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不同来源脂肪酶的催化反应性质比较
陶文沂 乌险章 区困 向瑞春

(发酵工程系 ) (中央研究所 ) (食品科学与工 程系 )

摘要 研究 了三种脂肪酶的催化反应性质
,

包括水解作用 p H
、

温度适宜范围
,

酶的

酸碱稳定性 和热稳定性
,

酶催化水解作用的底物脂肪酸特异性 和醋键位五特异性
,

及对逆 向反应的催化作 用等
。

对三种酶的催化反应的机制进行 了比较 和讨论
。

关键词 脂肪酶
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“
二

不同来源的脂肪酶具有多方面的不 同性质
,

从而导致各具特色 的应 用范 围
。

Y os h i t a -

ka l3[ 等对 A lc a h g e n er s P 6 97 菌株所产脂肪酶催化反应性质进行研究
,

并与 胰脂酶进行对

比
,

从消化辅助物的三个条件上考察
,

认为可取代胰脂酶
。

L iu [2〕等对 H u m i e o l a l a n u g i n o s a

所产脂肪酶研究发现
,

该酶的热稳定性相当高
,

对于高融点的牛脂
、

羊脂
、

猪油及氢化油的水

解相当有利
。

小杉佳次阁发现荧光假单胞菌所产脂肪酶热稳定性高
,

且不需要 C a 1C
2 、

牛血清

等
,

避免了工业生产中形 成金属皂难以 回收脂肪酸及牛血清的高成本
。

渡边 41[ 报道 T h er
-

m o m y c e s la im gl on sa 所产脂肪酶 的热稳定性高
,

对三乙酸甘油酷
、

三丁酸甘油醋没有水解作

用
,

从而作为乳品增香剂生产用酶可在高温下反应
,

防止杂菌污染
,

且不产生乙酸
、

丁酸
,

不

会给产品造成酸败臭味
。

岩井 5[] 比较了四种脂肪酶后
,

发现 R hi z
叩us d e l e m ar 脂肪酶具有确

定的位置特异性
,

可取代胰脂酶用于天然油脂中脂肪酸分布情况测定
。

具有完全水解油脂的
a
位和 p位醋键的脂肪酶适用于油脂水解方面的各应用领域

, Q
位特异性的脂肪酶则在特殊

油脂的合成
、

改良 (醋交换 )
、

特殊脂肪酸的制备上有着非常吸引人的应用前景 6[,
’ ,

已川
。

作者对筛选的三株菌产生的脂肪酶的催化反应特性进行了研究
,

初步确定各 自适用范

围
。

分析了三个酶的催化水解反应和醋合成反应 的位置特异性
,

提出了催化反应机制的模

式
。

1 材料与方法

1
.

1 酶

收稿 日期
: 1 9 9 2

一 0 3一 1 2
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由菌株G B 匕 07 1
,

B B 84
,

P B 22 7 在各 自适宜条件下摇瓶发酵
,

发酵液经硫酸钱分级盐析
、

透析
、

浓缩
,

得酶液备用
,

分别简称酶 G
.

B
.

P
.

酶活性测定按橄榄油乳化法 l0[ ,
进行

。

1
.

2 p H 影响试验方法

所用缓冲液为 p H 4
.

o一 7
.

0 M e I l v a i n e
缓冲液

,

p H 6
.

5一 5
.

0 磷酸缓冲液
,

p H 7
.

5一 5
.

5

T r i s 一 H C I缓冲液
,

p H g
.

o ~ 1 0
.

5 G l y
一

N a O H 缓冲液
,

按 G o m o r i 方法 [ , `〕制备
。

最适 p H 试验以不同缓冲液代替测定中缓冲液
,

按酶活测定方法进行
。

p H 稳定性试验以酶液与不同缓冲液等量混合后 30 ℃保温 1 h8
,

以测定用缓冲液 9 倍量

稀释后按常法测定酶活
。

1
.

3 温度影响试验方法

最适温度试验按酶活测定方法在不同水浴温度下反应 15 m in
.

热稳定性试验以酶液放置不同温度水浴处理 15 m in
,

立即取出置冰浴冷却
,

常法测定
。

1
.

4 酉旨类水解作用

水溶性醋水解按 0
.

l m l 醋
、

0
.

s m l 缓冲液
、

0
.

l m l 酶液的系统进行
,

水不溶性醋水解按

0
.

i m l ( 0
.

19 )底物
,

0
.

3m l 魂% p V A 溶液乳化后
,

加 0
.

s m l 缓冲液及 0
.

l m l 酶液的系统进行
。

1
.

5 天然油脂水解及脂肪酸特异性试验

各种天然油脂按 1 : 3 与 4 % P V A 溶液混合乳化
,

水解 系统包括 0
.

4m l 乳化液
,

0
.

s m l

缓冲液
,

0
.

l m l 酶液
,

用酶量 s o u / m l 油
, 3 7 ℃振荡水浴中水解 。

,

1
,

5
,

2 4
,

4 6
,

7 o h 分别取 3支

试管
,

加 1
.

s m l 无水乙醇 中止反应
,

测定酸值 A v
,

按照油脂标准分析方法 lz[ 〕测定各油脂的

皂化值和酸值
,

水解率计算按式 ( 1) 进行
。

二* ( % ) 一
嘿宾华

又 1。。

O V — 2性 V

( 1 )

A V
: ,

A V 。

分别为 t 和 o h 的酸值
,

S V
,

A v 为样品油的皂化值
、

酸值
,

均折算为相同底物量
。

供脂肪酸特异性试验的样 品为 。
,

1
,

24 h 水解样
,

直接以 l m l 石油醚萃取
,

萃取液经硅

胶 G 薄层色谱展开
,

碘蒸汽显色
,

拍摄展开图谱
,

再刮下脂肪酸斑点区域
,

甲醋化
,

气相色谱

分析
,

按脂肪酸峰面积组成百分数及总酸值计算
J

各脂肪酸的量
。

L 6 酉旨合成反应试验

醋合成反应试验系统包括甘油 25 m l
,

油酸 l ml
,

p H 7
.

5 o
.

25 m ol 磷酸缓冲液 l ml
,

酶活

1 6 5 u / m l
,

于 3 o X 5 o 扁形称量瓶中 3 0 ℃
」

巨温室中搅拌反应
,

反应 0
,

2
,

2 0
,

2 7
,

5 0
,

7 5
,

9 9h 分

别取样于 1
.

s m l 乙醇试管中
,

N a O H 滴定
,

酷合成效果以系统中油酸的消耗程度来衡量
,

即

S R ( % ) = ( V 。
一 V

t

) / V X 1 0 0

式中解
,

犷
。

为
~

反
-

应时间
。 和 。 时样品的 N a O H 滴定值

,

v 为样品空白
,

反映样品中酸的

总量
。

`

一-

一
一

进行水量对酷合成影响试验时
,

乙样品反应零石寸加蒸馏水
工0 m l ,

丙样品经反应 : 。 h 取

样后加入蒸馏水 10 m l
.

滴定后 的样品经酸化后加入石油醚 l m l 萃取反应系统中油溶性成分
,

石油醚萃取液经

硅胶 G 薄层色谱展开
,

碘蒸汽显色
,

拍摄展开图谱供分析
。

1〕
一

7
一

夜置特弃性试验
-

一
- -

-

- - - -
- - -

一
-

-

- - - - - -

一一一
以纯三油酸甘油醋为底物

,

薄层色谱法分析各酶对三油酸甘油酷水解产生甘油酩的形

式
,

根据 1
,

3
一

二油醋及 1
一

单油酷的存在与否判断位置特殊性
。
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商品三油酸甘油醋在贮藏中会产生油酸和甘油一醋
、

二醋
,

造成干扰
。

参照 Q u i ln i n[
` 3 〕

的方法
,

以硅胶柱色谱
、

苯洗脱获得去除了杂质的三油酸甘油醋
,

薄层色谱鉴定 尚含微量油

酸
,

但甘油一醋
、

二酷 已去除干净
,

油酸不引起分析判断的干扰
。

1
.

8 主要仪器及试剂

气相色谱仪 h p 5 8 8 0 A 型
,

上海分析仪器厂出品
。

层析硅胶
,

1 00 ~ 2 00 目
,

上海五四化

学试剂厂产品石薄层硅胶 G
,

青岛海洋化工厂产品
。

三氟化硼
、

三丁醋
、

三乙醋
,

上海产
。

2 结 果

2
.

1 主要环境因素对酶催化性能的影响

2
.

1
.

1 p H 对酶作用的影响 按方法 2 研究酶作用的最适 p H 范围
,

由图 1 可见三种酶

的最适作用 p H 范围及在碱性条件下水解速度受影响的程度是不同的
,

酶 G
、

B
、

P 的最适

p H 范围分别为 6
.

5一 7
.

0
,

7
.

5一 8
.

0
,

6
.

5~ 7
.

0
,

在 p H 9
.

5 时水解速度降至 4 5
.

7 %
,

5 3
.

9 %
,

7 2
.

9 %
.

p H l o
.

o 时分别为 1 6
.

7%
,

4 5
.

3 %
,

5 5
.

9 %
.

酶 p 具有较宽的适宜 p H 范 围
。

2
.

1
.

2 温度对酶作 用的影响 温度对酶作用的影响具有双重性
,

其关系曲线一般是钟形
,

图 2 表现出酶 B 的最适作用温度 ( 15 m in ) 最高
,

70 ℃仍反映出 50 %活性
,

酶 G
,

P 的最适温

厂厂厂
,

介
---

一一
\ \\\\\

\\\\\\\

\\\\\\\
\\\\\\\

姐谧友奥

图 1 p H 对脂肪酶作用的影响

一一一
一

丫入
一一

ǎ欲è肥谧友孵

( ℃ )

—
- -

一
图舍

.

一

温度对脂肪酶作用的影响
一 -

一
-

-

-
-

一 - -

一
度均为 40 ℃

,

但在高温下酶 G 活性剧降
。

2
.

1
.

3 酶的酸碱稳定性 酸碱稳定性影响酶的保存和应用
,

图 3 显示 出酶 P 在 5
.

5 以上

( ~ 10
.

5) 的 p H 环境中稳定
,

5
.

5 以下失活严重
,

酶 G 在 p H 7
.

5 以下
、

酶 B 在 p H 8
.

5 以下
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B

图3 脂肪酶的酸碱稳定性

稳定
,

此两酶对碱性敏感
。

2
.

1
.

4 酶的热稳定性 热稳定性与酶蛋白结构密切相关
,

按方法 3 确定热处理与残余活性

关系 ( 图 4 )
,

可见酶 B 热稳定性最好
,

酶 P 最差
,

15 m in 处理 50 %残留活性的温度对酶 G
,

B
,

P 酶分别为 48
,

64
,

38 ℃
.

%(à舰谧妞椒韧释

温度 (
“

C )

图 4 脂肪酶的热稳定性

40>.535

脂肪酶的以上性质比较可汇总如表 1
.

表 1 三种脂肪酶部分性质比较

月旨肪酶 G 脂肪酶 B

最 适 p H 范围 6
.

5~ 7
.

0 7
.

5~ 8
.

0

最适温度 ( ,C ) 4 0 5 5

p H稳定性 < 7
.

5 < 8
.

5

热稳定性 ( ,C ) 4 0 5 0

脂肪酶 P

6
.

5~ 7
.

0

2
.

2 底物特异性
2

.

2
.

1 各种醋的水解 选用化学构造各具特色的酷类来检查比较脂肪酶的作用特异性
。

表

2表示对于 由 C
Z

醇与 C
,

~ C
。

脂肪酸和芳香酸形成的醋
、

C
:

酸与 C
l

一 C
4

脂肪族醇形成的醋

的水解能力
。

可见
,

水解速率与酸的碳链长度有关
,

C
Z

酸醋难水解
,

碳链长的易水解
,

碳数为

偶数的易水解
,

具芳香城帅不 易水解
。

对于脂肪酸甘油醋
、

磷脂及其它酷类的试验 (表 3 )表
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明
,

酶 G 对三油酸甘油酷水解最快
,

约为对橄榄油的一半
,

酶 P 对三丁酸甘油醋的水解速率

为对橄榄油的 5 倍
,

对三油酸甘油醋的水解速率为对橄榄油的 2
.

5倍
,

说明酶 P 对于低碳数

脂肪酸链具有较大的亲和力
,

酶的活性部位的空间构型要求碳链长度
、

碳数
,

同时需要甘油

三醋 的构型
,

而吐温所携带的聚氧 乙烯长链则妨碍 了酶与底物的结合
,

酶 G 与 P 的共同之

点是对三乙酸甘油醋均无水解能力
。

表 2 脂肪酶对低级醋的水解 表 3 酶对脂肪酸醋的水解

酷类 脂肪酶 G 脂肪酶 P 醋类 脂肪酶 G 脂肪酶 P

乙酸甲酷
`

0 0 三 乙酸甘油酷 0 0

乙酸乙醋 2
.

6 2 。 三 丁酸甘油醋 5
.

39 1 01
.

65

乙酸丙酷 2
.

27 。 三 油酸甘油酷 10
.

39 51
.

25

乙酸丁酷 1
.

46 。
、

三硬脂酸甘油醋 1
.

69 2
.

08

乙酸仲丁醋 2
.

6 5 0 吐温 2 0 1
.

0 5 0
.

5 4

乙酸异丁醋 0
.

6 9 0 吐温 60 0 0
.

6 2

甲酸甲醋
.

1
.

23
,

。 吐温 80 。 。
.

23

甲酸 乙酷 0 0 司班 8 0 8
.

4 6 1 4
.

7 7

丙酸 乙酷 3
.

0 8 0
.

8 5 曲拉通 X 一 1 0 0 1
.

42 0
.

9 2

丁酸 乙酷 0
.

23 6
.

08 大豆卵磷脂 3
.

08 0

戊酸 乙酷 3
.

8 8 3
.

9 2 橄榄油 20
.

3 9 2 0
.

0 8

己酸乙醋 0 4
.

08

苯甲酸乙酷 。
.

69 。

橄榄 油 4
.

85 4
.

85

2
.

2
.

2 天然油脂 的水解 根据国情和实际应用出发
,

选用几种各具特色的天然油脂 (见表

4 )作为底物来讨论水解特异性
。

表 4 用于酶特异性研究的天然油脂 ( % )

脂肪酸

C 6
.

0

C 日
.

0

C l o o

C 12
. 0

C i 弓 . 0

C 16
:

o

C 1 8
,

o

C 18
,

1

C 18
.

2

椰子油 桐 油 蓖麻 油 橄榄油 菜 油 猪 油

油

5

:3
乃。猪L28n47.6化

氢

6忍石酸L2014芥
61酸..40桐

O

9
.

6
.

4 6

1 8

9
.

1
.

7
.

l

特色
C卜 1。酸

6
.

2
.

7
.

4 8 4

3
.

1 4
.

蓖麻酸

脂肪酸 ( C ,。 .
: 共扼 ) ( C l s

.
1一 O H )

C l s
.

1一 1 5 ( C 2 2
.

l a,

含 C l卜 l 。
.
。
酸

C。~ C 18 饱和脂肪酸总量

按方法用脂肪酶 G
,

B
,

P 对所选六种天然油脂水解
,

水解过程见 图 5
.

可见三种酶对于不同

天然油脂 的水解速率和程度是不 同的
:

酶 G 对各种油脂的水解差异很大
,

对具有 9
一

位顺式

不饱和脂肪酸为主组成的油脂的水解率约为以饱和脂肪酸为主的油脂的 2~ 3 倍
,

其中以对

油酸为主的油的水解迅速和彻底
;
酶 B 水解初速度也以不饱和油脂 为高

,

但平衡水解率除
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椰子油较低外相差不大
;
酶 P对各种油脂的水解初速度及平衡水解率均相当接近

,

对以饱

和中级脂肪酸为主的椰子油的水解特别高
;
三种酶水解曲线一致之处是蓖麻酸的轻基使水

解变得困难些
, `
线总在 d 线下

,

桐酸释放后逐步发生其它反应
,

使测定的酸值下降
,

b 线 向

下弯曲
。

né008
目..通

一一ó、一一八曰ù狡ù一,几匕
ùùù一一ùUù:ù,úó一二

r
一一一U一一r ,

。
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一ù11一尸nUù一,ù一ù9ù
一̀尸ōCUL
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图 5 天然油脂的水解
a

.

椰子油 b
.

桐 油 `
.

蓖麻油 d
.

橄榄油 e
.

菜油 f
.

氢化猪油

取水解 h1 及 24 h 的样品按方法处理进行薄层层析
,

层析图谱显示出各种酶水解产物的

情况 ( 图 6 )
。

图 6 天然油脂酶水解产物的薄层层析图谱

点样顺序为 o h
,

酶 P l
,

2 4 h
,

酶 B l , 2 4 h
,

酶 G l ,

24 h
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从层析板上刮下脂肪酸斑点
,

以石油醚萃取得游离脂肪酸
,

甲醋化后 以气相色谱分析
,

得到三种酶对不同的油脂水解 h1 和 24 h 的游离脂肪酸组成分析图谱
,

分析计算这些图谱的

结果汇总于表 5
.

表 5 天然油脂酶法水解产物的脂肪酸组成 (脂肪酸含量
: n m ol )

a
.

椰子油

保留时 间 ( m in) F A

C z o
.

C 1 2
,

5
.

0 6 8 8
.

6 3 0 /

3
.

2 2 4 6
.

0 4 2 /

1 3
.

8 1 1 64
.

7 3 4 1
.

5 2 1

2 6
.

33 9 6 6
.

8 9 1 9
.

2 0 5

微峰 微峰
、

5
.

6 29

5
.

4 6 3 22
.

4 4 1 1 7 5 0

1 5
.

74 8 38
.

8 4 0 微峰

微峰 微峰 1
.

2 17

/ / 3
.

8 0 4

2
.

5 10 8
.

63 0 2
.

3 5 8

8
.

8 10 1 7
.

6 94 /

1
.

57 8 微峰 2
.

9 6 7

3
.

7 5 6 微峰 /

/

/

2 0 2 4 1

2 0
.

2 4 1

4
.

2 0 1

微峰

微峰

3
.

5 6 4

2 0
.

1 1 4

1 5
.

1 4 9

/

3
.

5 6 4

/

微峰

/

1 1
.

0 9 8

1 8
.

6 0 0

2 0
.

5 6 4

7
.

5 0 8

微峰

4
.

4 0 6

1 4
·

0替
9

.

1 4 0

/

7
.

5 0 8

微峰

,

00
jōōOCC

13790172466520.7.71010121213

1 3
.

7 6

14
.

5 2

C z s

C l s

门了OéO自亡口O自007
,月了

.

…
亡J亡OOJU口,11.1. .立ù .1

曰曰卜t
、

\

b
.

相 油

保留时间 ( m i n ) F A

C x̀

微峰

1
.

9 8 7

1
.

3 5 1

1
.

1 1 3

6
.

0 4 1

2
.

7 8 2

1
.

0 3 3

1
.

4 3 1

2
.

6 2 3

/

/

2
.

1 8 6

1 1 6 6

/

3
.

3 6 9

7
.

4 1 2

7
.

2 4 3

1 7
.

5 1 8

5
.

0 5 3

1 4 8 2 3

8 2 6 0

6 6 0 8

1 4
.

3 1 7

微峰

微峰

7
.

7 7 3

1 0 4 4 3

微峰

微峰

微峰

6
.

20 9

3
.

74 5

1 1
.

98 3

1 9
.

4 7 3

1 3
.

10 6

1 2
.

7 32

2 8
.

0 8 5

微峰

1 1
.

2 34

1 6
.

1 0 2

2 3
.

2 1 8

微峰

0
.

3 8 8

微峰

微峰

1
.

1 3 7

1
.

6 9 1

1
.

8 8 6

4
.

2 4 3

1
.

1 9 2

1
.

9 9 7

0
.

4 5 2

3
.

4 1 1

3 2 9 9

1
.

6 0 8

微峰

微峰

微峰

微峰

3
.

2 1 7

9
.

6 5 1

9
.

0 4 8

1 0
.

0 5 3

5
.

6 3 0

10 6 5 6

孚
.

8 4 2

20
.

3 0 8

7
.

6 4 0

9
.

4 5 0

微峰

微峰

微峰

微峰

2
.

2 9 6

7
.

6 9 9

1 4
.

4 4 6

1 1
.

4 8 3

8
.

5 6 3

1 8
.

0 8 8

3
.

3 7 2

10
.

3 9 0

9
.

7 0 7

15
.

3 5 2

17
.

8 4 8

微峰

微峰

微峰

1 2
.

7 2 4

2 1
.

2 0 6

2 1
.

2 0 6

3 8
.

8 7 7

1 4
.

5 7 9

2 0
.

0 2 7

8
.

0 7 8

3 5
.

3 4 2

2 0
.

0 2 7

2 1
.

3 1 4

2 0
.

0 2 7
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80口Ò八OC甘巴00Jǎ吕内AO
孟O八叮奋月了d
几月rl了,上八J工JJ4

1.立乙八ù.ō内J:JCJ连巴」
..

……
,..

…
0
,月五n乙乃̀,é左

L亡J已tJ了Rù80é11R一1五,11.立1应11弓1
1.1. .二111111110自乙八

\l|



陶文沂等
:

不同来源脂肪酶的催化反应性质比较

`
.

蓖麻油

保留时 间 m ( i n ) F A

C
4 . 0

C 6
.

0

C 12
.

0

C 14 .
0

C 15
.

1一
洲

C 15
,

2

C 1 8
.

1

C 1 8
,

0

/

/

/

0
.

9 25

1
.

0 8 6

微峰

1
.

0 0 0

0
.

4 4 0

0
.

3 69

/

/

4 5 0 6

1 1
.

7 5 7

微峰

7
`

8 1 8

12
.

5 0 3

3
.

7 9 0

10 3 2 5

8
.

6 5 3

9
.

2 8 0

10
.

4 4 4

5
.

2 5 2

6
.

3 3 5

13
.

3 5 5

7
.

3 27

12
.

7 4 4

3
.

7 3 9

1 0 6 8 4

3 0 4 5 0

5 1
.

5 1 6

4 3
.

5 7 8

1 9
.

1 5 6

1
.

5 8 9

5
.

5 3 2

0
.

6 18

3 7 3 7

5
.

7 1 1

1
.

8 5 5

4
.

7 80

2
.

3 0 7

2
.

2 8 7

4
.

0 0 3

1
.

0 24

2
.

9 1 6

9
.

7 8 4

1
.

3 0 3

6
.

14 3

9
.

72 4

3
.

12 4

8
.

2 1 5

8 18 6

1 2
.

90 7

1 3
.

69 2

5
.

4 6 2

/

/

/

6
.

1 8 2

9
.

6 7 7

2
.

6 1 3

8
.

1 6 9

1 1
.

8 4 8

微峰

1 2
.

6 2 1

4
.

0 5 3

/

/

微峰

5
.

6 4 3

8
.

8 9 7

2
.

8 4 7

7
.

4 7 4

3 2
.

4 3 7

1 1
.

3 8 9

2 7 4 0 3

1 6
.

1 1 6

5377649817245847557122LL..8910101013151516

d
.

橄榄 油

保留时间 ( m i n ) F A

了了
廿

/
护

/尹
`

/
夕

1
.

5 3

1
.

7 4

2
.

9 8

9
.

6 2

1 0
.

1 5

1 0
.

5 6

1 3
.

4 8

1 4
.

7 9

1 5
.

7 0

C 14
.

0

C 16 0

C I日

/

9
.

2 88

2
.

2 9 5

2
.

1 8 5

3
.

0 6 0

3
.

9 3 4

5
.

3 5 4

2
.

1 8 5

7
.

6 4 9

/

/

4 0
.

0 8 9

3 1
.

6 6 3

/

/

1
.

5 2 0

/

4
.

1 8 4

5
.

0 9 5

6
.

7 5 9

7 7
.

9 11

30
.

9 5 7

12 0
.

0 7 7

/

1 0
.

9 5 3

3
.

8 6 1

3
.

8 6 1

5
.

9 1 7

5
.

2 4 6

8
.

3 5 1

4
.

0 9 9

1 5
.

4 8 5

1
.

77 9

1 2
.

8 23

2
.

4 26

2
.

0 77

2
.

84 4

3
.

6 9 7

2 4
.

1 7 4

4
.

0 6 4

6 5
.

5 2 8

/

10 9 1 3

3 0 3 1

4
.

6 5 4

6
.

6 9 7

5
.

5 1 9

2 3
.

1 93

微峰

9 1
.

28 1

0
.

3 7 4

1 8
.

1 2 6

4
.

5 9 9

4 8 6 5

6
.

9 5 0

5
.

8 2 9

4 0 3 1 5

微峰

12 1
.

3 7 0

J,
6
介石CCC

e
.

莱 油

保留时间 ( m i n ) F A

/

2
.

4 2 0

0
.

7 6 6

0
.

9 68

1
.

4 5 2

2
.

4 6 1

1
.

3 3 1

0
.

1 6 1

0
.

8 0 7

/

7
.

5 1 1

3
.

0 1 1

3
.

0 5 1

6
.

0 9 2

4
.

0 8 4

4 4 9 9

5
.

0 5 3

1 7
.

4 4 4

/

2 7
.

8 8 6

/

5
.

9 4 1

8
.

1 1 9

8
.

1 1 9

3 8
.

6 1 4

4 8
。

0 5 3

6 8
.

4 3 2

/

5
.

58 0

2
.

0 7 1

1
.

7 90

2
.

9 3 1

佗
.

3 6 7

2
.

2 2 6

1
.

5 9 2

5
.

7 3 5

3
.

7 1 4

16
.

6 16

2
.

0 2 9

4
.

8 1 9

10 3 6 1

8
.

4 0 6

8
.

2 11

6
.

4 5 1

2 1
.

50 3

6
.

9 5 1

/

1 4 2 9

2
.

7 7 1

4
.

2 7 5

3
.

5 4 5

4
.

6 2 3

17
.

9 6 9

3 6 1 1 3

/

6
.

53 8

1
.

59 5

2
.

0 9 6

3
.

14 4

2
.

64 6

9
.

4 33

3 0
.

1 05

5 2
.

2 39
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f
.

红化猪油

保留时间( m i n)F A

1
.

3 5

1
.

7 6

1 0
.

1 6

1 0
.

6 5

C 4
.

0

C 6
,

o

C z咭
.

0

C i `
,

i

C z 6
. 0

C I日 2

C 1 8
.

1

C 一5
.

0

0
.

1 2 4

1 8 9 7

0
.

7 2 4

0
.

5 9 1

0
.

1 0 0

0
.

0 8 9

0
.

7 8 6

0
.

3 4 8

1
.

9 5 9

0
.

3 18

0
.

8 6 7

6
.

3 0 0

2
.

5 2 6

3
.

0 0 8

1 4 0 4

1 2 7 7

16
.

91 4

1
.

1 4 4

2 9
.

54 4

2 5
.

25 9

0
.

8 64

7
.

6 8 0

2
.

4 2 7

1 8 5 7

4
.

0 7 2

3
.

8 2 0

4 5
.

8 9 3

3
.

0 5 9

5 0
.

1 78

4 1
.

0 4 0

2
.

9 90

8
.

1 1 5

1
.

2 6 9

1 4 6 0

/

/

6 3 4 6

1
.

8 1 9

8
.

6 0 4

3 4 8 4

1
.

3 0 5

5
.

34 4

1
.

0 5 6

1 0 7 8

0
.

9 9 0

1
.

0 5 6

2 0
.

4 6 6

3
.

2 2 6

3 5
.

1 4 3

2 1 0 8 1

0
.

4 8 2

4
.

39 7

3
.

3 5 3

2
.

6 7 0

0
.

4 3 6

2
.

08 8

6
.

6 2 6

2
.

2 6 9

3 1
.

0 6 2

2
.

0 1 8

0
.

3 9 0

3
.

5 2 6

1
.

5 8 9

1
.

30 2

1
.

74 5

3
.

60 3

2 6
.

2 2 4

1
.

3 8 9

3 5
.

3 9 3

1 0
.

9 5 9
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注
: o 一未经酶水解

, i ~ 6一 顺序为酶 P I ,

2 4 h
,

酶 B I , z 4 h
,

酶 G I ,

2 4 h 水解样
。

由此可得出一个大概的规律
:

( 1 ) 低分子脂肪酸 ( < lC
:

)的水解往往在第 1 个小时已基本达平衡
,

延长到 24 h 增值

很小
,

甚至有所下降
,

对这些酸的水解以酶 P
,

B 为佳
。

( 2) 中分子脂肪酸 ( C
, 2

,

cl 。
)的水解以酶 P 为佳

,

酶 G
、

B 相仿
,

含量较高时平衡时间需

长些
。

( 3) 高分子饱和脂肪酸的水解以酶 P 为佳
。

( 4 ) 高分子不饱和脂肪酸的水解 以酶 G 的初速度最快
,

24 h 后酶 G 与 P 的水解效果

接近
。

.2 3 酉旨合成作用

脂肪酶具催化油脂水解的能力
,

同时能催化甘油和脂肪酸合成甘油醋
,

图 7 显示了三种

酶催化酷合成的过程
。

酶 P 催化醋合成能力最强
,

匆 h 即可达 70 %
,

酶 B
,

G 在 5 h0 达酷合成

平衡
,

平衡点在 40 %左右
。

G一
。

,B

ǎ欲)研强如

ǔ100

ō
ù50 h,40

ō图 7 脂肪酶催化甘油醋合成反应的能力

平衡点的存在是可逆反应的共同特 点
,

醋合成反应产物是甘 油酷和水
,

加大甘油浓度
,

减 少反应体系中水量应有利于醋合成反应
,

而增加水量则影响醋合成率
,

图 8 中 2 线比 1

线多加 l o m l 水
,

合成平衡浓度降低 20 %
,

3 线在 2 h0 后加水
,

醋合成率骤降
,

平衡浓度 比 1

线低约 30 %
,
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时间 ( h )

图 8 甘油浓度
一

水皿对醋合成的影响
1

.

甘油 52 m l
,

油酸 l m l
,

缓冲液 l m l
,

酶液 l m l
,

酶活 1 6 5 u
/ L

2
.

同曲线 l ,

在 o h
,

加燕馏水 10 m l

3
.

2 0 h 后加水

2
.

4 脂肪酶的催化反应机制
以精制的三油酸甘油酷进行酶水解

,

0
.

亏
,

4
,

1 9
,

2 h5 分别取样作薄层层析 (图 9 )
,

酶 G

水解产生 1
,

3一二油酷 ( 1
,

3一 D O )与 1
,

2
一

D O 量接近
,

M O 很少
;
酶 B 产生 1

,

2
一

D O 略多于 1
,

3
-

D O
,

i
一

M O 多于 2一 M O ;
酶 P 产生 z

,

2
一

D O 比 1
,

3
一

D O 多得多
,

z
一

M O 比 2
一

M O 多得多
。

由甘

油与油酸经酶催化合成甘油醋的过程也反映酶的催化机制 ( 图 1 0 )
,

三种酶在催化合成反应

时与水解反应一样不具有醋键位置特异性
,

合成产物中 1
一

M O
,

2
一

M O 斑点明显
,

1
,

3
一

D O 与

油酸明显分开
,

在酶 P 产物中 1
,

2
一

D O 也与油酸 区分开
。

由此分析三种酶催化三油酸甘油醋

水解作用的翎 洲袱小
/

同
” ” “

图 9 三油酸甘油醋酶水解产物
a

.

不同酶不同反应时间水解产物图谱
,

下标为酶 及作用时间 ( h)

b
.

三油酸甘油酷的提纯 .a 商品 b
.

中间物
c .

提纯物
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图 1。 脂肪酶合成的甘油醋的薄层层析图谱

产

悬姻 、
,

悬
二

蹂

解自
R

.

“ 比
淤
泪

二

RR曰川口。网日一

图 11 三种脂肪酶催化三油酸甘油醋水解的可能顺序

3 结论及讨论

脂肪酶 G 对于以 * 9双键脂肪酸为主的油脂的水解速度快
,

水解度高
;
脂肪酶 P 对各

种脂肪酸碳链的油脂的水解均相仿
,

对不饱和脂肪酸的释放速度慢于 G
,

对饱和脂肪酸及低

中碳链脂肪酸的释放远快于 G ;
脂肪酶 B 的水解速度 比 G

、

P 均低
,

但最适 p H 较高
,

热稳定

性较好
。

脂肪酶作用于油脂时
,

对于 1 位与 3 位的酸基并无区别的能力
,

这说明在油水界面状态

下
,

甘油三酷的 1 位与 3 位的空间构型是等当的
,

而 2 位酞基则与之错开
。

具有位置特异性

的脂肪酶仅能作用于拨基碳原子的 O 一 C 一 O 平面处于与界面几乎垂直状态的酞基
,

2 位酞

基在伸展时碳基平面处于与界面平行状态
,

而不被作用
。

即使无位置特异性的脂肪酶
,

由于

空间障碍
,

作用于 2 位酞基明显弱于对 1
,

3位 的作用
。

当 3 位酞基脱落后
,

1
,

2
一

二油醋却变

得与界面更垂直
,

水解速度加快
。

在酶催化醋合成反应中位置特异主要由于甘油经基的空间

位置
,

即空间障碍
。
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微生物脂肪酶的催化反应性质随微生物的不 同种
,

同种的不同菌株
,

甚至同一菌株的不

同培养条件而有所不同 l[ ` · ’ 5 〕 ,

最适反应 p H 和热的稳定性均有很大差异
。

底物特异性也不

同
,

不同的位置特异性和脂肪酸特异性与油脂的分子结构紧密相关
,

与酶蛋 白结构
、

活性 中

心的大小
、

形状
、

关键性氨基酸的排列
、

电性分布等有直接关系
,

这有待对纯酶作进一步研

究
。
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