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离子液体中脂肪酶活性调控对硬脂酸

淀粉酯合成的影响
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摘要：主要研究了离子液体中脂肪酶活性的调控对硬脂酸淀

粉酯合成的影响。结果表明：在离子液体中添加不同水活度

（Ａｗ）的水合盐对对脂肪酶催化活性有显著影响，水合盐对

为Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ 和 Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ 的混合物，即

Ａｗ为０．６１，添加量为８０％（水合盐对淀粉质量比）时达到

最佳的脂肪酶催化效果；冻干酶的ｐＨ 值、添加量及冻干过

程中冻干保护剂的存在对硬脂酸淀粉酯合成过程中脂肪酶

活性同样影响显著，冻干酶催化反应的最适ｐＨ值为７．１，最

适添加量为１０．４％（冻干酶淀粉质量比），脂肪酶和有机化

合物等冻干保护剂的加入能保护冻干酶的催化活性，提高反

应转化率，其中以聚乙二醇效果最佳。

关键词：离子液体；脂肪酶；硬脂酸淀粉酯；酶活性
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硬脂酸淀粉酯是一种长链脂肪酸淀粉酯，是由淀粉及其

衍生物与硬脂酸、硬脂酸甲酯、硬脂酸酰氯或硬脂酸酐反应

得到的酯化产品。传统的高取代度淀粉酯通常采用有机溶

剂法制备，所用试剂均存在着毒性大、易挥发等缺点［１－３］。

离子液体为一类新型的非水相溶剂，具有环境友好、蒸气压

低、不可燃性、可重塑性以及热稳定等特点［４］。淀粉可以在

多种离子液体中溶解［５］９，众多学者［６－１０］研究表明脂肪酶在

离子液体中具有活性，环境友好的离子液体做为“绿色溶剂”，

采用酶为“绿色催化剂”合成脂肪酸淀粉酯成为发展绿色化学

的有效途径。卢璇璇［５］２３在离子液体中通过脂肪酶催化脂肪

酸甲酯或脂肪酸与淀粉发生酯化反应合成了脂肪酸淀粉酯，

证实了可以以离子液体为介质通过酶催化法合成淀粉酯。

在离子液体中酶法催化制备淀粉酯的研究很少，主要集

中在方法是否可行的探索阶段［１１］１，没有对条件进行优化。

这是由于一方面酶在非水相介质中不能溶解，存在底物和产

物的扩散限制等［１１］２，另一方面在非水相介质中酶的构象可

能发生改变或者构象过于刚硬导致活性降低，使其催化活性

大大低于水相中的催化活性。非水相体系中水的活度

（ｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，Ａｗ）能直接反映出酶分子上水分的多少
［１２］。
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通过向反应体系中加入预先平衡好的硅胶、分子筛［１３］或水

合盐对等［１４－１５］能够使非水相酶反应体系处于“最佳含水

量”，提高酶促催化产率。离子液体无法用缓冲液进行ｐＨ

值调整，因此利用冷冻干燥制备的非水介质用酶能够表现出

“ｐＨ记忆”（ｐＨＩｍｐｒｉｎｔｉｎｇ）的特点
［１６］，通过控制冻干酶的

ｐＨ能够有利于酶活性的表现。Ｋｌｉｂａｎｏｖ等
［１７］的研究表明

冻干保护剂可以在一定程度上保护酶的活性中心和构象，降

低底物传质障碍，影响酶在非水相中催化活性。Ｍａｒｕｙａｍａ

等［１８］的研究证明聚乙二醇的加入能将冻干脂肪酶在离子液

体中的催化活性提高１４倍之多。

因此，本研究拟以离子液体为介质，采用脂肪酶催化合

成硬脂酸淀粉酯。通过研究离子液体中添加水合盐对、控制

冻干酶的ｐＨ值以及使用不同的冻干保护剂对合成淀粉酯

取代度的影响，考察水合盐对Ａｗ、冻干酶ｐＨ以及冻干保护

剂等因素对离子液体中脂肪酶催化活性的影响，优化离子液

体为介质采用脂肪酶催化合成硬脂酸淀粉酯的条件，为在实

际生产中应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

大米淀粉：食品级，芜湖好亦快食品有限公司；

硬脂酸甲酯：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

褶皱假丝酵母脂肪酶 ＣＲＬ：７００Ｕ／ｍｇ，美国 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司；

离子液体［ＢＭＩＭ］Ａｃ、离子液体［ＢＭＩＭ］ＢＦ４：上海成捷

化学有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

磁力搅拌器：ＷＳＪＢ０３型，河南中良科学仪器有限公司；

冷冻干燥机：４．５Ｌ型，美国Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司；

１．２　方法

１．２．１　硬脂酸淀粉酯取代度的测定　称取０．５０ｇ硬脂酸淀

粉酯，置于含有５０ｍＬ蒸馏水２５０ｍＬ锥形瓶中，加入３滴

酚酞指示剂，用０．１０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液将溶液滴定至微红，

红色不消失为终点，接着加入０．５０ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 溶液

２５ｍＬ，室温下搅拌２ｈ，皂化反应。皂化结束时，用蒸馏水

将瓶壁上附着的碱液冲下去，再用０．５０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ标准溶

液进行滴定，红色消失为终点，滴定所消耗 ＨＣｌ标准溶液体

积为犞，同时以原淀粉做空白试验，滴定消耗 ＨＣｌ标准溶液

体积为犞０。取代度按式（１）计算
［１９］：

犇犛＝
１６３犆 犞０－犞（ ）

１０００犕
， （１）

式中：

犇犛———取代度；

犆———所用的 ＨＣｌ标准溶液浓度，ｍｏｌ／Ｌ；

犕———样品质量，ｇ；

犞０———原淀粉、酯滴定所消 耗 的 ＨＣｌ标 准 溶 液 体

积，ｍＬ；

犞———硬脂酸淀粉酯滴定所消耗的 ＨＣｌ标准溶液体

积，ｍＬ；

１．２．２　水合盐对Ａｗ及其添加量对取代度的影响　称取烘

干的淀粉４．８ｇ，加入到１丁基３甲基咪唑醋酸盐（２０ｇ）和

１丁基３甲基咪唑四氟硼酸盐（７６ｇ）的混合离子液体中，

１２０℃恒温搅拌１ｈ；使其充分溶解后降温，加入２４ｇ硬脂酸

甲酯和０．４０ｇ脂肪酶ＣＲＬ，再分别加入质量比为４０％（水合

盐对淀粉）的不同 Ａｗ 的水合盐对，Ａｗ 分别为０．１５

（Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ和Ｎａ２ＨＰＯ４的混合物），０．４７（Ｎａ４Ｐ２Ｏ７·

１０Ｈ２Ｏ和Ｎａ４Ｐ２Ｏ７的混合物），０．６１（Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ和

Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ 的混合物），０．７６（Ｎａ２ＳＯ４·１０Ｈ２Ｏ 和

Ｎａ２ＳＯ４的混合物），０．８５（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ和Ｎａ２ＨＰＯ４·

７Ｈ２Ｏ的混合物）；６０ ℃下反应３ｈ，冷却，无水乙醇洗涤

３次，再用蒸馏水洗去水合盐对，得到的沉淀物在４０℃下干

燥４８ｈ，测定产品取代度。

同时，通过调节加入水合盐对与淀粉的质量比分别为

２０％，４０％，６０％，８０％，１００％，研究水合盐对的添加量对取

代度的影响，其余反应步骤参照上述方法。

１．２．３　冻干酶的ｐＨ及添加量对取代度的影响　称取２．０ｇ

脂肪酶，分别加入到１０ｍＬ０．２０ｍｏｌ／Ｌ不同ｐＨ值（ｐＨ５．０，

５．７，６．４，７．１，７．８）的磷酸缓冲溶中，于冷冻干燥机中冷冻干燥

后备用；硬脂酸淀粉酯合成步骤参照１．２．２。

同时，通过调节冻干酶的添加量（０．４０，０．４５，０．５０，０．５５，

０．６０ｇ），研究其加入量对取代度的影响，其余参照１．２．２。

１．２．４　冻干保护剂种类对取代度的影响　称取２．０ｇ脂肪酶

分别加入到１０ｍＬ０．２０ｍｏｌ／ＬｐＨ７．１磷酸缓冲溶液中，然

后分别添加０．４０ｇ甘氨酸、苯胺、β环糊精、葡萄糖和聚乙二

醇至酶液中混匀，冷冻干燥后备用；其余参照１．２．２。

１．２．５　统计分析　所有数据均使用 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ科学绘图和

统计分析软件进行数据处理，运用方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行

显著性分析，显著差异水平Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析
２．１　水合盐对Ａｗ及添加量对取代度的影响

离子液体中添加不同 Ａｗ的水合盐对对取代度的影响

见图１。由图１可知，随着水合盐对Ａｗ的增加，酶催化得到

硬脂酸淀粉酯的取代度也增加。Ａｗ为０．６１时，取代度达到

最大值０．１０４。然而当Ａｗ继续增大时，取代度呈下降趋势。

表明，在该离子液体中添加不同Ａｗ的水合盐对对脂肪酶活

性的影响不同，其中Ａｗ为０．６１时脂肪酶具有较高的活性。

这是由水活度对酶活性的影响造成的，当水活度从非常少增

多时，水充当酶结构的“润滑剂”，增大了酶分子的柔性，酶分

子处于动力学有利的构象而促进催化；当水活度继续增加，

过多的水分子吸附在酶的载体上对底物的内扩散起了一定

的限制作用，或使粉末状酶形成胶状物，导致酶催化活性的

下降［１７］。

　　Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ和Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ的混合物（Ａｗ

０．６１）添加量对酶催化的影响见图２。由图２可知，随着水合

盐对添加量的增加，取代度会持续上升，当添加水合盐对质

量比达到８０％（水和盐对淀粉质量比）时达最大值０．１１１，
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图１　添加水合盐对的水分活度对取代度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅＡｗｏｆｓａｌｔｈｙｄｒａｔｅｐａｉｒｓａｄｄｅｄｏｎ

ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

图２　Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ 和 Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ 的混合物

（Ａｗ０．６１）添加量对取代度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆａｍｉｘｔｕｒｅｏｆ

Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２ＯａｎｄＮａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ （Ａｗ

０．６１）ｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

继续增大添加量则取代度开始降低。由于添加量范围不大，

取代度变化较小，但是从变化趋势可以看出，在该离子液体

中添加水合盐对质量比为８０％时最有利于脂肪酶保持活性。

酯合成反应过程中会生成少量的水，因此要保持较高的酶活

性，反应体系必须维持一定的水活度，以消除由于水含量的

增加而引起的酶活力改变。但当添加的水合盐对的量过大

时，过多的固体盐对酶颗粒和反应物的接触造成阻碍，同时

可能导致反应物粘度大，影响了底物与酶的活性中心结合。

２．２　冻干酶的ｐＨ值及添加量对取代度的影响

冻干酶的ｐＨ值对酶催化的影响见图３。由于冻干酶冻

干制备中有其他物质的加入，冻干酶并不是１００％脂肪酶

ＣＲＬ，所以同质量的冻干酶和脂肪酶ＣＲＬ反应中硬脂酸淀

粉酯的取代度不同。由图２可知，酶的催化能力受ｐＨ值影

响显著。当冻干酶ｐＨ值为７．１时，合成得到的硬脂酸淀粉

酯的取代度最高，高于或者低于该ｐＨ值均会引起取代度的

显著降低（Ｐ＜０．０５），因此ｐＨ７．１下冻干得到的脂肪酶在该

离子液体中具有最佳催化活性。其主要原因是特定的ｐＨ

值下，酶分子活性中心周围的基团处于最佳的离子化状态，

有利于酶发挥催化功能。

　　图４为冻干酶的添加量对于酶催化合成硬脂酸淀粉酯

图３　冻干酶的ｐＨ对于取代度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｐＨｏｆｌｙｏｐｈｏｚｙｍｅｏｎｔｈｅ

ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

图４　冻干酶的添加量对取代度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｌｙｏｐｈｏｚｙｍｅ

ｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

取代度的影响。由图４可知，在ｐＨ７．１条件下，硬脂酸淀粉

酯取代度随冻干酶添加量的增加而持续升高。当冻干酶添

加量超过０．５ｇ时，继续增加酶量对所合成的硬脂酸淀粉酯

取代度没有显著性的影响（Ｐ＜０．０５），即冻干酶的最适添加

量为０．５ｇ（冻干酶淀粉质量比为１０．４％）。

２．３　冻干保护剂对酶催化的影响

图５为使用不同冻干保护剂对冻干酶催化合成硬脂酸

淀粉酯的影响。由图５可知，在离子液体中，脂肪酶和有机

化合物如甘氨酸、聚乙二醇等冻干后得到的冻干酶比未加冻

干保护剂制备得到的冻干酶催化合成淀粉酯具有较高的取

代度。其中利用以聚乙二醇为冻干保护剂得到的冻干脂肪

酶合成的硬脂酸淀粉酯取代度最高（０．１２３），比未加冻干保

护剂的冻干酶催化合成的硬脂酸淀粉酯取代度提高６２％，表

明聚乙二醇的存在能够较好地保持冻干脂肪酶的活性。这

与Ｓｅｃｕｎｄｏ等
［１９］的研究结果一致。冷冻干燥是制备非水相

催化用酶的一个重要手段，大多数酶能以冷冻干燥颗粒的形

式在离子液体中表现出活性［１１］７。而冷冻干燥对酶的活性中

心和二级结构都有一定损害作用，Ｍａｒｕｙａｍａ等
［１８］的研究表

明冻干保护剂可以在一定程度上保护酶的活性中心和构象，

此外还可以降低底物传质障碍，从而影响酶在非水相中催化

活性。因此本研究中聚乙二醇的加入可以在一定程度上保

护脂肪酶的活性中心和构象，有效提高脂肪酶在离子液体中

的分散性，增加酶分子与底物的接触机会，从而使冻干脂肪

酶催化活性得到明显的提高。
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图５　冻干保护剂对酶催化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｓｉｓ

３　结论
本试验主要研究了在离子液体中脂肪酶活性的调控对

于硬脂酸淀粉酯合成的影响。试验比较了不同 Ａｗ、不同冻

干酶ｐＨ值、不同冻干保护剂对脂肪酶催化活性的影响，发

现Ａｗ对酶活性影响明显，Ａｗ为０．６１时酶活性最高。冻干

酶ｐＨ值对取代度的影响显著，冻干酶ｐＨ 值为７．１为最佳

值。采用冻干剂制备冻干脂肪酶有利于酶活性的保护，其中

以聚乙二醇为冻干保护剂效果最佳。本研究在理论指导的

基础上对影响参数进行了优化，有利于为实际生产中的应用

提供指导。限于时间和条件的限制，本试验在影响参数选择

和参数数值范围上不够广泛，在后续工作中将做更深入的

研究。
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