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非水相酶促酯交换法合成抗坏血酸脂肪酸酯

袁红玲，! 汤鲁宏，! 陶文沂
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "$A%/#）

摘! 要：研究了一种 B0抗坏血酸脂肪酸酯（CDC4）合成新途径。实验结果表明，氢化棕榈油、大豆
油和海狗油等食用油脂作为脂肪酸基团供体，在固定化脂肪酶的催化下，在有机溶剂中与 B0抗坏
血酸直接进行酯交换反应形成 B0抗坏血酸脂肪酸酯。对反应介质体系的筛选发现，在叔戊醇中用
+(E(F<5A/3 催化此反应所得的产物浓度最高。对影响合成抗坏血酸脂肪酸酯的因素进行了探讨，
确定了最适反应条件：初始油脂底物浓度为 "%% G #%% 55() H B，温度为 33 I，反应时间为 2 7。此
条件下产物质量浓度可达 A/J 3$ 9 H B。
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酯（ !"#$%&’()* *#+’#,-）、!"抗坏血酸豆蔻酸酯（ !"

#$%&’()* .)’/$,#,-）、!"抗坏血酸棕榈酸酯（!"#$%&’()*

0#*./,#,-）以及 !"抗坏血酸硬脂酸酯（!"#$%&’()* $,-"

#’#,-）等，作为维生素 1的脂溶性形态，是一种兼具

抗肿瘤、抗衰老、抗生物氧化、清除体内自由基等多

种功能特性的安全的新型食品添加剂。

由于脂肪酸基团（链长为 123 4 125的饱和脂肪

酸的酰基）的植入，使得 6768 既有亲水的抗坏血

酸基，又有亲油的脂肪酸基，成为一种表面活性剂。

同时，与 !"抗坏血酸相比，它们在脂肪中的溶解性
和抗氧化性也有了显著的提高，使得它们兼具脂溶

性抗氧化剂和食品乳化剂的特性，在食品工业中具

有广泛的用途［2，3］。

此外，作为具有防癌抗癌效果的生物活性物

质，6768因其脂溶性特征也引起了广泛的关注。
因为它们可以轻易穿过细胞膜和血脑屏障［9］，易于

被细胞吸收，并累积在细胞内，可以到达维生素 1
本身所无法到达的组织和器官，保护机体的细胞膜

等脂质部分不被氧化，因而具有良好的抗肿瘤、抗

衰老等保健功能。:#;-)#.# : 等发现它们能强烈
地抑制 !"#$%&" ’(&%)*(癌细胞的 <=6的合成，分解癌
细胞的细胞膜的磷脂，是较好的抗癌物质［>］。=#/?+
等人的研究表明，6768 可以抑制鼠神经胶质瘤
（.&+$- ;*/&.#，1@）和人脑瘤细胞，即抑制神经胶质
瘤（;*/&.#，A"9B9）和神经胶质母细胞瘤（;*/&(*#$,&"
.#，CD5E）细胞和肾癌细胞的增殖［F G B］。

图 !" #$抗坏血酸脂肪酸酯
%&’( !" )*+ ,-./012,0&-. -3 #$4/,-1567 34006 4,&8 +/0+1/

目前，6768 已经得到了美国、欧盟、日本等使
用许可，以 6768为有效成分的营养保健品，作为继
卵磷脂、深海鱼油之后的新一代保健品已经出现在

发达国家的保健品市场。

!"抗坏血酸脂肪酸酯的合成有化学合成［5，D］和
酶法合成［2H］两类方法。其中的化学合成工艺已经

实现了工业化生产。目前市售的 !"抗坏血酸脂肪
酸酯类产品基本是用化学法合成的。然而，!"抗坏
血酸脂肪酸酯的化学法合成工艺存在着某些缺陷。

该工艺所采用的高温、高压等反应条件及以浓硫酸

为催化剂，不可避免地伴有副反应，产生有毒副作

用的产物和非自然的异构体，对 !"抗坏血酸的转化
率和产物的产率及分离提纯都造成严重影响。此

外，该工艺还存在能耗高、对设备要求高、环境污染

较为严重等问题。

相比之下，!"抗坏血酸脂肪酸酯的酶法合成工
艺是一种更具有发展前途的工艺。该法具有选择

性高，副反应少，反应条件温和，!"抗坏血酸的转化
率高和产品下游分离操作相对简单，对设备要求不

高等优点，符合清洁生产、绿色化工的发展趋势，作

为化学合成法的替代方法受到了科技界和工业界

的普遍重视，研究异常活跃。汤鲁宏等人［22，23］对催

化合成 !"抗坏血酸棕榈酸酯、月桂酸酯的适用反应
体系（溶剂与脂肪酶），合成反应的动力学，反应产

物的分离提纯工艺等进行了系统的研究，形成了一

条 !"抗坏血酸脂肪酸酯的非水相酶促合成工艺。
形成了 F I;级的中试规模生产工艺，通过了国家科
技部的验收。但研究中所采用的脂肪酸基供体原

料与化学法相同，仅限于脂肪酸或相应的甲酯、乙

酯，而并非天然状态的食用油脂（甘油三酯）。以食

用油脂为原料，在非水体系中在脂肪酶（ */0#$- 8J
1J 9J 2J 2J 9）的催化下，通过与 !"抗坏血酸之间的
酯交换反应进行的 !"抗坏血酸脂肪酸酯的合成，在
国内外尚未见任何报道。

作者系统地探索了以饱和脂肪酸三甘酯（如氢

化棕榈油）、含不饱和脂肪酸的三甘酯（如大豆色拉

油）、含多不饱和脂肪酸的三甘酯（如纳米比亚产海

狗油）为脂肪酸基团供体，通过跟 !"抗坏血酸之间
的非水相酶促酯交换反应合成 !"抗坏血酸脂肪酸
酯的可能性，并获得了成功。选择了合适的反应体

系，评价了底物浓度、反应时间等因素对 !"抗坏血
酸脂肪酸酯的非水相酶促酯合成的影响。

!" 材料与方法

!( !" 材料
!J !J !" 脂肪酶" 脂肪酶 =&K&L).>9F：B HHH M!A N
;，=&K& =&’?/$I公司赠送。
!J !J 9 " 化学试剂 " 氢化棕榈油：东海粮油公司赠
送；大豆油：上海嘉里粮油有限公司产品；海狗油：

纳米比亚大学赠送；!"抗坏血酸、叔戊醇、丙酮等试
剂均为国产分析纯。

!J !J :" 实验仪器" OPQ3O 水浴振荡器：哈尔滨市
东联电子技术开发有限公司产品。

!( 9" 实验方法
!J 9J !" !"抗坏血酸脂肪酸酯产物的定性定量分析
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! 产物生成的定性检测采用 !，"#二氯靛酚荧光薄
层层析法［$!］。产物浓度的定量测定采用碘滴

定法［$%］。

"# $# $! 探索试验! 在 $&& ’( 的具塞三角瓶中，分
别加入 ) *氢化棕榈油、大豆油或海狗油，然后加入
)& ’(叔戊醇，&+ !) *脂肪酶及过量的 (#抗坏血酸，
)) ,，常压下，置于水浴振荡器上在 !&& - . ’/0速度
下旋转振荡反应，% 1 后取样进行薄层层析分析。
展开剂为 !（氯仿）2 !（甲醇）2 !（冰醋酸）2 !
（水）3（4&2 $&2 42 !）；展开后用质量分数 $5的
!，"#二氯靛酚乙醇溶液显色。喷涂显色剂后的薄板
置于 $&) ,下加热 6 ’/0。取出后，立即于白色斑点
处滴加液体石蜡的己烷溶液保护，置于 %") 0’ 波
长的紫外光下观察黄色荧光。

"# $# %! 最佳反应介质的筛选 ! 在 $&& ’( 的具塞
三角瓶中，分别加入 &+ !$ * (#抗坏血酸和 !& ’(氢
化棕榈油、大豆油或海狗油或相应的叔戊醇或丙酮

溶液（&+ $ ’78 . (），再按脂肪质量的 )5添加脂肪
酶，)) ,，常压下，置于水浴振荡器上在 !&& - . ’/0
速度下旋转振荡反应，% 1后取样进行定量测定。
"9 $9 &! 反应时间对 (#抗坏血酸脂肪酸酯合成反应
的影响 ! 在 $&& ’( 的具塞三角瓶中，分别加入
&+ !$ * (#抗坏血酸和 !& ’( &+ $ ’78 . ( 的氢化棕榈
油、大豆油或海狗油的叔戊醇溶液，再按脂肪质量

的 )5添加脂肪酶，)) ,，常压下，置于水浴振荡器
上在 !&& - . ’/0 速度下旋转振荡反应，自反应开始
后的第 %& 分钟起，按照一定的时间间隔取样进行
定量测定。

"9 $9 ’! 底物浓度对 (#抗坏血酸脂肪酸酯合成反应
的影响! 在 $&& ’( 的具塞三角瓶中，分别加入 !)
’(不同浓度（!&、:&、"&、$&&、!&&、:&&、"&&、4&& 和
$&&& ’’78 . (）的氢化棕榈油、大豆油或海狗油的叔
戊醇溶液，再加入过量 (#抗坏血酸并按脂肪质量的
)5添加脂肪酶，)) ,，常压下，置于水浴振荡器上
在 !&& - . ’/0速度下旋转振荡反应，; 1 后取样进行
定量测定。

"9 $9 (! 反应溶剂与酶催化剂的循环使用试验! 在
$ &&& ’(的圆底烧瓶中，加入 "&& ’( &+ $ ’78 . (氢
化棕榈油的叔戊醇溶液，!& * (#抗坏血酸，) * 脂肪
酶，置于 )) ,水浴中，常压，!&& - . ’/0 速度下搅拌
反应，; 1后将反应混合物倾出，而将固定化脂肪酶
保留在反应容器中。反应混合物取样进行定量测

定后，负压浓缩回收反应介质叔戊醇。收回的叔戊

醇经添加新鲜叔戊醇和氢化棕榈油，构成下一个批

次的反应溶液，连同留在反应容器中的固定化酶，和

适量补足的 (#抗坏血酸，构成新一轮的反应体系。

$! 结果与讨论

$) "! 非水相酶促酯交换反应的探索试验
(#抗坏血酸脂肪酸酯可在非水体系中，在脂肪

酶的催化下，按照图 ! 所示的方式，通过 (#抗坏血
酸跟脂肪酸之间的酯化反应，或 (#抗坏血酸跟脂肪
酸的甲酯、乙酯之间的酯交换反应进行合成，这已

为国内外许多研究者的工作所证实。

图 $ ! *+抗坏血酸与脂肪酸或其甲酯、乙酯反应合成
*+抗坏血酸脂肪酸酯的方程式

,-.) $ ! /012345-5 67 *+8596:;0< 78220 89-= 4524:5 ;0
2:81524:-7-982-61 67 *+8596:;-9 89-= 81= 78220
89-= 6: 234-:96::45>61=-1. ?4230<（4230<）45+
24:5

< < 作者认为将该合成反应中的脂肪酸基供体（如
图 % 所示）由脂肪酸或其甲酯、乙酯改为以天然状
态存在的甘油三酯（食用油脂）时，该合成反应或许

仍然可以进行。在已有工作的基础上，参照相关合

成的反应条件，选择氢化棕榈油、大豆油和海狗油

分别作为饱和甘油三酯、含不饱和脂肪酸的甘油三

酯和含多不饱和脂肪酸的甘油三酯的代表，尝试进

行了以甘油三酯和 (#抗坏血酸为反应物进行非水
相酶促酯交换反应合成的试验。

< < 试验结果表明，氢化棕榈油、大豆油和海狗油
均可作为脂肪酸基供体跟 (#抗坏血酸进行酯交换
反应，生成 (#抗坏血酸脂肪酸酯：)) ,，常压下，!&&
- . ’/0速度下旋转振荡反应 % 1 后的反应混合物经
薄层层析分析，均观察到了代表产物生成的双黄色

荧光斑点。如图 : 所示，基线附近的黄色荧光斑点
是由溶解于反应体系中但未发生反应的 (#抗坏血
酸所形成（因缺乏脂溶性，(#抗坏血酸在该展开体
系中基本保持不动），而位于薄板中部的黄色荧光

斑点则是由反应生成的 (#抗坏血酸脂肪酸酯所形
成（没有酯的生成不会有该斑点出现）。
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图 !" #$抗坏血酸与甘油三酯反应合成 #$抗坏血酸脂
肪酸酯的方程式

%&’( ! " )*+,-./&/ 01 #$2/3045*6 12,,* 23&7 ./,.4/ 5*
,42+/,.4&1&32,&0+ 01 #$2/3045&3 23&7 2+7 ,4&$
’6*3.4&7./

图 8" #$抗坏血酸与其脂肪酸酯的薄层层析分析
%&’( 8 " 9#: 2+26*/&/ 01 ,-. #$;/3045*6 ;3&7 2+7 #$

;/3045*6 %2,,* ;3&7 </,.4/

=( =" 最佳反应介质的筛选
在探索性试验得出肯定结论的基础上，作者对

以氢化棕榈油、大豆油和海狗油为脂肪酸基供体跟

!"抗坏血酸进行酯交换反应合成 !"抗坏血酸脂肪
酸酯的反应介质进行了筛选，试验结果见图 #。
$ $ 在不加任何溶剂的条件下，直接将脂肪酶和 !"
抗坏血酸跟氢化棕榈油、大豆油或海狗油加以混

合，在本实验所采用的条件（## %，常压下，&’’ ( )
*+,旋转振荡反应 -. /）下，观察不到产物的生成。
这跟 !"抗坏血酸在油脂中缺乏溶解性是相一致的。
!"抗坏血酸不能溶解到脂肪中，也就无法到达酶的
催化活性中心，因而也就不可能有产物生成。为了

实现 !"抗坏血酸脂肪酸酯的有效合成，选择对 !"抗
坏血酸和脂肪酸基供体（这里是油脂）都具有适度

溶解性的反应介质是至关重要的。

图 >" 最佳反应介质的筛选
%&’( >" 9-. /.6.3,&0+ 01 4.23,&0+ ?.7&2

在以丙酮和叔戊醇为介质的反应体系中，均观

察到了产物的生成，说明丙酮和叔戊醇均可作为反

应介质用于以 !"抗坏血酸和油脂为原料的 01"
2134*56# 催化 !"抗坏血酸脂肪酸酯合成中。但叔
戊醇作为反应介质对所选用的所有这 6 种油脂而
言均优于丙酮，在叔戊醇体系中得到的 !"抗坏血酸
脂肪酸酯的质量浓度要比丙酮中的高，因此选择叔

戊醇作为后面各项试验的反应介质。关于叔戊醇

优于丙酮的原因，可能是酶在这两种溶剂中的相对

活性方面的差异造成的，也可能是 !"抗坏血酸在这
两种溶剂中的相对溶解性方面的差异造成的，或许

是两方面的因素都有，甚至还有更多的因素在起作

用，需要通过更为深入的研究才能得出结论。

所选择的 6 种代表性甘油三酯，即氢化棕榈
油、大豆油和海狗油，在不同的反应介质中表现出

了不同的反应水平。当以丙酮为介质时，产物质量

浓度按氢化棕榈油、大豆油、海狗油的顺序逐渐增

大；而当以叔戊醇为介质时则相反，产物质量浓度

按氢化棕榈油、大豆油、海狗油的顺序逐渐减小。

这个结果表明，油脂的类型（饱和、不饱和或多不饱

和）对反应是有影响的，并且这种影响还会因反应

介质的不同而不同。其中的原因涉及酶对不同长

度、不同饱和程度的脂肪酸及甘油三酯中的不同位

置的相对活性，以及溶剂对酶的这类相对活性的影

响。这是一个有趣的现象，作者将对该现象进行深

入研究，以确定酶催化剂、反应介质以及甘油三酯

之间的相互影响和关系。

=( !" 反应时间对 #$抗坏血酸脂肪酸酯合成反应的
影响

在确定了叔戊醇为反应介质之后，对以 6 种代
表性油脂为反应物的产物质量浓度随反应时间的

变化曲线进行了测定，结果见图 7。
$ $ 从图 7 可清楚地看出，6 种代表性油脂的产物
质量浓度随反应时间的变化曲线基本相似，当反应
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时间达到 ! "后，反应均趋于平衡，继续延长反应时
间均不能有效增加体系中产物的质量浓度。因此，

最适反应时间可以定为 ! "。# 种代表性油脂在整
个反应过程中，产物质量浓度为氢化棕榈油 $大豆
油 $海狗油。实验表明，油脂的脂肪酸组成对最终
产物质量浓度有显著影响，油脂中饱和脂肪酸的质

量分数越高，最终产物的质量浓度越高。

图 !" 反应时间对产物的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( -).*+$,/ +$0) ,/ +1) 2-,34*+ 5$)63

7& 8" 底物浓度对 9:抗坏血酸脂肪酸酯合成反应的
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 %&抗坏血酸残留在反应体系中，因此
%&抗坏血酸在反应体系中的质量浓度可视为定值。
因此，作者所讨论的底物浓度仅指氢化棕榈油、大

豆油或海狗油的浓度。以一系列不同的起始底物

浓度进行油脂与 %&抗坏血酸的酯交换反应试验，测
定了起始底物浓度对最终反应产物质量浓度的影

响，实验结果示于图 ’。

图 ;" 底物浓度对产物质量浓度的影响
#$%& ; " ’(()*+ ,( <4=<+-.+) *,/*)/+-.+$,/ ,/ +1) 5$)63

(,- +1-)) >$/3< ,( ,$6
( ( 由图 ’ 可知，# 种代表性油脂的最终产物质量
浓度在较低的起始底物浓度下，均随起始底物浓度

的增加而增加，当起始底物浓度达到 )** ++,- . %
（相当于 /0* 1 /2* 3 . %）左右时，出现一个最高底物
浓度区间，一直保持到 0** ++,- . %（相当于 42* 1

54* 3 . %）左右。越过此区间后，再增加初始底物浓
度，则最终产物质量浓度将随初始底物浓度的增加

而下降。作者认为，这一现象是 %&抗坏血酸的实际
有效质量浓度过低造成的。前已述及，为了实现 %&
抗坏血酸脂肪酸酯的合成，必须选择适当的反应介

质，使反应体系中含有溶解状态的 %&抗坏血酸和油
脂。当油脂的初始底物浓度小于 )** ++,- . %时，反
应体系中的油脂浓度不断增加而 %&抗坏血酸的浓
度没有受到太大影响，因而最终产物质量浓度随油

脂浓度的增加而增加，而当油脂的初始底物浓度大

于 0** ++,- . %后，过高的油脂浓度造成了反应体系
中 %&抗坏血酸质量浓度的急剧下降，因而最终产物
的质量浓度便随之下降了。)** 1 0** ++,- . % 为最
佳的初始油脂底物浓度。# 种代表性油脂在整个最
佳初始底物浓度（)** 1 0** ++,- . %）中，最终产物
质量浓度均为氢化棕榈油 $大豆油 $海狗油，油脂
中饱和脂肪酸的含量越高，最终产物的质量浓度越

高。造成这种影响的原因可能和酶对各种脂肪酸

的相对反应活性有关，有待采用各种脂肪酸的纯甘

油三酯进行该合成反应后才能作出定量的解释。

7& ?" 反应溶剂与酶催化剂的循环使用试验
固定化酶的使用寿命是决定工业化过程生产

成本的一个重要影响因素。作者以氢化棕榈油为

底物，对该合成反应中酶的使用寿命做了初步的探

讨，进行了一回连续 /* 次合成反应的实验，结果见
图 2。

图 @" ?? A时酶的循环利用次数
#$%& @ " ’(()*+ ,( )/B50) -)*5*6$/% +$0)< ,/ 2-,34*+

2-,34*+$,/ .+ ?? A

( ( 从图 2 可知，酶在选定的反应体系和条件下是
稳定的，随着时间的延长，反应 ’ 批次后相对活性
逐渐降低，因此延长酶的使用寿命具有非常现实的

意义。随反应时间的增加酶的相对活性降低，一方

面是由于酶的变性失活引起，另一方面可能是由酶

从固定载体上脱落所致。具体哪种因素在酶使用

寿命上起主导作用有待于进一步研究。
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!" 结" 论
作者首次以食用油脂（饱和脂肪酸三甘酯（如

氢化棕榈油）、含不饱和脂肪酸的三甘酯（如大豆色

拉油）、含多不饱和脂肪酸的三甘酯（如纳米比亚产

海狗油）为脂肪酸基团的供体，探讨了其跟 !"抗坏
血酸经非水相酶促酯交换反应合成 !"抗坏血酸脂
肪酸酯的可行性。在此基础上，对氢化棕榈油、大

豆油和海狗油作为脂肪酸基供体跟 !"抗坏血酸进
行酯交换反应的介质进行了筛选，发现在叔戊醇中

用 #$%$&’()*+ 催化此反应所得的产物质量浓度最
高；同时对影响合成抗坏血酸脂肪酸酯的因素进行

了探讨，确定了最适反应条件：初始油脂底物浓度

为 ,-- . /-- (($0 1 !，反应时间可以定为 2 3。最佳
反应条件下的产物质量浓度最高可达 )*4 +5 6 1 !。
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