品中的残余癸酸，终产品酸价为 %) #"-J LMNIJ。提高甘油比例并使用非脱水原料，无外加水结

合部分流加癸酸的工艺，可以减少减压脱水或敞开反应的时间，5? 后癸酸最高转化率可达 2#)2K。
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癸酸偏甘油酯可用作类固醇的溶剂，对溶解人

体内的胆结石有显著作用，对胆汁酸的分泌有抑制

作用［!］；也可用于婴儿及肠胃吸收功能障碍疾病患

者的营养品中，还可用作无毒副作用的药物载体［$］。

癸酸偏甘油酯的化学生产工艺多采用脂肪酸与甘油

的酯 化 反 应，用 过 量 甘 油（甘 油 与 酸 的 摩 尔 比 为

!P!5 H !P5 Q!）在 !5%G以上用酸催化反应，然后分相

脱除甘油，续以碱水洗、蒸汽精炼、过滤、脱臭、活性

炭脱色或分子蒸馏等工序。非分子蒸馏产品中单甘

酯含量一般不高，市售进口产品中单甘酯含量以硬

脂酸单甘酯（分子量 45"）计时一般为 A%K左右，以

辛、癸酸单甘酯（平均分子量 $4$）计时一般为 $5K
左右。目前报道的酶法合成癸酸偏甘油酯基本为无

溶剂相［! H 4］或有机溶剂相反应［$，A，5］，其中无溶剂相

合成虽然为非均相反应，但其可操作性及经济性却

远胜于有机溶剂相反应。L;- 等［!］以 6)0(* 5#%"%#
脂肪酶催化癸酸与甘油酯化，无溶剂相中 #%? 后癸

酸转化率达 "5K；FRR8 等［4］以 8"#9(:)& +**"#9)& 脂肪

酶为催化剂，无溶剂相中 $A? 后癸酸转化率达 2%K。

本文将扩大试验酶种范围，全面研究并优化间歇反

应器中无溶剂脂肪酶催化癸酸与甘油的酯化反应，

以期提高癸酸转化率和减少反应时间。

! 材料与方法

! "! 材料

甘油（FS）；癸酸（EB）；癸酸三甘酯及 !0癸酸单

甘酯（色谱标样，T;J-8 公司）。其余分析用试剂均为

分析纯或色谱级。除特别说明外，所有反应原料使

用前均经过分子筛脱水处理。固定化 !+$4#4+ +$/7
+*0/#0 脂肪酶（EFC，聚合物载体），橄榄油水解酶活为

1%%%>IJ；固定化 6)0(* 5#%"%# 脂肪酶（DDC，无机材

料载体），橄榄油水解酶活为 15%%>IJ，均由 *’+’ *’/0
@;UV 公司赠送。3&%)4(5($+& -,)(*%&0%& 脂肪酶（B7C，

非固定化），橄榄油水解酶活为 4%%%%>IJ，F-8R’ 公

司赠送。显微摄影仪用皮肤表面观测仪改装（ST0""
型视频转换器转换），卡尔0费歇尔水分测定仪，W80
X,/U F((;8R3, $#2% 型 NBCE，T?;-8Y?> ZS。

! "# 方法

! "# "! 癸酸转化率的测定：吸取反应物样品约 % ) !
H % )4J 于三角瓶中，加 !%-C 25K酒精使溶解并终

止反应。以酚酞为指示剂用 *8MN 标准溶液滴定。

转化率![ !%%（;% \ ; I<）I;%，式中 ;% 为反应前每



克样品消耗 !"#$ 溶液的毫升数，! 为反应一定时

间后 " 克样品消耗 !"#$ 溶液的毫升数。

! "# "# 产品分析：癸酸含量用酸碱滴定分析。单癸

酸甘油酯含量测定见前文［%］，单甘酯分子量 & 为

’(%。)*，!"+, 盐 片 涂 片。$-.+，反 相 +/0 柱，柱 温

(12，34 二极管阵列检测器（波长 ’/567），甲醇流

动相流速 / 817.97:6。

! "# "$ 癸酸甘油酯的合成：1 8 /57;, 癸酸与适量甘

油、水和酶置于一个!<=7 > 5=7 的筒形玻璃反应器

中，用磁力搅拌使之均匀混合，转速为 (11?97:6，在

水浴恒温下封闭反应（考察脱水方式时除外）至癸酸

转化率不再升高为终点。水的加入量以甘油质量为

基准，加酶量以癸酸质量为基准。

# 结果与讨论

# "! 不同脂肪酶的催化活性

图 / 为分别以 #$%&’&$ $%($)*(’* 脂肪酶（+@.）、

+,-.&/0/%$, 12./)-,*-, 脂肪酶（-A.）和 3.*/) 0’-4-’
脂肪酶（&&.）为催化剂，在各自最佳反应温度和适

宜加酶量［B］下催化癸酸甘油酯化反应时，癸酸转化

率与时间的关系。初始加水量为甘油的 /’C，甘油

D癸酸 E /D/（7;, D7;,）。< 种酶均有较好的催化活性

尤以 +@. 最佳，故在以下研究中均将以 +@. 为催化

剂。

图 / +@.，-A. 和 &&. 酶促合成癸酸甘油酯的进程

A:F8/ G6HI7"J:= KI6JLMK:K ;N ="O?:= F,I=M?:PMK
="J",IHMP QI +@.，-A. "6P &&. ?MKOM=J:RM,I

!+@. /11S9F，%12；"-A. /111S9F，552；> &&. /11S9F，%12

# "# 初始加水量的影响

初始加水量对平衡转化率和初速度的影响见图

’。其中甘油 D 癸酸 E / D /（7;,97;,），加酶量 /11S9F
癸酸，封闭物系反应温度 %12。为保障数据的精确

性，在考察初速度效应时将加酶量降为 ’1S9F 癸酸

并对不同加水量的初始反应速率曲线进行回归分析

以求出初速度。

图 ’ 初始加水量对平衡转化率和初速度的影响

A:F8’ GNNM=J ;N :6:J:", T"JM? =;6JM6J :6 F,I=M?;, ;6 JLM MKJM?:N:="J:;6

由图 ’ 可知，甘油初始加水量在 /%C以下时封

闭物系内反应初速度随加水量增大而加快，甘油初

始加水量在 /’C时初速度最快。甘油初始加水量

在 /%C以上时平衡转化率有所降低，说明此时水解

作用逐渐明显，因此综合考虑平衡转化率和反应初

速度可选择 /’C为最佳甘油初始加水量。

# "$ 反应物摩尔比对癸酸转化率的影响

加水量固定为甘油质量的 /’C，加酶量 /11S9F
癸酸，封闭物系反应温度 %12。不同反应物摩尔比

（甘油 D癸酸）对反应的影响如图 < 所示。

图 < 反应物摩尔比（甘油：癸酸）对反应的影响

A:F8< GNNM=J ;N 7;,"? ?"J:;（F,I=M?;,：="O?:= "=:P）;6 JLM
MKJM?:N:="J:;6 :6 =,;KM KIKJM7
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封闭物系中甘油摩尔分数的增加使癸酸平衡转

化率随之增大，对初速度的影响则较小且无规律可

循。前者是因为反应平衡时体系的高分散性使得质

量作用定律在此起主要作用；后者可能是因为多相

体系中反应界面的摩尔比变化与体相并无线性对应

关系。这一点可以通过用平板冷却猝灭结合显微摄

影观察物系起始状态的相态得以证实［!］：从反应器

中吸出少量反应物液体并使其迅速在冷的载玻片表

面铺展，如此反应得以猝灭及分散相态得以凝固，癸

酸相及酶粒呈不透明状而甘油相透明，将此载玻片

置于显微摄影仪下观察并摄像记录。

进一步试验了敞开物系中摩尔比的影响，在加

水量 "#$，加酶量 #%&’(，封闭物系 )%*下分别以甘

油与癸酸摩尔比为 " + " 或 " , - + " 反应，至转化速率

明显降低时转敞开物系至癸酸转化率不再增加。图

. 中甘油 +癸酸 / "+"（012 + 012）时，反应 34 后；甘油 +
癸酸 / ",- + "（012 + 012）时，反应 -4 后由封闭物系改

为敞 开 物 系，.54 后 产 物 中 单 甘 酯 含 量 分 别 为

#%63$和 #3$（后者分离出未反应甘油后单甘酯含

量为 .- ,.$，远高于同摩尔比下化学反应所得产品

中单甘酯含量），可见敞开物系中反应物起始摩尔比

显著影响反应物平衡组成而对最终转化率影响不

大。

图 . 敞开物系中不同反应物起始摩尔比对

最终转化率的影响

78(,. 9:;<0=>8? @A>@B8C8?=>81: => D8CC@B@:> 012=B
B=>81A 8: 1E@: A<A>@0

! (2<?@B12：?=EB8? =?8D / " ,-："，=EE28@D B@=?>81: 8: 1E@: A<A>@0

=C>@B B@=?>8:( -4 8: ?21A@ A<A>@0

" (2<?@B12：?=EB8? =?8D / "："，=EE28@D B@=?>81: 8: 1E@: A<A>@0

=C>@B B@=?>8:( 34 8: ?21A@ A<A>@0

! "# 加酶量对癸酸转化率的影响

维持加水量为甘油质量的 "#$，甘油与癸酸摩

尔比为 " +"，封闭物系反应温度 )%*，不同加酶量下

的反应结果如图 - 所示。当加酶量在 % F "%%&’( 癸

酸时，反应初速度与酶浓度成正比，加酶量为 #%%&’(
癸酸时，反应初速度达到最大值，以 "%%&’( 较为适

宜。

图 - 加酶量对癸酸转化率的影响

78(,- 9CC@?> 1C 28E=A@ D1A=(@ 1: @A>@B8C8?=>81:
! #%&’(；"-%&’(；G "%%&’(；#"-%&’(

! "$ 脱水方式以及提高转化率的研究

已经报道过许多种脱水方法，如加入分子筛或

减压除水，也可以在敞开物系中藉蒸发脱水［"］。本

酶法反应需要维持较大的起始水含量（甘油质量的

"#$），与化学法酯化中水脱除越充分越有利不同，

也远高于高碳酸（H"# I ## 混合物）单甘酯合成所需水

量（.$［)］）。实验尝试了不同脱水方法对最终转化

率的影响。如图 ) 所示，反应时间为 #.4，分子筛加

入或减压脱水在封闭反应 34 后进行。

图 ) 不同脱水方式下的最大转化率

78(,) 9CC@?> 1C D@4<DB=>81: 0@>41D 1: 0=J80&0 ?1:K@BA81:
", H21A@ A<A>@0 #, LE@: A<A>@0

M, N=?&&0 O8>4 O=>@B P@> E&0E ., QDD8>81: #( 1C 012@?&2=B A8@K@A

- , QDD8>81: "( 1C 012@?&2=B A8@K@A ) , QDD8>81: % ,-( 1C 012@?&2=B A8@K@A

图 ) 表明几种脱水方法对转化率的影响没有很

大差别，都可以达到较高的最终转化率。但在间歇

釜中加入分子筛不是一个好的选择，因为要多一步

过滤以去除破碎的分子筛。减压脱水的效果虽好但

长时间减压脱水则动力消耗较大。敞开物系反应最

为经济但如果时间过长则不切合生产实际，而且产
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品色泽会略有加深。考虑到过量甘油可以加快反应

速度而且在反应结束后甘油可以很方便地分离出

去，因此可以在反应初始状态时不加足量的水而使

甘油过量，当反应进行到一定程度后虽然甘油过量

程度降低但体系中有水生成，如此通过改变癸酸加

料方式（或调节摩尔比）和初始加水量就可以提高最

终转化率和减少反应时间，实验结果见图 !。

图 ! 改变癸酸加料方式和初始加水方式对反应的影响

"#$%! &’’()* +’ ’((,#-$ ./--(0 +’ )/10#) /)#, /-, #-#*#/2 3/*(0
)+-*(-* +- (4*(0#’#)/*#+-

56678$，96:；$2;)(0+2：)/10#) /)#,（.+2：.+2）< 5：5 ’+0

=+5>? #-4*(/, +’ ?：5 ’+0 =+@ %

5 % "((,#-$ )/10#) /)#, 3#*A#- *A( ’#04* 5A #- )2+4( 4;4*(.

3#*A 5 %5BC #-#*#/2 3/*(0 )+-*(-*，’+22+3(, #- +1(- 4;4*(.

?% "((,#-$ /22 *A( )/10#) /)#, /* *A( D($#--#-$ #- +1(- 4;4*(.

3#*A 5?C #-#*#/2 3/*(0 )+-*(-*

@ % "((,#-$ 58E +’ )/10#) /)#, /* *A( D($#--#-$ *A(- *A( 0(./#-,(0

3#*A#- *A( ’#04* 5A #- )2+4(, 4;4*(. 3#*A 5 %5BC #-#*#/2 3/*(0

)+-*(-*，’+22+3(, #- +1(- 4;4*(. ’+0 ?A *A(- 7-,(0 E..F$ ’+0 /-+*A(0 ?A

如曲线 5 所示，按第一种方式起始反应速度较

快但后续反应速度低于第二种方式（曲线 ?），表明

反应 初 期 甘 油 大 量 过 量 时 酶 活 可 能 有 所 损 失。

F+G［H］也发现当甘油浓度达到 I!C时所用脂肪酶迅

速失活。为此设计了曲线 @ 的反应：封闭物系中甘

油和癸酸的摩尔比定为 ?：5，反应初期将 58E 癸酸与

甘油均质后加入脂肪酶，其余癸酸 5A 内流加完毕，

待癸酸转化基本达到平衡后改敞开物系。这样既避

免了反应初期高浓度甘油的抑制作用，又降低了起

始加水量，综合这两点就有可能做到既不外加水又

缩短反应时间。曲线 @ 表明反应 ?A 达到封闭反应

的最大平衡转化率（此平衡曲线在图 ! 中未示出）

后，转敞开物系反应 ?A 癸酸转化率即达 IB % 5C，然

后在 E..F$ 下减压反应 ?A 癸酸转化率达 I9 %IC。

! "# $%& 的操作稳定性

甘油：癸酸 < 5 J 5（.+28.+2），加酶量为 56678$ 癸

酸，加水量 5?C，封闭物系 96:反应 56A 后用布氏

漏斗将酶粉滤出。室温下用 5E.K 丙酮分 B 次洗涤

滤饼，除去附着的反应物和水。将酶粒抽干溶剂后

在真空干燥箱中常温下干燥 ?A。重复使用 E 次，结

果如图 H。重复使用 E 次后 LMK 仍表现出较好的稳

定性。

图 H 间歇釜中 LMK 的操作稳定性

"#$%H NA( 4*/D#2#*; +’ LMK #- D/*)A(4 (4*(0#’#)/*#+-

实验发现酶粒粒度渐次减小，自第 @ 次起的反

应现象提示酯合成酶活的降低可能与载体脱落有

关。用研钵将未使用过的酶颗粒研碎并筛分，取不

同目数的酶粒进行催化反应，反应时间为 HA。筛分

目数对酯化酶活的影响见图 I，其结果可解释图 H
的实验现象。

图 I 酶粒筛分目数对酯化酶活的影响

"#$%I &’’()* +’ $0/-72/0#*; +’ LMK +- (4*(0#’#)/*#+-

! "’ 产品提纯及检测

反应结束后将产物保温静置 5A 左右使分层，可

除去大部分残留含水甘油，但产物中仍尚存癸酸和

少量甘油（5 % EC）。分别采用吡啶型弱碱性离子交

换树脂、!@5 型强碱性离子交换树脂、碳酸氢钠水溶

液和碳酸钠水溶液对产品进行吸附或洗涤萃取以脱

除残余的癸酸和少量甘油。

（5）吸附实验：各取 E$ 粗癸酸酯（或 E$ 粗癸酸

酯溶于 E.K I6C 乙 醇 中），根 据 粗 癸 酸 酯 的 酸 价

（IOH.$ PQF8$）按吸附剂交换当量等当量计算出所

需吸附剂重量。称取计算值 ? 倍量的吸附剂（树脂

需预处理），装填于 E6.K 酸式滴定管中。以5.K8.#-
的速度收集癸酸酯（或醇溶液）并循环 @ 次，用乙醇

H@! 生 物 工 程 学 报 5H 卷



洗脱。产品在 !"#下用循环水泵抽真空脱溶剂。

（$）洗涤萃取实验：各取 %"& 粗癸酸酯，根据粗

癸酸酯的酸价（’ ( )*&+,-.&）按等当量计算出所需

碱的重量。再配制 %$*/ 的碳酸氢钠（过量 % ( $ 倍）

水溶液和碳酸钠（过量 % (% 倍）水溶液。分 0 次洗涤

萃取，然后用 $ 1 0*/ 的 23 氯化钠水溶液洗涤产

品。产品在 )"#下用循环水泵抽真空脱除游离水。

表 ! 癸酸甘油酯中残余癸酸的脱除

"#$%& ! ’&#()*)+,)-. $, *)++&/&-0 1&#-2

4567898:;8<& =>?@?7?A B789 C6AD5（*&+,-.&）
,>8&8<6A ’ ()

BAE6A5F75<75 >5F8< ) (G
BAE6A8 >5F8<（?>8&8<6A F6*=A5） 0 (G

BAE6A8 >5F8<（6A7?H?A87 F?AD@8?< ?: F6*=A5） $ (%
I?98D* 76>J?<6@5 6KD5?DF " (G)
I?98D* J876>J?<6@5 6KD5?DF ! (2

测定脱酸后产品的酸价，实验结果见表 %。碱

洗后再用 23氯化钠水溶液洗去可能残留的碱，产

品 LM 图中 %!""7*N %处羧酸的吸收峰已消失，表明癸

酸已基本脱除，即采用碳酸钠水溶液对粗产品进行

洗涤脱酸是行之有效的。-O/P 分析结果表明：产

物中的两种单甘酯异构体含量没有显著区别，说明

PB/ 的 %，0Q位置专一性在此酯化反应中未表达。
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