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摘 要 研究了不同的脂肪酶在有机溶剂体系中催化合成 3N维生素 F棕榈酸酯的反应。针对维生素 F在有机溶剂中溶解度
较低这一问题，对催化合成维生素 F棕榈酸酯反应的脂肪酶和反应介质进行比较，同时对影响合成维生素 F棕榈酸酯反应的
因素（温度、底物浓度、底物摩尔比、反应时间和酶量等）进行探讨，优化了反应条件：在 "$-U的丙酮中，"V$7L<棕榈酸与 $V"$D<
维生素 F在酶量为 !$W（;X;，固定化酶X维生素 F）的固定化脂肪酶催化下，初始含 $VLB-分子筛 !$W，温度为 #$Y，转速为
!$$/X-2B，反应 LM?转化率可以达到 M$W，产物维生素 F棕榈酸酯的浓度可达 !$<XU。
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维生素 F棕榈酸酯（3N8K），简称维 F棕榈酸酯，化学名
称为棕榈酰NaN#N3N抗坏血酸酯，它是一种安全无毒高效的脂
溶性抗氧化剂，不仅保持了 3N抗坏血酸抗氧化的特性而且在

动物油、植物油中具有相当的溶解度，被广泛应用于食品、化

妆品及医药卫生等领域［"］。同时还具有乳化性，性质稳定［!］。

目前，维生素 F棕榈酸酯的合成方法主要有化学合成法



和酶催化合成法。化学合成法虽然比较成熟，转化率最高可

以达到 !"#，但是化学法合成催化剂用量大，价格昂贵，对
设备的抗腐蚀性要求高，必须控制在较低的温度下进行，不

适合工业化生产。而酶催化法具有选择性高，副反应少，反

应条件温和，产品下游分离操作相对简单，对设备要求不高

等优点。如果酶法能达到同样的转化率并实用于工业化生

产，将会带来很大的利润。因此对于酶法生产维生素 $棕榈
酸酯，已有些人做了初步尝试［%&’］，一般采用叔丁醇或叔戊醇

作溶剂，产物浓度最高可达到 ()*+,，但是转化率不高，为
"-#；./01203［"］等人虽然把产物维生素 $棕榈酸酯的转化
率提高到 4(#，但是此时浓度只有 -564*+,，无实际应用价
值。因此选择合适的溶剂，同时提高反应的转化率和产物浓

度是一个有待解决的问题。

! 材料和方法

!"! 试剂
维生素 $棕榈酸酯（!445’#）：瑞士罗氏公司；棕榈酸：

北京化学试剂公司；维生素 $棕榈酸酯（!44#）：百灵威试
剂公司；-5637分子筛：北京化学试剂公司；假丝酵母酶 89:
44&()’、根霉和自制酶布固定化假丝酵母 89: 44&()’：本实验
室自制；;/</6%’、,=9/>?7@ AB CB、,D )-(-’" 和 ,=9/>?7@ E,
CB：丹麦 ;/</公司；猪胰脂肪酶：美国 F=*7G公司；其余试剂
购于北京化学试剂公司。

!"# 仪器
振荡培养箱 FHI&%：为哈尔滨东连电子技术开发有限公

司产品，反应所用转速为 )--J+7=3；高效液相色谱岛津 (-D：
日本岛津公司；KL%)--M型超声波清洗器：昆山市超声仪器
有限公司。

!"$ 维生素 %棕榈酸酯的合成
基础反应体系在 )’7,具塞锥形瓶中进行，加入 -5(-N*

维生素 $，-5")’* 棕榈酸，-5-)-* ;/</ 6%’ 酶，(-7, 丙酮，
’-O下振荡反应 6!2。
!"& 转化率的测定
以反应体系内酯化生成维生素 $棕榈酸酯的量，计算转

化率：转化率 P生成的产物维生素 $棕榈酸酯的摩尔数+加
入的底物维生素 $的摩尔数 Q (--#（本文所提到的转化率
都是以底物维生素 $为基准来计算）。
!"’ 维生素 %棕榈酸酯的色谱分析（图 !，图 #）
将反应液取样约 -5(--*，用 )’7,的甲醇溶解，吸取 )-!,

图 ( 维生素 $棕榈酸酯谱图

R=*: ( $2J/7GS/*JG7 /T !&G81/JU?V 9GV7=SGS@

样品进样。色谱条件：检测器：WXCF&)-( 紫外检测器；色谱
柱：$(! 柱（)’-77 Q 65"77，65’!7）；DVVS@12 6)" 型泵及 HF
色谱数据工作站；检测波长为 )’-37；流动相：甲醇 Y醋酸溶
液（9H P )5"’）P !’Y(’，流速：(7,+7=3；计算方法：外标法。

图 ) 维生素 $棕榈酸酯与维生素 $的混合样标准谱图

R=*: ) $2J/7GS/*JG7 /T 7=ZS0J@ /T !&G81/JU?V

9GV7=SGS@ G3[ X=SG7=3 $

E2@ 8G<@ S=7@ /T X=SG7=3 $ =8 ( : !7=3，S2@ 8G<@ S=7@ /T !&G81J/U?V

9GV7=SGS@ =8 )( :’7=3:

# 结果与讨论

#"! 酶的选择
选择了几种来源不同和固定化方法不同的脂肪酶作为

催化剂，底物棕榈酸与维生素 $的摩尔比为 6 Y (，在 )’7,的
容量瓶里加入 (-7,的丙酮，在 ’-O下，转速 )--J+7=3，反应

6!2，取样分析，结果见表 (。

表 ! 不同酶对酯化率的影响
()*+, ! -./+0,.1,2 3/ 45//,6,.7 ,.89:,2 3.

5.7,6,27,65/51)753.
,=9G8@ $/3<@J8=/3+#
TJ@@ V=9G8@ TJ/7 A2=>/098 GJJ2=>08 -5--
\J/1=3@ \G31J@G8 -5--
,=9/>?7@ E, CB -5%’
TJ@@ V=9G8@ TJ/7 $G3[=[G 89544&()’ (5)N
,=9/>?7@ AB CB V0Z )54%
,D)-(-’" %5()
=77/U=V=>@[ V=9G8@ TJ/7 $G3[=[G 89544&()’ ’-5--
;/</>?7 6%’ ")54(

E2@ J@G1S=/3 ]G8 1GJJ=@[ /0S GS ’-O，]=S2 -5(-N* X=SG7=3 $，-5")’*
9GV7=SGS@ G3[ [=TT@J@3S @3>?7@8 =3 (-7, G1@S/3@:

从表 (可以看出，在相对酶活一样的情况下（)’---0+*），

;/</6%’催化酯化反应转化率最高达 ")54(#，自制的固定化
酶的转化率为 ’-5--#，游离假丝酵母作为催化剂的转化率
为 (5)N#，而根霉和猪胰脂肪酶表现的活性更低，催化合成
的维生素 $棕榈酸酯低至检测不出，这可能是由于酶的固定
化方法不同造成的。而酶粉，在相对酶活一样的情况下，由

于粉末状的酶粉在有机相中易于成团，不利于传质的进行，

因此酶粉比固定化的酶的催化效果差的更多。因此我们选

择 ;/</ 6%’作为体系反应的催化剂。

#"# 溶剂的选择
有机溶剂作为酶反应的介质会直接影响酶的催化活性

和稳定性。,GG3@［N］用有机溶剂的极性参数 V/* \来描述有机
溶剂对酶反应的影响（V/* \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
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剂的 !"# $ % &；第二类有机溶剂的 !"# $在 & ’ (之间；第三类
有机溶剂的 !"# $ ) (。研究结果发现：!"# $ % &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需水化

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需水化层。本文试验了 *种常用的
有机溶剂，其相对极性和转化率见表 &。

表 ! 有机溶剂对转化率的影响
"#$%& ! ’()%*&(+&, -) ,-%.&(/, -( +-(.&0,1-(

+"!,-./ 0"# $ 1".,-234".56 1".7-./28/4". "9 !:"#5（#50）
;-<8.- =>*= &>*( ?>=*
@".8.- &>*A &>&( ?>==
$2-/2"!-BC -/D-2 &>E& ?>?? ?>=A
F-.G-.- &>? &>A& ?>??
FB/H! IB/H28/- A>=& (E>** E>(=
J-2/:8CH! 8!7"D"! A>A* **>EA K>EL
J-/28DHM2"9B28. ?>(L ?>?? ?>??
N7-/".- O ?>&( E&>P* P>*E
JD- 2-87/4". Q83 78224-M "B/ 8/ *?R，Q4/D ?>A?K# S4/8C4. 1，?>E&*#
T8!C4/8/- 8.M ?>?&?# @"," (=* 4. M499-2-./ 3"!,-./3U

由表 & 可见，在其它条件均相同的前提下，当溶剂的
!"# $在 & ’ (之间时，酯化反应的转化率很小，且转化率与溶
剂的疏水性的大小次序基本上是一致的。这一结果进一步

证实，溶剂的疏水性影响酶的活力，溶剂的疏水性较强，固定

化酶在其中催化酯化反应的转化率也较高。而当溶剂的

!"# # % &时，取得的产物浓度较高，这一点与 088.-所提出的
规律（!"# # % &的有机溶剂不适合作为反应介质）有所区别。
丙酮的极性成负数，但是该体系的转化率却是最高的。由于

该反应体系溶剂的极性降低，维生素 1和棕榈酸的溶解度增
大，而目前维生素 1和棕榈酸的溶解度是影响转化率的一个
重要因素，能够提高底物浓度，所以反应进行的比较完全，转

化率较高，因此我们选取丙酮作溶剂。

!23 底物摩尔比的影响
脂肪酶催化酯化反应是维生素 1和棕榈酸反应生成酯

和水的可逆反应，要使反应彻底，就必须使反应物过量，或在

反应中除去某产物。为了提高维生素 1棕榈酸酯的转化率，
本文对几种不同底物摩尔比进行了比较，从而确定最佳摩尔

比。在实验中，我们固定维生素 1的物质的量为 ?>ECC"!50，
棕榈酸与维生素 1的物质的量之比从 A V A到 A& V A变化。结
果见图 =。从图中可以看出随着棕榈酸与维生素 1的摩尔
比增加，转化率也在增加，并且，当棕榈酸与维生素 1的摩尔
比达到 KVA时，转化率达到最高。酸的摩尔数继续增加，转
化率几乎达到了平衡。

!24 反应温度的优化
温度对 @"," (=*酶催化维生素 1与棕榈酸的酯化反应

的影响如图 (所示。由图 (可见，反应的最适温度为 E?R，
当温度低于 &*R时，随着温度的升高，转化率增加，这是由
于在低温条件下 @","(=* 酶的活性比较低；而当温度高于
E?R时，随着温度的升高，转化率快速下降，这主要是因为温
度对维生素 1的稳定性影响比较大，且酶失活［P］造成的。

图 = 底物摩尔比对酯化的影响
W4#U = X99-7/3 "9 87-/8/-5874M C"!82 28/4" ". 7".,-234".

JD- 2-87/4". Q83 78224-M "B/ 8/ *?R，Q4/D ?>?&# @","G(=* 8.M ?>A?K#

S4/8C4. 1 4. A?C0 87-/".- Q4/D M499-2-./ 87-/8/-5874M C"!82 28/4"U

图 ( 温度对酯化的影响

W4#U ( X99-7/3 "9 /-CT-28/B2- ". 7".,-234". "9 S4/8C4. 1

JD- 2-87/4". Q83 78224-M "B/ Q4/D ?>A?K# S4/8C4.，?>E&*# T8!C4/8/- 874M

8.M ?>?&# @"," (=* 4. A?C0 87-/".- 8/ M499-2-./ /-CT-28/B2-U

!25 维生素 6浓度的影响
维生素 1极性较强，易溶于水，难溶于有机溶剂，只有溶

解在反应体系中的维生素 1才能参加反应，因此维生素 1
的浓度也是影响转化率的一个重要因素。维生素 1的浓度
对转化率的影响如图 *。随着维生素 1在丙酮中的浓度增
加，转化率增加，但是维生素 1在 A?C0的丙酮中的溶解度有
限，当达到饱和时，溶剂中存在的过量的没有溶解的维生素

1会阻碍传质，酯化率降低。由图 *可以看出 A?C0的反应
体系维生素 1的最佳浓度为 ?>A?K#50（?>ECC"!）。

图 * 维生素 1的浓度对转化率的影响

W4#U * X99-7/3 "9 7".7-./28/4". "9 S4/8C4. 1 ". 7".,-234".

JD- 2-87/4". Q83 78224-M "B/ 8/ *?R，Q4/D ?>?&# @","(=* 4. A?C0

87-/".-U

!27 酶量对反应的影响
在反应体系中，棕榈酸和维生素 1的摩尔比设定为 K V

A，固定化酶的用量从 *6到 E*6，*?R下反应 (PD，反应结果
见图 E。当固定化酶的用量较低时，转化率随着酶用量的增
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大而增大，而当酶用量超过 !"#时，转化率基本维持不变。
故在反应体系中选择 !"#（!$!，固定化酶$维生素 %）为最
适酶用量。

图 & 酶量对酯化反应的影响

’()* & +,,-./0 1, /2- (3314(5(6-7 5(890- 1: .1:;-<0(1:

=2- <-9./(1: >90 .9<<(-7 1?/ 9/ @"A，>(/2 7(,,-<-:/ 931?:/ 1, B1;1 CD@ (:

E"3F 9.-/1:-*

!"# 酯化反应的进程
我们考察了 D种不同摩尔比的酯化反应进程，如图 G所

示。反应系统由 "HE"G)维生素 %、"H"!")固定化酶和 E"3F
丙酮组成，维生素 %和棕榈酸的摩尔比分别为 E I E、E I C 和
EIG。由图 G可看出，体系随着摩尔比的增加，转化率在逐渐
增加，反应 CJ2后，转化率的增长趋于平缓。

图 G 酯化反应的进程

’()* G =(3- .1?<0- 1, (:/-<-0/-<(,(.9/(1:

=2- <-9./(1: >90 .9<<(-7 1?/ 9/ @"A，>(/2 "H"!") B1;1 CD@ (: E"3F

9.-/1:-*

!"$ 分子筛含量的影响
对有机相中的酶促反应而言，水的存在是维持酶活力所

必需的［K］。酶反应在环绕着酶分子的水层内进行，底物分子

必须先从主体有机相进入微水相，才能与酶作用，激发酶的

活性。但过量的水又会引起酶中心内部“水簇”的生成，从而

改变酶的活性结构使酶活性降低［E"］。图 J为 B1;1CD@酶在
丙酮中催化维生素 %与棕榈酸反应时，分子筛（"HC:3分子
筛，购与北京化学试剂公司）作为吸水剂对转酯化反应的影

响。由图 J可知，在一定范围内随着水含量的减少，酯化率
升高，分子筛的量继续增加，随着水含量的继续减少，酯化率

逐渐降低；这是由于脂肪酶在有机溶剂中显示催化活性时不

需要太多的水，脂肪酶分子只需要结合几分子的水就会表现

出很高的催化活力 ，但是不能没有水，当酶在几乎干燥的体

系中，基本不表现催化活性，并且过量的分子筛会阻碍传质

的进行。因此分子筛有一个最佳用量，图 J的结论也证明了
这一点。

图 J 分子筛对酯化反应的影响

’()* J L:,5?-:.-0 1, /2- 315-.?59< 0(-;-0 1: /2- (:/-<-0/-<(,(.9/(1:

=2- <-9./(1: >90 .9<<(-7 1?/ 9/ @"A，>(/2 "H"!") B1;1CD@ (: E"3F

9.-/1:- >(/2 315-.?59< 0(-;-0*

!"% 酶的寿命
由于商品酶价格昂贵，因此我们考察该酶能不能连续多

次使用，从而降低成本。在最佳反应条件下，我们作了批次

实验得到以下结果（图 K）。

图 K 反应批次的影响

’()* K L:,5?-:.-0 1, /2- <-9./(1: 49/.2

=2- <-9./(1: >90 .9<<(-7 1?/ 9/ @"A，>(/2 "H"!") B1;1CD@，"HE"G)

;(/93(:，"H&!@) 8953(/9/- 9.(7 (: E"3F 9.-/1:- >(/2 315-.?59< 0(-;-0*

从实验结果可以看出，固定化酶经过 C次连续使用后，
转化率仍可以达到 G@#，第 & 次使用后转化率降到 &"#。
因此我们可以把商品酶连续 C M @次使用，都可以得到比较
高的转化率，从而在一定程度上降低了成本。

!"&’ 维生素 (棕榈酸酯的分离纯化
由于最优条件下底物棕榈酸过量较多，我们采用以下方

法分离提取产物，同时回收底物棕榈酸。

将反应得到的混合物过滤，滤去分子筛和酶；过滤后的

溶液减压蒸发回收溶剂，得到干燥混合物（棕榈酸，维生素

%，维生素 %棕榈酸酯）；水洗过滤除去少量没有反应的维生
素 %，然后将余下混合物（棕榈酸，维生素 %棕榈酸酯）放入
CA正己烷，产物维生素 %棕榈酸酯结晶析出。棕榈酸正己
烷溶液减压蒸发，析出的棕榈酸和蒸发出的正己烷都可以回

收利用。

!"&& 其他维生素 )酯的合成
本文通过优化的条件还考察了其他维生素 %酯的合成，

如中长链脂肪酸，不饱和脂肪酸。结果见表 D，从表中可看
出，维生素 %与脂肪酸在优化条件下可以合成相应的维生素
%酯，且转化率还较高。

EKK徐凤杰等：生物法合成维生素 %棕榈酸酯



表 ! 不同脂肪酸底物时维生素 "酯的合成
#$%&’ ! #(’ )*+,(’)-) ./ 0-,$1-+ " ’),’2)

!"##$ "%&’ ()*+,-# .)-+,/0&)- "1#,/ 23456 7/)’8%#&)-
9)’,%$*&% "%&’ :%,#)-, ;3<= !>"0%)/?$* ’)’,%$*"#,
@$/&0#&% "%&’ :%,#)-, A=<; !>"0%)/?$* B$/&0#&%"#,
7"*B&#"#, "%&’ :%,#)-, AC<3 !>"0%)/?$* D"*B&#"#,
(#,"/&% "%&’ :%,#)-, 3E<E !>"0%)/?$* 0#,"/&%
F*,&% "%&’ :%,#)-, A3<; !>"0%)/?$* )*,"#,
G&-)*&% "%&’ :%,#)-, A;<H !>"0%)/?$* *&-)*,"#,
G&-)*,-&% "%&’ :%,#)-, ;I<C !>"0%)/?$* *&-)*,-"#,

! 结论

我们研究了一种用固定化脂肪酶催化合成维生素 .棕
榈酸酯的方法。对催化合成维生素 .棕榈酸酯反应的酶种
和介质进行筛选，发现最佳酶种为 J)+) 2KC酶，最佳介质为
丙酮；同时对影响合成维生素 .棕榈酸酯反应的酯化率的因
素（温度、水分含量、酶量和底物摩尔比）进行了探讨，确定了

最适反应条件：在 HEBG的丙酮中加入 =E6的 E<2-B分子筛，
E<HEAL维生素 .和 H<EI2L棕榈酸在酶量为 =E6（"5"，固定
化酶5维生素 .）的固定化脂肪酶催化下，温度为 ;EM，转速为
=EE/5B&-，反应 234，转化率可以达到 3E6，产物浓度为 =EL5G。
虽然棕榈酸过量，但是低温条件下可以析出，且丙酮易于挥

发，易于产品的分离纯化；由于丙酮的极性比叔丁醇，叔戊醇

的极性小，对维生素 .和棕榈酸的溶解度相对较好，产率较
高，且丙酮价格相对较便宜，因此本文研究结果有应用价值。
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