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摘要：以天然玉米淀粉和月桂酸为原料，脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５为催化剂，研究了微波辐照下月桂酸淀粉酯的酶促
合成．通过对淀粉进行预处理活化来提高淀粉的酯化反应活性，并主要考察了微波功率、月桂酸用量、脂肪酶Ｎｏ
ｖｏｚｙｍ４３５用量及反应时间等参数对酶促月桂酸淀粉酯合成的影响．采用气相色谱法进行取代度的测定，并以取
代度为考察指标，确定了最佳的反应条件．结果表明，淀粉的最佳预处理方法为ＮａＯＨ／尿素混合溶液法，经该法
处理后淀粉的酯化反应活性大大提高；微波辐照技术的应用大大缩短了反应时间，并提高了月桂酸淀粉酯的取代

度．适宜的工艺条件为：微波功率为２４０Ｗ，月桂酸用量为３０％，酶加入量为７％，反应时间２６ｍｉｎ．
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　　酶催化淀粉酯的合成是近些年新兴起的一种淀
粉改性手段．脂肪酶在催化酯化反应中表现出的优
良特性，使其成为淀粉酯化改性的热门酶类．相对
于化学法来说，酶催化法可以在底物含量较低，较

温和的条件下进行，而且体系内无需加入酸试剂，

从而淀粉不会发生降解，用酶法可以生产出传统方

法无法实现的一些新产品［１］．而且用酶法合成的淀
粉酯可以应用在食品和生物医药以及一些新兴领

域［２］．“无溶剂体系酶催化反应”即在不含溶剂的
条件下将反应底物简单混合进行酶催化反应（底物

以固体或熔化形式存在）．无溶剂体系中酶直接作
用于底物，提高了底物和产物浓度以及反应选择

性，纯化过程简便、步骤少［３］，不用或少用有机溶

剂而大大降低了对环境的污染和有机溶剂的回收成

本，为反应提供了与传统溶剂不同的分子环境，使

反应的选择性、底物转化率得到提高［４］．微波是频
率在３００ＭＨＺ３００ＧＨＺ范围的电磁波．微波辐射
代替常规加热方法进行反应，具有加热速度快、节

能、省时、简化操作程序、减少有机溶剂使用、提

高反应速率、体系易控制等优点．微波作为一种新
型能源，广泛应用在化学反应、化学分析和环境保

护等领域［５］．
本实验意在将微波辐照技术应用到淀粉的酶促

酯化改性领域，从而缩短酯化时间并提高酯化淀粉

的取代度．通过对淀粉进行有效地预处理提高了淀
粉的酯化反应活性，研究了微波辅助下脂肪酶 Ｎｏ
ｖｏｚｙｍ４３５催化月桂酸淀粉酯的合成．用气相色谱法
进行取代度的测定，并以取代度为考察指标获得最

佳的酯化反应条件，从而实现低取代度天然月桂酸

淀粉酯的快速合成．

１实验部分
１．１实验材料及仪器

固定化南极假丝酵母脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５
（Ｌ４７７７），１０，０００Ｕ／ｇ，丹麦 ＮｏｖｏｚｙｍｅｓＡ／Ｓ公司；
月桂酸（ＡＲ）苏州畅通化学有限公司；玉米淀粉
（ＡＲ）苏州畅通化学有限公司；油酸淀粉酯（ＤＳ＝
０．０５，ＧＲ）国药集团化学试剂有限公司；月桂酸淀
粉酯（ＤＳ＝０．０５，ＧＲ）国药集团化学试剂有限公司；
３?分子筛（ＡＲ）大连催化剂厂；二甲基亚砜（ＣＰ）
购于天津市嘉兴化工有限公司；糖化酶，１０００００
Ｕ／ｇ，苏州畅通化学有限公司；α淀粉酶，３７００Ｕ／
ｇ，苏州畅通化学有限公司．油浴，天津市欧诺仪器
仪表有限公司；ＭＭ７２１ＮＧ１ＰＷ 微波炉，美的；
ＳＣＩＥＮＴＺⅡＤ超声波细胞破碎仪，ＳＣＩＥＮＴＺ；ＤＨＧ
９２０３Ａ型电热恒温鼓风干燥箱，上海恒科学仪器有
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限公司；ＧＣ７８９０Ｆ气象色谱仪，上海天美科学仪器
有限公司．
１．２油浴无溶剂体系酶促月桂酸淀粉酯的合成

无溶剂体系中，酯化反应在２５ｍＬ具塞三角瓶
中进行，底物包括月桂酸和预处理玉米淀粉（平均

粒径小于０．１μｍ），月桂酸作为酰基供体，预处理
淀粉与月桂酸的质量比为１∶５．底物完全混溶后，
加入５％的 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶，６５℃恒温反应，
定时取样分析．反应结束后，向反应体系中加入１０
ｍＬ、９５％的乙醇使月桂酸淀粉酯沉淀析出．沉淀产
物中未反应的月桂酸通过无水乙醇反复洗涤除去，

７５℃烘干至恒重．烘干后用０．１８０ｍｍ的筛网将固
定化脂肪酶筛除后，密封保存［６］．
１．３微波辅助酶促月桂酸淀粉酯的合成

将一定量的月桂酸分散在 ３０ｍＬ的乙醇溶液
（体积分数８０％）中，再缓慢加入一定量的 ＮａＯＨ／
尿素混合溶液法处理的淀粉（干基）混合于乳状液

中，加入一定量的脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５作为催化剂，
在３０００ｒ／ｍｉｎ的转速下充分搅拌１ｍｉｎ，得到混合
均匀的液体置于微波反应器中进行反应，采用间歇

加热方式（加热３０ｓ间隔３ｍｉｎ，总时间为５ｍｉｎ）
并快速搅拌．反应结束后，用体积分数为８０％的乙
醇反复洗涤、抽滤除去未反应的月桂酸，将产物月

桂酸淀粉酯放置于鼓风干燥箱中（１０５℃，２ｈ）烘干
至恒重，将烘干后的月桂酸淀粉酯冷却、粉碎、过

筛、保存，存放于密闭样品袋中．
１．４ＮａＯＨ／尿素混合溶液法处理淀粉

将一定量质量比为２的氢氧化钠和尿素加入到
去离子水中配制成浓度为９％的氢氧化钠／尿素混
合溶液，置于冰箱中冷却至－１０℃左右，在快速搅
拌下慢慢加入５％的干基玉米淀粉，继续搅拌直至
得到透明、均相的淀粉糊，滴加稀盐酸至中性，慢

慢滴加无水乙醇使淀粉沉淀析出，９５％ 乙醇溶液
洗涤数次直至无氯离子，再用无水乙醇洗涤以脱去

水分，５０℃真空干燥后备用［７］．
１．５酶法处理淀粉

称取１００．００ｇ干基玉米淀粉置于５００ｍＬ反应
瓶中，加入ｐＨ值４．６的磷酸氢二钠柠檬酸缓冲溶
液２００ｍＬ调浆后于４５℃的恒温水浴锅中预热１０
ｍｉｎ．精确称取一定量的糖化酶和 α淀粉酶（质量
比为３∶１），用缓冲溶液配制成体积分数为２％的
酶液，将配制好的酶液全部加入到淀粉悬浮液中并

准确计时．搅拌反应２４ｈ后加入５ｍＬ质量浓度为

４０ｇ／Ｌ的氢氧化钠终止反应，将悬浮液在３０００ｒ／
ｍｉｎ的转速下离心５ｍｉｎ．去除上清液，向下层沉淀
物中加入同体积的蒸馏水洗涤并离心，如此重复３
次，将所得沉淀物即为淀粉置于５０℃真空干燥箱
中烘干至恒重，用粉碎机粉碎，即得酶处理淀粉

样品．
１．６超声波法处理淀粉

取１０．００ｇ原淀粉于 ５０ｍＬ烧杯中，加入 ４０
ｍＬ乙醇搅拌均匀制备成淀粉乳，置于超声波下处
理（常温），在一定功率下，每次作用时间６ｓ，间隔
９ｓ，总时间为１５ｍｉｎ．超声处理后用蒸馏水洗涤淀
粉，抽滤，于５０℃下真空干燥至恒重，制得超声波
处理淀粉［８］．
１．７取代度的测定

采用气相色谱法进行产物取代度的测定，首先

对产物进行甲酯化获得月桂酸甲酯，通过气相色谱

扫描，以油酸甲酯为内标物测定月桂酸甲酯的含量

从而换算出月桂酸的量．已知月桂酸的用量便可计
算出月桂酸淀粉酯的取代度［９］．
１．７．１产物甲酯化　　取月桂酸淀粉酯３０ｍｇ加入
到０．５ｍＬ二甲基亚砜中进行溶解，然后加入１ｍＬ
０．０７ｍｏｌ／Ｌ的甲醇钠溶液进行混合．混合物在
５０℃下搅拌回流６０ｍｉｎ，冷却．然后加入１ｍＬ去
离子水和１ｍＬ正庚烷振荡１ｍｉｎ，静置沉淀，上层
有机相即为月桂酸甲酯．
１．７．２气相色谱分析　　取月桂酸甲酯０．５ｍＬ，加
入５０μＬ，１ｇ／Ｌ内标物油酸甲酯进行气相色谱分
析．由内标法得出月桂酸甲酯的质量，换算成月桂
酸的物质的量，根据ＡｍｏｌＣ．Ｋｓｈｉｒｓａｇａｒ等的方法改
进得如下公式计算取代度：

ＤＳ＝ｎ×Ｍ１／（Ｍ０ｎ×Ｍ２＋ｎ×ＭＨ２Ｏ）
式中：ｎ为月桂酸淀粉酯中月桂酸的物质的

量／ｍｏｌ；
Ｍ０为样品的质量／ｇ；
Ｍ１为葡萄糖残基相对分子质量／１６２；
Ｍ２月桂酸的摩尔质量／２００．３２．

色谱条件：色谱柱：ＤＭＦＦＡＰ石英毛细管柱，
３０ｍ×０．３２ｍｍ×０．２５μｍ；柱温２２０℃，汽化室
温度：２５０℃；检测器温度：２６０℃；载气：高纯氮；
柱流速：２．０ｍＬ／ｍｉｎ；尾吹流速：４０ｍＬ／ｍｉｎ；氢气
流速：３５ｍＬ／ｍｉｎ；空气流速：３５０ｍＬ／ｍｉｎ；分流比
５０∶１；进样量１μＬ．
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１．８反应初速度的测定
反应初速度，采用测定月桂酸减少量的方法来

测定．反应进行到４ｈ取样测定（此时月桂酸的转
化率＜５％），以单位时间（ｈ）内／单位质量（ｍｇ）酶
催化酯化反应消耗月桂酸的摩尔数（ｍｍｏｌ）作为反
应初速度，其单位为ｍｍｏｌ·ｈ－１·（ｍｇ）－１．

１．９酯化反应工艺条件的优化
在单因素试验基础上，对微波功率（Ａ）、月桂

酸用量（Ｂ）、脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的添加量（Ｃ）和
反应时间（Ｄ）４个因素取３水平，安排Ｌ９（３

４）正交

试验（表１），以取代度作为评价指标．

表１酯化反应实验因素水平表
Ｔａｂｌｅ１Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｔａｂｌｅｏｆｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｌｅｖｅｌ

Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒ／Ｗ

Ｂ
ａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄ／％

Ｃ
ａｍｏｕｎｔｏｆＮｏｖｏｚｙｍ４３５／％

Ｄ
ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

１

２

３

２００

２２０

２４０

３０

３５

４０

５

６

７

２４

２６

２８

２结果与讨论
２．１淀粉预处理对酯化反应的影响

玉米淀粉经处理后对脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的催
化活性产生了很大的影响，不同的处理方法对酶催

化活性的影响不同，如表２所示．
从表２，可以看出玉米淀粉经 ＮａＯＨ／尿素混合

溶液法、酶处理法和超声波处理法处理后，脂肪酶

的催化反应初速度和酯化产物的取代度都得到明显

的提高．但ＮａＯＨ／尿素混合溶液法的处理效果明显
优于其它两种方法，这主要是由于酶法和超声法只

略微改变了淀粉颗粒的表面形态，如图１（Ｂ）所示
酶法处理后使淀粉颗粒表面出现了明显的孔洞，但

没有改变颗粒大小．而经ＮａＯＨ／尿素混合溶液法处

理后淀粉的粒径大大降低至接近纳米级别而且颗粒

形貌发生了明显的改变（如图１（Ｃ））．淀粉颗粒粒
径的变小大大增加了其与月桂酸和脂肪酶的接触机

率从而提高酶促反应速率和产物取代度．又如图２
所示，经ＮａＯＨ／尿素混合溶液法处理后淀粉不仅粒
径变小，它的晶型也由 Ａ型变为 ＶＨ型，结晶度由
２４．８２１％降低到１０．３２３％，结晶度的降低使其无定
形区增多，从而使淀粉的活性羟基充分暴露，大大

提高了酶促反应初速度和产物的取代度．使得酶催
化反应初速度由０．２３３１×１０－４ｍｍｏｌ·ｈ－１·ｍｇ－１提高
到０．０２１１ｍｍｏｌ·ｈ－１·ｍｇ－１，产物取代度也由
０．５３２１×１０－３增加到０．０１０５．因此，在后续试验中
所用的淀粉均为采用 ＮａＯＨ／尿素混合溶液法处理
后的玉米淀粉，以下简称为预处理淀粉．

表２预处理方法对月桂酸淀粉酯取代度和酶促反应初速度的影响
Ｔａｂｌｅ２ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄｏｎｔｈｅＤＳｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒａｎｄｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｒａｔｅｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ Ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ（ＤＳ） Ｉｎｉｔｉａｌｒａｔｅｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·ｈ－１·ｍｇ－１）

Ｎａｔｉｖｅｓｔａｒｃｈ

ＮａＯＨ／ｕｒｅａ

ｅｎｚｙｍｅ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｗａｖｅ

０．５３２１×１０３±０．００４×１０３ｃ

０．０１０５±０．００９ａ

０．００３５±０．０１２ａ

０．００２６±０．０２３ｂ

０．２３３１×１０４±０．００６×１０３ｃ

０．０２１１±０．０１１ａ

０．０１２２±０．００２ｂ

０．００８３±０．００３ｄ

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈｔｏｌａｕｒｉｃａｃｉｄｉｓ１∶５，ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ５％ Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅａｔ６５℃，１８０
ｒ／ｍｉｎｆｏｒ２４ｈｏｒ４ｈ．Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ｎ＝３），ｄａｔａｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ｐ＜０．００５），ｔｈｅｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ｐ＞０．００５）．
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图１原淀粉（Ａ）、酶处理淀粉（Ｂ）、超声波处理淀粉（Ｃ）和 氢氧化钠尿素混合溶液处理淀粉（Ｄ）的扫描电镜图
Ｆｉｇ．１ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｎａｔｉｖｅｓｔａｒｃｈ（Ａ）ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈｂｙｅｎｚｙｍｅ（Ｂ），ｂｙｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｗａｖｅ（Ｃ）ｏｒｂｙＮａＯＨＵｒｅａ（Ｄ）

图２原淀粉（Ａ）、酶处理淀粉（Ｂ）、超声波处理淀粉（Ｃ）和
氢氧化钠尿素混合溶液处理淀粉（Ｄ）的Ｘ射线衍射图
Ｆｉｇ．２ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｎａｔｉｖｅｓｔａｒｃｈ（Ａ）ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈ
ｂｙｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｗａｖｅ（Ｂ），ｂｙｅｎｚｙｍｅ（Ｃ）ｏｒｂｙＮａＯＨＵｒｅａ（Ｄ）

２．２月桂酸淀粉酯的结构
图３为ＮａＯＨ／尿素法预处理淀粉（ａ）及其与月

桂酸在微波辅助下酶催化反应合成的月桂酸淀粉酯

（ｂ）的红外谱图（ＦＴＩＲ）．红外谱图的特征峰归属：
氢键缔合的Ｏ—Ｈ伸缩振动在３４２６～３６４８ｃｍ－１附
近、Ｃ—ＣＨ２—Ｃ的不对称伸缩振动在２９３１ｃｍ

－１附

近和Ｄ吡喃葡萄糖带与羟基相连的Ｃ—Ｏ伸缩振动
在７００～１１００ｃｍ－１之间［１０］．由图可以看出，预处
理玉米淀粉经月桂酸酯化改性后在１７３５ｃｍ－１出现
新的吸收峰，这是羰基的特征吸收峰，佐证了酯键

的生成．这说明，在微波辅助下，以乙醇为反应介
质的微溶剂体系中，脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５可以催化
预处理淀粉与月桂酸发生酯化反应生成月桂酸淀

粉酯．
在用油浴进行加热反应时，即使在最佳的反应

条件下反应 ２４ｈ，月桂酸淀粉酯的取代度仅为
０．０１０５（图４）．而用微波辐射法进行加热反应时，
仅在２６ｍｉｎ内月桂酸淀粉酯的取代度就可以达到
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图３ＮａＯＨ／尿素法预处理淀粉（ａ）和月桂酸淀粉酯的红外光谱图（ｂ）
Ｆｉｇ．３ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈｂｙＮａＯＨ／ｕｒｅａ（ａ）ａｎｄｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ（ｂ）

图４油浴加热式酶促月桂酸淀粉酯合成
Ｆｉｇ．４Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈ

ｅｓｔｅｒｂｙｏｉｌｂａｔｈｈｅａｔｉｎｇ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔａｒｃｈｔｏ

ｌａｕｒｉｃａｃｉｄｉｓ１∶５，ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ５％ Ｎｏｖｏｚｙｍ
４３５ｌｉｐａｓｅａｔ６５℃，１８０ｒ／ｍｉｎ

２．３微波功率对取代度的影响
０．０２７８．这说明用微波辐射法可以有效提高月

桂酸淀粉酯的取代度并大大缩短反应时间．但是，
微波辐射的功率会对月桂酸淀粉酯的取代度产生明

显的影响．如图５所示，当功率小于２４０Ｗ时，月
桂酸淀粉酯的取代度随功率的增大而增大．但是，
当功率高于２４０Ｗ以后，再增大功率反而使产物取
代度下降．这主要是由于，当微波功率较低时，反
应体系升温速度较慢，脂肪酶的催化活性较低，功

率的增大，有利于底物的分散与分子碰撞，使取代

度增加．但是，功率过高，致热效应加速酶分子基
团的动能，以至于超过氢键的键能，导致氢键断

裂，酶分子的构象破坏，酶活性降低．同时反应液
会发生爆沸影响冷凝回流效果，不利于反应底物摩

尔比的维持，致使取代度降低．因此，最终将微波
功率定为２４０Ｗ．

图５微波功率对月桂酸淀粉酯取代度的影响
Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｏｎｔｈｅＤＳｏｆｌａｕｒｉｃ

ａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｉｓ３０％，
ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ２６ｍｉｎ，ａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ５％

２．４月桂酸的加入量对取代度的影响
在非水介质中酶催化为非均相反应，固定化酶

与水溶液中的分子酶相比存在更大的扩散限制．因
此，底物的浓度会影响反应．由图６结果可知，当

图６月桂酸用量对月桂酸淀粉酯取代度的影响
Ｆｉｇ．６ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅＤＳｏｆ

ｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｉｓ２４０Ｗ，
ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ２６ｍｉｎ，ａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ５％
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月桂酸的用量为淀粉用量的３０％ ～４０％ 时，取代
度较大；当用量低于４０％ 时，取代度明显下降．本
试验采用的是微溶剂体系，其中月桂酸既是反应

物，又起到了溶剂的作用．增加月桂酸用量可以提
供过量酰基供体，并降低体系的黏稠度，有利于反

应的进行．但是过高的月桂酸用量减少了淀粉上的
羟基与脂肪酶活性中心接触的机会．因此，在后续
试验中月桂酸的用量均为３０％．
２．５脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的用量对取代度的影响

当底物添加量一定时，酶的用量是影响其催化

底物发生酯化反应的一个重要因素．由图７所示，
当脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的用量低于５％时，产物取
代度随着酶添加量的增加而增大．但当酶的添加量
在５％～７％这个范围内时，产物的取代度相对稳
定，没有明显的增加．这说明，在一定程度上增加
酶的用量可以相对地缩短反应时间，但不能使反应

平衡发生改变．若继续增加酶的用量，则产物取代
度反而出现下降趋势．这可能是由于脂肪酶发生了
团聚影响了底物与脂肪酶活性中心的接触．因此，
在后续反应中酶的添加量均为５％．

图７酶用量对月桂酸淀粉酯取代度的影响
Ｆｉｇ．７ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｏｎｔｈｅＤＳｏｆ

ｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｉｓ２４０Ｗ，

ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ２６ｍｉｎ，ａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｉｓ３０％

２．６反应时间对取代度的影响
反应时间作为影响化学平衡的一个重要参数，

且微波反应时间的长短对脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的酶
活性的激发和消弱也有重要的影响．反应时间对月
桂酸淀粉酯取代度的影响如图８所示．月桂酸淀粉
酯的取代度随着反应时间的增加出现了一段时间的

平衡，在２６ｍｉｎ时达到极大值，超过此时间范围后
取代度开始降低．微波对脂肪酶活性的影响是双面

性的，在一定功率及辐射时间下，高频电磁场能改

变酶分子的表面构象，导致活性部位裸露，能与反

应底物结合的更好，相应的增加了酶活性．但是过
长时间的微波辐射会改变蛋白质的二级结构，引起

肽键的的断裂．所以，最终将反应时间定为２６ｍｉｎ．

图８反应时间对月桂酸淀粉酯取代度的影响
Ｆｉｇ．８ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｔｉｍｅｏｎｔｈｅＤＳｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｓｔａｒｃｈｅｓｔｅｒ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｉｓ２４０Ｗ，
ａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｉｓ５％，ａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃａｃｉｄｉｓ３０％

２．７微波辅助月桂酸玉米淀粉酯酶促合成试验分析
本试验对微波功率、月桂酸用量、脂肪酶

Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５添加量和反应时间４因素取３水平安
排Ｌ９（３４）正交试验，试验结果如表３所示．

在表３中月桂酸淀粉酯取代度的极差 Ｒ值的
变动在０．０００２～０．００４３间不等，微波功率的影响
最大，其 Ｒ值为０．００４３，而月桂酸用量的影响最
小，Ｒ值为０．０００２．图９形象直观地反映了微波功
率、月桂酸用量、酶用量和反应时间对月桂酸淀粉

酯取代度的影响．从月桂酸淀粉酯的正交试验结构
可以得到微波辐照酶促酯化反应的最佳工艺条件

为：Ａ３、Ｂ１、Ｃ３、Ｄ２，即微波功率为２４０Ｗ，月桂酸
用量为３０％，酶加入量为７％，反应时间２６ｍｉｎ．
　　依据正交试验所得的最佳工艺条件：微波功率
为２４０Ｗ，月桂酸用量为 ３０％，酶加入量为 ７％，
反应时间２６ｍｉｎ，进行验证试验．在这个条件下可
以制得取代度为０．０３１１的月桂酸玉米淀粉酯．

经验证试验发现，本实验直接分析的优化条件

与计算得出的优化条件相一致．因此，最终确定微
波辅助下，微溶剂体系中脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５催化
氢氧化钠／尿素混合溶液法预处理的淀粉与月桂酸
酯化反应合成月桂酸淀粉酯的最佳工艺条件为微波

功率２４０Ｗ，月桂酸用量３０％，酶加入量７％，反
应时间２６ｍｉｎ．
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表３正交试验结果
Ｔａｂｌｅ３Ｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｃｈｅｍｅ

Ａ
ｍｉｃｒｏｗａｖｅ
ｐｏｗｅｒ／Ｗ

Ｂ
ａｍｏｕｎｔｏｆｌａｕｒｉｃ
ａｃｉｄ／％

Ｃ
ａｍｏｕｎｔｏｆ
ｅｎｚｙｍｅ／％

Ｄ

ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

ｎｄｅｘ

ＤＳ

１ １（２００） １（３０） １（５） １（２４） ０．０２６６

２ １ ２（３５） ２（６） ２（２６） ０．０２６８

３ １ ３（４０） ３（７） ３（２８） ０．０２７０

４ ２（２２０） １ ２ ３ ０．０２７２

５ ２ ２ ３ １ ０．０２６８

６ ２ ３ １ ２ ０．０２６８

７ ３（２４０） １ ３ ２ ０．０２７８

８ ３ ２ １ ３ ０．０２７２

９ ３ ３ ２ １ ０．０２６６

Ｋ１ ０．０８０４ ０．０８１０ ０．０８０６ ０．０８００

Ｋ２ ０．０７４８ ０．０８０８ ０．０８０６ ０．０８１４

Ｋ３ ０．０８１６ ０．０８０４ ０．０８１６ ０．０８１４

ｋ１ ０．０２６８ ０．０２７０ ０．０２６７ ０．０２６７

ｋ２ ０．０２４９ ０．０２６９ ０．０２６７ ０．０２７１

ｋ３ ０．０２９２ ０．０２６８ ０．０２９２ ０．０２７１

Ｒ ０．００４３ ０．０００２ ０．００２５ ０．０００４

ｍａｊｏｒｆａｃｔｏｒｓ ＡＣＤＢ

ｏｐｔｉｍａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２

图９因素与指标关系趋势图
Ｆｉｇ．９Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｉｎｄｅｘｔｒｅｎｄｃｈａｒｔ

３结论
我们首先选定一种淀粉的预处理方法（氢氧化

钠／尿素的混合水溶液法）对玉米淀粉进行预处理，
通过改变淀粉的颗粒粒径和晶体结构使淀粉的酯化

反应活性大大提高．以月桂酸和预处理淀粉为原
料，脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５为催化剂，分别以油浴加热
和微波辐照方式进行月桂酸淀粉酯的酶促合成．由
ＦＴＩＲ图谱分析确定，淀粉基团中确实引入了月桂
酸的羧基形成酯化物．与油浴加热恒温反应相比，
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微波辐照不仅可以提高产物取代度而且大大缩短了

酯化反应时间．在单因素实验的基础上，通过正交
实验获得微波辐照酶促酯化反应的最佳工艺条件，

仅在２６ｍｉｎ内便可制得取代度为０．０３１１的月桂酸
淀粉酯．本研究为快速合成低取代度的天然长链脂
肪酸淀粉酯开发出了一条新的途径．
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