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新型生物催化剂催化合成植物甾醇酯工艺优化
刘鑫龙，王立晖*

（天津现代职业技术学院生物工程学院，天津 300350）

摘 要：以具有 3D开放孔隙特征的介孔有机硅球为载体构建新型生物催化剂，并用于催化合成植物甾醇酯。采用单
因素试验，考察底物类型、底物浓度、酶用量、温度和反应时间 5个因素对植物甾醇转化率的影响。通过响应面分析法
确定植物甾醇酯的最佳合成条件，当棕榈酸（27.5 mmol/L）作为底物、酶用量 21.4 U、反应温度 47.2℃、反应时间 11.4 h
时，植物甾醇获得最大转化率为（96.8±0.7）%。此外，催化剂重复使用 10次后，甾醇转化率为 97.11%，表明该催化剂具
有良好的稳定性。
关键词：介孔有机硅球；3D开放孔道；植物甾醇酯；皱褶假丝酵母脂肪酶；响应面法

Process Optimization for the Synthesis of Phytosterol Esters Catalyzed by A Novel Biocatalyst
LIU Xin-long，WANG Li-hui*

（Department of Biochemical Engineering， Tianjin Modern Vocational Technology College， Tianjin 300350，
China）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： A novel biocatalyst was constructed with mesoporous organosilica spheres（with 3D open channels）as
support and used for the synthesis of phytosterol esters. The effects of substrate type， substrate concentration，
enzyme dosage， reaction temperature， and reaction time on the conversion of phytosterol were investigated by
single factor tests. The synthesis conditions of phytosterol esters were optimized by response surface
methodology. The highest conversion of phytosterols was（96.8±0.7）% in the case of 27.5 mmol/L palmitic acid as
substrate， enzyme dosage of 21.4 U， the reaction temperature at 47.2 ℃ and the reaction time of 11.4 h. In
addition， the sterol conversion rate was 97.11% after the biocatalyst was reused for 10 times， which demonstrated
that the biocatalyst owned good stability.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： mesoporous organosilica spheres； 3D open channels； phytosterol esters； Candida rugosa lipase；
response surface methodology
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心脑血管疾病威胁人类身体健康，而高胆固醇水
平和高低密度脂蛋白胆固醇则是引发心血管疾病的
最危险因素[1]。 植物甾醇酯被认为是“降低血脂、预防
动脉硬化”的天然食品新原料，是国际营养学会推荐
的未来十大功能性营养成分之一[2]。

目前植物甾醇酯的合成方法可分为化学合成法
和生物酶法两种。化学合成法多采用酸或碱性物质作为
催化剂，合成工艺条件简单、易于操作。 但是该方法副
产物多、产物分离提纯困难、废液多、环境污染严重[1，3]。
与此相反，生物酶法采用脂肪酶作为催化剂，其工艺
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不仅反应条件温和、能耗低、副产物少，而且无溶剂污
染[4]。 但是受限于游离脂肪酶稳定性差和易团聚等缺
点，甾醇酯产率普遍较低，且无法回收再利用，导致生
产成本高[5]。 利用载体固定化酶是解决该问题的有效
方法，该方法操控过程简单、条件温和、酶活回收率高、
催化剂稳定性好且极易与反应体系分离， 简化了提纯
工艺，有利于产品收率和质量的提升[6-7]。 Zheng 等 [8]利
用二氧化硅固定化脂肪酶并用于合成植物甾醇酯，
当反应条件为植物甾醇 100 μmol/mL、醇酸摩尔比1 ∶ 2、
反应温度 55 ℃、反应时间 24 h 时植物甾醇转化率为
95.3%。固定化酶重复使用 7 次后，仅保留 78.6%的初
始活性，说明该固定化酶稳定性仍较差，尚有改进空间。

针对上述问题，采用Winsor III微乳液双连续相体
系构建一种具有分级孔剖面的介孔有机二氧化硅材
料作为固定化酶的载体，受益于其内部数量众多的多
级孔隙结构形成的高比表面积和强吸附能力，非常适
合吸附各种分子物质，促进分子扩散[6，9]。 本文以介孔
有机硅球为载体，通过吸附法固定化皱褶假丝酵母脂
肪酶并用于植物甾醇酯的合成。 利用单因素法和响应
面法探究催化剂的性能和底物类型、底物浓度、酶用
量等条件对合成反应的影响，并筛选获得最佳合成条
件，为植物甾醇酯的扩大生产提供理论参考。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

皱褶假丝酵母脂肪酶（15 U/mg）：杭州创科生物科
技有限公司；植物甾醇（β-谷甾醇 73.96%、菜籽甾醇
17%、豆甾醇 5%、菜油甾醇 1%、甾醇总量 95.19%）：西
安蓝天生物工程有限公司；油酸、亚油酸、亚麻酸、硬脂
酸、棕榈酸（均为分析纯）：天津市大茂化学试剂厂；乙
醇、异辛烷、磷酸一氢钠、磷酸二氢钾（均为分析纯）：百
灵威科技有限公司； 4-硝基苯基棕榈酸酯、三乙醇胺、
正硅酸乙酯、1，2-二（三乙氧基硅基）乙烷（均为分析
纯）：天津市风船化学试剂科技有限公司；十六烷基三
甲基氯化铵（分析纯）：上海阿拉丁生化科技股份有限
公司。
1.2 仪器与设备

水浴恒温振荡器（SHA-C）：金坛市城西峥嵘试验
仪器厂；集热式恒温加热磁力搅拌器（DF-101S）：河南
予华仪器有限公司；电热鼓风干燥箱（DHG-9203A）：
上海一恒科学仪器有限公司；台式高速离心机（TG18G）：
盐城凯特试验仪器有限公司；气相色谱仪（SP-1000）：
北京北分瑞利（集团）色谱仪器中心；透射电子显微镜

（Tecnai G2）：美国 FEI公司。
1.3 方法
1.3.1 介孔有机硅球和生物催化剂的制备

利用三乙醇胺作为碱源，通过硅前驱体的水解制
备具有三维缠绕特征的介孔有机硅球， 具体过程如
下。 首先将 13 mL 去离子水与 1.0 mL 95%乙醇混合，
再加入 2.0 mL 25%十六烷基三甲基氯化铵水溶液和
0.9 mL 三乙醇胺，并于室温 25 ℃下搅拌 30 min，然后
加入 1.5 mL 正硅酸乙酯和 1，2-二（三乙氧基硅基）乙
烷的混合液。 搅拌均匀后将混合物置于 60 ℃的电热
鼓风干燥箱中恒温静置 2 h。 向上述混合物中加入
10 mL 乙醇，搅拌均匀后离心（5 000 r/min）3 min，获得
不透明的沉淀，即为三维缠绕的介孔有机硅球（meso－
porous organicsilica spheres，MOSs）。

生物催化剂的制备：称取 15 mg 介孔有机硅球
MOSs于 10 mL离心管中，加入一定量的皱褶假丝酵母
脂肪酶溶液（Candida rugosa lipase， CRL），并补充pH7.0
50 mmol/L 磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer saline，
PBS）至 5 mL，室温 25℃下置于摇床中振荡（170 r/min），
2.5 h 后离心分离，利用 PBS 洗涤 3 次，冷冻干燥获得
固定化酶 CRL@MOSs。在水解 4-硝基苯基棕榈酸酯的
试验中测定 CRL@ MOSs 的活力为 4 000 U/g（每分钟
生成 1 nmol对硝基苯酚所需的酶量为 1 U）[10-11]。
1.3.2 植物甾醇酯的合成

植物甾醇酯的合成与检测：由于植物甾醇的溶解性
较差，在耐压瓶中预先以异辛烷为溶剂配制 10 mmol/L
的植物甾醇溶液，并恒温（55 ℃）保存备用[12]。 取 2 mL
的植物甾醇溶液，加入 100 μL的蒸馏水和双倍摩尔量
的脂肪酸，于 55℃水浴锅中加热 5 min形成均相溶液。
向其中加入 10 U CRL@MOSs 后将混合物置于 35℃的
水浴恒温振荡器（120 r/min）中开始合成反应。 每隔一
段反应时间取 10 μL样品通过气相色谱分析计算植物
甾醇的转化率[13]。每个样品检测 3次。转化率计算公式
如下。

转化率/%= B
B+1.63A ×100

式中：A 为植物甾醇峰面积总和；B 为植物甾醇酯
峰面积总和；1.63 为植物甾醇酯分子质量均值与植物
甾醇分子质量均值的比值。

气相色谱条件：毛细管柱长 30 m，内径 0.25 mm。
程序升温：初始温度为 160 ℃并保持 2 min，然后以速
率 15.0 ℃/min 升温到 220 ℃保持 1 min。 以 8 ℃/min
从 220 ℃升温到 260 ℃，并保持 10 min。 进样器温度
240 ℃，检测室温度 280 ℃，尾气气速 20 mL/min，进样
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量 0.4μL。
1.3.3 植物甾醇酯的合成过程优化
1.3.3.1 单因素试验优化

为了获得植物甾醇酯的最大产率，首先利用单因
素试验分析在异辛烷/水两相条件下底物类型（油酸、
亚油酸、硬脂酸、棕榈酸）、反应温度（30、35、40、45、50、
55 ℃）、酶用量（5、10、15、20、25、30 U）、底物浓度（5、
10、20、30、40、50 mmol/L）和反应时间（6、8、10、12、14 h）
对植物甾醇转化率的影响并以植物甾醇转化率作为
评价指标，确定各因素的最适取值区间用于响应面试
验优化[14]。
1.3.3.2 响应面试验优化

根据单因素试验分析结果，选择酶用量（10 U~
30 U）、底物浓度（10 mmol/L~50 mmol/L）、反应温度
（35 ℃~55 ℃）、反应时间（6 h~14 h）为自变量，植物甾
醇转化率为响应变量，采用响应面分析法的中心组合
设计法（central complex design，CCD），利用软件 Desigh
Expert 8.0.6 设计四因素五水平试验，因素及水平见
表 1。

1.3.4 CRL@MOSs的重复使用性分析
每轮反应结束后，离心分离CRL@MOSs（4 000 r/min、

5 min），并用乙醇快速洗涤 3 次去除残留底物，静置干
燥 0.5 h。 完成催化剂的再生后，重复上述反应步骤开
展下一轮催化反应。
1.4 数据处理

选用 Desgin-Expert 8.0.6 和 Origin 2017 软件进行
数据处理与分析作图。

2 结果与讨论
2.1 MOSs的表征

MOSs的透射电子显微镜（transmission electron mi－
croscope，TEM）图见图 1。

由图 1 所示，MOSs 的 TEM 图像展示了三维缠绕
的不规则介孔有机硅球的形态，该材料枝杈众多且彼

此交织成三维网络，形成了丰富的开放孔道。单一MOSs
直径约 1.5 μm，其中每一个枝杈的直径约 28.73 nm，长
径比为 3 ∶ 1~2 ∶ 1。
2.2 植物甾醇酯合成工艺单因素试验
2.2.1 底物类型对植物甾醇转化率的影响

底物类型对植物甾醇转化率的影响见图 2。

由图 2可知， 以棕榈酸为底物时的植物甾醇转化
率最高，随着底物碳链长度和不饱和度的增加，转化
率逐渐降低，可能是不同脂肪酸三维结构的差异导致。
棕榈酸和硬脂酸的直链分别由 16个和 18个碳原子组
成，而油酸和亚油酸分子是不饱和的 18 碳酸，由于其
结构中的不同位置存在不同数量的双键而发生不同
程度地折叠，导致其更加难以接近酶的催化中心[15]。 此
外，碳链较长和不饱和度更高的脂肪酸在扩散过程中
会遇到更大的空间位阻，这也是造成转化率较低的原
因之一[12]。 综上，选用棕榈酸作为底物，展开后续优化
工作。
2.2.2 底物浓度对植物甾醇转化率的影响

底物浓度对植物甾醇转化率的影响见图 3。
由图 3可知，底物浓度为 5 mmol/L~30 mmol/L 时，

酯化反应速度迅速提升，植物甾醇转化率呈现快速增
长趋势；当底物浓度超过 30 mmol/L 时，反应速度和甾
醇转化率均开始降低。这是因为在双底物酯化反应中，

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Response surface experimental factors and levels

水平
因素

A底物浓度/
（mmol/L）

B酶用量/U
C反应
温度/℃

D反应
时间/h

-2 10 10 35 6

-1 20 15 40 8

0 30 20 45 10

1 40 25 50 12

2 50 30 55 14

图 1 MOSs的 TEM图

Fig.1 TEM image of MOSs
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图 2 底物类型对植物甾醇转化率的影响

Fig.2 The effect of type of substrate on the conversion of

phytosterol
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图 3 底物浓度对植物甾醇转化率的影响

Fig.3 The effect of substrate concentration on the conversion of

phytosterol
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图 5 反应温度和反应时间对植物甾醇转化率的影响

Fig.5 The effect of reaction temperature and reaction time on the

conversion of phytosterol

表 2 响应面试验方案及结果

Table 2 Response surface experimental scheme and results

序号 A底物浓度/
（mmol/L）

B酶用量/
U

C反应
温度/℃

D反应
时间/min

转化率/%

1 30 20 45 10 95.4

2 30 20 45 10 93.2

3 30 20 45 10 94.5

4 30 20 35 10 68.8

5 30 10 45 10 77.3

6 20 15 50 12 87.6

7 40 15 40 12 72.7

8 20 15 50 8 78.6

9 20 25 50 12 90.0

10 20 15 40 8 65.8

11 30 30 45 10 85.3

12 20 15 40 12 75.0

13 40 15 40 8 67.0

14 40 25 50 12 82.4

15 20 25 50 8 78.8

过量的底物（棕榈酸）有利于植物甾醇酯的合成，但也
会导致反应体系黏度增大，抑制底物分子扩散，导致
植物甾醇转化率降低。 综合考虑生产成本和反应效率，
选择 30 mmol/L作为后续反应的底物浓度。
2.2.3 酶用量对植物甾醇转化率的影响

酶用量对植物甾醇转化率的影响见图 4。

由图 4可知，随着酶用量的增加（5 U~20 U），植物
甾醇转化率也迅速上升。 脂肪酶作为催化剂，可以明
显提高反应速度；增加酶用量可以提高单位反应时间
内的底物转化率。 然而，继续增加酶用量，却会导致转
化率降低。这是因为 CRL@MOSs具有非常丰富的孔道
结构，因此能够持续吸附大量底物分子堆积于颗粒内
部，明显增大自由扩散阻力和与酶活性中心结合的难
度，而且该现象随着 CRL@MOSs 用量的增加而加强。
因此，选择 20 U作为后续反应的酶用量。
2.2.4 反应温度和反应时间对植物甾醇转化率的影响

反应温度和反应时间对植物甾醇转化率的影响见
图 5。

由图 5可知，同一温度转化率整体呈上升的趋势。
随着温度的升高（30 ℃~45 ℃），植物甾醇转化率逐渐
增加；在 45 ℃（反应时间 12 h）时，转化率达到最大值

94.89%；此后继续提高温度，转化率开始下降，而且温
度越高，转化率下降越明显。这是因为低温环境不利
于底物分子扩散及与酶活性中心的结合， 进而限制酶
活性；而升高反应温度，不仅能释放生物酶的催化性能
还能提高底物溶解度和促进分子扩散，但是太高的温
度会促使酶空间结构变化，严重时导致酶蛋白变性失
活。 因此，选择 45℃为最佳反应温度。

图 5 同样描述了 45 ℃条件下植物甾醇酯合成的
进程曲线。 随着反应时间的推移，植物甾醇转化率逐
渐提高。酯化反应时间为 10 h时，植物甾醇转化率达到
94.28%；继续反应 2 h，转化率（95.39%）增长不明显。
考虑成本因素，选择 10h作为后续工艺优化的反应时间。
2.3 植物甾醇酯合成条件的响应面优化

响应面试验优化结果见表 2，方差分析结果见表 3。
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图 4 酶用量对植物甾醇转化率的影响

Fig.4 The effect of enzyme dosage on the conversion of phytosterol
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续表 2 响应面试验方案及结果

Continue table 2 Response surface experimental scheme and

results

序号
A底物浓度/
（mmol/L）

B酶用量/
U

C反应
温度/℃

D反应
时间/min

转化率/%

16 40 15 50 8 64.6
17 40 25 50 8 65.6
18 40 25 40 8 69.2
19 10 20 45 10 70.9
20 20 25 40 8 65.0
21 30 20 55 10 78.5
22 30 20 45 10 94.1
23 30 20 45 10 93.8
24 50 20 45 10 59.0
25 30 20 45 6 66.5
26 30 20 45 10 94.7
27 40 25 40 12 79.0
28 40 15 50 12 75.6
29 20 25 40 12 75.0
30 30 20 45 14 88.5

表 3 回归模型及方差分析

Table 3 Analysis of variance of regression model

项目 平方和 自由度 F值 P值 显著性
模型 3 513.88 14 141.50 <0.000 1 **
A 495.49 1 279.34 <0.000 1 **
B 37.55 1 21.17 0.000 3 **
C 677.49 1 381.94 <0.000 1 **
D 122.27 1 68.93 <0.000 1 **
AB 13.21 1 7.45 0.015 5 *
AC 181.58 1 102.36 <0.000 1 **
AD 0.96 1 0.54 0.473 2
BC 0.46 1 0.26 0.619 7
BD 10.43 1 5.88 0.028 4 *
CD 11.16 1 6.29 0.024 1 *
A2 1 467.15 1 827.12 <0.000 1 **
B2 285.48 1 160.94 <0.000 1 **
C2 722.87 1 407.52 <0.000 1 **
D2 477.22 1 269.04 <0.000 1 **

残差 26.61 15
失拟项 23.74 10 4.14 0.065 1 不显著
纯误差 2.87 5

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。
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由表 2可知，甾醇最低转化率为 59.0%，最大转化
率为 95.4%。利用 3D响应面更细致地研究各因素水平
对甾醇转化率的影响，构建多项式方程：转化率=
611.683 58+6.670 16A+3.789 87B+20.147 62C+ 17.755D+
0.018 175AB-0.067 375AC+0.012 25AD+0.006 75BC+
0.08075BD+0.0835CD-0.073137A2-0.12905B2-0.20535C2-
1.042 79D2。

由表 3可知，模型 P<0.000 1，失拟项 P=0.065 1 说
明模型极显著，失拟项不显著，模型方程误差小，可以
用于数据分析和结果预测[16]。 底物浓度、酶用量、反应
温度和反应时间的 P 值均小于 0.01，表明对转化率均
有极显著影响；此外，底物浓度和酶用量、底物浓度和
反应温度、酶用量和反应时间、反应温度和反应时间
的交互作用对转化率同样具有显著或极显著影响[16]。
校正决定系数 R2

Adj 数值为 0.985 5， 表明某产量98.55%
的变异分布在方程的因子中；与相关系数 R2（0.992 5）
数值接近，表明产量的实测值与预测值之间具有较好
的拟合度，该模型可用于预测植物甾醇的实际转化
率 [17]。 Adeq-Precision 为检测到的噪音信号的比率，其
值通常大于 4，本试验数值为 36.669，进一步说明本模
型能真实地反映试验结果[18]。

各因素交互作用及对植物甾醇转化率影响的响
应面见图 6。
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图 6 各因素交互作用对植物甾醇转化率影响的响应面

Fig.6 Response surface plots showing effect of the interaction of

various factors on phytosterol conversion efficiency
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图 7 CRL@MOSs的重复使用性

Fig.7 The reusability of CRL@MOSs
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由图 6可知，A（底物浓度）与 B（酶用量）、A（底物
浓度）与 C（反应温度）、B（酶用量）与 D（反应时间）、
C（反应温度）与 D（反应时间）的响应面较陡峭，形似
“伞状”，说明因素间交互作用对植物甾醇转化率的影
响显著，而 A（底物浓度）与 D（反应时间）、B（酶用量）
与 C（反应温度）的曲面较为平缓，说明交互作用不显
著，这与表 3方差分析的结果一致。
2.4 优化工艺验证

响应面分析结果表明，植物甾醇酯最佳合成条件
为以棕榈酸作为底物，底物浓度 27.47 mmol/L，酶用量
21.42 U，反应温度 47.226 ℃，反应时间 11.393 h，此条
件下多项式预测转化率为 97.346%。 为了确定预测结
果的可靠性，开展 3次平行试验加以验证。考虑试验的

便利性，将反应条件调整为底物浓度 27.5 mmol/L、酶
用量 21.4 U、反应温度 47.2 ℃、反应时间 11.4 h，最终
植物甾醇的实际转化率为（96.8±0.7）%，与预测结果
接近。
2.5 CRL@MOSs的重复使用性

催化剂的重复使用性能是衡量催化剂应用价值
的一个重要参数，性能优异的催化剂能有效降低工艺
成本。 CRL@MOSs的重复使用性见图 7。

由图 7 可知，CRL@MOSs 第一次用作催化剂时，
植物甾醇转化率为 97.16%；重复使用 10次后，转化率
为 97.11%，衰减并不明显。由此可见，CRL@MOSs具有
良好的重复使用性。

3 结论
本试验以介孔有机硅球作为载体，利用其 3D开放

孔隙特征吸附脂肪酶 CRL 构建性能优异的生物催化
剂 CRL@MOSs，并用于催化合成植物甾醇酯。 通过单
因素试验分析不同碳链长度和饱和度的脂肪酸、底物
浓度、酶用量、反应温度和反应时间对植物甾醇转化
率的影响，确定最佳的底物类型等反应条件。借助响
应面分析法，筛选并获得植物甾醇酯的最优合成条件：
棕榈酸作为底物，底物浓度为 27.5 mmol/L、酶用量
21.4 U、反应温度 47.2 ℃和反应时间 11.4 h，植物甾醇
的最大转化率为（96.8 ± 0.7）%。 同时，CRL@MOSs 在
重复使用 10 次后，植物甾醇的转化率未见明显降低，
为 97.11%，说明其具有优秀的稳定性。
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