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摘 要：对叔戊醇中酶法合成34抗坏血酸棕榈酸酯（3467）的反应动力学进行了研究，对影响其反
应动力学的因素（转速、温度、水分活度、酶质量分数和底物浓度）进行了探讨，确定了最有效的酶

促反应环境*即转速为$%%8／9:;，温度为22<，水分活度为%，加酶量为$%=*并对底物进行了比
较，得到了对酶亲和力最大的底物———棕榈酸甲酯*
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自从$%世纪0%年代]):VE;(Q等［!］相继发现
一些酶在无水的环境下仍具有催化活性，越来越多

的人致力于非水介质中酶的结构和功能的研究，这

些研究使得传统酶学领域迅速生长出一个全新的

分支———非水酶学（+(;EZ-J(-R̂ ;XN9()(BN）*
34抗坏血酸棕榈酸酯（346RK(8VN)7E)9:SESJ）简
称3467，是一种广泛应用于食品行业的新兴的多
功能食品添加剂［$］，其结构如下：

国外对于非水相中酶法合成34抗坏血酸棕榈
酸酯做了初步探索［/］，但对其反应动力学的研究尚

未见报道*作者系统地研究脂肪酶+(Q(#/2在叔戊
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醇溶剂中催化合成!"抗坏血酸棕榈酸酯反应的动
力学机制，并确定了最有效的酶促反应环境#

! 材料与方法

!"! 试剂
脂肪酶 $%&%’()*+,，$-.-$-/0123公司

提供；其余试剂均为分析纯#
!## 主要仪器
摇床 4’5"4水浴振荡器，哈尔滨市东联电子

技术开发有限公司制造#
!#$ 实验方法
由一定量的棕榈酸（或棕榈酸甲酯、棕榈酸乙

脂）和6#7*8抗坏血酸和叔戊醇溶剂组成的769!
反应体系，加酶量为6#78（考察酶质量分数对反应
初速度影响的实验除外），反应温度为,,:（考察
温度对反应初速度影响的实验除外），摇床转速为

766/／91;（考察转速对反应初速度影响的实验除
外），水分活度为6（考察水分活度对反应初速度影
响的实验除外）#
!#% 分析方法
硅钼杂多兰分光光度测定法#

!#& 水分活度实验
反应前，将底物和溶剂的混合物置于密闭容器

中与饱和盐水溶液进行气相平衡*<=，使它们的水
活性与饱和盐水溶液的水活性相同#室温下，所用
饱和盐水溶液的水活性分别为：)8>?7 6#+@；)8
（$%）7 6#,,；$A>? 6#B,；C75%* 6#DB#

# 结果与讨论

酶法合成主要利用脂肪酶作为催化剂，使!"抗
坏血酸与酰基供体棕榈酸或棕榈酸酯发生直接酯

化或酯交换反应，生成!"抗坏血酸棕榈酸酯，其合
成机理见图@#
##! 摇床转速对!"抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初
速度的影响

在其他条件相同的情况下，在6!+66/／91;范
围内测定+种底物在不同转速条件下对反应初速
度的影响，结果见图7#可知：在转速较低时，由于传
质阻力，反应初速度也较低，随着转速增大，反应初

速度也随之逐渐增大；当摇床转速增大至766/／91;
以上，反应初速度基本保持恒定#这也说明在转速
增大过程中，固定化酶反应体系中的外扩散限制对

反应的影响逐渐减小#为减轻由摇床转速所引起的
外扩散限制，将转速定为766/／91;#

图! 脂肪酶催化合成’(抗坏血酸棕榈酸酯的反应机理

)*+"! ,-./0*123-/4.3*5316’(.5/1789:;.:3*0.0-
59204-5*5/.0.:9<-=89:*;.5-

图# 转速对反应初速度的影响

)*+"# >66-/016710.795;--=12;7*3.797-./0*12?-:1/*09

### 温度对!"抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初速度
的影响

温度不但影响酶的催化活性和操作稳定性，也

影响底物的状态以及底物和产物的传质速度#在其
他条件相同的情况下，在+6!B6:范围内测定+
种底物在不同温度下对反应初速度的影响，实验结

果见图+#

图$ 温度对反应初速度的影响

)*+"$ >66-/0160-3;-7.0@7-12;7*3.797-./0*12?-:1/*09
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由图!可见，温度对"#抗坏血酸棕榈酸酯合成
反应初速度具有较大的影响$随着温度的升高，!种
底物合成"#抗坏血酸棕榈酸酯的反应初速度都迅
速升高，当达到%%&时，随着温度的继续升高，反
应初速度反而迅速降低$!种底物合成"#抗坏血酸
棕榈酸酯的最适温度都为%%&$
!$" 水分活度对"#抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初
速度的影响

在其他条件相同的情况下，分别研究了在不同

水分活度下，酶对以棕榈酸、棕榈酸甲酯、棕榈酸乙

酯为底物的"#抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初速度
的影响，结果见图’$可知，随着水分活度的增加，酶
活力逐渐下降，反应初速度逐渐降低$研究中仅对
溶剂和底物进行了水分活度的平衡实验，在水分活

度为(的情况下，固定化酶本身所固有的水分即可
保证酶活达到最高，因为一定量的水对于酶的活力

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［’］$随着水分活
度的增加，水在酶分子周围形成“水簇”［%］，此时酶

活逐渐降低，同时水分含量的增加也导致水解反应

的加速，使得反应初速度降低$

图# 水分活度对反应初速度的影响

$%&’# ())*+,-)./,*0/+,%1%,2-340%5/02
0*/+,%-31*6-+%,2

!$# 酶质量分数对"#抗坏血酸棕榈酸酯合成反应
初速度的影响

在其他条件相同的情况下，分别研究了不同质

量分数的酶对以棕榈酸、棕榈酸甲酯、棕榈酸乙酯

为底物的"#抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初速度的
影响，实验结果见图%!)$可知，随着酶质量分数的
增大，反应初速度逐渐加快，但并不是呈线性增加$
当酶质量分数达到某一值时，反应初速度基本保持

恒定，这是由于底物已被酶全部饱和，故酶反应初

速度保持不变$当酶质量分数在*(+以上时，反应
初速度基本恒定$

图7 酶对以棕榈酸为底物的89抗坏血酸棕榈酸酯
合成反应初速度的影响

$%&’7 ())*+,-)4/65%,/,*.%,:;%))*0*3,6%4/<*+-39
+*3,0/,%-3-3<23,:*<%<-)89/<+-0=264/65%,/,*

图> 酶对以棕榈酸甲酯为底物的89抗坏血酸棕榈
酸酯合成反应初速度的影响

$%&’> ())*+,-)5*,:/264/65%,/,*.%,:;%))*0*3,6%9

4/<*+-3+*3,0/,%-3-3<23,:*<%<-)89/<+-0=26

4/65%,/,*

图? 酶对以棕榈酸乙酯为底物的89抗坏血酸棕榈
酸酯合成反应初速度的影响

$%&’? ())*+,-)*,:/3264/65%,/,*.%,:;%))*0*3,6%9

4/<*+-3+*3,0/,%-3-3<23,:*<%<-)89/<+-0=26

4/65%,/,*

!$7 底物浓度对"#抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初
速度的影响

在"#抗坏血酸和酶量等条件相同的情况下，改
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变!种底物的浓度，测出相应的反应初速度，结果
见图"#可知，$%抗坏血酸棕榈酸酯合成反应初速度
随着底物浓度的增大而加快，此后，反应初速度变

化的趋势逐渐变缓，最后达到一恒定值#

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.,12,*+-3+*3,12,%-3-3,4*51%6217
1*2+,%-38*9-+%,7-),4*.73,4*.%.-)"#2.+-107:

5296%,2,*

;#< 动力学参数的确定
由于$%抗坏血酸在叔戊醇溶剂中是微溶的，因

此它在体系中的浓度可视为恒定，此反应可看作是

单底物反应#根据$&’()(*+(,-.,/方程可得到0!1

"2
!2*3
·0
［#］4

0
!2*3
，利用双倒数作图法求解各动力学

参数，结果见图5!00#

图= 棕榈酸合成"#抗坏血酸棕榈酸酯反应的:／
［!］与:／"的关系

$%&’= >*92,%-30*,?**3:／［!］23@:／"%3.73,4*.%.-)
"#2.+-10795296%,2,*)1-66*,423795296%,2,*
由图5!00可知：棕榈酸与$%抗坏血酸合成$%

抗坏血酸棕榈酸酯反应的米氏常数"216#067，

!2*318#09，米氏方程为
0
!16#678:

·0
［#］46#786#

棕榈酸甲酯与$%抗坏血酸合成$%抗坏血酸棕
榈酸酯反应的米氏常数"216#6585，!2*318#78，

米氏方程为0
!16#6778

·0
［#］46#7!;#

图:A 棕榈酸甲酯合成"#抗坏血酸棕榈酸酯反应
的:／［!］与:／"的关系

$%&’:A >*92,%-30*,?**3:／［!］23@:／"%3.73,4*.%.
-) "#2.+-1079 5296%,2,* )1-6 6*,42379

5296%,2,*

图:: 棕榈酸乙酯合成"#抗坏血酸棕榈酸酯反应
的:／［!］与:／"的关系

$%&’:: >*92,%-30*,?**3:／［!］23@:／"%3.73,4*.%.-)
"#2.+-10795296%,2,*)1-6*,423795296%,2,*

棕榈酸乙酯与$%抗坏血酸合成$%抗坏血酸棕
榈酸酯反应的米氏常数"216#068，!2*318#!:，

米氏方程为0
!16#67!5

·0
［#］46$7!6$

如果同一种酶有几种底物，就有几种"2值，其
中"2值最小的底物一般称为该酶的最适底物#不
同的底物有不同的"2值说明同一酶对不同底物的
亲和力不同，一般用0／"2近似地表示酶对底物亲
和力的大小，0／"2愈大，表示酶对该底物的亲和力
大，酶促反应易于进行#棕酸酸的"216#067，棕榈
酸甲酯的"216#6585，棕榈酸乙酯的"216#068#
可见，棕榈甲酯的"2值最小，0／"2最大，即与酶
的亲和力最大，酶促反应易进行#

B 结 语

系统地研究了酶法合成$%抗坏血酸棕榈酸酯
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的影响动力学的各种因素，确定了最佳的酶促反应

环境，实现了条件的最优化，并对底物进行了比较，

得出了对酶亲和力最大的底物，对酶反应工艺的确

定和酶反应器的选择具有一定的参考价值!
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< 结 论

"）酶法提取灰树花菌丝体多糖最佳工艺为：菌
丝干粉与蒸馏水按质量比为"Z@N混合，浸泡MN
14.后，调JF至P!B，添加菌粉质量A[的复合酶，

在BN\下保温酶解>N14.后升温至?N\，继续恒
温浸提"O，多糖得率为R!@[!
A）从多糖得率和提取效率看，酶法浸提优于常
规的热水浸提法以及酸碱浸提法!
M）灰树花菌丝体多糖具有明显的抗肿瘤活性，
动物体内对E"?N的抑制率为BR!P[!PP!R[!
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