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非水相脂肪酶催化合成!"抗坏血酸棕榈酸酯的研究!

汤鲁宏 张 浩
（无锡轻工大学食品学院 无锡 $!2%#"）

摘 要 对催化合成30抗坏血酸棕榈酸酯反应的脂肪酶（+4’42#&、,,3、35643789、663）和反应介质进行比

较，得出最佳酶种为+4’42#&，最佳介质为叔戊醇；同时对影响合成30抗坏血酸棕榈酸酯反应的初速度的因素（转

速、温度、水分含量、酶浓度和底物浓度）进行了探讨，确定了最适反应条件：转速为$%%:／;<=，温度为&&>，水分含

量为%，酶浓度为!$?&@。
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30抗坏血酸棕榈酸酯（30-CD(:EF.)G-);<H-HI，简

称3076），是一种新型的多功能食品添加剂，现已广

泛地用作脂溶性抗氧化剂及营养强化剂添加在油脂

或食品中［!］。由于化学合成30抗坏血酸棕榈酸酯

的方法有太多的缺陷，国外对在非水相中利用脂肪

酶（3<G-CI9J#?!?!?#）合成30抗坏血酸棕榈酸酯进

行了一定的探讨［$］。本文对水相、无溶剂体系和若

干有机溶剂相等不同反应介质中的几种脂肪酶的活

力进行系统的研究，选择合适的介质与酶种，并研究

了各种因素对酶法合成30抗坏血酸棕榈酸酯的初

速度的影响，确定最适酶促反应条件。

# 材料与方法

#$# 实验试剂

#$#$# 脂肪酶：+4’42#& 1%%%63K／F（+(L(
+(:M<CN公 司）；,,3$&O5K／F（+(L(+(:M<CN公

司）；35643789!%P3K／F（+(L(+(:M<CN公 司）；

663!2#Q／;FG:(HI<=（8<F;-公司）。

#$#$% 化学试剂：均为国产化学纯试剂，上海试剂

采购供应站。

#$% 实验仪器

RS80R水浴振荡器（哈尔滨市东联电子技术开

发有限公司）；J80/#%荧光扫描仪（日本岛津公司）。

#$& 实验方法

#$&$# 脂肪酶及反应介质的初筛：在!%%;3具塞

三角瓶中，分别加入%?2F抗坏血酸及%?";()／3棕

榈酸或棕榈酸酯的$%;3水、叔戊醇或无溶剂组成

的反应体系，再加入%?2F脂肪酶，2%>（棕榈酸无溶

剂体系时为"&>）下$%%:／;<=旋转振荡，1$T后取

样检测。

#$&$% 有机溶剂的筛选：在!%%;3具塞三角瓶

中，分别加入%?2F抗坏血酸及%?";()／3棕榈酸或

棕榈酸酯的$%;3有机溶剂组成的反应体系，再加

入%?2F脂肪酶，2%>下$%%:／;<=旋转振荡，1$T后

取样检测。

#$&$& 产物浓度测定［#］：30抗坏血酸在有机溶剂

中溶解度较小，即使反应结束后也有部分30抗坏血

酸以固态形式存在于体系中，因此，以30抗坏血酸

的转化率来衡量反应转化程度并不准确，本文采用

30抗坏血酸棕榈酸酯的浓度（即产物浓度）作为衡量

转化程度的标准。吸取反应体系&;3，置于$&%;3
碘量瓶中，加&%;3无水乙醇，摇匀，再加水#%;3，

摇匀后立即用%?!;()／3的碘标准溶液滴定至黄

色，#%C内不褪色为终点，记下碘标准溶液消耗的体

积（;3）。同时作空白。

结果计算：0$U%3$%1#V（4!W4$）V0!／4#
式中：4!———滴定样品所消耗的碘标准滴定液的体

积／（;3）

4$———滴定 空 白 所 消 耗 的 碘 标 准 滴 定 液 的 体 积／

（;3）

0!———碘标准滴定液的浓度／（;()／3）

4#———吸取的反应液的体积／（;3）



!!———"#抗坏血酸棕榈酸酯的浓度／（$／"）

%&!%’(———与 )*%%+" 碘 标 准 滴 定 液［!（)／!,!）-
)*%%%+./／"］相当于以克表示的"#抗坏血酸

棕榈酸酯的质量

注：无溶剂体系时，首先配成0%+"的乙醇溶液，再进行

以上操作。

!"#"$ 催化合成"#抗坏血酸棕榈酸酯的体系组

成：)%%+"具塞三角瓶中，加入%*1$抗坏血酸和

%*(1+./／"棕榈酸或棕榈酸酯的!%+"叔戊醇溶

液，加酶量为%*!$，反应温度为002，摇床转速为

!%%3／+45，水分含量为%，反应)%+45后取样检测。

!"#"% 催化合成"#抗坏血酸棕榈酸酯反应的初速

度的测定［1］：吸取)%!"反应液进行薄层层析，然

后用荧光扫描仪测出斑点面积，重复1次，取其平均

值，根据标准方程，算得初速度。

"#!%%%$)%
)%(!!&

1)1$’$(
式中："———反应的初速度／（!+./／+45·$酶）

&———斑点的面积／（6+!）；

(———酶的质量／$；

’———反应时间／+45；

!%%%———总体系对吸取液的倍数；

1)1———"#抗坏血酸棕榈酸酯的摩尔质量／（$／+./）。

& 结果与讨论

&"! 反应介质及酶种的筛选

&"!"! 脂肪酶及反应介质的初筛：由于实验用几

种脂肪酶的作用温度范围均在(%"7%2之内，将反

应介质（水相、叔戊醇相和无溶剂体系）与脂肪酶、底

物排列组合在1%2下振荡反应’!8，结果见表)。

表! 脂肪酶催化反应结果

’()*+! ’,+-+./*0.12+3456(078-+(80713

9:;<=3>=? @?>6=4.5+?A4>
B3.A:6=6.56?5=3>=4.5／（$／"）

CDED1(0 FF" ",BD"G9H BB"

B>/+4=46>64A I>=?3 % % % %

B>/+4=46>64A G+J/>/6.8./ ))&7% !&7! % %

B>/+4=46>64A 9./K?5=#L3?? % % % %

F?=8J/M>/+4=>=? I>=?3 % % % %

F?=8J/M>/+4=>=? G+J/>/6.8./ N&1% !&%N % %

F?=8J/M>/+4=>=? 9./K?5=#L3?? % % % %

H=8J/M>/+4=>=? I>=?3 % % % %

H=8J/M>/+4=>=? G+J/>/6.8./ N&N7 )&77 % %

H=8J/M>/+4=>=? 9./K?5=#L3?? % % % %

由表)可看出，",BD"G9H、BB"在(种反应介

质下均不能催化此反应，说明",BD"G9H、BB"不

存在催化此反应的功能。CDED1(0催化此反应的

活性最好，在叔戊醇相中、以棕榈酸为底物催化合成

所得到的"#抗坏血酸 棕 榈 酸 酯 的 高 最 浓 度 可 达

))*7%$／"。FF"次 之，但 催 化 此 反 应 的 活 力 比

CDED1(0弱 的 多，’!8后 的 最 高 产 物 浓 度 只 有

!*7!$／"。这可能因为反应’!8尚未达到平衡的缘

故。

而CDED1(0、FF"在水相中不能催化此反

应，这可能因为在水相不利于反应向生成"#抗坏血

酸棕榈酸酯的方向进行。

从表)还可看出CDED1(0、FF"在无溶剂体

系中难以催化此反应，确切地说，CDED1(0、FF"
在无溶剂体系中催化合成的"#抗坏血酸棕榈酸酯

低至检测不出。当无溶剂体系时，"#抗坏血酸的溶

解度极小，根据平衡常数的公式，即使达到平衡，"#
抗坏血酸棕榈酸酯的浓度极低。

由上可知采用CDED(10作催化剂、反应介质

为叔戊醇时所得产物浓度最高。另外，此反应与一

般的有机相催化反应有所区别，无溶剂体系时的产

物浓度为%，说明对有机溶剂有一定的要求，还需详

细筛选有机溶剂。

&"!"& 有机溶剂的筛选：有机溶剂作为酶反应的

介质直接影响酶的催化活性及稳定性。">>5?［0］用

有机溶剂的极性参数/.$)来描述有机溶剂对酶反

应的影响（/.$)是该有机溶剂在正辛醇／水体系中

的分配系数的对数）。他将溶剂分为(类：第一类有

机溶剂的/.$)"!；第二类有机溶剂的/.$)在!"1
之间；第三类有机溶剂的/.$)#1。研究结果发现：
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!"#!!$的有机溶剂不适合作为反应介质，因有机

溶剂将强烈破坏酶的必须水化层而使酶失活；!"#!
在$!%之间的有机溶剂对酶的必需水有微弱破坏，

对酶活性有影响但很难预测；!"#!"%的有机溶剂

一般不破坏酶的必须水化层。

但此反应与一般有机相合成反应有所不同，底

物由&’抗坏血酸和棕榈酸或棕榈酸酯组成，&’抗坏

血酸是极性很强的物质，而棕榈酸或棕榈酸酯是非

极性很强的物质，根据平衡常数公式，要获得高浓度

的&’抗坏血酸棕榈酸酯就要求反应结束时的&’抗

坏血酸和棕榈酸或棕榈酸酯的浓度都比较高。从前

面几种反应介质的比较结果可以看出：水和无溶剂

体系均不适合作此反应的介质。因此，需选择有一

定的亲水性的溶剂，即有一定的极性，对抗坏血酸有

一定的溶解性，以确保根据平衡常数的计算公式从

理论上计算所得的产物浓度较高，同时极性又不宜

太强，否则，易造成酶的失活。我们重点对极性与非

极性都较为折中的有机溶剂作介质进行比较，结果

见表$。

表! 有机溶剂对反应的影响

"#$%&! "’&&((&)*+(,+%-&.*+./&#)*0+.

("!)*+, !"#!
-."/01,1"+1*+,.2,3"+／（#／&）

-2!43,31

213/

5*,67!

82!43,2,*

9,67!

82!43,2,*

:，%’/3";2+* <:=:> >=?% >=@: >=@@

9,62+"! <$=$%$ > > >

5*,67!*,67!A*,"+* >=$B $=B$ :=CB :=%D

E*,.267/."F0.2+ >=%B D=@C :=?D $=>>

G47!2!1"6"! :=:H ::=@> B=%> B=B@

I0,7!J0,7.2,* :=D$ $=$$ :=>$ >=B?

KL"’8."87!*,6*. :=B> > > >

E.316!"."4*,62+* $=>> > > >

I*+M*+* $=> > > >

N*;2+* D=H> > > >

N*8,2+* %=>> > > >

由表$可以看出，当反应在极性较强的有机溶

剂如:，%’二氧六环中进行时，由于它们可以夺取酶

分子的必需水，造成了酶的失活，虽然&’抗坏血酸

在它中的溶解度很大，反应结束时的产物浓度很低。

反应介质为乙醇时，可能棕榈酸或棕榈酸酯与乙醇

发生了反应，造成了反应结束时的产物浓度为>。

当反应在非极性较强的苯、己烷、庚烷中进行时，可

能由于溶解度的原因，虽然它们很适合酶的催化反

应，产物浓度仍为>。溶剂的极性处于两者之间时，

即!"#!在>!$之间时，取得的产物浓度较高，这点

与&22+*所提出的规律（!"#!!$的有机溶剂易使酶

失活而不适合作为反应介质）有所区别。在这几种有

机溶剂之中，以叔戊醇作介质所得的产物浓度最高。

!1! 影响合成23抗坏血酸棕榈酸酯反应的初速度

的因素

!1!14 温度和摇床转速对&’抗坏血酸棕榈酸酯合

成反应初速度的影响：在其它条件相同的情况下，

在>!D>>.／43+范围之间测定D种底物在不同转速

条件下对反应初速度的影响，实验结果见图:和图

$。由图:可知：摇床转速增大至$>>.／43+以上后，

反应初速度基本保持恒定。这说明固定化酶反应体

系中的外扩散限制在转速增大过程中对反应的影响

逐渐减小［@］。由图$可知，温度对&’抗坏血酸棕榈

酸酸酯合成反应的初速度影响很大。D种底物合成

&’抗坏血酸棕榈酸酯的最适温度都为HHO。

图: 转速对反应初速度的影响

P3#=: 9FF*1,"F.",2,3"+L8**/"+,6*3+3,32!.2,*"F.*21,3"+L

图$ 温度对反应初速度的影响

P3#=$ 9FF*1,"F,*48*.2,0.*"+,6*3+3,32!.2,*"F.*21,3"+L

!1!1! 水分含量对&’抗坏血酸棕榈酸合成反应初

速度的影响：在催化合成&’抗坏血酸棕榈酸酯的

反应体系中，将水分含量从>变至DQ，实验结果表

明，在水分含量为>时，固定化酶本身所固有的水分
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即可保证酶活达到最高，因为一定量的水对于酶的

活性是必不可少的，水分子可以屏蔽酶分子内部极

强的集团间的静电作用，使酶分子有足够的“柔性”，

能够处于催化作用所必需的构象状态［!］。随着水

分含量的增加，水在酶分子周围形成“水簇”［"］，酶

活逐渐降低，同时水含量的增加也导致水解反应的

加速，使得反应初速度降低。

!"!"# 酶浓度对#$抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初

速度的影响：在其它条件相同的情况下，分别检测

%种反应在%种底物浓度下不同的酶浓度（相对于

底物的量的百分比浓度作用下的初速度，结果见图

%、&、’。从这些图可知，随着酶浓度的增大，反应初

速度逐渐加快，但并不呈线性增加，估计受到内扩散

限制［(］，当酶浓度大于)*+’,后，反应初速度不再

变化，这可能由于底物已被酶全部饱和。

!"!"$ 底物浓度对#$抗坏血酸棕榈酸酯合成反应

图% 棕榈酸在不同浓度下酶浓度对#$
抗坏血酸棕榈酸酯合成的影响

-./0% 122345623789:34674375;<5.67675=3.7.5.<>;<53
62;3<45.67?62@<>:.5.4<4.A

图& 棕榈酸甲酯在不同浓度下酶浓度对#$抗坏血酸

棕榈酸酯合成的影响

-./0& 122345623789:34674375;<5.67675=3.7.5<>;<53
62;3<45.67?62:35=9>@<>:.5<53

图’ 棕榈酸乙酯在不同浓度下酶浓度对#$
抗坏血酸棕榈酸酯合成的影响

-./0’ 122345623789:34674375;<5.67675=3.7.5.<>;<53
62;3<45.67?6235=9>@<>:.5<53

初速度的影响：由于#$抗坏血酸微溶于叔戊醇，且

反应结束后仍有部分固态#$抗坏血酸，它在反应中

的浓度可视为定值，因此我们所讨论的底物浓度就

专指棕榈酸或棕榈酸酯的浓度。改变%种底物的浓

度，测出相应的初速度，结果见图(。#$抗坏血酸棕

榈酸酯合成反应的初速度随着底物浓度的增大而加

快，底物浓度高于%&B::6>／#后，初速度达到一恒

定值。

图( 底物浓度对#$抗坏血酸棕榈酸酯合成

反应初速度的影响

-./0( 12234562?CD?5;<534674375;<5.67675=3
.7.5.<>;<5362;3<45.67?

# 结 论

本文对催化合成#$抗坏血酸棕榈酸酯反应的

酶种 和 介 质 进 行 筛 选，发 现 在 叔 戊 醇 中 用 EF$
GF&%’催化此反应所得的产物浓度最高；同时对影

响合成#$抗坏血酸棕榈酸酯反应的初速度的因素

（转速、温度、水分含量、酶浓度和底物浓度）进行了

探讨，确定了最适反应条件：转速为*BB;／:.7，温度

为’’H，水分含量为B,，酶浓度为)*+’,。
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