
摘 要

    a一亚麻酸在人体内具有多种重要生理作用，是一种人体必需脂肪酸。目前，生

产a一亚麻酸等多价不饱和脂肪酸工艺中大多以鱼油和藻类为原料，通过强酸、强碱

催化水解后，以常规有机溶剂为介质对产品进行分离提纯。存在的主要问题有:原

料来源单一;强酸、强碱催化剂无选择性，且容易破坏多价不饱和脂肪酸结构;甲

醇等常规有机溶剂残留降低了产品质量。

    亚麻是我国北方广泛种植的作物之一。亚麻油所含各种脂肪酸中a一亚麻酸含量

高达 46%;生物酶催化和超临界二氧化碳流体技术分别以其不同于常规酸碱催化剂

和常规有机溶剂的特性而日益受到研究人员重视，成为近年来蓬勃发展的“绿色化

学”新技术。

    本文以亚麻油为原料开发a-亚麻酸产品;以两种不同脂肪酶代替常规酸碱催化

剂，研究了亚麻油水解、醇解反应;以高压二氧化碳为反应介质代替各种常用有机

溶剂;通过超临界流体萃取技术与其他分离技术，如精馏、化学吸附等结合分离提

纯产物，进行a一亚麻酸类产品的开发研究。解决了常规方法中存在的问题。所得主

要结果如下:

    (1) 常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应研究表明:两种脂肪酶的催化

活性温度范围、最佳催化活性温度和完全失活温度均存在较大差异。L-lipase催化亚

麻油水解反应的温度明显低于N-lipase，因此L-lipase更适合于常压无溶剂体系中酶

催化亚麻油水解反应。

    (2)高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应结果表明:在相应的最佳实验

条件下，N-lipase具有较高的催化活性和较宽的催化活性温度范围，因此N-lipase更

适合于高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应。与无溶剂体系中的最大催化活

性温度 (35 0C)相比，超临界二氧化碳中L-lipase的最大催化活性温度为37 0C;而

N-lipase在超临界二氧化碳介质中的最大催化活性温度为50℃，比其在无溶剂体系

中的最大催化活性温度(67.5 0C)降低17.5 'C. N-lipase的失活机理可能与水热条件

下酶分子分解有关。



    (3) 催化亚麻油醇解反应制备脂肪酸乙酿T:艺研究表明:反应物摩尔比(乙

醉:亚麻油)为3.I时醇解反应转化率最高。比例低于此值，甘油三醋转化不完全;

比例过高，乙57-可能与脂肪酶催化活性位发生络合而抑止酶的催化活性;两种脂肪

酶在催化亚麻油醇解反应时，均优先生成碳链较短的饱和脂肪酸L酚.

    (4)脂肪酸乙酷分离工艺研究表明:尿索包合法的主要优势在于可将醇解反应

产物按照饱和脂肪酸乙醋和不饱和脂肪酸乙AIR分离;超临界苯取结合精馏柱精馏法

可较好地将产物从醇解反应所得的混合物体系中分离，但很难分离诸如亚油酸乙酷

和。一亚麻酸乙酷等碳链长度相等但双键数目不同的脂肪酸类化合物;超临界萃取结

合银离子络合吸附法可将醇解反应产物按碳链长度及不饱和度分离，实验中收集得

到的以(-亚麻酸乙酩为主要成分的样品中，。一亚麻酸乙酷含量均在9〕%以上口
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Abstract

    Alpha-linolenic acid is physiologically important in the human body. At present, it is

prepared through hydrolysis of fish oil and algae, which were catalyzed by strong acid or

alkali, followed勿 separation and purification of the product in organic solvent. Main

problems concerned with current process includes limit of raw material; poor selectivity of

catalysis destruct the functional group of polyunsaturated fatty acid. Remains of organic

solvent such as methanol in the product

    Flax is a familiar plant in the north China, and there is about 46% of alpha-linolenic

acid in the fatty acid composition of linseed oil. Enzyme-catalysis and supercritical carbon

dioxide extraction nowadays have acted as new techniques in the field of "green chemistry".

In this work two kinds of lipase as the substitute of conventional catalysis were employed in

the hydrolysis and alcoholysis of linseed oil, and the supercritical carbon dioxide as the

substitute of conventional organic solvent. The results showed that:

    (1)The study of lipase-catalyzed hydrolysis of linseed oil in the solvent-free

medium indicated that the temperature range of activation and deactivation of two lipases

employed were different. The temperature for catalyzed-hydrolysis by L-lipase is lower

than that by N-lipase. As a result, L-lipase is more suitable for the hydrolysis of linseed oil

in the solvent-free medium.

    (2)  The study of lipase-catalyzed hydrolysis of linseed oil in the high-pressure

carbon dioxide medium indicated that for the optimized reaction condition of hydrolysis,

N-lipase possess the higher catalysis activity and wider activity temperature range than the

L-lipase. As a result, N-lipase is more suitable to the hydrolysis of linseed oil in the

high-pressure carbon dioxide medium. Interestingly, the optimized temperature of L-lipase

in the supercritical carbon dioxide is 37℃，which is 2℃higher than the corresponding

ill



temperature in the solvent-free medium. And the optimized activity temperature of N-lipase

in the supercritical carbon dioxide is 50℃，which is 17.5 ̀C lower than the corresponding

temperature in the solvent-free medium. The deactivation mechanism may be related to

hydrolysis decomposition of N-lipase

    (3)  The study obi the preparation of ethyl alpha-linolenate by lipase-catalyzed

alcoholysis of linseed oil indicated that the optimized linseed oil/ethanol molar ratio is 1:3.

If the concentration of ethanol below this value, converation of triglyceride is inadequate.

When excess ethanol was added, part of the activity of lipase losted due to the formation of

complex between ethanol and activity site of catalysis. Furthermore, the Lipase-catalyzed

alcoholysis release preferably the short-chained saturated fatty acid ester.

    (4)  The study on separation of fatty acid ethyl esters indicated that urea adduction

could separate the mixture of fatty acid ethyl esters into two groups, i.e. the saturated fatty

acid ethyl esters and unsaturated fatty acid ethyl esters. Combination of supercritical carbon

dioxide extraction with rectification can separate fatty acid ethyl ester from the alcoholysis

product mixture. But the efficiency of separation is poor when dealing with the fatty acid

ethyl ester such as ethyl linolenate and ethyl alpha-linolenate with the same carbon number

and different double bond. Supercritical carbon dioxide extraction combined with chemical

adsorption勿silver nitrate supported on A1203 column can separate the fatty acid ethyl

esters efficiently. The ethyl alpha-linolenate with purity of above 93% is achieved with this

method.

Enzyme-catalyzed; Supercritical carbon dioxide; a-linolenic acid; Hydrolysis;

Alcohoylsis; Separation; linseed oil
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第一章 文献综述及选题

第一章文献综述及选题

1.1引言

    a一亚麻酸，学名Z, Z, Z-9,12,15一十八碳三烯酸(cis-9, 12, 15-octadecatrienoic

acid，或a-linolenic acid，缩写为ALA)，为全顺式非共扼N-3系列多价不饱和脂肪

酸(polyunsaturated fatty acid缩写为PUFA).。一亚麻酸的分子式为C, 8H3002，分子

结构如图1.1所示。室温下为无色油状液体，具有一般油脂类物质的特性，易溶于醚、

氯仿、丙酮、醇等有机溶剂。由于其不饱和度较高，因此易与氢或卤素发生加成反应，

在空气中不稳定，高温下易氧化;另外，碱性条件下可发生双键位置及构型的异构化

反应，形成共辘多烯酸。
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                            图1.1 a-亚麻酸分子结构

                    Figure 1.1 Configuration of a-linolenic acid molecular

    人体内，a一亚麻酸具有多种重要生理作用[1-61，因此，联合国粮农组织早在1987

年就将其列为人类食物的必需成分[[41。但。一亚麻酸不能由人体自身产生，必须从外界

食物中摄取，属人体必需脂肪酸(Essential Fatty Acids，缩写为EFA)o

    在自然界中，a一亚麻酸广泛存在于各种油料作物所含的油脂中。其中以紫苏籽

油、亚麻籽油中含量较为丰富，分别为64%和48%左右。虽然上述油脂中a一亚麻酸

含量较高，但在紫苏油、亚麻油中a一亚麻酸等各种天然的脂肪酸与甘油以酷基结合

为甘油三酷 (TG)，导致其在分解为自由脂肪酸 (FFA)之前很难被人体吸收。

    欲使人体比较容易地吸收利用a-亚麻酸类产品，需要采取如下措施:首先，将

富含该类脂肪酸的植物油脂通过水解反应或醇解反应，转化为分子量较小的脂肪酸或

脂肪酸乙醋类化合物;之后，通过化工分离提纯技术提高a一亚麻酸类产品的纯度，

避免了其与N-6系列脂肪酸在人体内的竞争性反应。

    目前，分离a一亚麻酸的方法按其脂肪酸产品的化学型式可分为:甘油三醋的直

接分离，或转化为亚麻酸或其一元醇酷后分离。前者的机理在于:天然油脂是各种甘
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油三AL的混合物，混合物中的不同甘油三A Fl分子，其。一亚麻酸基的构成比例会有所

不同。将a一亚麻酸摹构成比例较高的甘油三醋成分分离富集，可得到富含a一亚麻酸

的油脂产品。日前，该类方法多为由油料压榨、过滤、精制后得到较高含量a一亚麻

酸的甘油二酷型。但就人体对a一业麻酸的吸收状况而言，游离酸型最佳，乙酷型次

之，甘油三Aa型最差。因此，人们希望将脂肪酸从甘油二醋中解离并转化为小分子酷

类化合物，然后采用适当方法富集，得到高纯度a一亚麻酸产品。目前比较常见的方

法有两种:一为转化为脂肪酸一元醇酷，即将富含a一亚麻酸的甘油二Me中的脂肪酸

转化为脂肪酸甲酷或乙醋,然后再采用适当的方法进行浓缩;另一种是将甘油三醋水

解为混合脂肪酸，然后再采用特定的分离手段将a一亚麻酸从混合酸中分离出来。夏

宗建[7l等利用NaOH溶液将亚麻油皂化切断酞基后用硫酸酸化，得到各种脂肪酸的混

合物，之后在甲醇溶液中通过尿素包合，实现了不同脂肪酸的分离，从而得到较高纯

度的。一亚麻酸。但是，该过程存在强酸、强碱催化剂和有机溶剂残留问题，不符合

  “绿色化学”和环境保护的要求。

    产物的分离提纯是制备。一亚麻酸类产品关键步骤之一，因此成为很多研究人员

追求的目标。常用的分离提纯方法主要包括[[81:低温结晶法、尿素包合法、超临界流

体萃取精馏法、分子蒸馏法、吸附分离法、脂肪酶浓缩法等。在分离提纯a一亚麻酸

产品时，卜述方法均存在一定的憋端。

    鉴于常规方法在制备、分离a一亚麻酸类产品方面的局限性，本文希望通过以脂

肪酶代替常规酸碱催化剂，进行亚麻油水解、醇解反应过程基础研究;以超临界 几氧

化碳或近临界二氧化碳为反应介质代替各种常用有机溶剂;另外，通过超临界流体技

术与其他分离技术，如精馏、化学吸附等的结合分离提纯产物，实现a一亚麻酸类产

品的开发研究，以期达到“绿色化学”的要求。

1.2生物酶催化反应

1.2.1酶及其结构特点[9-101

    常见生物酶的种类很多，按照所催化的反应类型可以将酶分为:氧化还原酶、转

移酶、水解酶、裂解酶等。但从本质上讲以上各种生物酶都是具有催化功能的蛋白质。

人们利用酶的历史较长，但直到近代生物化学诞生之后人们刁‘真正认识到“酶”这种
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物质的存在。1930年，酶是一种 “蛋白质催化剂”的概念被确立。

    作为一种蛋白质，酶具有一般蛋自质共有的物理、化学性质。如分子有复杂的多

级构象:一级结构，分子中氨基酸残基的排列顺序，不同的酶分子内有不同的氨基酸

排列顺序;二级结构，分子的局部空间排列，主要指侧链形成的a-螺旋、R一折叠、

p一转角等二级结构:三级结构，整个分子或亚基的空间排列;四级结构，亚基的相互

作用。有了二级和三级结构(通常称之为高级结构)之后，生物酶刁’具有催化活性。

1.2.2酶催化特点及机理

    酶具有一般催化剂的共性，如少量存在即可大大加快反应速度;能使反应迅速达

平衡而不改变化学反应平衡点位置;反应前后本身无变化并可重复使用。但是，作为

一类特殊的高效催化剂，酶催化还具有以下几个方面的特点。

催化效率高

    酶催化的反应速率是相应无催化反应速率的108_102。倍。且至少是非酶催化反应

速率的W-10， 3倍。酶催化高效性的主要原因在于:其一，与普通催化剂相比，酶可

更大程度地降低化学反应所需的活化能，使反应更易于进行。图 1.2定性给出了酶催

化剂、非酶催化剂及无催化剂条件下的反应活化能。
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初态
《在物)

胃

应
自
鼠

招
石
公
霍
书
喊

反应进怪

                  图1.2酶催化剂和常规催化剂降低反应活化能示意图

Figure 1.2 The schematic diagram of reduce activity energy by enzyme and ordinary catalyst

可以看出与其他两种情况相比，酶催化条件下反应具有最低的活化能。活化能的
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降低极大地提高了反应速度;其二，酶催化是多种催化因素的协同作用，如酶与底物

的邻近效应和定向效应、酶与底物相力诱导的扭曲变形和构象变化的催化效应等均可

在一定程度上提高酶的催化活性。

专一性高

    酶的专 一性主要包括酶与底物结合的专 性和酶催化的专一性。酶是由数以百万

计的氨基酸组成的活性大分子，但其分子结构中只有一小部分基团具有催化作用，被

称为催化活性位。酶的催化活性位具有一定大小和儿何形状，当底物的大小不当或几

何形状不合适时，均小能与酶的活性部位结合，这是酶与底物的结合专一性;另外，

酶催化活性位的基团和底物分子上的基团要有必要的相互作用力，通过这种作用力，

酶刁‘能和底物结合，这是酶对底物催化专一性。

}

    图1.3底物与酶的匙钥关系学说图 图1.4酶与底物的诱导楔合学说图

  Figure 1.3 Profile of Lock and Key Theory         Figure 1.4 Profile of Induced-fit Hypothesis

      in the enzyme-catalyzed reaction                  in the enzyme-catalyzed reaction

    在解释酶对底物的专一性方面有两个较合理的假说:其一是刚性模板或匙钥学说

(Lock and Key Theory)，该理论认为底物分子与酶结合的非共价力在本质上与维持酶本

身立体构象的力是相同的，主要包括范德华力、静电力、氢键等。通常酶分子中与底

物的结合部位，即酶的活性位，是由其分子表面的凹槽或空穴组成的，其形状与底物

分子形状互补。底物分子或其一部分像钥匙一样，立体专一地楔入到酶活性位，通过

多个结合位点的结合，形成 “酶一底物”复合物;同时，酶活性中心的催化基团正好

可以和底物的有关活性键结合，迅速完成催化反应。但是，匙钥学说却无法解释为什

么具有刚性结构的酶活性中心既能适合一个可逆反应的底物，又适合此反应的产物。
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因此，研究人员提出了解释酶对底物专一性的第二个假说，即诱导楔合假说(Induced-fit

Hypothesis):当酶分子与底物邻近时，由于受底物的诱导作用，其构象将发生有利于

与底物结合的变化，最终形成酶与底物的互补楔合复合物，完成催化反应。因此该理

论可以很好地解释酶催化可逆反应。两种理论的直观说明如图1.3和1.4所示。

反应条件温和

    酶催化反应无需高温、高压操作，在温度低于100℃，正常大气压，中性pH环

境下即可进行。与之相比，一般化学催化反应或无催化剂反应往往要在较高的温度、

压力下刁‘能进行。

催化活性可调

    许多酶的催化活性可受到多种调节机制的灵活调节，这些调节机制包括:抑制剂

的调节、酶的共价修饰、酶合成与降解的调节、金属离子和其他小分子化合物的调节

等。

热稳定性差

作为一种蛋白质，高温下酶易于变性失活。因此，大多数情况下，酶的使用温度

不超过100 *c。

1.2.3影响酶催化反应的因素till

温度

    温度是影响酶催化反应的重要因素之一，其对酶催化反应的影响表现在以下两个

方面:一是对酶蛋白稳定性的影响;二是对酶催化反应体系本身的影响。酶热变性失

活的活化能为 50000-150000 cal/mol，约是一般酶催化反应的活化能 (500015000

cal/mol)的十倍。当温度低于30℃时，由于体系提供的能量远低于酶热变性失活的活

化能，因此酶的热失活作用很慢，此时温度对酶催化反应无明显影响。但是由于酶的

热失活作用温度系数远大于酶催化反应的温度系数，因此随温度升高，酶变性失活对

反应的负面影响远大于温度升高本身对反应速度的促进作用。

    以酶催化反应速度对温度作图可得到一条钟罩形曲线。反应速度在某一温度出现

最大值，通常称这个温度为酶催化反应的最适温度。另外，酶在高温下失活往往和体

一5
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系中的水分子有关，Klibanov给出了如图1.5的解释[n21

5一5健的玻坏

\
、

声

Asp处肚健的水娜

          、、

        H2O

蕊‘.Cl. 残燕的脱氮荃化

、s K-\_:乡
\

.- H2O

 
 
 
 
 
 

.

.
‘
百
.
，
下
‘

毛

厂
，

.
‘
1
怡
.
‘

                              图LS高温卜酶的热失活机理

          Figure 1.5 Mechanism of activity lost of enzyme at high temperature circumstance

酸碱度

    山于酶分子结构的复杂性，因此pH变化对酶催化反应的影响也较复杂。在酶分

子结构中存在许多酸性、碱性氮基酸侧链基团，上述基团随pH值的变化可处于不同

的解离状态。侧链基团的不同解离状态可能直接影响酶与底物的结合;也可能改变酶

的空间结构，从而影响酶的催化活性。研究表明，pH值对酶活性的影响主要有以下几

个主要方面:

酸或碱可以破坏酶的空间结构，导致酶可逆失活或不可逆失活;

酸或碱影响酶活性部位结合基团的解离状态，导致底物不能和它结合;

酸或碱影响酶活性部位催化基团的解离状态，导致底物不能分解为产物;

酸或碱影响底物的解离状态，导致其不能与酶结合或结合后不能转化为产

物。
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酶催化的最适pH值范围是上述几种因素共同作用的结果，因此酶催化活性有一

个最适pH值范围，以酶活力对pH值作图，也可得到一条钟罩形曲线。

水量

通常认为，酶分子有“开启”和“紧锁”两种存在状态[131。当体系中仅含少量水
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或没有水时，酶分子处于 “紧锁”状态，酶的催化活性位被包裹在分子内部，不能与

底物分子接触，此时酶不具有催化活性。当体系中的含水量增加到某一程度后，酶分

子的结构便山“紧锁”状态转变为 “J「启”状态，酶具有了催化活性。但如果体系中

含水量过高，酶分子的活性中心附近将聚积大量的水分子，使不溶或难溶于水的底物

与酶催化活性位的接触几率变小，导致酶催化活性降低。图 1.6是酶在有机溶剂中的

催化活性和含水量关系，可用上述机理很好的解释。另外，研究表明，使酶的结构由

“紧锁”状态转变为“开启”状态所需的最小含水量随酶的种类及反应条件而异[1141

咬活性

水含t

姗清水呈

动力学.性 热力学不抽定

                      图1.‘有机溶剂中酶活性和体系含水V的关系

    Figure 1.6 The relationship between enzyme activity and the water content in organic solution

1.3超临界二氛化碳的特点

1.3.1超临界流体

    当一种物质所处的温度和压力同时超过其临界温度 (Tu)和临界压力(P,)时，

即为是超临界流体l"l (Supercritical Fluid，缩写为SCF)。图1.7是COz的相图，当温

度超过304.14 K且压力高于7.38 MPa时，二氧化碳的气液界面消失，形成均一稳定相，

即图1.7中所示的‘̀Supercritical Fluid"部分。有关超临界流体的优良传质传热性能，文

献中论述较多[16-171。表1.1是气体、液体和超临界流体的常规物理化学性质比较。可

以看出，超临界流体兼具气体和液体的特性，如其密度与液体接近，而粘度和扩散系

数则与气体相似。
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    另外，在临界点附近，温度和压力的微小变化，会显著影响超临界流体的密度及

与密度相关的物理化学性质，如粘度、介电常数、扩散系数、溶解度参数等。上述性

质对于SCF在反应与分离中的应用具有决定性作用。

    表1.1气体、液体和超临界流体的物理化学性质比较，‘R，

Table LIComparison of the properties of gas liquid and supercritical fluid

物理性质 气体 超临界流体 液体

(Ambient) (T} Pf) (Ambient)

密度，p

(kg/m3 )

0.6-2 600 1600

    动力粘度，TI

      (mPa.s)

运动粘度,v = TI/ P

      (l 0IMZ/s )

扩散系数,D(106MZ/s )

0.01--0.03 0刀1-0.03 0.2-3

5-500 0.02 0 0.1-5

10-40 0.07 0.0002-0.002

1.3.2超临界二氧化碳的特点

近年来，有关超临界流体的研究和应用发展很快。常用的超临界介质很多，如:
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C2H4, C2H6. C3Hg, CHC13, SF6, H2O, NH3, C02等。表1.2列出了它们的临界温度、

临界压力和相应的临界密度。从表2中的数据可以看出，Cq的临界温度(T,=304.19 K )

是文献报导过的超临界溶剂临界点最接近于室温的;其临界压力(P, 7.38 MPa)比较

适中;临界密度(Pc =0.4682眺时)是常用超临界流体中较大的，而超临界流体的溶

解能力一般随密度增加而增加:另外，C02无毒、廉价、环境友好。因此目前超临界

二氧化碳(SCCO2)己成为全球可持续化工技术的重要研究方向，已应用于萃取分离、

纳米级微粒制备、手性化合物拆分、沉淀分离、精密电子器件洗涤及化学反应等诸多

领域[19-241

      表1.2儿种常见超临界流体的临界参数1251

Table 1.2 Critical constants of several supercritical fluids

临界温度 (K) 超临界压力 ((bar) 临界密度(g/cm3)

6

，
‘

阅、

4

 
 
 
 
 
 

﹄

.

C2H4

C2H6

CA

CHCls

  SF,

  H2O

  NH3

  C02

50.32

48.80

0.2174

0.2840

369.82 42.49 0.2174

54.72 0.4995

318.69 73.60 0_7357

647.13 220.55 0.3220

405.65 112.78 0_2350

304.19 73.82 0.4682

1.4超临界二氧化碳中的酶催化反应

1.4.1超临界二氧化碳作为酶催化反应介质的优势

作为酶催化反应的常用介质之一 超临界二氧化碳具备以下几点优势[23 271.

适用面广

    超临界二氧化碳作为一种特殊的非水介质，很多性质与有机溶剂非常相似，甚至

可以认为超临界二氧化碳在本质上就是一种特殊的有机溶剂。因此，凡可在传统有机

溶剂中进行的酶催化反应，均可通过选择适当的反应条件在超临界二氧化碳流体中进

行。

反应速率快
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    超临界二氧化碳具有超临界流体特有的高扩散系数、低粘度和低表面张力等性质，

因此可有效降低反应过程中的传质阻力，提高反应速率。有时还可以利用共溶剂提高

底物在scco:中的溶解度，并通过溶剂协同作用影响生物酶的催化性质，提高反应速

率

分离提纯简单

    超临界二氧化碳对温度和压力的影响非常敏感。在反应过程中，通过调节体系的

温度和压力影响底物和产物的在超临界二氧化碳的溶解度，实现反应分离一体化操作。

绿色环保

    超临界二氧化碳无毒、阻燃、化学惰性，以其为化学反应介质，不污染环境、生

物酶可保持较高活性。另外，与常规有机溶剂相比，二氧化碳在常压下是气体，反应

后期易于从反应体系中分离，无溶剂残留，符合 “绿色化学”要求。

    由于超临界二氧化碳作为酶催化反应介质具有以上优点，因此在食品加工、医药、

VT织、日用化工和制革等行业中得到了广泛关注。

1.4.2影响超临界二氧化碳介质中酶催化反应的因素

    由于超临界二氧化碳具有与常规反应介质不同的性质、生物酶具有与常规催化剂

不同的催化特性，因此影响超临界二氧化碳中酶催化反应的因素较多，如温度、压力、

超临界二氧化碳溶剂特性、共溶剂、底物摩尔比等。

温度

    所有生物酶均存在最佳使用温度范围。因此，温度是影响酶催化活性的重要因素。

当温度低于最佳使用温度时，酶的构象不能完全展开，催化活性大幅度降低[[281;在最

佳使用温度范围内，升高温度，一般有利于提高酶的催化活性。同时，升高温度能够

增加底物在超临界二氧化碳中的溶解度，促进平衡控制反应的右移;当温度超过最佳

使用温度范围后，酶分子二二级结构开始出现变形，失活几率随之增加。David L129]等人

在研究超临界一_1氧化碳介质中假丝酵母脂肪酶催化葵花油醇解反应时发现，当温度高

于80℃时，所用脂肪酶开始失活;在低于50℃时，脂肪酶活性不能完全表现。Dauglas

A M [30等人以高压二氧化碳为反应介质，以脂肪酶(Rgizopus arrhizus Lipase)为催化

剂，研究了甘油三月桂酸醋与肉豆款酸的酸解反应，结集发砌，反应压力失9.66 MPa
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反应温度为35℃时，反应速率常数最大，表明在此温度卜酶呈现最大活性，且在此条

件 卜连续反应80h后，脂肪酶活性未见卜降。另外，温度还可通过影响酶的催化选择

性，进而影响产物中各组分的比例。Karamatollah RI" I等人以超临界二氧化碳为反应介

质，在流动床反应器中研究脂肪酶催化菜籽油的水解反应时发现，当压力恒定为38

MPa，反应温度由35℃升至55℃，反应4h后，产物中甘油单酷和甘油二酷摩尔含

量由14.4%, 42.8%分别降为13.4%和39.7%，而体系中自由脂肪酸 (Free Fat Acid,

FFA)的相对含量得到提高。

压力

    压力对酶活性的直接影响相对较小，但过高的压力容易导致二氧化碳在酶活性部

位的浓度增加，从而使二氧化碳与酶分子表面上的氨基自由基之间的相互作用增强，

二者生成了不稳定的氨基甲酸酷配合物。Kamat 5,132-331等人在这方面做了大量工作，并

利用激光解析质谱法 (Laser Desorption Mass Spectroscopy，缩写为LD-MS )检测到了

该配合物。此外，压力影响酶催化活性的另一可能原因在于:高压下，维持酶分子活

性构象所必需的微量水中二氧化碳浓度增加，改变了酶活性位微环境的pH值，导致

酶不能与底物有效接触，催化活性降低。但也有学者提出了不同的观点，John C

Erickson[341等在研究了超临界二氧化碳和超临界乙烷中的酶催化反应后提出:超临界

二氧化碳中的pH效应不是导致酶活性下降的主要因素，其真正原因在于:超临界流

体压力的微小改变明显影响了流体密度及其相关的其他物理性质，如介电常数、溶解

度常数等，上述物理性质的改变最终导致酶催化活性的降低。可见，有关压力对酶催

化活性的影响在今后的研究探索中仍需做大量的基础性研究工作。

    此外，压力对酶的催化选择性也存在一定的影响。在研究有机溶剂中的酶催化反

应时，人们一般通过改变溶剂的类型来改变酶的催化选择性，而在超临界二氧化碳中，

通过调节体系的压力即可达到相同的效果。相关内容在文献[135-38〕中有较全面的论述。

二氧化碳溶剂特性

    超临界二氧化碳的Hildebrand溶解度参数(S)、疏水参数[1321 (Loge，其中P表

示该溶剂在水和辛醇之间的分配系数)及介电常数(￡)等特性对酶的催化活性同样存

在一定影响。V ermue M H1'1 认为，只有当溶质和溶剂形成均相溶液时，酶的催化活性

才能得到最大限度地发挥。有关溶质溶解度的计算方法，Vermue M H给出了相应的公
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式和计算过程，具体步骤可参见相关文献[391。另外，Laane C[401等人通过校iF. Brink和

Triamper[411 ffj结论后得出:反应介质的疏水性是影响脂肪酶催化活性的重要因素，当

介质疏水参数LogP < 2时，酶几乎不具有催化活性;当LogP > 4时，酶的催化活性相

对较高;LogP介于2和4之间时，酶的催化活性很难直接判断。清华大学的杨基础[[421

等在这一方面做了大量的研究f作，结果表明，对于月桂酸与正丁醇的酶催化酷化反

应，其最大反应速率与超临界二氧化碳介质的介电常数间存在如下关系:

                      In [V,.] =4.187一8.318(“一1)/(“+ 1)

共溶剂

    共溶剂对酶催化活性的影响具有两面性!131。一方面，在超临界二氧化碳中加入少

量共溶剂(如醇)，能够增加超临界二氧化碳的极性，增加其对极性底物的溶解能力，

从而提高反应速率;另一方面，加入的共溶剂可以与水发生作用，导致酶催化活性位

的微环境发生变化，降低酶的催化活性和结构稳定性。因此，对于共溶剂的选择和加

入，一定要谨慎对待。

反应物之间摩尔比

    底物摩尔比对酶催化活性的影响主要体现在醋的醇解反应中。因为过量的醇会与

酶的催化活性位发生络合，导致酶催化活性降低或失活14'1. Jackson M A[441等人在连续

反应器中研究了固定化脂肪酶催化油脂的甲醇解反应，其反应温度、压力分别为50 *C,

24.1 MPa，结果表明，在甲醇流速为5 u L/min时，酶的活性出现最大值，之后脂肪酶

的活性随甲醇流速增加而迅速降低。对于酶催化水解、酉旨交换和酸解等反应类型，类

似现象未见报导。

固定化及其载体

    超临界二氧化碳中酶催化反应同样涉及酶的固定化问题。酶的固定化主要是为了

提高酶的稳定性，扩展酶的使用范围，减少酶的流失。当时，固定化对酶催化活性的

影响目前存在一定的争议。一般认为，经固定化后，酶的活性均有所下降[451。但谢智

东等人[461研究猪胰脂肪酶催化丁酸甲醋与四氢糠醇的醇解反应时，比较了自由脂肪酶

和固定化脂肪酶的活性，结果表明:固定化后的猪胰脂肪酶活性提高了25%。此外，

固定化载体对酶的催化活性也存在一定影响[471，比表面较大的惰性载体可增大酶与底

物的接触面积，从而提高酶的催化活性。



第一章 文献综述及选题

1.4.3超临界二氧化碳中酶催化反应实例

    超临界流体作为酶催化反应介质报导始见于1985年，Randolph等人148]和

Hammond等人【491分别考察了碱性磷酸酶、多酚氧化酶在超临界流体中的活性，从而说

明了酶催化反应在超临界流体中进行的可能性。表 1.3是以超临界二氧化碳为介质的

酶催化反应研究实例。其中酷化、醇解、酸解反应是其中研究最多的反应类型。

            表1.3超临界流体中酶催化反应的一些例子

Tablel.3 Examples of enzyme-catalyzed reaction in supercritical carbon dioxide

反应类型 底物 酶(来源) 最佳反应条件 特点 参考文献

连续反应 [311
菜李f油

水解反应

Hydrolysis

    脂肪酶

(Mucor miehei) 24 MPa. 35℃

P-硝纂确酸苯酩 碱性磷脂酶 间歇反应

  超临界二氧化碳

反应、分离一休化

首次将超临界二氧化碳

用作酶催化反应介质

[481

10 MPa. 35℃

醇解反应

Alcoholysis

    维生素A

(维生素E)+乙醇

间歇反应 [501

脂肪酶
36 MPa. 80℃

超临界二氧化碳

反应、分离一体化

连续反应 [271
乙酸乙Ali+异戊醇 脂肪酶

10 MPa. 60℃

            C8-C12酸I[油三酷+

酸解反应 油酸、(E队)

Acidolysis

连续反应
脂肪酶

10 MPa. 60℃

离了交换树脂固定化

      月旨肪酶

与正己烷为溶剂的

  反应作了对比

[511

连续反应 [521
三辛酸}士油酩+汕酸 脂肪酶 未向反应休系中加入水

10 MPa. 60℃

r(化反应
胆固醇

Oxidization

假单细胞

月台肪南等

间歇、连续反应

IO MPa. 35℃

加入叔丁醉、异丁醉有利 [531

  于提高反应转化率

酷交换反应

Tmnsesterifi-

二辛酸甘油酷十

  油敌甲Ilk

  脂肪酶

(Mucor miehei)

连续反应
[541

10 MPa. 40℃

超临界二氧化碳萃取与

精馏柱精馏结合分离产物

1.4.4超临界二氧化碳作为酶催化反应介质存在的问题

    尽管超临界二氧化碳中酶催化反应研究取得了很大进展，但仍有一些实验结果不

尽人意。例如，到目前为止，发现能够在超临界二氧化碳中起催化作用的生物酶仅有

十儿种。另外，与超临界乙烷或丙烷相比，超临界二氧化碳中的溶剂化效应大、反应

活化能高[551，反应速率相对较慢。Kamat S[32]在研究异丁烯酸甲酷和2一乙基乙醇间的醇
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解反应时发现，对于该反应而言，超临界二氧化碳并不是一种良好的浴剂，因为超临

界二氧化碳可能改变了酶催化活性位周围微环境的pH值或者与酶分子中的氨基形成

共价配合物，使酶的活性大大降低。因此，超临界二氧化碳在向人们提供广阔选择空

间的同时，也提出了一些挑战。

1.4.5超临界二氧化碳流体中酶催化反应展望

    目前，超临界二氧化碳中的酶催化反应虽然仅集中在醋化、醇解和酸解等几个方

面。但是，大量实验结果依然表明，与水基介质或有机介质相比，超临界二氧化碳在

作为酶催化反应介质表现出了强大的优势。因此随着超临界流体应用基础理论的不断

完善和一些新的技术组合方法的出现，超临界二氧化碳中酶催化反应必将成为一个重

要研究方向，同时也将为酶科学的发展提供更广阔的空间。

1.5月旨肪酸及其衍生物的分离提纯

    常用的分离提纯脂肪酸及其衍生物的方法可分为单一分离技术和组合分离技术两

大类。

1.5.1单一分离技术

低温结晶法I%I

    低温结晶法利用低温下不同的脂肪酸或脂肪酸衍生物在有机溶剂中的溶解度差异

对其进行分离纯化。一般情况下，脂肪酸在有机溶剂中的溶解度随碳链长度的增加而

减小，随双键数的增加而增加。另外，随温度降低上述溶解度的差异表现更为显著。

所以将混合脂肪酸溶于有机溶剂，通过降低溶液温度就可过滤除去其中大量的饱和脂

肪酸和部分单不饱和脂肪酸，从而获得纯度较高的多价不饱和脂肪酸。实际应用中，

丙酮和乙醇是常用的有机溶剂。低温结晶法工艺原理简单、操作方便，但需要回收大

量的有机溶剂，且容易造成溶剂残留影响产品质量。

尿素包合法”7-59]
    尿素包合法是一种较常用的多价不饱和脂肪酸类化合物分离方法。其原理为:尿

素分子在有机溶剂中结晶时，能够与饱和脂肪酸类化合物形成较稳定的晶体包合物析

出，同时，能与单价不饱和脂肪酸类化合物形成不稳定的晶体包合物析出，而多价不

饱和脂肪酸类化合物则不易与尿素形成包合物，过滤除去饱和脂肪酸和单价不饱和脂
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肪酸与尿素形成的包合物，蒸发溶剂后可得到较高纯度的多价不饱和脂肪酸类化合物。

尿索包合的分离效果受结晶温度和尿素用量的影响，结品温度越低，尿素用量越多，

所得产品纯度越高。有时，为了提高产品纯度，可采用多次尿素包合法。尿素包合法

的成本较低，应用普遍，但存在的缺点是难以将双键数相近的脂肪酸类化合物分开。

分子蒸馏法160-611
    分子蒸馏不同于一般蒸馏技术，它是利用不同物质分子在高真空度条件下运动自

由程的差别，对含有多种组分的物料在液一液状态下进行分离的技术。分子蒸馏能使

液体在远低于沸点的温度下将其所含的不同物质分离，’分离效率高、受热时间短，因

此不会破坏多价不饱和脂肪酸等热敏性物质结构，从而解决了常规蒸馏技术所不能解

决的问题。张其德[621等利用分子蒸馏技术分离提纯了鱼油醇解反应后的脂肪酸乙酷混

合物，得到了纯度为5090%的DHA和EPA产品，产品收率约为80%.

硝酸银层析法

    硝酸银层析法常用来分离碳原子数相同而碳碳双键数目不等的一系列化合物，如

不饱和脂肪醇、酸、酉旨等。其机理是:碳碳键的成键二轨道能与银的s轨道形成一个

。配位键，同时银的d轨道与碳碳双键的反键:轨道结合，形成一个二配位键。通过

上述两种作用力，含有双键的不饱和化合物可与银离子形成稳定的配位络合物而与饱

和化合物分离，而且化合物的不饱和度越高，形成的络合物越稳定，分离效果相应增

力口。

    层析时饱和脂肪酸化合物由于吸附最弱而Rf最高，不饱和化合物随不饱和度增高，

Rf值降低。因此在硝酸银薄层上，各种化合物可根据饱和程度不同而被分离。此法分

离效果好，但产量小成本高，难以进行大规模生产。

超临界流体萃取法

    超临界流体萃取 (SCE)是近年来发展起来的一种新的分离技术，也是目前国内

外研究的热点。超临界流体萃取的基本原理是通过调节温度和压力使原料各组分在超

临界流体中的溶解度发生大幅度变化而达到分离的目的。与传统萃取方法相比，由于

超临界流体具有良好的近于液体的溶解能力和近于气体的扩散能力，因此萃取效率大

大提高。另外，超临界流体萃取常选用二氧化碳(临界温度304.19 K，临界压力7.38 MPa)
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等临界温度低目化学惰性的物质为萃取剂，因此该方法特别适用于热敏物质和易氧化

物质的分离。

    Liong等[631测定了不同温度和压力下多种脂肪酸酚在超临界二氧化碳中的溶解度

后发现:各种脂肪酸醋的溶解度均随二氧化碳密度增加而增加。另外，在相同条件下，

短链脂肪酸酷的溶解度比长链脂肪酸AIR的溶解度大。相同碳链长度脂肪酸醋的溶解度

随双键数的增加而减小，但这种变化并不明显。因此，可以断台:利用超临界流体萃

取可有效分离链长差别较大的脂肪酸，但欲将碳链长度相近的脂肪酸分开，还必须结

合其他分离技术。

1.5.2组合分离技术

    如前所述:超临界流体萃取可以分离碳链长度不同的脂肪酸及其衍生物，却难以

分离链长相同而不饱和度不同的脂肪酸及其衍生物。若将超临界流体萃取和其他方法

相结合，则有可能提高分离效果，使各种脂肪酸或其衍生物得到进一步分离。

超临界流体萃取一尿素包合法

    Arai K.等164]于 1986年提出将尿素包合法与超临界流体萃取法相结合从鱼油中提

纯EPA, DHA。如前所述，尿素包合法的优势在于可按不饱和度分离脂肪酸及其衍生

物，而超临界流体萃取法的优势在于按碳链长度分离脂肪酸。因此，将两者结合起来，

优势互补，就可得到高纯度的多价不饱和脂肪酸。

超临界流体萃取一精馏法

    1984年Eisenbach[61]提出将超临界流体萃取与精馏结合分离多价不饱和脂肪酸，

并设计了相应实验装置。该装置在萃取釜上设有分馏柱.柱顶设有热交换器。超临界

二氧化碳首先在样品池内与原料接触传质，选择性萃取原料中轻组分，然后沿分馏柱

上升至热交换器。由于二氧化碳流体在热交换器中受热.密度减小，流体中溶解的组

分就会分离出来形成回流被富集于分馏柱中。Nilsson等[661在Eisenbach工作的基础上，

对上述装置进行了改进:在分馏柱内设置不同的温度区，温度由下向上逐步升高，形

成温度梯度，并以此提高了分馏柱的分离性能。

超临界流体萃取一银离子络合法

    银离子络合法是基于双键数的不同来分离脂肪酸及其衍生物的，而超临界二氧化
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碳萃取法能较好地以碳原子数为序分离脂肪酸及其衍/}二物。所以，银离子络合法结合

超临界二氧化碳萃取法是分离提纯脂肪酸及其衍生物的具有重要开发前景的工艺路

线。

    Tatsuru等[67]进行了AgN03水溶液络合和超临界二氧化碳萃取两步法从沙丁鱼油

乙酷中提纯EPA, DHA的研究。结果表明，当AgNO PK度为5M时，含四个以上双

键的多价不饱和脂肪酸酷全部与银离子形成络合物而分配到水相中，而其他脂肪酸酷

则仍留在油相中，然后用超临界二氧化碳萃取AgN03水相，获得了90%以上的DHA.

    Sakae等[681将AgN03溶解于乙睛溶液中，再加入硅胶，混合物于40 0C蒸千，所得

的干燥物质作为超临界二氧化碳分馏柱上的填充剂。当超临界二氧化碳携带鱼油甲醋

通过该分馏柱时，不与银离子作用的饱和脂肪酸酩以及与银离子作用力较弱的低度不

饱和脂肪酸酷，直接通过分馏柱;高不饱和度的EPA, DHA甲酩与填充剂中的银离子

作用而滞留在柱内，通过调节温度、压力或打入夹带剂就可将吸附于填充剂中的EPA,

DHA分别萃取出来，达到分离效果。

1.6选题意义和研究内容

1.6.1选题目的和意义

    。一亚麻酸等N-3系列多价不饱和脂肪酸在人体内具有多种重要生理作用，但人

体自身不能产生，必须从外界食物中摄取，属人体必需脂肪酸(Essential Fatty Acids,

缩写为EFA)。然而，我国居民饮食结构普遍不合理，表现为饱和脂肪酸摄入量过高，

而不饱和脂肪酸的摄入量则相对较低。另外，在所摄入的不饱和脂肪酸中，由于N-6

系列脂肪酸含量较高，因此导致N-3, N-6两种多加不饱和脂肪酸比例失调，直接影响

人体健康。解决上述问题的可行的办法之一是适当补充。一亚麻酸类产品等 N-3系列

多价不饱和脂肪酸。

    目前，a一亚麻酸等多价不饱和脂肪酸生产大多以鱼油和藻类为原料，而以植物

油为原料开发多价不饱和脂肪酸系列产品则可扩大原料来源，降低生产成本。亚麻是

一种高寒作物，在我国主要分布于华北、西北部地区，以内蒙、山西、甘肃、新疆四

省区产量最大，陕西、青海次之。将亚麻籽中所含的亚麻油甲醋化后经气相色谱分析

可知:其中的a一亚麻酸约占其总脂肪酸含量的 46%左右。可见亚麻是一种廉价易的
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生产以一亚麻酸的原料。生物酶催化和超临界二氧化碳流体技术分别以其不同于常规

酸碱催化剂和常规有机溶剂的特性而日益受到研究人员重视，成为近年来蓬勃发展的

“绿色化学”新技术。

    本文将生物酶催化和超临界二氧化碳流体技术联合应用于a一亚麻酸类产品的开

发研究，并为该工艺路线的工业化提供了基础数据和必要的技术准备，达到a一亚麻

酸类产品制备开发研究及亚麻综合利用的双重效果。

1.6.2本文研究内容

本文的主要研究内容包括:

常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应工艺探讨;

高压 二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应工艺探讨;

常压无溶剂体系中酶催化亚麻油醇解反应工艺探讨;

脂肪酸乙醋分离研究。
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第二章常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应研究

2.1引言

    油脂水解反应按所用催化剂类型可分为[111:硫酸法;金属氧化物(CaO. MgO.

ZnO)法;碱皂化法[Z1-酶催化法。其中研究较多的是常规工业酸碱催化剂催化的水

解反应，但该方法存在反应温度和反应压力高，易破坏多价不饱和脂肪酸的碳碳双键;

催化剂选择性难以控制，易发生其他副反应等问题。

    与常规工业催化剂催化的水解反应相比，酶催化水解反应具有很多优点:其反应

条件温和，反应能耗低:无毒、无污染，所得脂肪酸色泽好，纯度高。近年来，随着

生物催化技术的迅速发展，研究人员对生物酶在有机溶剂[3.51、超临界流体[6-71中的催

化性能做了大量研究工作，对于无溶剂体系中酶催化反应的研究相对较少〔8-91。但

Boulbaba selmi[10'12]#旨出，无溶剂体系可避免有机溶剂的毒性、易燃及后期分离困难等

问题，同时，在无溶剂体系中生物酶可直接作用于底物，且产物分离纯化过程简单、

步骤少[131。因此，无溶剂体系是酶催化反应较为理想的环境之一。

2.2原料、试剂与实验设备

    实验中所用两种脂肪酶分别由深圳市绿微康生物工程有限公司(Leveking lipase

以L-lipase表示，微生物发酵生产，无选择性，未固定化)和诺维信(Novozymes )

(沈阳)生物加工有限公司广州分公司(Llpozyme. TL IM Thermomyces lanuginosa

lipase，基因改良性米曲霉，经微生物深层发酵生产，1, 3位专一，固定化于颗粒状硅

胶，以N-lipase表示)提供，使用前均未作任何处理。亚麻油为亚麻籽经超临界二氧

化碳萃取所得，分析测试结果显示，各项指标均符合国家标准(GB 8235-87)。其脂肪

酸含量与文献[21所报导的含量比较列于表2.1中。无水乙醇(分析纯)，北京精细化学

品有限公司提供 (纯度大于99.0%);乙醚 (分析纯)，天津化学试剂一厂提供 (纯度

大于99.0%)}

    离心机 (上海云楼医用仪器厂制造，800型);电动搅拌器

造，JB50-D型)。精密天平 (北京光学仪器厂制造，DT-100A型，

(上海标本模型厂制

精度0.00010.



酶催化亚麻油水解、醉解反应及产物分离研究

表2.1原料中脂肪酸含量与文献报导值比较

Table 2.1 The composition of fatty acid in the linseed oil compared with literature

软脂酸，% 硬脂酸，% 油酸，% 亚油酸，% a一亚麻酸，%

交 献 638 4.66 26.34 12.21 50.51

超临界苯取 5.42 4.04 25.14 16.44 48.96

2.3实验装置

常压无溶剂体系中酶催化水解反应装置如图2.1所示。该装置由恒温水浴系统、搅

拌器、反应器、加热器等部分组成。

                图2.1常床无溶剂体系酶催化亚麻油水解反应装置图

    Figure 2.1 Schematic diagram of enzyme-catalyzed hydrolysis reaction in solvent-free system

              1.恒温水浴系统:2.搅拌器:3.反应器:4.控温装置;5.加热器

    I.Water bath equipment; 2. Stirrer; 3. Reactor; 4.Temperature-controlling equipment; 5.14eater

2.4实验

2.4.1实验操作

将亚麻油与水按一定比例混合，水浴加热到反应所需温度，快速加入定量脂肪酶，

一24
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同时搅拌记时。实验过程中定时取样，为保证反应温度恒定、反应物比例及催化剂相

对含量不变，每次取样时少量快速。将所取样品置于试管中，并迅速将试管移入80 'C

水中加热2 min，使脂肪酶变性失活，停止反应。离心分离除去水和脂肪酶，取油层测

其酸价，计算水解反应转化率。

2.4.2反应方程式

酶催化亚麻油水解为分步进行的反应，因此反应方程式可表示为;

TG + H2O~DG十FFA

DG + H2O一MG+FFA

MG+1120 --; GL + FFA

其中，丁G:甘油三酣;DG:甘油二酷;材G:甘油单酣;FFA:各种自由脂肪酸;

GL:甘油。

当反应过程中有部分甘油二酷、甘油单酷生成后，上述三种反应同时进行，生成

物为甘油二酷、甘油单酷、各种自山脂肪酸以及甘油的混合物。

总反应方程式可表示为:

TG十3H20一 GL + 3FFA

2.4.3分析方法

水解反应转化率x (%)的测定按文献[[t4-t7]提供的方法，计算公式如下:

.(0/.) =
释放的脂肪酸

基于醋键的底物浓度
x100=A叮SVx100

其中:

其中，

A V(mgKOHlg油)，反应过程中亚麻油酸价(Acid value)，按下式计算:

      犷x N x 56.1
AF吕—

            W

V表示滴定样品所消耗氢氧化钾溶液体积，ml; N表示氢氧化钾溶液摩尔

浓度;56.1为氢氧化钾摩尔质量;W为样品重量，9。
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S V(mgKOH/g油)，亚麻油的皂化价(Saponification value)，计算公式如十

S犷=(代一U)xNx56.1
          W

    其中V,:滴定皂化反应中过量氢氧化钾所消耗的盐酸溶液体积，MI; V2:滴定

小加样品只加入氢氧化钾溶液的空白对照实验所消耗盐酸溶液体积，MI.所用原料经

三次测定取平均值，得皂化价为193 mg KOH/g油。

2.5结果与讨论

    常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应的影响因素较多，包括水/亚麻油摩尔

比、脂肪酶用量、反应温度等。本文以L-lipase和N-lipase为催化剂，对上述因素做了

系统研究。

2.5.1 L-lipase为催化剂的亚麻油水解反应

反应物摩尔比

    油脂水解反应中物料配比是影响反应转化率的重要因素之一。水/亚麻油比例过

高，导致产物分离困难;过低，反应进行不完全。图2.2是反应温度33℃、L-lipase

用量为反应物重量的5 wt%时、不同水/亚麻油摩尔比条件下的实验结果。
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图2.2 L-lipase为催化剂，不同反应物摩尔比条件卜的实验结果

Figure 2.2 The relationship of time-conversion at various molar ratio of water/linseed for L-lipase

可以看出，在所考察的范围内，随着水/亚麻油摩尔比增加，水解反应转化率一直

.26-
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保持卜升趋势。但在水/亚麻油比例小于20:1(摩尔比)时，转化率上升迅速;当比例

超过20:1后，转化率上升缓慢。上述实验现象的原因在于:体系中过量的水增加了水、

亚麻油及催化剂的接触几率，导致水解反应速率上升，同时，生成的脂肪酸和甘油分

别分散于油相和水相，它们的分离在一定程度上有利于反应进行。当水/亚麻油比例超

过20:1后，上述两种因素的影响可能已经接近极限，转化率上升变的较为缓慢。考虑

到过高的水含量会影响甘油与水的分离，同时可能会有相对较多的脂肪酸溶解于水相

中而难以收集，因此本文在考察其他因素时，水/亚麻油比例固定为30:10

酶用量

酶用量是影响酶催化反应转化率和初始速率的因素之一。图2.3是反应温度 33

℃、水/亚麻油30:1(摩尔比)、不同L-lipase用量条件下的实验结果。
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图2.3反应温度33℃、反应物摩尔比30:1、不同L-lipase用A条件F的实验结果

Figure 2.3 The relationship of time-conversion at various L-lipase loads

可以看出，在反应温度及反应物摩尔比确定的前提下，随L-lipase用量的增加，

相同时间内的转化率也相应增加。以3h的转化率为例，L-lipase用量3 wt%时，转化

率仅为41.4%;当L-lipase用量增至7 wt%时，转化率则高达62.2%。因此欲缩短反应

时间，在一定范围内可以通过加大酶用量得以实现。但过高的脂肪酶用量会使油相、

水相和脂肪酶形成糊状物，导致产物脂肪酸分离困难。另外，实际生产过程中，脂肪

酶用量过高会增加生产成本，因此，适宜的L-lipas。用量为5 wt%左右。
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反应温度

    温度是影响脂肪酶催化活性的重要因素之一，所有生物酶都存在最佳使用温度范

围。温度过高，生物酶活性降低或消失;温度过低，由于活性构象不能完全展开，生

物酶活性大幅度降低。Mittelbach. Ml"'在研究了有机溶剂中Mucor miehei脂肪酶催化

向日葵油与乙醇的醇解反应后得出:所用脂肪酶的活性温度范围为4070 *C.

    图2.4是L-lipase用量为5 wt%、水/亚麻油30:1(摩尔比)、不同反应时间条件h

的温度/转化率关系图。可以看出，在温度及L-lipase用量确定的条件下，反应时间越

长，转化率越高;在同一反应时间卜，温度在2033℃区间内，转化率随反应温度升

高而缓慢上升，说明在该区间内，脂肪酶的活性构象正在逐步展开;当温度到达最佳

使用范围后，转化率快速上升，直至最高值，随后开始下降;当温度高于最佳使用范

围时，转化率急剧下降，直至为0，此时脂肪酶己完全失去活性。从实验结果可以看

出，L-lipase催化业麻油水解反应的最大活性温度是35'C，完全失活温度为45 *C.
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图2.4反应物比例30:1. L-lipase用最5 w[%、不同反应温度条件下的转化率图

Figure 2.4 The relationship of temperature-conversion at various times for Lrlipase

对照实验

  水/亚麻油摩尔比30:1，反应温度35 0C，无L-lipase条件下搅拌5h，将反应后混

合物离心分离，取上层油样分析，经测定，其酸价与原料酸价一致，说明其他实验结

果中酸价上升为L-lipase催化亚麻油水解所致。
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2.5.2 N-lipase为催化剂的亚麻油水解反应

反应物靡尔比

    如前所述，亚麻油水解反应过程中反应物摩尔比是影响反应转化率的重要因素。

图2.5是反应温度为67.5℃、N-lipase用量为3 wt%时、不同水/亚麻油摩尔比下的实

验结果。可以看出，在所考察的水/亚麻油摩尔比范围内，随水含量的增加，转化率一

直保持上升趋势。由图中给出的信息可知，当反应物摩尔比由 10:1逐渐增加到 30:1

时，相同时间内的转化率不断提高，而当摩尔比为30:1和40:1时，转化率基本相同。

产生上述实验结果的原因在于:一方面，体系中过量的水增加了水、亚麻油及脂肪酶

的接触几率，对反应速率有一定的促进作用;另一方面，由于油脂水解反应发生在油

水界面上，过量的水可溶解稀释生成的甘油，降低其在油水界面的浓度，对反应有一

定的促进作用。但是，水量增加后降低了反应体系中底物甘油三酷与酶的相对含量，

导致二者的结合几率变小，对反应速率产生不利影响。当水/亚麻油比例超过30:1后，

上述几种因素相互作用明显，转化率上升趋势减缓。因此本文在考察其他因素时，水/

亚麻油比例固定为30:1.
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图2.5 N-lipase为催化剂，不同水/JIF麻油摩尔比时的实验结果

    Figure 2.5 The relationship of time-conversion at various mol4 ratio of water/linseed for N-lipase

    需要注意的是，N-lipase是固定化的1,3位专一性脂肪酶，其催化油脂水解反应时

专一性地水解1,3位上的酷基，因此油脂水解反应的最大理论转化率为66%。但图2.5
                                                    、

中的实验数据表明:反应物摩尔比大于20:1后，水解反应转化率均超过了该极限值。
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其原因在于，反应过程中，中间产物甘油二N、甘油单AF1分子内连接于p位 ((2位)

的脂肪酸链和连接于 a位 ((1位和 3位)的脂肪酸链之间存在平衡关系。当连接于a

位上的脂肪酸链在脂肪酶的作用下水解后，上述平衡被打破，随后，p位上的脂肪酸

链向a位迁移，并被N-lipase催化水解所致。类似的实验现象在以后的N-lipase催化

水解反应中多次出现，其原因可能与此相同，因此不在赘述。

酶用量

    图2.6是反应物摩尔比为30:1、反应温度67.5 0C，不同反应时间内催化剂N-lipase

用量与转化率之间的关系曲线，其中曲线4h表示反应时间为4h时的N-lipase用量与

转化率关系图;曲线8h表示反应时间为8h时的N-lipase用量与转化率关系图。以曲

线4h为例，可以看出反应转化率随N-lipase用量增加而逐渐升高，但也不是成比例的

一直增加。产生上述现象的原因在于:当反应体系中N-lipase浓度过高时会发生团聚

现象，进而降低了其在反应体系中的分散度，限制了催化性能最大程度地发挥。

95

85

肠

65

55

朽

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

旅
\
并
攀
续

0     I     2     3     4     5     6     7     8

N-Lipase用最/Wt%

图2.6反应物摩尔比30:1、反应7n度67.5 0C, N-lipase用量与转化率关系图

Figure 2.6 The relationship of time-conversion at various N-lipase loads

反应温度

    温度是影响亚麻油水解反应速率及脂肪酶催化活性的重要因素。升高温度，可以

增加水和亚麻油的互溶程度，增强反应混合物的流动性，减小传质阻力，有利于水解

反应进行。但是，对于酶催化反应，还应考虑生物酶的最佳使用温度范围191图2.7
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是水/亚麻油摩尔比30:1, N-lipase用量5 Wt%、不同反应时间条件下的温度/转化率关

系图。从图中可以石出:N-lipase的活性温度范围为45-75'C，最大活性温度和完全失

活温度分别为67.5℃和800C.
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图2.7反应物比例30:1, N-lipase用姑5 wt%、不同反应温度条件h的转化率图

Figure 2.7 The relationship of temperature-conversion at various times for N-lipase

2.6两种脂肪酶催化性能的比较

    实验中所用的两种脂肪酶在来源及是否固定化等方面存在一定差异。因此尽管二

者在各自的最佳反应条件下催化亚麻油水解时的反应速度率相差不大，但二者的使用

温度范围和最大活性温度却各不相同。

2.6.1催化活性温度范围比较

    对于所研究的酶催化亚麻油水解反应体系来说，当反应物摩尔比、脂肪酶用量等

其他条件确定后，反应温度则成为影响酶催化活性的最关键因素。又因为酶的催化活

性与反应转化率成线性关系，因此本文通过测定水解反应的转化率来判定酶的催化活

性高低。表2.2和表2.3是分别以L-lipase, N-lipase为催化剂时，不同反应时间下的实

验结果。可以看出:L-lipase催化亚麻油水解反应的活性范围为2043 0C，最大活性温

度为35℃，完全失活温度为45℃;而N-lipase的活性温度范围为4575℃，最大活

性温度和完全失活温度分别为67.5℃和80 *C.两种脂肪酶存在上述差异的原因在于:

第一，两种酶分子内的各种高级构象不同;第三，由于N-lipase是固定化脂肪酶，大
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量的酶分子吸附寸硅胶载体的内外表面，在受热条件下分子链自由旋转受到限制，使

其在相同温度 「，失活儿率减小。

表2.2反应温度对L-师ase催化的水解反应转化率的影响”

Table 2.2 Influence of temperature on the L-lipase catalyzed hydrolysis of linseed oil

20℃ 33℃ 35℃ 37℃ 41℃ 43℃ 45℃

40.0       45.1        51.4       50.4

473 563 64.5       593

47.4       29.2       0.64

58.0       33.2       0.64

‘
日

卜
目

2

刀
咔

56刀 63.9        74.8       67.7         65.5       38.2       0.64

a实验条fl:反应物摩尔比30:1. L-lipase 1+1址5 Wt%o

    因此，N-lipase的活性温度范围、最大活性温度和完全失活温度均高于L-lipase.

此外，从表中的数据还可以看出，随着温度的升高，二者催化活性的变化规律基本一

致:在一定反应时间内，转化率随反应温度增加而逐渐升高，说明在该区CHI内脂肪酶

的活性构象正在逐步展开，催化活性位逐渐暴露。当温度达到最大活性温度时，脂肪

酶催化活性达到极值，之后，随反应温度的升高而迅速降低，直至为 0.这说明维持

酶催化活性的三维构象正逐渐变型直至坍塌，脂肪酶完全失去活性。

表2.3反应温度对N-lipase催化的水解反应转化率的影响“

Table 2.3 Influence of temperature on the N-lipase catalyzed hydrolysis of linseed oil

45℃ 55℃ 65℃ 67.5℃ 70℃ 75℃ 80℃

2 h        40.1

4 h        52.1

47石 523 54.3      52.5 124 0.64

58.3       65刀 67.0      643 17刀 0.64

8 h        64.5       70.6       79.1 81.3      78.4      24.0                    0.64

a实验条件:反应物摩尔比30:1, N-lipase用耸5 wt%o

2.6.2最佳实验结果比较

图2.8是常压无溶剂体系中，反应物摩尔比30:1，脂肪酶用量5 wt%时，两种脂肪

酶分别在其最佳催化活性温度下的实验结果比较。

其中曲线N-lipase表示以N-lipase为催化剂，反应温度67.5℃时的实验结果:曲
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线L-lipas。表T以L-lipase为催化剂，反应温度35℃时实验结果。可以看出，在相应

的最佳反应条件下，无溶剂体系中两种脂肪酶催化的亚麻油水解反应具有几乎相同的

反应速率。但以L-lipase为催化剂的水解反应温度远远低于以N-lipase为催化剂的反应

温度。因此，对于无溶剂体系中的酶催化亚麻油水解反应，L-lipase是较N-lipase更为

合适的催化剂。
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图2.8最佳催化活性温度卜，两种脂肪酶催化亚麻油水解反应结果

Figure 2.8 The experiment result of different lipase at their optimized reaction temperature

2.7常压处理过的脂肪酶的反应结果

    为了解脂肪酶在无溶剂体系中催化亚麻油水解反应时的失活机理，本文考察了

L-lipase经过常压无水条件下，恒温45 0C(反应体系中完全失活温度)处理24 h后的

催化活性;考察了恒温80 0C〔反应体系中完全失活温度)处理24h后N-lipas。的催化

活性。

    图2.9中曲线A表示L-lipase为催化剂，反应温度35 0C.，反应物摩尔比30:1，脂

肪酶用量5 wt%时的实验结果;曲线B表示以常压、恒温45 0C(反应体系中完全失活

温度)处理24 h后的L-lipase为催化剂，在A给定条件下的实验结果:曲线C表示

L-lipase为催化剂，反应温度45℃，反应物摩尔比30:1，脂肪酶用量5 wt%时的实验

结果。图2.10中曲线A表示N-lipas。为催化剂，反应温度67.5 0C，反应物摩尔比30:1,

脂肪酶用量3 wt%时的实验结果:曲线B表示以常压、恒温80 0C(反应体系中完全失
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活温度)处理24 h后的N-lipase为催化剂，在A给定条件下的实验结果:曲线C表示

N-lipase为催化剂，反应温度80 G，反应物摩尔比30:1.脂肪酶用量3 Wt%，时的实验

结果。
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              图2.10不同状态’h̀的N-lipase催化亚麻油水解反应性能比较

Figure 2,10 The catalyze capability of N-lipase at different state in the reaction of linseed oil hydrolysis

    山图2.9和图 2.10中的曲线B可以看出，两种脂肪酶在常压无水条件下，以反应

体系中各自完全失活温度处理24h后，在相应的最佳实验条件下催化亚麻油水解反应

时，L-lipase己完全失活，而N-lipase却仍能保持较高的催化活性。上述现象的发生与
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酶的含水量及酶是否固定化有关。首先，二者的含水量不同，经测定L-lipase含水量

为9.2%, N-lipase含水量仅为4.4%。由于L-lipase含水量较高，因此，在常1 is下，以

其在反应体系中相应的完全失活温度处理时，L-lipase可能会发生图1.5给出的各种有

水参与地失活反应[191;而N-lipase山十含水量较低，减少了发生上述各种反应的几率。

另外一个可能的原因在于N-lipase是固定化脂肪酶。由于脂肪酶是长链大分子，因此

当温度升高时，分子内的各种化学键振动、转动频率加剧，会导致分子链断裂，或活

性中心a-螺旋结构变形[20]a N-lipase经固定化后和载体之间发生了比较强的相互作

用，分了链的振动、转动受到一定限制而术易断裂，且活性中心结构变形几率降低。

N-lipase在80℃的反应体系中完全失活，则可能也与反应体系中的水直接参与酶的失

活反应有关。

2.8小结

    本章考察了两种脂肪酶在常压无溶剂体系中催化亚麻油水解反应的实验结果，并

比较了高温处理对二者催化活性的影响，结论如下:

(1) 无溶剂体系中L-lipase催化的亚麻油水解反应，适宜温度、L-lipase用量、水/

        亚麻油摩尔比分别为35 *C, 5 wt%和30:1;‘’

  (2) 无溶剂体系中N-lipase催化的亚麻油水解反应，适宜温度、N-lipase用量、水/

        亚麻油摩尔比分别为67.5 0C , 3 wt%和30:1;

  (3) 在相应的最佳实验条件下，无溶剂体系中两种脂肪酶催化的亚麻油水解反应具

        有几乎相同的反应速率和催化活性;

(4) 在常压无水条件下，对于L-lipase,恒温45℃(反应体系中完全失活温度)处

        理24 h后，其催化活性完全丧失:而对于N-lipase，恒温80℃(反应体系中

        完全失活温度)处理24 h后，其催化活性仍保持较高水平。
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第三章高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应研究

3.1引言

    目前，常用的酶催化反应介质有水、有机溶剂(丙酮、正己烷等)、超临界流体(主

要为超临界二氧化碳，SCC02 )。由于油脂在水中的溶解度小及微生物污染等问题，

以水为反应介质的酶催化反应受到了一定限制。近年来有研究表明酶在有机溶剂中能

够保持良好的催化活性【’]，因此人们选用有机溶剂代替水为酶催化反应介质。但有机

溶剂存在如下问题:其一，较大的多相传质阻力限制了反应速率的提高;其二，溶剂

残留降低了产品质量，被“绿色食品”市场所不容;另外，有机溶剂较高的价格使产

品成本大为增加。

    作为酶催化反应介质之一，超临界二氧化碳 (S0002)因具有如下优点[21而日益

受到人们的重视:

二氧化碳廉价、阻燃、化学惰性;

S0002具有高扩散系数、低粘度和低表面张力等特性，可有效降低反应过

程中的传质阻力，有利于反应进行;

、、

、
.
2

1
..i

Q
白

了

f

(3) 二氧化碳的临界温度((T}=304.19K)接近室温，临界压力(P}=7.382 MPa)

也比较适中，操作安全;

以S0002为反应介质，反应后期的产物提纯与溶剂分离过程简单:

SCC02无毒，

景将更为广阔

随着人类对自身健康和对环境保护的日益重视，它的应用前

、

、
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    由于超临界二氧化碳具有上述优点，因此，越来越多的研究人员将其作为酶催化

反应介质。

    1985年，Randolph[3[等人以SCC02为反应介质研究了碱性磷脂酶催化p-硝基磷酸

苯酷水解反应。这是迄今为止报导最早的以SCOOz为介质的酶催化反应研究之一。但

有关S0002中酶催化亚麻油水解反应的研究尚未见报导。本章以两种脂肪酶(L-lipase.

N-lipase)为催化剂，考察了反应物摩尔比、脂肪酶用量、反应温度、二氧化碳压力等
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因素对亚麻油水解反应速率及转化率的影响，得到了该反应的最优条件及脂肪酶的最

佳使用温度;另外，比较了两种脂肪酶在常压、高压卜催化亚麻油水解反应的结果;

考察了经高温、高压处理的N-lipase催化活性。本章的研究内容，将为开发高附加值a-

亚麻酸产品生产工艺提供基础数据。此外，鉴于超临界二氧化碳在分离方面的优越性，

本文希望通过探讨高压几氧化碳介质中酶催化水解反应的最佳条件，为后期进行反应

分离一体化研究工作做准备。

3.2实验

3.2.1原料与试剂

    两种脂肪酶分别由深圳市绿微康生物工程有限公司(Leveking lipase，以L-1币ase

表示，微生物发酵生产，无选择性，未固定化)和诺维信(Novozymes )(沈阳)生

物加Z有限公司广州分公司(Lipozyme. TL IM Thermomyces lanuginosa lipase，基因

改良性米曲霉，经微生物深层发酵生产，1,3位专一，固定化于颗粒状硅胶，以N-lipase

表示)提供，使用前均未作任何处理。亚麻油为S0002萃取所得，经分析测试，各项

指标均符合国家标准(GB 8235-87)。二氧化碳 (食品级)，山西宜虹气体工业有限公

司提供，(纯度99.9%);无水乙醇(分析纯)，北京精细化学品有限公司生产(纯度

大于99.00/0);乙醚 (分析纯)，天津化学试剂一厂 (纯度大于99.00/0).

3.2.2实验设备

    离心机 (上海云楼医用仪器厂生产，800型);电动搅拌器 (上海标本模型厂制

造，JB50-D型);GS型磁力搅拌高压釜〔威海化工器械有限公司制造，容积250 mL );

精密天平(北京光学仪器厂制造，DT-100A型，精度0.0001 g)。

3.2.3反应装置

    水解反应在搅拌式高压釜内进行，实验装置如图3.1所示。该装置由二氧化碳供

给系统、250 mL高压釜和控温水浴系统等几部分组成。

3.2.4实验操作

    将亚麻油与水按一定比例混合，装入高压釜中，水浴加热到设定温度后加入定量

脂肪酶，密封，用低压二氧化碳排除反应釜和管路中的空气，调节二氧化碳压力到设

·38-
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定值，同时开启搅拌并记时。反应过程中定时取样，所取样品置于试管中，并快速放

入80℃水中加热2 min，使脂肪酶变性失活停止反应。离心分离除去水和脂肪酶，取

油层测其酸价，计算转化率。

                  图3.1高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应装置图

COZ气瓶，2.制冷系统，3预热系统.4.截至阀，5.取样阀，6.恒温水浴装置，7.控温装置，8

                高振柱塞泵，9. 250 ml,高压釜，10.微调阀，11.压力表

Figure 3.1 Schematic diagram of enzyme-catalyzed hydrolysis reaction in high-pressure carbon dioxide

l . C02 cylinder; 2. Cooling system; 3. Preheater system; 4. Shut-off valve; 5. Sample collect valve; 6.

Water bath equipment; 7. Thermocouple thermometer; 8. Liquid pump; 9. 250 ml, Autoclave; 10.Check

valve; 11. Pressure gauge

3.2.5反应方程式

反应方程式请参见木论文第2.4.2小节。

3.2.6分析方法

所用分析方法及原理与木论文第2.4.3小节相同。

3.3结果与讨论

    亚麻油水解反应过程中，影响反应速率的因素较多，如温度、压力、反应物摩尔

比等。另外，酶催化反应还具有其他常规催化反应不同的特点。本实验选用两种不同

来源的脂肪酶作为催化剂，考察了二者催化亚麻油水解反应过程中的上述各影响因素，

并将所得的部分结果与常压下的实验结果进行了比较。

3.3.1高压二氧化碳介质中L-lipase催化亚麻油水解反应研究



酶催化亚麻油水解、醇解反应及产物分离研究

水/亚麻油摩尔比

    亚麻油水解反应过程中，反应物摩尔比是影响反应速率及转化率的重要因素之一。

因此，实验中希望通过增加反应体系中水含量提高水解转化率。但水/亚麻油比例过高，

会导致产物与原料分离难度增加。图3.2是反应温度35℃、二氧化碳压力7.5 MPa,

亚麻油和L-lipase用量为30g和2.42 g时，不同水用量(以水/亚麻油摩尔比计)时的

反应时间/转化率关系图。
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          图3.2 L-lipase为催化剂，不同水/亚麻油摩尔比条件卜的时间/转化率图

    Figure 3.2 The relationship of time-conversion at various molar ratio of water/linseed for L-lipase

    可以看出，随着水/亚麻油摩尔比增加，相同时间内的转化率在20:1处出现最大值，

反应物摩尔比高于或低于此值，转化率均下降;反应物比例为10:1和30:1时，二者的

转化率儿乎相同;当反应物比例由30:1增加到40:1时，相同时间内的转化率明显降低。

产生上述现象的原因在于:一方面，当反应物摩尔比低于20:1时，体系中水含量的增

加推动了反应进行;同时，由于水解反应发生在油水界面上，过量的水可溶解稀释生

成的甘油，降低了其在油水界面的浓度，同样推动水解反应进行。另一方面，当水/

亚麻油比例超过20:1后，上述两种因素的影响接近极限，此时，增大水的用量会导致

反应体系中催化剂相对含量偏低，降低反应速度。例如，与反应物摩尔比为20:1时相

比，反应物摩尔比为40:1时，相同质量的L-lipase (2.42 g)由占反应物总质量的5.7 wt

%降低为4.4 ，催化剂含量降低使反应速率降低。另外，可以看出当反应历时48 h

后，反应物摩尔比为30:1和20:1时的转化率相差不大。因此，为了能与常压下所得的

数据做比较，本文在考察其它因素时，水/亚麻油比例固定为30:10
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L-lipase用量

    图3.3是反应温度35 0C,压力7.5 MPa、水/业麻油摩尔比30:1、不同L-lipase用

量条件下的时fAJ/转化率图。可以看出，对于L-lipase催化的亚麻油水解反应，当其他

条件确定后，相同反应时间内，酶用量越高转化率越高。以24 h时的转化率为例，酶

用量为反应物总质量2 wt%时，转化率仅为24.9%;酶用量增至7 wt%时，转化率则高

达、2.5%。但实验过程中发现脂肪酶用量过高会使反应物、生产物和脂肪酶形成糊状

物，导致分离困难;此外，实际生产过程中脂肪酶用量过高，生产成本相应增加。因

此，适宜的L-lipase用量为5 wt%左右。
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        图3.3不同L-lipase 111条件F的时间/转化率图

Figure 3.3 The relationship of time-conversion at various L-lipase loads

温度

    温度是影响亚麻油水解反应转化率及酶催化活性的另一重要因素。碱皂化法、无

催化剂法等油脂水解时，升高温度可以增加水和油脂的互溶度，增强反应混合物的流

动性，减小传质阻力，有利于水解反应进行。但对于高压二氧化碳介质中的酶催化水

解反应，还应考虑超临界流体的“温度负效应”以及脂肪酶的最佳使用温度范围[31两

个因素的影响。图3.4中系列A, B, C, D为超临界二氧化碳介质中，水/亚麻油摩尔

比为30:1, L-lipase用量5 WON、二氧化碳压力7.5 MPa条件下反应历时4, 10, 24,

48b后所得的实验结果。可以看出，当其他条件确定后，延长反应时间，转化率增高;

此外，随反应温度升高，L-lipase活性变化规律为:对于图中任一系列，初始阶段，转
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化率随反应温度增加而逐渐上升，说明在该区间内脂肪酶的活性构象正在逐步展升，

催化活性位逐渐暴露;当温度达到最大活性温度时，脂肪酶催化活性达到极值;之后，

随温度升高，脂肪酶催化活性快速下降，相同时I a1内的转化率相应降低，这说明维持

酶催化活性的三维构象正逐渐变形直至坍塌，L-lipase逐步失活(41由图中给出的数据

可知，高压 二氧化碳中酶催化亚麻油水解反应的最大活性温度为37℃。
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          图3.4 A)r.-I氧化碳介质中L-lipase催化亚麻油水解的温度1转化率图

          Figure 3.4 The relationship of temperature-conversion at various times for L-lipase

二氧化碳压力

    超临界流体(SCF)中酶催化反应的常见问题之一是:高压下维持酶活性的二级

构象发生变化，导致酶催化活性降低或完全失活。但也有研究表明151，以超临界二氧

化碳为反应介质，一般情况下其压力不足以产生上述作用。

    图3.5是水/亚麻油摩尔比30:1, L-lipas。用量5 w6%、反应温度35 0C,不同二氧

化碳压力下的时间/转化率关系图。结果表明，当压力处于3.57.5 MPa区间内，相同

反应时间内的转化率随压力升高而降低。原因在于:第一，亚麻油水解过程中生成自

由脂肪酸 (FFA)，而二氧化碳使反应体系的酸性增强，对水解反应产生不利影响，

且在一定范围内，二氧化碳压力越高上述作用越明显。第二，高压下，大量的二氧化

碳溶解于维持酶活性构象的“必需的水”中，导致其pH值偏离脂肪酶的最佳使用pH

范围，使酶的活性下降·L-lipase的最佳使用pH范围在7.511.5之间，而二氧化碳可

使反应体系的pH值降为3.8以下，因此压力升高L-lipase活性降低。另外，Kamat SE"'
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等人的研究结果表明，高压下二氧化碳在酶活性部位的浓度增加，并与其生成不稳定

的氨基甲酸酷配合物，可能是导致高压二氧化碳介质中酶催化活性较低的另一重要因

素。

    另外一个值得注意的实验现象是:超临界条件下所得的两组实验结果表明，压力

由7.5 MPa提高到8.5 MPa，在一定时191内对水解反应速率无任何影响，只是压力为

8.5 MPa时，水解反应转化率较低。考虑到低于临界压力时，二氧化碳的溶解能力较小，

很难进行亚麻油水解反应分离一体化实验操作。因此，考察其他条件对反应的影响时，

本文将反应ii力确定为7.5 MPa.
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      Figure 3.5 The relationship of carbon dioxide pressure-conversion at various times for L-lipase

添加物及共溶剂

    己有的研究表明，向体系中加入添加物或共溶剂会对反应速率及转化率产生一定

的影响。本文考察了向体系中加入硅胶、乙醇等物质对水解反应的影响，结果列于表

3.1，其中尹为水/亚麻油摩尔比30:1, L-lipase用量5 wt%,反应温度35 'C，二

氧化碳压力7.5 MPa，反应历时24 h的结果。2“反应条件与1#相同，只是向体系中

又加入了与L-lipase等质量的硅胶。可以看出，与I”比较，加入硅胶后转化率山38.13%

上升为41.15%。原因在于硅胶对聚集在脂肪酶活性位附近的极性物质有一定的吸附作

用，这有利于催化活性位与底物亚麻油的充分接触，从而提高了催化剂的催化效率Is)

3“为相同反应条件下，反应介质为乙醇饱和的二氧化碳，可以看出加入乙醇后转化率
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上升，这是因为乙醇提高了二氧化碳的极性，促进了其对水等极性底物的溶解，有效

提高了超临界二氧化碳相中的反应物浓度，反应速度加快。Rasndolph T W391等在S0002

中研究胆fil醇氧化酶催化胆澎醇氧化反应时发现:加入乙醇可以改变反应物或催化剂

的聚集状态，使其更好的分散于反应体系中，提高反应速率，这可能是3“实验结果中

转化率较高的另一个原因。4“为相同条件下，向体系中加入与L-lipase等质量CaC12

后的结果。据文献报导po-ip，少量的C矛十是 一种较好的脂肪酶激活剂。但从本实验结

果看，加入CaC12后，脂肪酶的活性反而降低，其原因在于Ca 2+与脂肪酶分子中具有

催化作用的氨基酸残基发生络合作用，占据了酶的催化活性位，使其不能与底物充分

接触所致。

        表3.1添加物和共溶剂对水解反应转化率的影响

Table 3.1 Effect of additive and cc-solvent on the conversion of hydrolysis

一-一骊幸验编一弓 1#      2       3#      4#

转化率 (%) 38.13    41.15    41.13  5.94

对照实验

    反应压力7.5 MPa，反应温度35'C，水/亚麻油摩尔比30:1，无L-lipase条件下搅

拌24 h，将混合物离心分离，取上层油样分析，经测定，其酸价与原料酸价一致，说

明其它实验结果中转化率上升为L-lipase催化亚麻油水解所致。

3.3.2 N-lipase催化亚麻油水解反应研究

水/亚麻油摩尔比

    如前所述，反应物摩尔比是影响亚麻油水解反应速率及转化率的重要因素之一。

图3.6是反应温度50 0C、二氧化碳压力7.5 MPa, N-lipase用量3 wt%时，不同水/亚麻

油摩尔比条件下的反应时间/转化率关系图。可以看出，在所考察的范围内，相同时间

内的转化率并未随水/亚麻油摩尔比增加而增加。水/亚麻油摩尔比为20:1和30:1时，

二者具有相同的转化率。当反应物摩尔比高于30:1时，转化率随反应物摩尔比增加而

降低。产生上述结果的原因与L-Lipase催化亚麻油水解反应一致，相关内容参阅3.3.1

小节中内容，此处不再赘述。
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      图3.6 N-lipase为催化剂，SCCO2介质中不同水/亚麻油lW尔比条件F的实验结果

Figure 3.6 The relationship of time-conversion at various molar ratio of water/linseed for N-lipase

温度

    反应温度不仅影响到水解反应的速率，还会影响脂肪酶的催化活性。图3.7是水/

亚麻油摩尔为30:1, N-lipase用量3 wt0/u、二氧化碳压力7.5 MPa时不同反应温度下的

反应时间/转化率关系图。
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图3.7 N-lipase为催化剂，高压一氧化碳介质中不同反应温度卜实验结果

Figure 3.7 The relationship of temperature-conversion at various times for N-lipas

可以看出，反应温度在3550℃区间内，随着反应温度的升高，N-lipase催化活
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性逐渐升高，当温度达到50℃时，酶催化活性达到极大值。此外，反应温度大于50'C

的三组实验结果表明，在5065℃区IN内，反应温度升高，酶催化活性降低，且温度

越高，N-lipase失活速度越快。原因在于:反应温度升高，脂肪酶分子链的自由旋转和

振动加剧，蛋白质变性速度加快，酶的失活几率和失活速度相应增加。

二氧化碳压力

    二氧化碳压力是影响酶催化亚麻油水解反应速率的另一个重要因素。图3.8是水/

亚麻油摩尔比30:1, N-lipase用量3 wt%、反应温度50 0C、不同二氧化碳压力下的反

应时间/转化率关系图。
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            图3.8 N-lipase为催化剂，不同二氧化碳压力F反应时间/转化率图

      Figure 3.8 The relationship of carbon dioxide pressure-conversion at various times for N-lipase

    图中数据表明，当二氧化碳压力由5.5 NIPa增加到7.5 MPa，即由高压气相区进入

超临界相区时，相同时间内的转化率随压力升高而上升。原因在于:第一，超临界二

氧化碳具有高扩散系数、低粘度和低表面张力等特性，可有效降低反应过程中的传质

阻力，提高反应速率。第二，与反应物甘油三酷相比，生成物脂肪酸的分子量较小，

其在超临界二氧化碳中的溶解度较高，从而富集于超临界二氧化碳相中，而反应物甘

油三酷仍留在液相中，二者的分离有利于转化率的提高。然而，当反应压力由7.5 MPa

增加到12 MPa时，相同时间内的转化率却逐渐降低。其可能的原因在于:当二氧化碳

压力升至7.5 MPa时，上面提到的促进作用己达到极限，继续增加压力对反应己无明

显作用;另外，根据Kannat SI6-71等人的研究结果，高压下二氧化碳在酶活性部位的浓
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度增加，并与其生成不稳定的氨基甲酸酷配合物，可导致酶催化活性较低。

3.3.3高压下两种脂肪酶催化亚麻油水解反应的结果比较

    L-lipase. N-lipase在催化亚麻油水解时，具有不同的最佳反应条件和催化活性。

图 3.9给出了两种脂肪酶分别在其最大活性温度 卜的实验结果。可以看出，在反应初

始阶段，两种情况下的反应转化率均迅速卜升，随后二者的上升速率逐渐减缓。由图

2.8中数据可知:常压下两种脂肪酶催化亚麻油水解反应过程中，水解反应具有几乎相

同的反应速率及转化率。而图3.9中数据表明，高压二氧化碳介质中N-lipase为催化剂

时的转化率明显高于L-lipase为催化剂时的结果，这说明在各自最大活性温度下，

N-lipase的催化活性高于L-lipase。上述实验现象的原因可能在于，高压二氧化碳介质

对L-lipase催化活性的不利影响更为显著，因此起在高压下的活性降低更为显著。另

外，N-lipase的最大催化活性温度与二氧化碳的临界温度之间的温差为 18.9℃，比

L-lipase的最大催化活性温度与二氧化碳的临界温度之间的温差大，这为以后的反应分

离一体化研究提供了较大的温度调节范围。由此可见，对于超临界二氧化碳介质中的

酶催化亚麻油水解反应，N-lipase是相对较好的生物催化剂。
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图3.，超临界二氧化碳介质中，最佳活性温度卜两种脂肪酶催化性能比较

Figure 3.9 The catalyze ability of N-lipase and L-lipase in supercritical carbon dioxide at their

                      optimized reaction temperatures

3.3.4两种脂肪酶常压、高压下催化亚麻油水解反应结果比较

    图3.10为L-lipase在常压无溶剂体系和高压二氧化碳介质中催化亚麻油水解反应
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的结果比较。可以看出，常压和高压下的亚麻油水解反应转化率相差较大。以反应历

时6h为例，常压下转化率(70.77%)为高压二氧化碳介质中转化率(27.87 )的2.54

倍。另外，L-lipase在超临界二氧化碳中最大催化活性温度 (37℃)比在无溶剂体系

中的最大催化活性温度(35℃)高出2℃的，原因在于:高压二氧化碳可与L-lipase

分子发生相互作用，使其展开活性构象较无溶剂体系中困难[41。另外，45℃时，L-lipase

在无溶剂体系中已完全失活，而在超临界二氧化碳介质中仍然具有部分催化活性，这

可能仍与上述原因有关。综上所述，高压二氧化碳对L-lipase的催化活性产生不利影

响，但对其热稳定性却有一定促进作用。
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  图3.10 L-lipase为催化剂，常压无溶剂体系和高压二氧化碳介质中水解反应最佳结果比较

  Figure 3.10 The optimized experiment results of hydrolysis at atmosphere pressure and high-pressure
                              carbon dioxide for L-lipase

    图3.11为N-lipase在常压无溶剂体系和高压二氧化碳介质中催化亚麻油水解反应

时的结果。可以看出，与L-lipase比较，N-lipase为催化剂时，常压和高压条件下的实

验结果相差较小。仍以反应历时6h为例，常压下转化率 (72.26%)为高压二氧化碳

介质中转化率(50.37%)的1.43倍。然而，与无溶剂体系中的最大催化活性温度(67.5

℃)相比，N-lipase在超临界二氧化碳中的最大催化活性温度降低了17.5 0C，为50 *C.

可见高压二氧化碳对N-lipase的催化活性也有一定的不利影响，但它可以使N-lipase

在相对较低的温度下达到最佳催化活性状态。产生上述结果的原因在于:超临界二氧

化碳破坏了N-lipase催化剂的固定化结构，降低了N-lipase的热稳定性，使其在超临

界二氧化碳介质中的催化活性温度降低。另外，与超临界二氧化碳介质中L-lipase催
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化的亚麻油水解反应比较，随反应时间延长N-lipase催化的亚麻油水解反应转化率-

直呈上升趋势，反应历时48 h后，转化率接近47%。可见，以N-lipase为催化剂时，

超临界 氧化碳介质中的酶催化亚麻油水解反应分离一体化研究是可行的。
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  图3.11 N-lipase为催化剂，常压无溶剂体系和高乐二氧化碳介质中水解反应最佳结果比较

  Figure 3.11 The optimized experiment results of hydrolysis at atmosphere pressure and high-pressure

                              carbon dioxide for N-lipase-

3.4经高温、高压处理的N-lipase催化活性研究

    有关超临界几氧化碳处理对酶催化活性的影响，己有文献报导[1121, Taniguchih3l

等研究了水含量为5-7 wt%的R-淀粉酶、葡萄糖氧化酶、脂肪酶、过氧化氢酶，经超

临界二氧化碳处理后的活性。Hiroya Ishikawah41等以圆二色性谱(circular dichroism

spectrum)为表征手段，研究了超临界二氧化碳处理的((35℃，25 MPa, 30 min)葡

萄糖淀粉酶和酸性蛋白酶的催化活性与其分子中a--螺旋结构间的关系，结果表明:

酶的失活与超临界二氧化碳的温度和压力的协同作用有关，分子中以一螺旋结构分解

和变形程度越大，酶失活程度越大、活性越低。Chenhs]等人利用相同的表征手段研究

了高压二氧化碳中多酚氧化酶的失活，结果与Hiroya Ishikawa等人的相符。

    由上述文献中的研究结果可知，经超临界二氧化碳处理后，酶的催化活性降低。

本实验过程中以N-lipas。催化亚麻油水解反应为研究对象，考察了高温、高压处理对

酶催化活性的影响。图3.12中曲线A表示常压下，反应温度67.5℃，水/亚麻油摩尔

比30:1, N-lipase用量3 wt%时的实验结果:曲线B表示以超临界二氧化碳处理(7.5
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MPa, 67.5℃，恒温恒EL 24 h后，缓慢降至常压)后的N-lipase为催化剂，其他反应

条件与曲线A相同时的实验结果。曲线C表示以常压、高温处理 (80 0C,恒温24 h)

后的N-lipase为催化剂，其他反应条件与曲线A相词时的反应结果。可以看出:经超

临界二氧化碳((7.5 MPa, 67.5℃)处理后，N-lipase的催化活性变化不大。而图3.7

中给出的实验数据表明，在相近的实验条件下(7.5 MPa, 65℃)，N-lipase在反应体

系中很快失活。比较两组数据可以得出:反应体系中N-lipase迅速失活与水的存在有

关，可能是N-lipase在水的作用下分解变性所致。另外，山曲线C可知，经常压高温

处理后，脂肪酶的催化活性有所降低，但变化不大。图2:7的实验结果表明，在常压

反应体系体系中，当温度为75℃时，催化剂活性明显降低，而当反应温度为80℃时

N4ipase完全失活。综上所述，可以得出如下结论:相对较低的二氧化碳压力(7.5 MPa )

不足以导致N-lipase失活;反应体系体系中大量水的存在使脂肪酶在相对较低的温度

下变性失活，故N-lipas。失活机理可能与水热条件下的酶分子分解有关is)
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图3.12经高温、高压处理的N-lipase催化活性研究

    Figure 3.12 The catalysis activity of N-lipase after being treated in high

3.5小结

or temperature

    木章研究了高压二氧化碳介质中两种脂肪酶催化亚麻油水解反应的情况。考察了

不同因素对转化率的影响，并对部分实验数据进行了比较，结论如下:

(1) 临界二氧化碳介质中，L-lipase催化亚麻油水解反应的适宜温度、压力、酶用

量、水/亚麻油摩尔比分别为37'C, 7.5 MPa, 5 vvt%和30:1，加入硅胶和乙醇对反应
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转化率有促进作用，而加入CaC12对L-lipase催化活性有抑止作用;

(2) 高压二氧化碳介质中

亚麻油摩尔比分别为50 0C ,

，N-lipase催化亚麻油水解反应的适宜温度、压力、水/

MPa, 30:

(3) 高压二氧化碳介质中，两种脂肪酶催化亚麻油水解反应的结果表明:在相应的

最佳实验条件下，N-lipase具有更高的催化活性和更宽的催化活性温度范围。

(4) 两种脂肪酶在常压无溶剂体系和高压二氧化碳介质中催化亚麻油水解反应的

结果表明:与无溶剂体系中的最大催化活性温度 (35℃)相比，超临界二氧化碳中

L-lipase的最大催化活性温度升高2℃，为37℃;而N-lipase与无溶剂体系中的最大

催化活性温度(67.5 0C)相比，超临界二氧化碳中酶的最大催化活性温度降低17.5 0C ,

为50℃:

(5) 经高温、高压处理的N-lipase催化活性研究表明:对较低二氧化碳压力((7.5

MPa)不足以导致N-lipase失活，N-lipase失活机理可能与水热条件下的酶分子分解、

变性有关。
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第四章酶催化醇解反应制备脂肪酸乙酷工艺研究

4.1引言

    不饱和脂肪酸的化学性质不稳定，暴露于空气中易被氧化。研究表明不饱和脂肪

酸的双键数目和氧化速度的关系为:油酸(C18:1):亚油酸(C18:2):亚麻酸(C18:3):

花生四烯酸 (C20:4)为1:40:100:200。可见其氧化速度随分子中双键数目的增多而迅

速增加。另外，高温、光照和氧化剂等可使不饱和脂肪酸发生聚合、降解、氧化、转

位和异构化等反应。在制各不饱和脂肪酸过程中，上述各种副反应往往很难避免，导

致副产物增多、产品质量降低。另有研究表明，不饱和脂肪酸中的甲醋和乙酷化物稳

定性较强，因此有人提出将富含不饱和脂肪酸的甘油酷通过与直链醇之间的醇解反应

制备为脂肪酸甲酷或乙醋类化合物，从而有利于存储运输。考虑到甲醇的毒性对实验

操作及产品的不利影响，因此，多数情况下以乙醇和甘油酷间的醇解反应制备脂肪酸

乙酷化合物[[I]为主。

    李润[21提出了以粗鱼油为原料制备鱼油多价不饱和脂肪酸乙酷的工艺，该工艺首

先将原料油在搅拌下加入氢氧化钠乙醇溶液，反应温度为4060 0C，反应时间为2-6 h,

得脂肪酸乙酌化合物，对产物进行尿素包合、精馏处理后可得脂肪酸乙酷产品，该工

艺的优点在于生产周期短，降低了原料消耗，同时提高了产品的产量。

    张其德131等将含有DHA和EPA的海洋鱼油和无水乙醇在酸类催化剂的存在下，

加热回流8-10 h后得到混合脂肪酸乙酷的粗制品。然后将该脂肪酸乙酷粗制品加入到

分子蒸馏装置中，进行真空精馏，得到纯度为50-90%的DHA和EPA产品，产品收

率约为80 % o

    上述两种方法中以强酸强碱为催化剂，不可避免的酸碱残留严重影响了产品质量。

研究表明，脂肪酶不但可以催化油脂水解反应，在甘油三醋与短链脂肪醇的醇解反应

中，也可表现出较好的催化活性[4-51

    宋光森等161将油脂在脂肪酶催化条件下水解，得到脂肪酸混合物，

进行酷化反应，得到各种脂肪酸乙醋混合物。由于反应过程步骤较多，

酉旨收率较低。

然后加入乙醇

因此脂肪酸乙
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    为避免上述各种方法的不利之处，本文通过酶催化条件下亚麻油与乙醇的醇解反

应制备脂肪酸乙酷，反应条件温和 (50℃，6-8 h),不破坏不饱和脂肪酸化合物的碳

碳双键结构;同时，以脂肪酶为催化剂不造成产品及环境污染，符合绿色化学要求。

4.2实验

4.2.1原料与药品

    两种脂肪酶分别由深圳市绿微康生物工程有限公司(Leveking lipase,以L-lipase

表示，微生物发酵生产，无选择性，未固定化)和诺维信 (Novozymes )(沈阳)生

物加T有限公司广州分公司(Lipozyme. TL IM Thermomyces lanuginosa lipase，基因

改良性米曲霉，经微生物深层发酵生产，1,3位专一，固定化于颗粒状硅胶，以N-lipase

表示)提供，使用前均未作任何处理。亚麻油为SCC02萃取所得，经分析测试，各项

指标均符合国家标准 (GB 8235-87)。无水乙醇 (分析纯)北京精细化学品有限公司

  (纯度大于99.0%);正己烷 (分析纯)北京化工厂‘〔纯度大于95.0%);苯(分析纯)

西安化学试剂厂 (纯度99.5%)-,正十八烷，(化学纯)西安化学试剂厂 (纯度95%).

4.2.2实验装盖

    离心机 (上海云楼医用仪器厂制造，800型);电动搅拌器 (上海标本模型厂制

造，JB50-D型)。精密天平(北京光学仪器厂制造，DT-100A型，精度0.0001 g), 87-1

型磁力加热搅拌器 (杭州仪表电机厂制造);自动控温水浴装置，控温精度1℃。

4.2.3实验操作

将亚麻油与乙醇按一定摩尔比混合，水浴加热到反应所需温度后，

脂肪酶，同时搅拌记时

催化剂相对含量不变，

。实验过程中定时取样，为保证反应温度恒定、

快速加入定量

反应物比例及

每次取样时要少量快速。将所取样品转入试管中，并快速放入

80℃水中加热2 min，使脂肪酶变性失活停止反应，离心分离除去脂肪酶。样品经处

理除去乙醇后用气相色谱法分析脂肪酸乙醋含量。

4.2.4反应方程式

    与酶催化亚麻油水解反应相同，亚麻油与乙醇的酶催化醇解反应也分步进行，反

应方程式可表示为;
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EE

EE

        TG

        DG

        MG

其中，TG:

+C2HsOH~ DG+EE

+C2HSOH

+C2HiOH

， MG+

甘油三酉旨;

GL+

DG:甘油二酷;MG:廿油单醋;EE:脂肪酸乙酷 (主

要包括:棕搁酸乙酷，Ethyl Pal mitate;硬脂酸乙Re, Ethyl stearate;油酸乙Pa, Ethyl oleate;

亚油酸乙酷，Ethyl linoleate; a一亚麻酸乙醋，Ethyl linolenate); GL:甘油。当反应

开始且有部分廿油二酷、甘油单酷生成后，上述反应(1), (2), (3)同时进行，所以生成

物为甘油二E36 .甘油单醋、各种脂肪酸乙酷和甘油的混合物。

总反应方程式可表示为:

TG+3 C2HsOH~ GL+3 EE

4.2.5分析

内标法

    由于常规的实验室操作不能很好地分离未反应的原料甘油三酷 生成物脂肪酸乙

酷、反应副产物甘油二,N和甘油单醋。另外，甘油酷的沸点过高，欲使其完全从色谱

柱中流出，往往需要很高的柱温。因此，实验过程中采用内标法定量分析脂肪酸乙醋

含量，不检测甘油三醋、甘油二酷和甘油单A9含量，以避免归一化法的局限性。

内标法的计算公式:C%一(W;5 / WSp; x A; / A;5 x f; / f s )\100

其中:

C%:待测组份的百分含量 Ajs:内标组份的峰面积;

Wi,:内标组份的重量; f,:待测组份的响应因子:

Ws,; :样品重量: fs:内标组份的响应因子。

A;:待测峰的面积

色谱条件
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    实验中脂肪酸乙酷含量用Shimadzu GC-14B气相色谱仪测定。色谱柱:q) 1.5 mX

2 mm石英玻璃填充柱;担体:硅烷化102型白色担体，6080目;固定液:3% OV-1;

载气:高纯氮气，流量为30 mL/min;检测器:氢火焰离子化检测器 (FID );柱温:

225℃恒温1 min, 5 'C /min升温至240℃后恒温3 min;气化室、检测室温度:260℃;

进样量:1 PL;内标物:正十八烷;数据处理系统:TL9900色谱数据工作站。

    图4.1为按照上述分析方法所得的反应产物脂肪酸乙酷的色谱分析结果。可以看

出，根据脂肪酸乙AIR中碳链的长度将色谱峰分为两组，其中2为棕搁酸乙醋即棕搁酸

乙醋，3是由产物中所有十八碳酸乙酷组成的未完全分离的两个峰。

m、

320

240

06

刀

习

1

日

0

图4.1反应产物脂肪酸乙醋色谱图，其中1, 2, 3为内标物、棕桐酸乙醋、十八碳酸乙酷

Figure 4.1 Packed gas chromatographic profile for fatty acid ethyl esters from transesterification of linseed

oil and ethanol, where the numbers 1, 2, 3 refer to internal standard ethyl palmitate and ethyl ester of C 18

4.3结果与讨论

    亚麻油与乙醇的酶催化醉解反应受热力学平衡控制，因此可通过调节实验操作条

件影响反应达到平衡所需的时间及转化率。本文考察了反应物摩尔比、反应温度、催

化剂用量等因素对反应的影响，以期得到最佳的反应工艺条件及较高的亚麻油转化率。

4.3.1反应物摩尔比

    反应物摩尔比是影响化学反应转化率的主要因素之一。通常情况下，增大其中某

一反应物的摩尔分数可有效提高其他反应物的转化率及产物收率。图4.2是反应温度

50℃、N-lipase用量5 WON、不同反应物摩尔比条件下的实验结果。可以看出，当反

应物摩尔比(乙醇:甘油三酷)由2:1增加为3:1时，相同时间内的转化率明显升高。
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可见，在此区间内加大乙醇的摩尔分数对转化率有利，该实验结果与常见的反应物摩

尔比对反应转化率的影响规律一致。另外，当反应物摩尔比为2:1时，山于低于化学

反应计量比，因此醇解反应进行不完全，反应的转化率仅为44%。但是实验中同时观

察到，当反应物摩尔比(乙醇:甘油三醋)山3:1增加为6:1后，虽乙醇过量但相同时

间内的转化率却明显下降，8h内转化率仅为35.97%，低于反应物摩尔比为3:1和2:1

时所得结果。类似的现象在文献[71中也有报导，Boulbaba Selrni在间歇式常压反应器中

研究葵花油与乙醇的醇解反应时得到的实验结果与本文完全一致，即反应物摩尔比为

化学计量比((3:1)时，转化率最高。Jackson M A[81等人在高压连续反应器中研究固定

化脂肪酶催化油脂的甲醇解反应时发现，若反应温度、压力恒定为50 0C, 24.1 MPa,

则当甲醇流速为5 11 L/min时，酶的活性呈现最大值，反应的单程转化率最高。流速

高于、低于此值脂肪酶活性均明显降低。产生上述实验现象的主要原因在于:过量的

乙醇与脂肪酶催化活性位的氨基酸残基发生络合作用，导致酶的活性位不能与甘油三

a分子有效接触，酶催化活性降低甚至失活[9-101
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图4.2 N-lipase为催化剂，不同反应物摩尔比条件下的实验结果

Figure 4.2 The relationship of time-conversion at various molar ratio of ethanol/linseed oil for N-lipase

    另外，实验中以L-lipase为催化剂，反应温度为35℃，其他条件与图4.2中相同

时，验证了上述反应物摩尔比对转化率的影响，实验结果列于图4.3中。与N-lipase

为催化剂时相同，当反应物摩尔由3:1增加为6:1时，相同时间内的转化率明显降低。

另外，L-lipase为催化剂时，亚麻油与乙醇的醇解反应速率明显低于N-lipase为催化剂
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时的结果

60.28%,

。以反应时间 8h为例

而在相同的反应时间内，

，N-lipase催化的亚麻油醇解反应转化率最大可达

以L-lipase为催化剂的亚麻油醇解反应最大转化率

仅为12.42%。因此，N-lipase较L-lipase更适合于催化亚麻油醇解反应。

}:
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图4.3 L-lipase为催化剂，不同反应物摩尔比时的实验结果

Figure 4.3 The relationship of time-conversion at various molar ratio of ethanolllinseed oil for L-lipase

4.3.2反应温度

    反应温度是影响酶催化亚麻油醇解反应的重要因素之一。图4.4为反应物摩尔比

3:l(乙醇:甘油三配)，N-lipase用量5 wt%时，不同反应温度下酶催化亚麻油与乙醇

醇解反应结果。可以看出，当反应温度在40 -50 0C范围内变化时，相同时间内的转化

率随反应温度升高而相应上升。仍以反应历时8h为例，反应温度为40℃时转化率为

53%，而反应温度为50℃时转化率则升至60.3%。另外，反应温度由50℃升高到

60℃时，相同时间内的转化率随反应温度升高迅速下降，当反应温度为60℃时，8h

时的转化率仅为39%。高温下脂肪酶的变性失活可能与其分子链的扭曲变形遮盖了分

子中的催化活性位有关。

    上述结果表明:对于N-lipase催化的亚麻油与乙醇的醇解反应，最佳的反应温度

为50 0C，与文献hl报导的结果一致。因此，在考察其他条件对反应的影响时将实验温

度确定为50℃。
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图4.4反应物比例3:1, N-lipase酶用量5 wt%、不同反应温度条件F的转化率图

Figure 4.4 The relationship of temperature-conversion at various reaction times for N-lipase

4.3.3催化剂用量对反应的影响

图4.5是反应温度50 0C、反应物摩尔比3:1、不同N-lipase用量条件下的时间一转

化率关系图。
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图4.5反应A度50 'C、反应物比例3:l、不同N-lipase用量F的实验结果

    Figure 4.5 The relationship of time-conversion at various N-lipase loads

    可以看出，当催化剂用量由反应物总质量的3 wt%增加到5 wt%时，相同反应时

间内，转化率随酶用量增加明显升高。当N-lipase用量为3 wt%时，反应3h后其转化
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率为35.5%，而用量为5 MOM寸，相同时间内的转化率可达48 0%。可见在一定范围内，

增加催化剂用量可以明显提高反应速率。但值得注意的是当催化剂用量山反应物总质

量的5 wt %增加到7 wt%时，相同时间内的转化率变化不明显，这一点与常压下

N-lipase催化亚麻油水解反应中得到的结果一rl。其原因可能是:由于反应物体系对催

化剂的溶解能力有限，因此催化剂用量加大到一定程度后，将不能很好的分散于反应

体系中，导致N-lipase分子间发生团聚现象，阻碍了催化活性的进一步提高。

4.3.4酶催化选择性

    酶催化反应的重要特征之一是酶的催化选择性。实验过程中，通过检测棕桐酸乙

醋在产物中的相对百分含量考察两种脂肪酶的催化选择性。图4.6中，曲线A表示反

应温度50 0C，反应物摩尔比3:1, N-lipase用量5 Wt%时棕搁酸乙酷含量随反应时间的

变化趋势:曲线B为反应温度50℃，反应物摩尔比3:1, N-lipas。用量7 wt% Ill产物

中棕桐酸乙酷含量随反应时间的变化趋势;曲线C为反应温度35℃，反应物摩尔比

3:1, L-lipase用量5 iwt%时棕*7酸乙酷含量随反应时间的变化趋势。色谱分析结果表明，

原料亚麻油所含各种脂肪酸中棕搁酸含量仅为5.4%,而图4.6中给出的各组数据中，

棕桐酸乙酷在产物中的含量一直维持在7.5%以上。其中以L-lipase为催化剂，反应历

时Ih后，棕搁酸乙酷在产物中的含量高达12.2 ，之后，随反应时间延长棕搁酸乙

醋在生成物中比例逐渐下降。上述数据表明，两种脂肪酶催化亚麻油与乙醇的醇解反

应时，对底物甘油三酷存在如下选择性:先切断甘油三酣分子结构中短链的脂肪酸与

甘油形成的酷键，后切断长链的脂肪酸与甘油形成的酷键;先转化饱和的脂肪酸形成

的醋键、后转化不饱和的脂肪酸形成的酷键。脂肪酶的上述催化选择性可能与反应过

程中的空间立体结构位阻有关。

    由于酶催化亚麻油醇解反应的机理[ti‘一’z〕是酶与甘油三酩分子首先形成过渡络合

物，该络合物进一步转化为酞基络合物，同时释放出甘油三醋中的醉，之后酞基络合

物再受底物乙醇的亲核进攻，生成新的乙酿。亚麻油所含的甘油三酩分子中，脂肪酸

主要包括棕1191酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和a一亚麻酸，其中棕桐酸、硬脂酸为饱和

脂肪酸，二者的区别在于棕桐酸碳链中含十六个碳原子，硬脂酸碳链中含十八个碳原

子。油酸、亚油酸和。一亚麻酸为不饱和脂肪酸，分别含有1到3个碳碳双键。由于碳

碳双键的存在，不饱和脂肪酸分子呈弯曲状，因此其空间位阻大于饱和脂肪酸，转化



第四帝 酶催化i,7-解反应制备脂肪酸乙lla丁艺研究

速率慢。对于两个直链脂肪酸，由r棕桐酸分子的碳链较硬脂酸碳链短，故空间位阻

小于硬脂酸，因此甘油三酷中的棕桐酸与甘油形成的醋基结构最易受到脂肪酶活性中

心的进攻而被切断。即酶催化亚麻油醇解反应时，脂肪酶对形成饱和、短链的脂肪酸

乙酷有 一定的选择性。
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图4.6两种脂肪酶催化亚麻油醇解反应选择性

Figure 4.6 The selectivity of lipases in the alcoholysis of linseed and ethanol

4.4小结

木章研究了常压下酶催化亚麻油与乙醇的醇解反应

温度、脂肪酶用量等因素对反应速率及转化率的影响

初步探讨。结论如下:

，考察了反应物摩尔比、反应

并对脂肪酶的催化选择性做了

(1)反应物摩尔比(乙醇:亚麻油)为3:1时反应转化率最高。比例低于此值，甘油三

酉旨转化不完全

'性

比例过高时乙醇可能与脂肪酶催化活性位发生络合而抑止酶的催化活

(2)反应温度为50℃时，N-lipase催化亚麻油醉解反应转化率最高;

(3)实验中脂肪酶用量应不超过5 wt%,酶用量过高则会产生催化剂团聚;

(4)所用的脂肪酶催化亚麻油醇解反应时，优先生成碳链较短的饱和脂肪酸乙酷。
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第五章脂肪酸乙醋分离研究

5.1引言

    虽然。一亚麻酸在天然植物油脂(如亚麻油、紫苏油等)中含量较高，且可以与乙

醇通过醇解反应很方便地得到易于人体吸收的小分子a一亚麻酸乙酩化合物。但醇解

反应由于受热力学平衡限制，反应进Tj'不完全，因此甘油三醋转化率不高。此外，反

应产物中a一亚麻酸乙醋与其他脂肪酸乙醋混和共存且含量较低Ill.

    研究表明，N-6系列脂肪酸乙酷 (亚油酸乙醋等)与N-3系列脂肪酸乙酚 (a

一亚麻酸乙A6等)在人体竞争利用相同的生物酶系统，从而影响了N-3系列脂肪酸

乙配在人体内的吸收利用。通过对亚麻油醇解产物中脂肪酸乙酷混合物的分离提纯，

可以得到高纯度的a一亚麻酸乙酷，降低N-6系列脂肪酸乙酷的影响，因此是一个非

常有意义的工作。由于脂肪酸乙醋混合物和甘油三醋的分子量相差较大，所以;从反

应体系中将各种脂肪酸乙酷分离出来比较容易。但产物中各种脂肪酸乙F3Fl的结构、物

理性质极为相近，因此分离提纯相对较难。

    日前，常用的分离不饱和脂肪酸类化合物的方法有:尿素包合法[21、分子蒸馏[31

超临界萃取结合尿素包合法[141超临界萃取结合精馏柱精馏法卜，〕、超临界萃取结合银

离子络合吸附法[[S-9l等。本章采用尿素包合法、超临界萃取结合精馏柱精馏法和超临界

萃取结合银离子络合吸附法分离提纯。一亚麻酸乙醋，并对各种方法的分离提纯效果

进行了评价。

5.2分析方法

5.2.1内标法

    由于常规的实验室操作不能很好地分离未反应的原料甘油三酷、生成物脂肪酸乙

酷、反应副产物甘油二酣和甘油单酷。另外甘油醋的沸点很高，欲使其完全从色谱ti

中流出，往往需要很高的柱温。因此，实验过程中采用内标法定量分析各种脂肪酸乙

酷，不检测甘油三酷、甘油二酷和甘油单醋含量，避免了归一化法的局限性。

内标法的计算公式:C%=(Ws/W,,ixA;/A;sxf;/fs) x100
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其中:

C :待测组份的百分含量

内标组份的重量

As:内标组份的峰面积;

f;:待测组份的响应因子:

样品重量; f,:内标组份的响应因子

A;:待测峰的面积;

5.2.2色谱条件

    气相色谱:Shimadzu GC-14B;色谱柱:(D2 mmX 1 m石英玻璃填充柱;担体:

经酸洗、硅烷化处理的Chromosorb. W (Chromosorb. W AW-DMCS), 80100目;固

定液:20%的二乙二醇丁二酸聚酷(DEGS);载气:高纯氮气，流量为30 ml/min;检

测器:氢火焰离子化检测器 (FID );柱温:190℃;气化室、检测室温度:250℃;

进样量:IuL;内标物:正十八烷:数据处理系统:TL9900色谱数据工作站。

5.3尿素包合法

尿素包合法是一种常用的分离脂肪酸类化合物的方法，本文分别以亚麻油、紫苏

油与乙醇的醇解反应产物为原料，初步探讨了尿素包合法分离脂肪酸乙酷工艺。

5.3.1原料与药品

脂肪酸乙酷混合物 (亚麻油、紫苏油醇解反应制得

油酷类系列化合物:甘油三酷、

工实验厂 (纯度大于99.00/0);

于99.0%);正己烷 (分析纯)

甘油二酷、甘油单酷):

，主要成分为脂肪酸乙酷和甘

尿素 (分析纯)天津市天大化

无水乙醇 (分析纯)北京精细化学品有限公司 (纯度大

北京化工厂 (纯度大于 95.0%);苯 (分析纯)西安化

学试剂厂 (纯度99.5%);正十八烷，(化学纯)西安化学试剂厂 (纯度99%).

5.3.2实验装兰

离心机(上海云楼医用仪器厂生产，800型):精密天平(北京光学仪器厂制造

DT-100A型，精度0.0001 g); 87-1型磁力加热搅拌器(杭州仪表电机厂);自动控温

水浴装置，控温精度I℃。



第五章脂肪酸乙酷分离研3Y

5.3.3实验操作

    取尿素15g，加入到盛有20 g无水乙醇的200 ml蒸馏烧瓶中，混和后置于60 0C

水浴中回流加热直至尿素完全溶解，加入log醇解反应所得混合物 (脂肪酸乙酷含量

78%，尿素、溶剂、混合脂肪酸质量比为 1.5:2:1)。加热回流60 min后冷却至室温，

置于一4℃冰箱中冷藏过夜。次日过滤，滤液中加入适量正己烷，用10% HCI酸化至

pH为2--3，加入适量水，分离有机相，然后用正己烷多次萃取水相，收集萃取水相所

用的iF.己烷水洗至中性，用无水硫酸钠干燥，抽滤后减压蒸出正己烷，可得不饱和脂

肪酸乙酉旨。

5.3.4结果与讨论

    图5.1为紫苏油醇解反应产物经尿素包合法处理后，所得不饱和脂肪酸乙酷样品

的色谱分析结果，其中1, 2, 3分别表示油酸乙酷、亚油酸乙酷、a一亚麻酸乙酷的色

谱峰。

0  1 2  3 4  5 6  7  8 9  10 11 12 13 14 15 16 17 19 15 26 21 22刀

      图5.1经尿素包合法分离后，紫苏汕与乙醇醇解反应产物中各种脂肪酸乙醋含耸色谱图

Figure 5.1 Gas chromatographic profile for fatty acid ethyl esters of alcoholysis of perilla oil and ethanol

being separated by the urea adduction

    表5.1为紫苏油甲醋化产物、乙醇醇解产物及醇解产物经尿素包合后所得样品中

各种脂肪酸乙酷的相对含量。表 5.2为亚麻油甲醋化产物、乙醇醇解产物及醇解产物

经尿素包合后所得样品中各种脂肪酸乙酷的相对含量。可以看出，与完全甲酷化相比

较，醇解产物中的饱和脂肪酸及含有一个碳碳双键的油酸乙酷含量均有不同程度的增

加。其可能原因在于醇解反应过程中生物催化剂脂肪酶的催化选择性所致，相关内容

在本文第四章中有详细论述。另外，由图5.1和表5.1可以看出，紫苏油醇解产物经尿

                                                                                                                                    -65-
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素包合后，两种饱和脂肪酸乙酷(棕桐酸乙酷和硬脂酸乙酷)含量分别山8.20%和3.590/u

降为0.即尿素包合后所得样品中全部为不饱和脂肪酸乙醋。表5.2中两种饱和脂肪酸

乙醋含量也表现出相同的变化趋势。同时，表5.1和表5.2中的数据表明，油酸乙酷也

可与尿素形成络合物，因此在尿素包合后样品中其含量有所降低。由于饱和脂肪酸乙

酷和部分油酸乙醋被分离出去，因此包合后样品中亚油酸乙酩和a一亚麻酸乙酷含量

均有所提高。其中a一亚麻酸乙酷提高幅度较为明显。以表5.2中数据为例，尿素包合

后a一亚麻酸乙酷由醇解反应产物中的46.77%提高约十个百分点达57.72%}

表5.1紫苏油完全甲醋化，醇解反应产物及产物经尿素包合后各种脂肪酸乙酷相对含耸比较

Table 5.1 Comparison of the fatty acid methyl ester composition of perilla oil, alcoholysis product and

sample collect after being separated by urea adduction

脂肪酸乙西旨类型 完全酷化 醇解反应产物 尿素包合后样品

C16:0 8.20

C18:0 3.59

石

27

4

L

C18:1 19.90 15.80

C 18:2 12.9 11.73 14.43

C18:3 63.92 56.57 69.77

    上述实验的原理在于:尿素溶解于有机溶剂后，分子间以氢键结合形成六面体结

构，并以螺旋状的方式构成包合物的框架，每个框架结构中含有六个尿素分子。尿素

六面体框架的自由空间最宽处约0.6 tun，最窄处约0.5 nm，而棕搁酸乙酷和硬脂酸乙

酷等饱和脂肪酸乙酩直径接近0.45 nm，因此能够被尿素包合于其六面体结晶框架中，

并与尿素通过色散力、静电引力相互作用而变的稳定(101。另外，二者之间的作用力随

着碳链增长而增大，包合物稳定性也相应增加，易于结晶析出。’1。对于亚油酸乙酷和

a一亚麻酸乙酷等含有多个碳碳双键的不饱和脂肪酸乙酷，因具有双键而结构稳定，

导致分子的任意旋转受限呈弯曲状，分子直径变宽，因此不能完全进入尿素六面体框

架中。而且双键越多则越难形成稳定的包合物，所以在上述实验结果中a一亚麻酸乙

酷最难被尿素包合，在样品中浓度最高，达到了一定的富集作用112-141

综上所述，与不饱和脂肪酸乙醋相比较，饱和脂肪酸乙酩更易与尿素形成稳定的
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包合物而从溶液中分离析出;含单一双键的脂肪酸乙酷可能会与尿素形成络合物而析

出，但分离效果不明显;含两个或多个双键的脂肪酸乙酷形成的稳定包合物，随双键

数目增多包合物稳定性增加。囚此尿素包合法可以很好的将其醇解产物中所含的饱和

脂肪酸乙酷和不饱和脂肪酸乙fib分离，但难于进 一步将诸如亚油酸乙醋、a一亚麻酸

乙酷等双键数相近的不饱和脂肪酸乙酣分开。

表5.2亚麻油完全甲醋化，醇解反应及醇解产物经尿素包合后各种脂肪酸乙酷相对含举比较

Table 5.2 Comparison of the fatty acid methyl ester composition of linseed oil, alcoholysis product and

sample collect after being separated by urea adduction

月旨肪酸乙酷 完全西旨化 醇解反应产物 尿素包合后样品

C16-0 5.42 7.26 0.29

C18:0 4.04 4.06 0.53

C18:1 25.14 28.08 23.58

C18:2 16.44 13.82 17.71

C 18:3 48.96 46.77 57.72

5.4超临界二氧化碳萃取结合精馏柱精馏分离法

    超临界二氧化碳萃取法是近20年来兴起的一种新兴分离技术，该方法利用溶质之

间的蒸汽压差及各种溶质对溶剂亲和力的不同，通过对温度和压力的调控，可在较低

的温度下有效萃取分离目标物质。由于二氧化碳的临界温度接近室温，萃取过程中不

破坏热敏性化合物和活性物质;降压后二氧化碳全部从样品中挥发，产品中无溶剂残

留，符合绿色化学要求，因此在分离提纯热不稳定的天然产物和具有生物活性的物质

时，超临界二氧化碳萃取是一种非常有效的手段。

    但是实验中以常规超临界二氧化碳萃取分离亚麻油与乙醇的醇解产物时效果并不

理想。说明简单的超临界萃取在分离含有诸如亚油酸乙酷和a一亚麻酸乙醋等结构相

近的不饱和脂肪酸乙酷化合物方面存在缺陷。邱榕1151等采用超临界二氧化碳(SCC仇)

萃取与精馏柱精馏法相结合，从鱼油脂肪酸乙酷中分离得到纯度较高的EPA. DHA乙

酷。该组合方法有效地提高了分离效率，‘有望成为分离醇解产物的可行路线之一。
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5.4.1原料与药品

    脂肪酸乙醋混合物 (亚麻油、紫苏油醇解制得，主要成分为脂肪酸乙At和甘油酷

类系列化合物:目油三H6、甘油二酷、甘油单醋):苯 〔分析纯)西安化学试剂厂 (纯

度99.5%);  IF.十八烷，(化学纯)西安化学试剂厂 (纯度99%);  9网环填料，天津大

学北洋科技开发公司 (2.5X2.5 mm，不绣钢 316L);二氧化碳 (食品级)山西宜虹气

体工业有限公司提供， (纯度99.9 yo ) o
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图5.2超临界萃取结合精馏柱精馏分离脂肪酸乙醋装置图

. C02气瓶，2.阀，3.制冷系统，4.预热系统，5.高压柱塞泵，6.样品池，7.二级精馏柱，8.取样

阀，9.微调N1,  10-13.精馏柱1-3级

Figure 5.2 Schematic diagram of the combination of the supercritical C02 extraction and distillation

experimental apparatus: 1. C02 cylinder; 2. Shut-offvalve; 3. Cooling system; 4. Preheater; 5. Liquid pump;

6. Feedstock chamber; 7. Separate column; 8. Sample collect valve; 9. Check valve; 10-13.Separate

column I-Separatecolumn 1

5.4.2实验装置

    超临界二氧化碳萃取与精馏柱精馏相结合分离脂肪酸乙醋装置流程如图5.2所示，

该装置由二氧化碳供给系统、样品池、精馏柱等部分组成。

5.4.3实验操作

将一定量的醇解反应产物加入到样品池6中，调节系统各部分温度到设定值。开
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启系统中各相关阀，二氧化碳由钢瓶1经制冷系统3冷却后山高压柱塞泵5加压，通

过预热器4加热至所需温度后通入样品池6中，与其中存放的脂肪酸乙酷混合物充分

接触，

差异，

由于脂肪酸乙酷与其他甘油酷类混合物在超临界二氧化碳介质中的溶解度存在

因此可通过调节温度、

流出的脂肪酸乙酷进入内径为

压力使脂肪酸乙酷优先溶解于二氧化碳而流出样品池。

5 cm高为35 cm的三级精馏柱7。精馏柱内部填装有不

锈钢丝网卷成的。网坏填料 (2.5x2.5 mm,不绣钢316L);外部用恒温循环水浴加热，

从柱底 (T1)到柱顶 (T3)施加有温度梯度，脂肪酸乙酷被分离富集于精馏柱各

段层中。山精馏柱顶部流出的超临界二氧化碳流体通过阀2后再次循环利用。实验过

程中每隔20 min取样一次，进行色谱分析。

5.4.4结果与讨论

    表5.3、表5.4为不同实验操作条件下超临界二氧化碳萃取与精馏柱精馏法相结合

所得数据。其中，表5.3所用原料为紫苏油与乙醇的醇解产物，其脂肪酸乙酷总含量

为39.1%。由表5.3中SCI, SC2所列数据可以看出，与原料中所含的脂肪酸乙酷总含

量相比，两组数据中脂肪酸乙酷总含量均有明显增加，其中scl中增加为60.87%，而

SC2中则高达71.04%。上述结果表明，超临界二氧化碳萃取结合精馏柱精馏法可以将

脂肪酸乙醋从未反应的甘油三醋以及副产物甘油单酷、甘油二酷中分离富集。另外，

油酸乙酷 (018:1)和亚油酸乙酷 (C18:2)在总脂肪酸乙醋中相对含量与原料中基

木相等:而两种饱和脂肪酸乙酷含量降低，以SC2为例，棕桐酸乙酷 (C16:0)含量

由10.67%降低为7.3%，而硬脂酸乙酷含量由8.31%降低为3.56%; SCI和SC2所得

的样品中a一亚麻酸乙醋 (C18:3)含量由有原料中50.21%提高为56%以上。综上所

述可知，在表 5.3的实验操作条件下，超临界二氧化碳萃取结合精馏柱精馏法虽可较

好的富集脂肪酸乙醋，却无法进一步分离结构相近的各种脂肪酸乙酷。

    为验证上述结论，本文通过改变操作条件和原料种类对超临界萃取结合精馏柱精

馏法分离脂肪酸乙酷做了进一步探讨。表 5.4中以亚麻油与乙醇的醇解产物为原料，

其中各种脂肪酸乙酩总含量为 59.4%。由表中数据可以看出，虽然所用原料中脂肪酸

乙酷含量较表5.3中所用原料高，但超临界二氧化碳萃取结合精馏柱精馏法仍可对其

起到一定的分离富集作用，其中SC2中脂肪酸乙酷含量由原料中59.4%提高为67.17%,

而SO 中则高达76.71%.
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表5.3超临界萃取结合精馏柱精馏法分离紫苏油醇解反应产物实验结果

Table 5.3 Experiment' results of separate the fatty acid ester by combination of the supercritical carbon
dioxide extraction and rectification

  T       P     Concentration

(0C)   (MPa)   of EE (wt.%)r

C 18:0

wt.%
C18:1
w[.%

C18:2

Wt.%

C18:3

W宝%

10.76 10.6 5021

SCÌ      45      10        60名7

SC2      50      t0        71.04

7.57

7.3

4.21      20滩 11.72     56滩

3.56      19.78    11.88     57.25

SO      55      10

a: Condition of Feedstock chamber: 45℃，15 MPa; b: FT, Feedstock, fatty acid ester obtained from

alcoholysis between perilla oil and ethanol; c: SC I -SC3: Separate column 1-Separate column 3;一:Below

detectable lever; e: The concentration of fatty acid ethyl ester in the feedstock or sample; f: The

concentration of C16:0 in the fatty acid ethyl ester.

    另外一个值得注意的实验结果是:表5.3中SO及表5.4中SC1均未收集到样品，

但上述实验现象的原因可能并不相同，表5.3中SO 未收集到样品的原因在于:与样

品池中的操作条件相比，表5.3中SC2的温度升高5℃，而压力降低5 MPa。由于压

力较低时二氧化碳可表现出超临界流体特有的“温度负效应’，(retrograde behavior) l'el>

即:温度升高，超临界二氧化碳溶解能力降低。所以，SC2的温度较样品池升高5℃

后，降低了超临界二氧化碳流体对各种脂肪酸乙酷的溶解作用，导致脂肪酸乙醋析出。

另外，与样品池中压力相比，表5.3中SC2的压力降低5 MPa，导致超临界二氧化碳

流体的密度降低，研究表明，超临界二氧化碳的溶解能力随密度降低而下降，因此压

力由15 MPa降低为10 MPa，会对脂肪酸乙醋在超临界二氧化碳的溶解作用产生不利

影响[171。上述温度和压力的协同作用可能导致溶解于超临界二氧化碳中的脂肪酸乙酷

在SC2中全部析出而难以进入SO，因此SO 中未收集到样品。而表5.4的SC1中未

收集到样品的原因可能在于:与样品池中的实验条件:45'C, 12 MPa相比，SC1中温

度降低为引℃，如前所述，由于超临界流体的温度负效应，因此，降温促进了超临界

二氧化碳流体对各种脂肪酸乙醋的溶解作用;然而压力由样品池中 12 MPa降低为9

MPa后，由于超临界二氧化碳流体密度降低溶解能力下降，导致其对各种脂肪酸乙酷
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的溶解作用产生不利影响。实验中上述两种正反作用可能相互抵消，即:45'C, 12 MPa

和41℃，9 MPa状态卜的超临界二氧化碳对脂肪酸乙酷具有相同的溶解能力。因此从

样品池中流出的超临界 _氧化碳中携带的脂肪酸乙酷不会在SC1中析出。

表5.4超临界萃取结合精馏柱精馏法分离亚麻油醇解反应产物实验结果

Table 5.4 Experimenta results of separate the fatty acid ester by combination of the supercritical carbo

dioxide extraction and rectification

  T

CC)
  p

(MPa)

Concentration

of EE (wt.%)̀
C16:0
Wt% ’

C18:0

wt.

CM 1

wt.%n

C18:2

w唯.%

C 18:3

w1.%

7.29 78    28.45 13.15 4624

SCÌ     41

SC2     45 67.17        7.96 25.39    13.2     48.7

SC3     48 76刀1            14.49 20.4    12.1     504

Condition of Feedstock chamber: 45℃，12 MPa; b: FT, Feedstock, fatty acid ester obtained from

alcoholysis between linseed oil and ethanol; c: SCI-SC3: column I-Separate column 3;-d:

Below ever; e: The concentration of fatty acid ethyl ester in the feedstock or sample; f: The

concentration of C 16:0 in the fatty acid ethyl ester.

5.5超临界二氧化碳萃取结合银离子络合吸附法

    亚麻油与乙醇发生醇解反应生产物主要为棕桐酸乙酷、硬脂酸乙酷、油酸乙酷、

亚油酸乙醋和[x一亚麻酸乙醋。若按脂肪酸分子中碳链长度分组，可将上面五种化合

物分为两类:棕桐酸乙醋，相应脂肪酸中含十六个碳原子;硬脂酸乙酷、油酸乙酷.

亚油酸乙醋和a一亚麻酸乙醋，相应脂肪酸中含十八个碳原子。若按分子中不饱和碳

碳双键数目加以分组，又可将上述五种化合物分为如下四类:棕搁酸乙醋和硬脂酸乙

醋，分子中无碳碳双键;油酸乙醋，分子中含一个碳碳双键;亚油酸乙酷，分子中含

两个碳碳双键;a一亚麻酸乙酷，分子中含三个碳碳双键。

    大量研究表明:超临界二氧化碳萃取法能较好的以碳原子数为序分离各种脂肪酸

乙C36，却不能分离碳原子数相同而分子中不饱和碳碳双键数目不同的脂肪酸乙醋。银
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离子络合法则可通过银离子(Ag+)与不饱和碳碳双键 (C=C)作用形成络合物而分

离分子中双键数目不同的脂肪酸类化合物。其机理为[[18):银的s轨道与碳碳双键的:

成键轨道结合，形成一个a配位键;银的d轨道与碳碳双键的二反键轨道结合，形成

一个二配位键，而且随着分子中双键数目的增加上述络合作用增强，形成的络合物稳

定性相应增加。不含双键的饱和化合物及其衍生物则不与银离子相互作用。因此，银

离子络合法可根据化合物分子中是否含有双键及双键数目的多少来分离脂肪酸及其衍

生物。

    Tatsuru等[19」进行了AgNO3水溶液络合和超临界C02萃取两步法从沙丁鱼油乙酷

中提纯DHA, EPA的研究。结果显示，当AgN03溶液浓度达到5M时，含四个以上

双键的多价不饱和脂肪酸酷几乎全部分配到水相中，而其他脂肪酸酷仍留在油相中，

然后用超临界一氧化碳萃取AgN场水相，获得了纯度90%以卜的DHA。上述研究上

作分离效果较好，但操作较复杂。

    本文将银离子负载于多孔载体上，通过调节超临界二氧化碳的流体性质实现不同

脂肪酸乙酷与银离子间的吸附、脱附平衡，从而将各种饱和度不同的脂肪酸乙酷分离

[9J。同时，调节超临界二氧化碳流体的温度、压力还可以影响其密度及与密度紧密相

关的溶剂特性，进而影响不同碳链长度的脂肪酸乙醋在超临界二氧化碳中的溶解度，

达到分离不同碳链长度脂肪酸乙酷的目的。通过上述两种方法的有效组合，分离得到

了高纯度的a一亚麻酸乙酩o

5.5.1原料与药品

    脂肪酸乙AB混合物 (亚麻油、紫苏油醇解制得，主要成分为脂肪酸乙酷和甘油酷

类系列化合物:甘油三酷、甘油二E79、甘油单酉a);无水乙醇 (分析纯)北京精细化学

品有限公司 (纯度大于99.0%):苯 (分析纯)西安化学试剂厂 (纯度 99.5%);正十

八烷，(化学纯)西安化学试剂厂(纯度99%);三氧化二铝，晶体结构为7型;硝酸

银，(分析纯)天津市文达希贵金属试剂化工厂 (纯度大于99.8%);二氧化碳 (食品

级)山西宜虹气体工业有限公司提供， (纯度99.9 YO ) o

5.5.2银离子络合吸附柱制备法[20)

将50g硝酸银溶解于500 ml 70%的乙醇中配成溶液，加入500 g粒径为3080目
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的三氧化二铝颗粒，棍和均匀后于室温、避光条件下浸渍10 h,恒温45℃直至溶剂完

全挥发，制得负载有硝酸银的二氧化二铝固定相(硝酸银i三氧化二铝质量比为1: 10),

将其置于上下端装有致密铁网的套筒 (5 cm i.d. x 30 cm)中。

口 日
日 竺

4!曰 s I  16

1!}2

8
闷 8

图5.3超临界萃取结合银离子络合法分离脂肪酸乙醋装置图

.C02气瓶，2.制冷系统，3.预热系统，4.样品池，5.银离子络合吸附柱，6，分离器，7.夹带

剂供给系统，8.微调阀，9.截至阀，10.取样阀，I l.高压柱塞泵

Figure 5.3 Schematic diagram of the supercritical C02 extraction with chemical adsorption by

silver nitrate supported A120, column experimental apparatus: 1.C02 cylinder; 2.Cooling system;

3.Preheater; 4.Feedstock chamber, 5.Silver nitrate supported A1203 column; 6.Sample collect chamber;

7.entrainer provide system; 8.Check valve; 9.Shut-off valve; 1 O.Sample collect valve; I I.Liquid pump

5.5.3实验装兰图

    超临界二氧化碳萃取结合银离子络合吸附法所用实验装置如图 5.3所示。该装置

由二氧化碳供给系统、夹带剂供给系统、样品池、银离子络合吸附柱等几部分组成。

5.5.4实验操作

    将一定量的醇解产物加入到样品池中，调节系统各部分温度到设定值。启动高压

柱塞泵11，将经制冷系统2液化的二氧化碳注入加热系统3中。开启系统中各相关阀，

调节各部分压力到设定值，使二氧化碳进入样品池 4。根据各种脂肪酸乙醋在超临界

一氧化碳介质中的溶解度差异，短链脂肪酸乙酷更易溶于二氧化碳中而最先流出样品

                                                                                                                                    一73-
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池被分离富集。其他四种含有十八个碳原子的脂肪酸乙酷溶解于超临界二氧化碳后，

随气流进入银离子络合吸附柱 5。由于四种十八碳酸乙醋分子中所含碳碳双键数日不

同，因此其与银离子形成不同强度的络合物，或不形成络合物。通过调节温度、压力

或打入夹带剂乙醇依次分离双键数目不同的脂肪酸乙醋分子。高压二氧化碳经过分离

器6回到制冷系统2后重复使用。实验过程中每隔20 min取样 一次，进行色谱分析。

5.5.5结果与讨论

    表5.5为超临界__氧化碳萃取结合银离子络合吸附法分离脂肪酸乙醋的实验结果。

所用原料为亚麻油与乙醇的醇解产物，脂肪酸乙醋总含量为73%。五种脂肪酸乙醋在

总脂肪酸乙酷中的相对浓度为:棕搁酸乙酷，5.42%;硬脂酸乙醋，4.04%;油酸乙酷，

25.14%:亚油酸乙醋，16.44%; a一亚麻酸乙酷，48.96%.

操作时间

    由表5.5中数据可以看出:在D1系列，即实验开始的20 min内收集所得的样品

中，样品中脂肪酸乙醋总含量为100%，且全部为棕桐酸乙醋 〔表中以C16:0表示)和

硬脂酸乙醋 (表中以C18:0表示)，未检测到其他脂肪酸乙酷及甘油三醋、甘油二酷、

甘油单酷等。另外，棕搁酸乙醋在样品中的相对含量为72.19 ，几乎为硬脂酸乙酷含

量的三倍。上述实验数据表明，与不饱和脂肪酸乙醋比较，饱和脂肪酸乙醋更易溶解

于超临界二氧化碳中，因此首先被萃取出来，且碳链越短在超临界二氧化碳中的溶解

度越高。

    D1系列中收集得到样品0.16 g，实验中20 min到40 min内，即D2系列收集所得

的样品质量为0.59 g，可见D1和D2系列中收集到的样品总量较少，但样品中饱和脂

肪酸乙醋含量很高，其中D1系列的饱和脂肪酸乙醋含量将近百分之百，而D2系列中

的饱和脂肪酸乙酷含量也占到88Yo0
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表5.5超临界_氧化碳萃取结合银离子络合吸附法分离脂肪酸乙醋实验结果

Table 5.5 Experiments results of separate the fatty acid ester by combination of supercritical carbon

dioxide extraction with chemical adsorption by silver nitrate supported AI203 column

Amount of

sample (g)

Concentration of

EE (wt.%尹
C 16:0
Wt.

C18:0

认1.%

C18:1

认唯‘%

C18:2

Wt.%

C18:3

Wt.%

FT 73 5.42 4.04 2514 16.44 48.%

0.16

0.59

72.19 27.81

63.67 24.42 日‘91

n

n

0

n

.

.

.
胜

门

DIc

D2
342 81.7 11.74 住、2I 74卫1 2.93

2.74 75 56

3.73 66.4 0.62

0.16

1.18

58.56

25.38

39.72

31.5

飞
甘

月
叶

D

O

41.32

3.13

  3

0

0.38

4.52 9.80 95.6878

40

‘
J

石

D

D

93.35八
”

八
U

J
勺

n
，

4

2

 
 
 
 
 
 
 
 

.0.54 33.4

1.33 66

2.35

0

0

96.95

D7

D8

97.11

66.0 2.96 53 93.57

，

71

60

朋

a: The amount of Feedstock was 20g, and the samples collected in the D I-D10 was 17.95 g ,as a result the

ratio of collection was 89.75%. And 0.5 g was remained in the sample container; b: Feedstock, fatty acid

ester obtained from alcoholysis between linseed oil and ethanol; c: The condition of D 1-D4 were, sample

container, 9 MPa, 45 ̀C; Silver nitrate supported A1203 column, 9 MPa, 45 0C; Separate column, 7.5 MPa,

60℃.The condition of D5-D6 were, sample container, 12 MPa, 45℃;Silver nitrate supported A1203

column, 12 MPa, 45℃;Separate column, 7.5 MPa, 60℃.In the operation of D7--D8, the sample container

was cut off, and the Silver nitrate supported A1203 column, 20 MPa, 45℃;Separate column, 7.5MPa, 60

℃.In the operation of 139-1310, the sample container were cut o代and the ethanol was added as the

entrainer and the rest of the operation condition as given in the 137- 138; d: The concentration of fatty acid

ethyl ester in the feedstock or sample; e: The concentration of C16:0 in the fatty acid ethyl ester.
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    另外，由公式((1)的计算可以看出，通过Dl. D2系列的操作，原料中已有49.27%

的饱和脂肪酸乙酷被分离富集。因此，压力为9 MPa时，超临界二氧化碳可以从脂肪

酸乙酷混合物中优先分离饱和脂肪酸乙酷，并可通过进一步优化体系的温度、压力及

萃取时间，将饱和脂肪酸乙酷和不饱和脂肪酸乙酷分离X5-61

recovery(%)=
Amount of saturated fatty acid esters in Dl and D2

Amount of saturated fatty acid esters in feedstock
formula (1)

=0.16丛卫丝丝业卫8竺丝!丝x里竺丝业全燮燮=49.27%
20 x 73% x (5.42% + 4.04%)

    综合比较D1-D3系列中的实验数据可知，随操作时间增加，样品中油酸乙酷 (表

中以C18:1表示)含量逐渐增加，在Dl系列中含量为0> D2系列中含量为11.916/6,

而山D3系列收集得到的样品，其主要成分为油酸乙酷，含量高达74.21%。因此可以

断定在操作条件为9 MPa, 45℃时，银离子络合吸附柱对油酸乙酷有一定的弱吸附作

用，但形成的络合物稳定性较差，故D1-D3系列中其含量迅速上升。Dl-D3系列操

作对棕桐酸乙醋、硬脂酸乙酷、油酸乙酷的分离作用的另一可能原因在于三种脂肪酸

乙酷在超临界二氧化碳中的溶解度差异，即短链脂肪酸乙酩较长链脂肪酸乙A13易溶于

超临界二氧化碳，饱和脂肪酸较不饱和脂肪酸乙醋易溶于超临界二氧化碳121-221

    综合比较D1-D4系列可得如下结果:随着操作时间的延长，棕桐酸乙酷、硬脂酸

乙酷、油酸乙酷、亚油酸乙醋 (表中以C18:2表示)在样品中依次出现，且浓度呈规

律性变化，其中棕搁酸乙酷和硬脂酸乙酷含量一直呈下降趋势，可能与其最易溶解于

超临界二氧化碳而在实验开始阶段就迅速达到最高浓度有关;油酸乙酷呈先升高后降

低的趋势;亚油酸乙酷由D3系列中2.93%迅速上升为D4系列中的39.726/6，若综合考

虑其在 D3--D7系列中的浓度变化，同样呈现与油酸乙酷相同的先升高后降低变化规

律。另外一个值得注意的实验现象是:在D1-D4系列中一直未检测到oc一亚麻酸乙酷

  (表中以C18:3表示)。可能的原因有个方面:第一，在样品池的操作条件9 MPa, 45 'C

下，a一亚麻酸乙酷在超临界二氧化碳中的溶解度较小，因此仍然留在其中;另外一

原因在于，若该条件下a一亚麻酸乙酷能少量溶解于超临界二氧化碳中，则可能与其

他脂肪酸乙酷一起进入银离子络合吸附柱而被吸附，山于在银离子络合吸附柱的操作



第五章脂肪酸乙酷分离研7%

条件下。一业麻酸乙酷‘，银离子形成的络合物稳定性较强很难分解，导致a一亚麻酸乙

醋被吸附于银离子络合吸附柱中不能进入分离器中，从而与其他脂肪酸乙醋分离。

压力对分离效果的影响

    D5-D6系列是其他条件不变，样品池和银离子络合吸附柱中二氧化碳压力提高为

12 MPa后所得的结果。可以看出，D5系列是所有系列中分离效果最差的一组，色谱

分析结果表明，D5系列收集得到的样品中油酸乙酷含量与原料中相等;亚油酸乙酷纯

度由D4系列中39.72%降低为31.5%; a一亚麻酸乙酷含量由D4系列中的0上升为41.32

%，略低于其在原料中含量，与其他脂肪酸乙酷的分离效果不佳。此时收集得到的a

一亚麻酸乙醋可能主要来自通过物理吸附作用吸附于三氧化二铝表面及碳链中只有一

个或两个双键与银离子络合形成稳定性较差络合物的分子。另外，与D1-D4系列比较，

D5系列所得样品中脂肪酸乙酷的总含量降低为“.4 %，其原因可能在于压力升高后，

原料中其他轻组分(如饱和脂肪酸单甘酷等)与各种脂肪酸乙醋一起被萃取进入分离

器中被富集，导致脂肪酸乙酷在收集到的样品中含量降低。由于这些轻组分含量较少，

因此在D6系列中脂肪酸乙醋的含量迅速上升为78%a

    D7-D8系列的实验操作中将银离子络合吸附柱压力调节为20 MPa，为防止样品池

中其他重组分被超临界二氧化碳萃取而影响脂肪酸乙酷分离效果，实验过程中关闭了

样品池上下两端的微调阀，将其截断。可以看出，压力为20 MPa时，所得样品中。一

亚麻酸乙酷的含量由D6系列中的85.68%进一步升高，达到90%以上。上述结果表明

当超临界二氧化碳压力升高后，a一亚麻酸乙酷与银离子形成的络合物分解加剧，溶

解于超临界二氧化碳后流出银离子络合吸附柱。另外，D3-D7系列中收集得到的样品

量一直维持在3g左右，而D8中收集得到的样品量明显减少，仅为0.54 g。通过公式

(2)计算可得，D1-D8系列收集得到的样品中a一亚麻酸乙酷仅为样品中全部a一亚麻酸

乙酷的61.76%，即体系中尚有约40%的。一亚麻酸乙酷未被分离富集。因此，可以断

言银离子络合吸附柱条件为45℃、20 MPa时并不能使a一亚麻酸乙酷与银离子形成的

络合物全部分解。

recovery(%)
Amount of ethyl a一linolenate in D I to D8

Amount of ethyl a一linolenate in feedstock
formula (2)
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夹带剂对分离效果影响

    欲使吸附于银离子络合吸附柱中的。一亚麻酸乙酷被完全脱附，需进一步提高压

力或加入夹带剂[[91增加叹氧化碳的溶解能力。考虑到提高压力会对耐压设备提出更高

的要求，同时增加了操作过程的危险性，实验中采用加入夹带剂乙醇的方法提高二氧

化碳溶解能力。

    表5.5中D9-D10系列是银离子络合吸附柱温度为45'C,压力为20 MPa，夹带剂

乙醇流量3 ml/min时所得的结果。可以看出，与D7-D8系列所得结果相比，加入夹带

剂后，a一亚麻酸乙酷含量变化不大，仍维持在 90%以上，但收集得到的样品量明显

上升，其中D9中得到的样品质量为1.33 g。另一个有意义的结果是:与D7-D8中所

得的样品相比，D9-D10系列收集到的样品中脂肪酸乙酷总含量提高将近一倍，由D7

系列中的33.4%和D8系列系列中40%提高为66%。其可能原因在于:原料中部分甘

油单酷、甘油二酷和甘油三Aa分子中亚油酸、a一亚麻酸等多价不饱和脂肪酸含量较

高，因此可与银离子相互作用而形成络合物。但该类络合物的稳定性较银离子与a-

亚麻酸乙酷形成的络合物稳定性差。因此，当压力为20 MPa、未加入夹带剂时，在高

压二氧化碳的作用下上述甘油酷类与银离子形成的络合物可能大量分解并溶于超临界

二氧化碳流出，导致D7-D8系列收集得到的样品中脂肪酸乙醋的相对含量降低。而a

一亚麻酸乙酷与银离子形成的络合物稳定性最强，因此需加入夹带剂乙醇增加超临界

二氧化碳的极性和溶解能力后刁’能使其分解[231

表5.5实验操作中共加入原料20 g, D1-D10系列中收集得到样品17.95 g，操作

结束后样品池中剩余物质量为0.5 g，样品收率为89.75%0

初始压力对分离效果的影响

    实验过程中，超临界二氧化碳的溶解能力和银离子络合吸附柱的分离选择性是两

个相互制约的重要因素。若二氧化碳对脂肪酸乙酷的溶解度不高，则一定时间内的萃

取效率偏低，但银离子络合吸附柱对各种脂肪酸的分离效率高。若原料中所有组分在

超临界二氧化碳中的溶解度普遍提高，则有可能导致银离子络合吸附柱分离效果不佳。

实验操作中的初始压力可调节超临界二氧化碳的溶解度和银离子络合吸附柱分离选择

性，并可使一二者同时达到较高的水平。
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    表5.6所列实验数据中El-E8系列是初始压力为10 MPa，其他实验条件与表5.5

中D1-D4系列相同时所得结果。

    表5.7中所列实验数据是初始压力12 MPa，其他实验条件与表5.5中的Dl-D4系

歹J相同时所得结果。

            表5.6超临界止氧化碳萃取结合银离子络合吸附法分离脂肪酸乙醋实验结果

Table 5.6 Experiment results of separate the fatty acid ester by combination of supercritical carbon

dioxide extraction with chemical adsorption by silver nitrate supported A1203 Column

Amountof  Concentration  C16:0

sample (g) of EE (wt.%尹wt.%̀

C18:0

Wt.%

C18:1

wt.%

C18:2

认1%

C18:3

Wt.%

FT' 77 5.42 25.14 16.44 48.96

93 27.54 30.45 9.68 26.15

80.5 15.00 34.72 13.67 30.98
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a: The amount of Feedstock was 70 g, and the samples collected in the El-E10 was 23 g ,as a result the

ratio of collection was 39%. And 10 g were remained in the sample container; b: Feedstock, fatty acid ester

obtained from alcoholysis between linseed oil and ethanol; c: The condition of El--E8 were, sample

container, 10 MPa, 450C; Silvernitrate supported A1203 column, 10 MPa, 45 0C; Separate column, 7.5 MPa,

60℃ The condition of E9-E10 were, sample container, 12 MPa, 45 0C; Silver nitrate supported AI_03

column, 12 MPa, 45℃;Separate column, 7.5 MPa, 60℃;d: The concentration of fatty acid ethyl ester in

the feedstock or sample; e: The concentration of C 16:0 in the fatty acid ethyl ester.

79
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    比较表5.5、表5.6.表5.7中相关数据，可以看出当温度恒定为45℃时，表5.5

中DI-D4系列(初始压力为9 MPa)收集得到的样品中一直未检测到a一亚麻酸乙醋;

而当初始压力为10 MPa时，E1系列中a一亚麻酸乙酷含量为26.15%,该数据表明，

与初始压力9 MPa相比，初始压力为10 MPa,时，超临界二氧化碳萃取结合银离子络

合吸附法对a一业麻酸乙H6仍有分离作用，但分离效果己明显降低。初始压力上升为

12 MPa后，该组合方法对a一亚麻酸乙酷的分离效果进一步降低，其中F1系列中a-

亚麻酸乙酷含量为32.04%。另外，初始)Ilb力为12 MPa时，棕桐酸乙醋由9 MPa时D1

系列中的100%降为13.38%，低于10 MPa时的27.54%0

          表5.7超临界_氧化碳苯取结合银离f络合吸附法分离脂肪酸乙酷实验结果

Table 5.7 Experiment' results of separate the fatty acid ester by combination of supercritical carbon

dioxide extraction with chemical adsorption妙silver nitrate supported A12 Q3 column

Amount of

sample (g)

Concentration

of EE (wt.%)d
C16:0
wt.,/.

C18:0

wt.

C18:1

wt%

C18

wt.%

C18:3

wt.%

5.42 4.04 48.96

72.6 13.38        5.47 35.11        13.80      32.04

79.6 6.45         5.42 33.25        13.83      41.03

2

马
‘

73.8 3.08         3.18

2.53         1.53

2.70         1.67

28.44        15.41      49.87

Flc

FZ

F3

70.1

77.5

22.92        15.67      57.33

17.21        14.46      63.96

F4

F5

a: The amount of Feedstock was 26 g, and the samples collected in the F 1 -F5 was 8 g ,as a result the ratio

of collection was 30%. And 8 g were remained in the sample container; b: Feedstock, fatty acid ester

obtained from alcoholysis between linseed oil and ethanol; c: The condition of Fl-F5 were, sample

container, 12 MPa, 45 0C; Silver nitrate supported A1203 column, 12 MPa, 45℃;Separate column, 7.5

MPa, 60℃;d: The concentration of fatty acid ethyl ester in the feedstock or sample; e: The concentration

of C 16:0 in the fatty acid ethyl ester.

    综仁所述，有如下结论:随实验操作初始压力升高，超临界二氧化碳萃取结合银

离子络合吸附法对ot一亚麻酸乙酷的分离效果逐渐降低。其可能原因在于:压力升高

后各种脂肪酸乙酷，尤其是多价不饱和脂肪酸乙酩在超临界二氧化碳中的溶解度增加。
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另外，压力升高后，超临界二氧化碳对。一业麻酸乙酷与银离子形成的络合物的分解

作用增强，使得a-亚麻酸乙醋难以与银离子形成络合物，故初始压力升高对分离效

果产生不利影响。考虑到三组数据中，9 MPa时分离效果最好，另外，进一步降低压

力时萃取效率不高等因素，本文没有考察更低压力下超临界二氧化碳萃取结合银离子

络合吸附法的分离效果。

    另外，起始压力还会进一步影响其后高压下的分离效果。表5.5中D5-D6系列是

压力由9 MPa升高为12 MPa后的所得的结果，其中a-亚麻酸乙酷含量由9 MPa下的

0，迅速上升为41.32%，进而上升为85.68%。表5.6中E9-E10系列是压力由10 MPa升

高为12 MPa后的结果，其中E10系列的a一亚麻酸乙酷含量为70.45%，明显低于D6

系列中的相应含量;表5.7的a一亚麻酸乙醋的最高含量仅为63.96%。可见45℃下，

当实验操作中压力由低到高逐渐变化时分离效果较好，且起始压力越低分离效果越明

显。

    产生上述实验结果原因在于:初始压力较低时，大量的饱和脂肪酸乙酷和不饱和

度低的脂肪酸乙酷溶解于超临界二氧化碳中，随流体直接通过银离子络合吸附柱进入

分离器析出后被分离富集。此时，较难溶于超临界二氧化碳中的a一亚麻酸乙E39等多

价不饱和脂肪酸仍大量留在样品池中，少量溶于超临界二氧化碳后被银离子络合吸附

柱吸附而不能进入分离器被分离富集。升高压力后，。一亚麻酸乙醋在超临界二氧化

碳中的溶解度增加，其与银离子形成的络合物稳定性降低，因此随超临界二氧化碳流

出而被分离富集，此时由于大量的饱和脂肪酸乙酷和低不饱和度脂肪酸乙酷在低压阶

段己被分离除去，因此得到的样品中。一亚麻酸乙酷含量较高。’当初始压力过高时，

如前所述，一方面a一亚麻酸乙醋在超临界二氧化碳中的溶解度增加，另一方面高压

下超临界二氧化碳对。一亚麻酸乙酷与银离子形成的络合物的分解作用增强，因此实

验开始阶段即有大量a一亚麻酸乙Aa溶解于超临界二氧化碳中而进入分离器被富集，

降低了饱和脂肪酸乙醋浓度。压力进一步升高后，由于部分a一亚麻酸乙酷在相对较

低压力阶段己被分离除去，因此样品中。一亚麻酸乙酷含量很难进一步提高。

但是实际操作中也注意到，若起始压力过低，所有脂肪酸乙酷在超临界二氧化碳

中的溶解度均降低，萃取速度偏低。

为验证上述结论，本章初步考察了温度为50 "C，初始压力为10 MPa , 12 MPa和
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15 MPa时，初始压力对分离效果的影响，所得数据列于表5.8中。由表中数据可以看

出，50℃时所得规律与45℃时基本一致。压力由10 MPa升高为12 MPa后。一亚麻

酸乙酷含量由6.91%升高为30.90%，饱和脂肪酸乙醋纯度降低，分离效果不佳。而当

初始压力为15 MPa时，J1-J3系列中各种脂肪酸乙酷含量基与原料中含量基本相等，

说明此时超临界二氧化碳萃取结合银离子络合吸附法对亚麻油、紫苏油的醇解反应产

物己无分离效果。

表5.8超临界』氧化碳萃取结合银离子络合吸附法分离脂肪酸乙醋实验中，50℃时初始压力对分

                                    离效果的影响结果

Table 5.8 Results of integrated supercritical carbon dioxide extraction and silver nitrate supported A1203
column experiments'

Time
Lm 弓n)

Concentration of

EE (W t.%)d
C 16:0
认沈马毛、

C18:0

Wt.%

C18:1

wt.

C 18:2

wt.%

C18:3

wt.%

5.42 25.14 16.44

H1

  I1

75.20

82.56

25.45      12.00 48.12      7.50       6.91

6.68       5.11 37.45      19.84      30.90

n
U

n
tJ

，
J

，
j

12

13

79.11 5.37     4.68 33.09      19.55      37.30

77.7 9.02       3.88       22.48      12.02      52.59

76.0 8.56       5.61       29.96      10.00      45.85

70

100

15

J2       60

J3       120

75.7

77.55

8.38       5.62       29.73      10.21      45.93

8.23       4.71       29.17      10.55      47.16

a: Influence of initial pressure at 50℃;b: Feedstock, fatty acid ester obtained from alcoholysis between

linseed oil and ethanol; c: The condition of Hl were, sample container, 10 MPa, 50℃;Silver nitrate

supported A I203 column, 9 MPa, 500C; Separate column, 7.5 MPa, 60 'C. The condition of 1113 were,

sample container, 12 MPa, 50℃:Silver nitrate supported A1203 column, 12 MPa, 50 0C; Separate column,

7.5 MPa, 60℃.The condition of J 1-J3 were, sample container, 15 MPa, 50℃;Silver nitrate supported

AI203 column, 12 MPa, 50℃;Separate column, 7.5 MPa, 60 C; d: The concentration of fatty acid ethyl

ester in the feedstock or sample; e: The concentration of C16:0 in the fatty acid ethyl ester.

温度对分离效果的影响

温度是影响超临界二氧化碳萃取结合银离子络合吸附法分离效果的另一重要因
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素。表5.6中E1--E8系列是样品池和银离子络合吸附柱的压力为10 MPa,温度为45 0C

时得到的结果;表5.8中Hl系列是相同压力卜，样品池和银离子络合吸附柱的温度为

50℃时所得结果。可以看出，表5.6的El系列中a-业麻酸乙酷含量为26.15%,而

当温度升高为50℃后，H1系列所得样品中a一亚麻酸乙醋含量仅为6.91 % a

    可见当压力确定为10 MPa时，温度由45℃升高到50℃后，超临界二氧化碳萃取

结合银离子络合吸附法对二一亚麻酸乙酷的分离效率显著提高。原因在十在相对较低

的压力下，超临界二氧化碳的“温度负效应”1161现象明显，即温度变化能够明显影响

a一亚麻酸乙酷在超临界二_氧化碳中的溶解度，导致其在伯MPa, 50℃条件下的二氧

化碳中的溶解度远远低于10 MPa, 45℃时的溶解度。因此当温度为50 0C时一，实验操

作的前30 min内，只有少量的a一亚麻酸乙酷进入分离器，大部分仍滞留在样品池中

而与其他脂肪酸乙醋分离，为进一步分离得到高纯度a一亚麻酸乙醋提供了可能。

    为验证上述结论，实验过程中还在压力为 12 MPa下考察了温度对分离效果的影

响。表5.7中Fl--F5系列是样品池和银离子络合吸附柱的压力为12 MPa，温度为45'C

时得到的结果;表5.9为样品池和银离子络合吸附柱的压力为12 MPa,温度为50℃时

得到的结果。可以看出，表5.7的Fl系列中a一亚麻酸乙醋含量为32.04%，当温度升

高为50℃后，G1系列中a一亚麻酸乙酷含量降低为27.88%.

力为10 MPa时完全一致，

相同的温度变化幅度 (5

即升高温度后，分离效率明显提高。

所得到的实验规律与压

但压力为12 MPa时，

℃)下，。一亚麻酸乙酷在样品中的含量变化远低于10 MPa

时的变化量。可能的原因是压力为10 MPa时，超临界二氧化碳的“温度负效应”现象

较压力为12 MPa更为显著。

    综上所述:在压力确定的条件下，一定的范围内，升高温度后超临界二氧化碳萃

取结合银离子络合吸附法对a一亚麻酸乙醋的分离效果提高。但是，实验中观察到，

升高温度后，所得的样品色泽加深，可能是多价不饱和脂肪酸乙醋发生了分解或聚合

等副反应所致。因此具体操作中应综合考虑多方面因素。
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表5.9超临界_氧化碳萃取结合银离F络合吸附法分离脂肪酸乙L1H9实验中，温度对分离效果的影响
                                              结果

Table 5.9 Results of integrated supercritical carbon dioxide extraction and silver nitrate supported A1203

column experiments'

Amount of

sample (g)

Concentration  C16:0

of EE (wt.%)d  wt一 %̀

C 18:0

wt.

C18:1

wt.

C18:2

认嘴_%

C18:3

wt.

  76

77.58

82.23

5.42     4.04     25.14     16.44    48.96

18.96    5.90     36.11     11.14    27.88

5.77     4.72     32.56     16.11    40.84

印

Glc

GZ
77.12       4.97     3.74     26.53     15.63    49.13

77.14       4.61     2.27     19.24     13.21    60.66

挽
、

月
﹃

，J

月
呼

G

G

a: The amount of Feedstock was 50 g, and the samples collected in the G 1-G4 was 21 g,as a result the ratio

of collection was 42%. And IOg were remained in the sample container; b: Feedstock, fatty acid ester

obtained from alcoholysis between linseed oil and ethanol; c: The condition of G1 -G4 were, sample

container, 12 MPa, 50℃;Silver nitrate supported AI203 column, 12 MPa, 50℃;Separate column, 7.5

MPa, 60℃;d: The concentration of fatty acid ethyl ester in the feedstock or sample; e: The concentration

of C16:0 in the fatty acid ethyl ester.

5.6小结

    脂肪酸及其衍生物混合物的纯化分离是。一亚麻酸产品开发中关键步骤之一，研

究人员做了大量的基础理论工作，开发出了许多工艺路线。本章考察了尿素包合法、

超临界萃取结合精馏柱精馏法和超临界萃取结合银离子络合吸附法等三种方法分离提

纯a一亚麻酸乙酷的影响因素。得到了一套较好的分离提纯以一亚麻酸乙酷工艺条件，

并对各种方法分离提纯的效果进行了评价。实验结果表明:

(1) 尿素包合法可有效分离醇解反应产物中所含的饱和脂肪酸乙醋和不饱和脂肪

      酸乙酷。经尿素包合后，紫苏油醇解产物中饱和脂肪酸含量降为0，亚麻油醇

      解产物中饱和脂肪酸也几乎为零。此外，尿素包合对a一亚麻酸乙酷也有一定

      的富集作用，但效果不明显:
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(2) 超临界萃取结合精馏柱精馏法结果表明:该方法叮较好的将各种脂肪酸乙酷从

醇解反应所得的混合物中分离，但是在分离结构相近的各种脂肪酸乙酷方面效

果较差;

(3) 超临界萃取结合银离子络合吸附法所得结果表明:该方法是所考察的三种方法

中分离效果最好的一种，可将醇解反应产物按碳链长度及不饱和度分离，其中

收集得到的以。一亚麻酸乙醋为主要成分的样品中亚麻酸乙酷含量均在93%以

「一。
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第六章总结和展望

6.1引言

    生物酶催化和超临界二氧化碳流体技术分别以其不同于常规酸碱催化剂和常规有

机溶剂的特性而日益受到研究人员重视，成为近年来蓬勃发展的“绿色化学”新技术。

(X一亚麻酸及其衍生物在人体内具有多种重要生理作用，但人体自身不能合生，必须

从外界食物中摄取，属人体必需脂肪酸(Essential Fatty Acids,缩写为EFA)。本文将

生物酶催化和超临界二氧化碳流体技术联合应用于a一亚麻酸类产品的开发研究，为

该工艺路线的工业化提供了基础数据和必要的技术准备。

6.2总结

    本文从常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应，高压二氧化碳介质中酶催化亚

麻油水解反应，常压无溶剂体系中酶催化亚麻油醇解反应，以及脂肪酸乙醋分离等几

个方面探讨了。一亚麻酸产品开发中的工艺条件。所得主要结果如一下:

6.2.1常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应

    考察了常压无溶剂体系中酶催化亚麻油水解反应，比较了两种脂肪酶的催化活性

及高温处理对酶催化活性的影响，结果如下:

    (1)  L-lipase为催化剂的亚麻油水解反应，酶的最佳催化活性温度、适宜酶用

量、水/亚麻油摩尔比分别为35 *C, 5 wt%和30:1;

    (2) 以N-lipase催化的亚麻油水解反应，酶的最佳催化活性温度、适宜酶用量、

水/亚麻油摩尔比分别为67.5 0C , 3 wt%和30:1;

    (3) 在相应的最佳实验条件下，无溶剂体系中L-lip， 和N-lipase在催化亚麻

油水解反应时具有相近的催化活性，但L-lipase催化亚麻油水解反应时的反应温度明

显低于N-lipase为催化剂的温度;

    (4) 常压无水条件下，对于L-lipase，恒温45℃(反应体系中完全失活温度)

处理24h后，其催化活性完全丧失;而对于N-lipase，恒温80 0C(反应体系中完全失
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活温度)处理24 h后，其催化活性无明显改大。

6.2.2高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应

    考察了高压二氧化碳介质中酶催化亚麻油水解反应的各种影响因素，并比较了不

同条件下得到的结果进行，发现如下规律:

    (1) 超临界二氧化碳介质中，L-lipase催化亚麻油水解反应的适宜温度、压力、

酶用量、水/亚麻油摩尔比分别为37'C, 7.5 MPa,  5 wt%和30:1，添加剂或共溶剂可

改变反应速率及转化率:

    (2) 超临界二氧化碳介质中

水/亚麻油摩尔比分别为50 0C, 7.5

N-lipase催化亚麻油水解反应的适宜温度、压力、

MPa, 30:1;

    (3) 高压下两种脂肪酶催化亚麻油水解反应比较表明:在相应的最佳实验条件

下，N-lipase具有更高的催化活性和更宽的催化活性温度范围;

    (4) 两种脂肪酶常压、高压下催化亚麻油水解最佳结果比较表明:与无溶剂体

系中的最大催化活性温度((35℃)相比，超临界二氧化碳中L-lipase的最大催化活性

温度升高2℃，为37℃，而N-lipase的最大催化活性温度降低17.5℃，为50℃;

    (5) 经高温、高压处理的N-lipase催化活性研究表明:相对较低二氧化碳压力

(7.5 MPa)不足以导致N-lipase完全失活;N-lipase失活机理可能与水热条件下的酶

分子分解有关。

6.2.3酶催化醇解反应制备脂肪酸乙醋工艺研究

    从反应物摩尔比、反应温度、脂肪酶用量等几个方面考察了常压无溶剂体系中酶

催化亚麻油醇解反应，并初步探讨了脂肪酶的催化选择性，所得结果如下:

    (1) 反应物摩尔比(乙醇:亚麻油)为3:1时反应转化率最高。比例低于此值，

甘油三酷转化不完全;比例过高，乙醇可能与脂肪酶的催化活性位发生络合而抑止酶

的催化活性:

(2)反应温度为50℃时，N-lipase活性最大，亚麻油醇解反应转化率最高;

(3) 为避免催化剂团聚，脂肪酶用量不宜超过5wt%;
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(4)所用脂肪酶催化业麻油醇解反应时，优先生成碳链较短的饱和脂肪酸乙酷。

6.2.4脂肪酸乙醋分离

    考察了尿素包合法、超临界萃取结合精馏柱精馏法、超临界萃取结合银离子络合

吸附法等三种方法分离提纯a一亚麻酸乙Mb过程中的影响因素，实验结果表明:

    (1) 尿素包合法对。一亚麻酸乙醋有一定的富集作用，但其主要优势在于可将

醇解反应产物分为饱和脂肪酸乙醋和不饱和脂肪酸乙酷两大类;

    (2) 超临界二氧化碳萃取与精馏柱精馏法相结合可较好的将产物从醇解反应

所得的混合物体系中分离，但很难分离碳链长度相等双键数目不同的脂肪酸类化合物;

    (3) 超临界萃取结合银离子络合吸附法所得结果表明:该法盯将醇解反应产物

按碳链长度及不饱和度分离，实验中收集得到的以a一亚麻酸乙酷为主要成分的样品

中，a一亚麻酸乙醋含量均在93%以上。

6.3本论文的主要创新点

    本文以生物酶代替常规酸碱催化剂、以超临界二氧化碳代替常用的有机溶剂，研

究了业麻油水解反应、醇解反应及混和脂肪酸乙醋产品分离等a一亚麻酸产品制备提

纯工艺，为工业化开发高附加值 a一亚麻酸产品生产工艺提供了操作参数和技术准备。

6.4后续工作设想

在本文实验的基础上，为进一步优化a一亚麻酸类产品的制备提纯工艺，使其尽可

能地转化为生产力，作者认为还应在以下几个方面深入研究。

6.4.1酶催化

    与常规酸碱催化剂相比较，生物酶催化剂以其无毒、无污染等优点而广泛应用于

食品、保健品及制药等工业。但本文所用的脂肪酶价格过高，增加了工业生产a一亚

麻酸产品的成本。因此后续工作中应考虑脂肪酶的循环使用和寻找更适合实际应用的

生物酶。

6.4.2超临界二氧化碳介质中脂肪酸乙醋溶解度测定
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    目前，有关脂肪酸类化合物的热力学基本数据，尤其是其在超临界二氧化碳中溶

解度数据文献报导较少。因此，后续工作中应考虑测定a一亚麻酸类产品开发中相关

脂肪酸及其衍生物在超临界二氧化碳中的溶解度，为进一步优化a一亚麻酸乙酷分离

提纯工艺提供理论指导。

6.4.3反应分离一体化

    亚麻油水解、醇解反应中所涉及的产物和反应物在超临界二氧化碳的溶解度差别

较大。因此可以通过改变二氧化碳的温度和压力，在反应过程中直接将产物分离，实

现反应分离一体化，从而打破化学平衡限制、提高产物收率。后继工作中应在完成高

压 二氧化碳介质中的酶催化亚麻油醇解反应的基础上，考虑反应分离一体化研究工作。

6.4.4副产物开发利用

    亚麻油水解、醇解反应中生成的副产物有甘油、甘油单酷和甘油二酷等。其中甘

油广泛应用与化妆品、食品工业等领域，而甘油单酷和甘油二酷则是性能良好的表面

活性剂和乳化剂，因此后续工作中应考虑开展综合利用上述副产物的研究。
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