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摘　要：对无溶剂体系中阿魏酸的转酯化疏水改性进行了研究，确立了减压反应器（０．００１ＭＰａ）中Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂
肪酶催化阿魏酸乙酯和油醇进行转酯化反应合成新型抗氧化剂阿魏酸油醇酯的方法．发现水活度（ａｗ）明显影响
转酯反应，阿魏酸油醇酯产率在ａｗ＜０．０１０．７５范围内随着水活度的增加而降低，推测底物阿魏酸乙酯和产物阿
魏酸油醇酯的水解是该转酯反应的竞争性抑制因素．同时以阿魏酸油醇酯的产率为考察指标，探讨了温度、加酶
量、搅拌器转速、反应时间、水活度、底物摩尔比等因素对转酯化反应的影响．确定了脂肪酶催化阿魏酸油醇酯
合成的最佳反应条件为：５．０ｍｍｏｌ油醇，１．０ｍｍｏｌ阿魏酸乙酯，７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶，水活度小于０．０１，反应
温度为６０℃，转速为２００ｒ／ｍｉｎ，反应时间为９６ｈ，此时阿魏酸油醇酯的产率可达６５％．固定化酶反复使用多次
后，活性没有明显损失．
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　　阿魏酸（４羟基３甲氧基肉桂酸）是一种水溶
性的天然酚酸，具有抗氧化、抗炎、抗衰老、抗癌、

清除自由基等多种生物活性［１．２］．由于阿魏酸在疏
水环境中的不溶性和不稳定性，大大限制了其在食

品和化妆品工业中的应用［３．４］．为了更好的发挥阿
魏酸的抗氧化性并扩大其应用范围，有必要对阿魏

酸进行疏水改性．与脂肪醇等脂溶性分子结合，可
有效地提高阿魏酸的油溶性和稳定性，既保持了阿

魏酸的抗氧化活性，又克服了阿魏酸分子本身亲水

性强而难以在疏水环境中发挥作用的弊端，其反应

机理如图１所示．目前，利用脂肪醇对阿魏酸进行
酶催化疏水改性主要集中在阿魏酸与短链或中链脂

肪醇的酯化反应，与长链脂肪醇合成的报道较少，

而后者更易参与脂肪酶催化的反应［５，６］．若直接用
阿魏酸与长链脂肪醇进行酯化反应，阿魏酸的强亲

水性会大大抑制脂肪酶的催化活性，采用一些酯化

衍生物进行转酯化反应有望解决这一问题．因此本
文在无溶剂体系中，选用阿魏酸乙酯作为酰基供

体，进行脂肪酶催化的转酯化反应合成阿魏酸脂肪

醇酯，发现副产物乙醇和副反应水解反应可能为该

转酯化反应的限制性因素，其反应过程如图 ２所
示．考察了反应参数对转酯产率的影响，进一步提
高了阿魏酸油醇酯的产率．

１材料与方法
１．１试剂和仪器

阿魏酸乙酯（＞９９％），苏州畅通化学试剂有限
公司；十六醇、十八醇、油醇、二十二醇，上海晶纯

试剂有限公司；固定化南极假丝酵母脂肪酶

ＮＯＶ４３５（１０，０００Ｕ／ｇ），美国 Ｓｉｇｍａ公司；甲醇
（ＨＰＬＣ纯），Ｆｉｓｈｅｒ公司；３?分子筛，大连催化剂
厂；薄层色谱扫描仪（ＫＨ２０００型），薄层电动点样

图１油醇与阿魏酸乙酯反应机理
Ｆｉｇ．１Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｒｅａｃｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
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图２阿魏酸油醇酯的合成途径
Ｆｉｇ．２ＲｅａｃｔｉｏｎｓｃｈｅｍｅｏｆｌｉｐａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ

器（ＳＰⅡ型），上海科贺生化科技有限公司；高效
液相色谱，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．
１．２脂肪酶催化合成阿魏酸脂肪醇酯转酯化反应

将阿魏酸乙酯与脂肪醇以不同的摩尔比混合获

得反应液，将其与脂肪酶分别通过３?分子筛吸附
或饱和盐溶液预平衡获得不同的水活度，添加到

２５０ｍＬ旋转蒸发瓶中．使用旋转蒸发装置作为反
应器，在一定温度和真空度下反应不同时间后取样

分析．反应完成后，采用经分子筛平衡除水的正己
烷（ａｗ＜０．０１）反复冲洗固定化酶颗粒，将回收的固
定化酶进行下一批反应．
１．３水活度控制方法

反应使用的任何底物和酶均按文献［７］方法采
用如下饱和盐溶液或固体吸附剂在２５℃下预平衡
或吸附至少４８ｈ获得不同的水活度：固体吸附剂
３?分子筛 （ａｗ ＜０．０１），ＬｉＢｒ饱和盐溶液（ａｗ：
０．０５），ＬｉＣｌ饱和盐溶液 （ａｗ：０．１１），ＣＨ３ＣＯＯＫ饱
和盐溶液 （ａｗ：０．２３），（ＭｇＮＯ３）·６Ｈ２Ｏ饱和盐溶
液 （ａｗ：０．５４），ＮａＣｌ饱和盐溶液（ａｗ：０．７５），ＫＣｌ
饱和盐溶液 （ａｗ：０．８５），Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７饱和盐溶液 （ａｗ：
０．９８）．
１．４反应进程检测和产率分析

采用薄层层析（ＴＬＣ）进行反应进程监测．分别
吸取反应样品和对照样品２．５μＬ，点在ＧＦ２５４硅胶
板上，在展开剂体积比为二氯甲烷∶苯∶乙醚∶正己
烷为５∶３∶１．５∶０．０８中展开，展开方法为上行法，展
开距离为１４ｃｍ，检测波长为２５４ｎｍ．检测产物阿
魏酸脂肪醇酯、底物阿魏酸乙酯、副产物阿魏酸的

含量变化．
采用 高 效 液 相 色 谱 （ＨＰＬＣ） （Ｗａｔｅｒｓ

Ａｌｌｉａｎｃｅ２６９５）按照文献描述方法进行产率分析［８］．
样品经丙酮稀释１０倍后进一步用甲醇稀释２０倍，
上样量１０μＬ．色谱柱为 ＸＴｅｒｒａＣ１８反相柱（５μｍ，
１５０×２．１ｍｍ），流动相是 Ａ（９９％水，１％冰乙
酸），Ｂ（１００％甲醇），梯度洗脱程序为：０ｍｉｎ５０％Ａ
＋５０％Ｂ，３０ｍｉｎ１００％Ｂ＋０％Ａ，保持１５ｍｉｎ．流速
是１ｍＬ／ｍｉｎ，温度为３５℃，检测波长为２５４ｎｍ．

阿魏酸脂肪醇酯产率根据文献按各物种峰面积

（Ａ）进行计算［９１１］：

产率％＝Ａ阿魏酸脂肪醇酯／（Ａ阿魏酸脂肪醇酯 ＋Ａ阿魏酸乙酯
＋Ａ阿魏酸）×１００％

２结果与分析
２．１脂肪醇的种类对转酯化反应的影响

脂肪酶催化的转酯化反应是否能够快速有效地

进行，底物的选择至关重要．选择４种具有一定代
表性的长链脂肪醇进行了研究，实验结果如表１所
示：由表１可以看出，在相同条件下，不同的脂肪
醇与阿魏酸乙酯转酯化合成阿魏酸脂肪醇酯的产率

是不一样的．产率与脂肪醇的链长及其饱和度有
关，在一定的链长范围内产率随着链长的增加而升

高，阿魏酸十八醇酯的产率要比阿魏酸十六醇的产

率高４．８％．但是二十二醇在此条件下不能发生转
酯化反应，因为６０℃时二十二醇仍然为固态很难
与阿魏酸乙酯发生反应．然而将温度升高到二十二
醇的熔点以上（７５℃）时，转酯化反应同样可以进
行，而且阿魏酸二十二醇酯的产率也可高达

３２．８％．这一结果说明，转酯化反应的产率不仅与
所用脂肪醇的链长有关还与脂肪醇的物理状态有

关．通过对比具有相同链长的阿魏酸十八醇酯和油
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醇阿魏酸酯的产率，发现后者要比前者高出

１２．７％．这一结果表明了碳链的饱和程度是影响产
率的主要因素．

表１不同的脂肪醇对酶催化合成阿魏酸脂肪醇酯的影响
Ｔａｂｌｅ１ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌｏｎｌｉｐａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦｗｉｔｈｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌ

ｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌ ｐｈｙｓｉｃａｌｓｔａｔｅ ｔｈｅｍｅｌｔｉｎｇｐｏｉｎｔ（℃） ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃） ｙｉｅｌｄ（％）

１Ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｌ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ５０ ６０ ３５．７

１Ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｌ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ５９．４～５９．８ ６０ ４０．５

Ｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ０～５ ６０ ５３．２

１Ｄｏｃｏｓａｎｏｌ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ６８～７２ ６０ ０．０

７５ ３２．８

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅａｔ
２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ

２．２反应方式对转酯反应及酶稳定性的影响
脂肪酶催化阿魏酸乙酯与油醇转酯反应的副产

物乙醇容易引起脂肪酶失活．如何有效地排除反应
体系中的乙醇，对提高阿魏酸油醇酯的产率和维持

脂肪酶的活性均具有重要意义．如图 ２和图 ３所
示，在旋转蒸发装置中减压条件下（０．００１ＭＰａ），
反应９６ｈ后阿魏酸油醇酯的产率高达６５％，比常
压条件下高出１２％．而且减压条件下固定化脂肪酶
反复使用９次后，产率仍然可以高达６２％．而常压
条件下，脂肪酶使用３次后活性开始大幅度下降．
可见采用减压条件进行反应，可以除去反应体系中

乙醇，从而提高产率并保持脂肪酶活性是一种切实

可行并效果比较明显的方法．

图３常压和减压条件对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｏｒｍａｌｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｖａｃｕｕｍｒｏｔａｒｙ
ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦｗｉｔｈ
ｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌ
ｃｏｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ
４３５ｌｉｐａｓｅａｔ２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ．）

图４酶的反应次数对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．４Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｂａｔｃｈｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｕｃｔｅｄｕｎｄｅｒ
ｎｏｒｍａｌｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｖａｃｕｕｍ－ｒｏｔａｒｙｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
ａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅａｔ
２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ．）

２．３水活度对转酯化反应的影响
在转酯反应中，反应体系中水活度是一个重要

的参数，它即影响着脂肪酶的催化活性，同时也决

定着反应平衡．在无溶剂体系中，大部分水是来自
于酶和反应底物，通过３?分子筛或饱和盐溶液将
酶和底物预平衡，阿魏酸乙酯和油醇转酯反应的初

始水活度可以被控制在 ＜０．０１到０．７５之间．从图
４可以看出，在不同的初始水活度（＜０．０１到０．７５）
下进行转酯反应，初始水活度对酶催化效率有明显

的影响．当水活度从＜０．０１上升到０．１时，阿魏酸
油醇酯的产率经历了一个缓慢上升和缓慢下降的过

程，然而，当初始水活度从０．１继续上升到０．７５时，
产率却随着水活度的上升而急剧下降．转酯反应产
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图５水活度对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆａｗｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌ
ＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅａｔ２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ
６０℃ ｆｏｒ９６ｈ）

率的下降很可能是由于水作为反应底物直接参与反

应导致的，也可能是，水积累在酶的表面上导致了

油醇的疏水基团向酶分子的靠近受到了限制．虽然
初始水活度为０．０５时，产率最高，但是为了最大限
度的减少副反应的发生，最终选定初始水活度为 ＜
０．０１时进行转酯化反应，因为此时水解副产物阿魏
酸最低．
２．４温度对酶催化合成阿魏酸油醇酯的影响

在酶催化反应中，温度直接影响着酶的催化活

性和稳定性，同时也是反应底物的存在状态、整个

反应体系黏度和反应热力学平衡的重要影响因素，

因此是优化无溶剂体系中脂肪酶催化转酯化反应的

主要控制因素．如图５所示：反应温度由４０℃升高
到６０℃时反应产率随着温度升高而增大，反应温

图６温度对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．６ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦ

ｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌ
ａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅ
ａｔ２００ｒ／ｍｉｎｆｏｒ９６ｈ）

度达到６０℃时产率最高（５３％）．这主要是由于随
着温度的升高，酶活力增加，同时反应介质黏度降

低，外扩散阻力减小更有利于传质．然而继续升高
温度产率开始下降，这主要是由于过高的温度使得

酶活性下降．因此，本文选择６０℃为该反应的最
适温度，这与固定化脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的最适温
度为６０７０℃的特性相一致．
２．５加酶量对转酯反应的影响

在实际工业生产中酶的成本始终是使其应用受

到限制的一个主要因素．由于酶的价格比较昂贵，
同时也是影响产率的一个重要因素，所以对酶添加

量的研究是十分必要的．如图６所示：在底物浓度
一定的情况下，考察了酶添加量变化的影响．当酶
添加量从２％ 增加到５％ （ｗ／ｗ）时，阿魏酸油醇酯
的产率也随之增加，在酶与底物质量比为５％（７０
ｍｇ）时产率达到最大（４８．６％）．这说明此范围内的
酶添加量可以很好的的克服反应体系的内扩散限制

作用．当酶的添加量从５％继续增加到７％，阿魏酸
油醇酯的产率反而有所下将，并且体系内阿魏酸的

含量开始迅速增加．这可能是由于酶的表面有一层
水化层，加入过多的酶就会向体系中引入过多的

水，从而使体系的初始水活度提高，阿魏酸乙酯和

阿魏酸油醇酯的水解反应增强，致使阿魏酸油醇酯

的产率下降．这一现象进一步说明了酶的添加量不
仅影响着反应速率，在某种程度上也影响着反应平

衡．因此，选定酶的添加量以酶与底物质量比为
５％为宜．

图７加酶量对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．７ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐａｓｅｌｏａｄｉｎｇｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦ

ｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌｃｏ
ｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅ
ａｔ２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ．）

２．６底物摩尔比对转酯反应的影响
反应混合物中各底物比决定着反应体系的物理
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化学特性，是影响反应平衡的重要参数．理论上，
过多的油醇会促使反应平衡向产物合成方向转变，

当摩尔比为２∶１时，需要提供更多的溶剂（油醇）来
溶解固态的阿魏酸乙酯．在研究中，将阿魏酸乙酯
的量固定为１．０ｍｍｏｌ，变化油醇的量研究对转酯反
应的影响．从图７可以看出：酰基供体和酰基受体
的比例影响着转酯化反应的程度．当油醇／阿魏酸
乙酯的摩尔比从２∶１上升至５∶１时，阿魏酸油醇酯
的产率也不断上升并达到最大（４８．５％），这一现象
可以用反应热力学平衡来解释，大量的油醇使反应

平衡向酯合成方向移动，而且，反应底物是通过一

个很窄的疏水通道进入脂肪酶的活性位点，两个高

移动性的蛋白区域在活性位点通道的入口被识别，

这两个蛋白区域决定着脂肪酶催化反应过程中催化

位点的可进入性．其中一个蛋白区域具有盖子的作
用，另一个蛋白区域则具有改变疏水通道的大小、

形状和入口处的表面疏水性．因此，增加油醇和阿
魏酸乙酯的比例使得反应介质Ｌｏｐ值升高，从而使
得疏水性增强，这就使得脂肪酶的活性位点充分暴

露出来有益于反应的进行．然而，进一步增加油醇
的量从５∶１到７∶１，阿魏酸油醇酯的产率却有微小
的下降．当摩尔比超过５时产率的下降可能是由于
过量的油醇使得脂肪酶周围的微环境底物浓度过

高，而且油醇和酶的表面和活性位点通道相互作

用，限制了亲水的阿魏酸乙酯向催化位点的靠近．
因此，阿魏酸乙酯与油醇的摩尔比为１∶５是最适合
的摩尔比，并用于以后的反应中．

图８底物摩尔比对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．８Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆＥＦｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，１．０－８．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌ
ａｌｃｏｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ
４３５ｌｉｐａｓｅａｔ２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ）

２．７反应器转速对转酯反应的影响
反应器转速的大小关系到反应体系的传质，选

择适宜的转速既可达到所需的传质效果，又可以节

约能耗．转速对该转酯反应的影响如图８所示：当
转速低于２００ｒ／ｍｉｎ时，产率随搅拌器转速的增加
而增加．这说明当转速为１００ｒ／ｍｉｎ－２００ｒ／ｍｉｎ时，
底物的外扩散为反应的限制因素．当转速超过
２００ｒ／ｍｉｎ时，再提高转速对产率的影响甚微，这说
明２００ｒ／ｍｉｎ的转速已经基本消除了外扩散限制，
反应转化率不再受转速的影响．这有可能是此时底
物与酶活性中心接触的速度很慢，远小于底物和产

物传质的速度而成为整个反应的限速步骤．从图８
我们也可以看出反应体系中阿魏酸的量随着转速的

加快在不断的增加，因此高转速造成的水解反应也

是影响产率的一个因素．因此，搅拌器转速应以
２００ｒ／ｍｉｎ为宜．

图９反应器转速对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．９ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＦ

ｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
ａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅ
ａｎｄ６０℃ ｆｏｒ９６ｈ．）

２．８反应时间对转酯反应的影响
确定适宜的反应时间可以在最短的时间内得到

最高的产率，避免实验时间的浪费，从而提高了工

作效率．反应时间对反应的影响如图９所示：随着
反应时间的增加，转酯反应转化率不断增大，在

９６ｈ时反应达到平衡，其产率也达到最大．随着反
应时间的继续增加，反应体系的平衡点也稍微向左

移动．这可能是由于随着时间的延长，反应产物和
底物发生了一定程度的水解，而此时随着体系黏度

的增加酶催化活性降低和底物浓度减小导致的．
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图１０反应时间对转酯反应的影响
Ｆｉｇ．１０Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆＥＦｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ
（Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｗ＜０．０１，５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌ
ａｌｃｏｈｏｌａｎｄ１．０ｍｍｏｌＥＦｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ７０ｍｇＮｏ
ｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅａｔ２００ｒ／ｍｉｎａｎｄ６０℃．）

３结　　论
本文采用无溶剂体系合成了一类新型的阿魏酸

疏水性改良产品阿魏酸脂肪醇酯．固定化脂肪酶
Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５在无溶剂体系中可以催化阿魏酸乙酯
与不同的长链脂肪醇发生转酯化反应生成疏水性的

阿魏酸长链脂肪醇酯．通过对几种长链脂肪醇的筛
选，发现油醇作为疏水因子更易发生反应并且在温

和的条件下产率最高．通过减压旋转蒸发的方法可
以有效的除去反应副产物乙醇，解决了乙醇对反应

的限制性问题，并对保持脂肪酶的活性也有至关重

要的作用．在减压条件下，酶最少可以反复使用９
次而仍具有较高的活性，为进一步进行深入研究和

工业化生产奠定了良好的基础．

参考文献：

［１］　ＫｒｏｏｍＰＡ，ＷｉｌｌｉａｍｓｏｎＧ．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ［Ｊ］，１９９６，２３：２６３－２６７

［２］　ＦａｕｌｄｓＣＢ，ＷｉｌｌｉａｍｓｏｎＧ．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］，１９９５，４３（６）：１０８２－１０８７

［３］　ＳｒｉｎｉｖａｓａｎＭ，ＳｕｄｈｅｅｒＡＲ，ＭｅｎｏｎＶＰ．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＣｌｉｎｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎ［Ｊ］，２００７，４０（２）：９２

［４］　ＯｕＳ，ＫｗｏｋＫＣ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＡｇ
ｒｉｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］，２００４，８４：１２６１－１２６９

［５］　ＳａｂａｌｌｙＫ，ＫａｒｂｏｕｎｅＳ，ＹｅｂｏａｈＦＫ，ｅｔａｌ．ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］，２００５，１２７（１）：１７－２７

［６］　ＳｔａｍａｔｉｓＨ，ＳｅｒｅｔｉＶ，ＫｏｌｉｓｉｓＦＮ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉ
ｃａｎＯｉｌＣｈｅｍｉｓｔｓ’Ｓｏｃｉｅｔｙ［Ｊ］，１９９９，７６（１２）：１５０５－
１５１０

［７］　ＷｅｈｔｊｅＥ．，ＣｏｓｔｅｓＤ．，ＡｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚＰ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ［Ｊ］，１９９７，３（５）：２２１－２３０

［８］　ＳｕｎＳ．Ｄ．，ＳｈａｎＬ．，ＬｉｕＹ．Ｆ．，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｌｅｔｔｅｒｓ［Ｊ］，２００７，２９（１２）：１９４７－１９５０

［９］　ＣｏｍｐｔｏｎＤ．Ｌ．，ＬａｓｚｌｏＪ．Ａ．，ＢｅｒｈｏｗＭ．Ａ．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＯｉｌＣｈｅｍｉｓｔｓ’Ｓｏｃｉｅｔｙ［Ｊ］，２０００，７７（５）：
５１３－５１９

［１０］ＬａｓｚｌｏＪ．Ａ．，ＣｏｍｐｔｏｎＤ．Ｌ．，ＥｌｌｅｒＦ．Ｊ．ＧｒｅｅｎＣｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ［Ｊ］，２００３，５（４）：３８２－３８６

［１１］ＬａｓｚｌｏＪ．Ａ．，ＣｏｍｐｔｏｎＤ．Ｌ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎ
ＯｉｌＣｈｅｍｉｓｔｓ’Ｓｏｃｉｅｔｙ［Ｊ］，２００６，８３（９）：７６５－７７０

７６２第３期　　　　　　　　　　　　　　　　　董立峰等：无溶剂体系脂肪酶催化合成阿魏酸油醇酯



ＬｉｐａｓｅＣａｔａｌｙｚｅｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＯｌｅｙｌＦｅｒｕｌａｔｅｉｎＳｏｌｖｅｎｔＦｒｅｅＳｙｓｔｅｍ

ＤＯＮＧＬｉｆｅｎｇ１，ＷＡＮＧＹａｎ１，ＸＩＮＪｉａｙｉｎｇ１，２，ＣＨＥＮＬｉｎｌｉｎ１，ＸＩＡＣｈｕｎｇｕ２

（１ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＨａｒｂｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｏｍｍｅｒｃｅ，ｈａｒｂｉｎ，１５００７６，Ｃｈｉｎａ；
２ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＯｘｏＳｙｎｔｈｅｓｉｓ＆ＳｅｌｅｃｔｉｖｅＯｘｉｄａｔｉｏｎ，ＬａｎｚｈｏｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＰｈｙｓｉｃｓ，Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｌａｎｚｈｏｕ，７３００００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｌｉｐａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｅｗｔｙｐｅｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｉｎｓｏｌｖｅｎｔｆｒｅｅｓｙｓｔｅｍｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ．ＵｓｉｎｇＮｏ
ｖｏｚｙｍ４３５ａｓｃａｔａｌｙｓｔ，ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅ（ＥＦ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌｔｏｆｏｒｍｆａｔｔｙｆｅｒｕｌａｔｅｉｎ
ｓｏｌｖｅｎｔｆｒｅｅｓｙｓｔｅｍｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅ（ＥＦ）ｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌ
ｃｏｈｏｌ（ＯＡ）ｗａｓｃｈｏｓｅｎａｓｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｓｕｂｓｔｒａｔｅ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｅｎｚｙｍｅｔｏ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ａｇｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ，ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ，ｖａｃｕｕｍｒｏｔａｒｙｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅａｎｄｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｎｚｙｍｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆｏｌｅｙｌｆｅｒｕｌａｔｅｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｉｎｄｅｔａｉｌ．Ｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄ
ｆｏｒｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｏｌｅｙｌｆｅｒｙｌａｔｅｕｓｉｎｇａｖａｃｕｕｍｒｏｔａｒｙｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｕｎｄｅｒｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：
５．０ｍｍｏｌｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌ，１．０ｍｍｏｌｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅ，７０ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５，ｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ（ａｗ）＜０．０１，ａｔ６０℃，２００
ｒ／ｍｉｎａｇｉｔａｔｉｏｎａｎｄ０．００１ＭＰａｆｏｒ９６ｈ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅ
ｗｉｔｈｏｌｅｙｌａｌｃｏｈｏｌｏｂｔａｉｎｏｌｅｙｌｆｅｒｕｌａｔｅｙｉｅｌｄｏｆ６５％．Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅｃａｎｂｅｒｅｕｓｅｄｓｅｖｅｒａｌｔｉｍｅｓｗｉｔｈｏｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｏｓｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄ：ｅｔｈｙｌｆｅｒｕｌａｔｅ；ｆａｔｔｙａｌｃｏｈｏｌ；ｆａｔｔｙｆｅｒｕｌａｔｅ；Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅ；ｓｏｌｖｅｎｔｆｒｅｅｓｙｓｔｅｍ

８６２ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２５卷　


