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酶法亚油酸氢过氧化反应的底物

抑制的松弛因子
*
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(1.江南大学化学与材料工程学院 ,无锡 214036;2. 杭州油脂化工厂 ,杭州 311200)

摘要　研究了外加因子对大豆脂氧酶好氧催化大豆亚油酸氢过氧化过程中底物抑制的松弛作用。

结果表明:稀释剂 DMF 不仅可以解决高底物体系中的黏度问题 ,改善底物在体系内的溶解性 ,提

高底物与酶的互溶性 ,还可以提高产率;初始体系氧饱和可减少底物的抑制作用 。抗氧剂的加入可

减少副反应的发生 ,在底物浓度为 125 g /L , pH 9 , 10℃, [ E] =3. 4×105U /mL , φ(DMF)=7%,

15mL(O 2)/min ,ρ(柠檬酸钠)=0. 005 g /L 的优化条件下 ,反应开始 15 min后加ρ(抗氧剂)=0. 08

g /L ,总反应时间 90min的最终产率可高达 88. 62%。
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　　大豆中的脂氧酶活性很高 ,大豆脂氧酶(LOX)

(EC 1. 13. 11. 12)能专一催化具有 cis , cis - 1 , 4 -

戊二烯结构的多元不饱和脂肪酸 ,通过分子加氧 ,形

成具有共轭双键的脂肪酸氢过氧化衍 生物

(HPOD)。由于脂氧酶的作用 ,在大豆食品中会产

生一些不良气味 ,导致食品的质量下降。但同时脂

氧酶催化生成的 HPOD又是非常重要的药物合成

和化学合成的中间体 ,仅以亚油酸 HPOD为前体制

备的物质已有一百多种
[ 1]
,如环氧化合物 ,羟基化合

物 ,酮类及多官能团物质;还可使其裂解形成醛 、醛

酸和二元酸。这些物质中具有生物活性者可作为合

成药物
[ 2]
,其它物质可作为风味物质 ,还可用作染

料 、涂料 、洗涤剂 、聚氯乙烯增塑剂的原料[ 3] 。因此

用来源于大豆饼粕的脂氧酶催化大豆亚油酸生产

HPOD以及进一步获得其它高附加值 、新用途产品

是将生物技术应用于大豆综合利用的尝试 ,具有重

要的社会经济效益。

本实验室已经报道了从大豆中提取脂氧酶及影

响酶活的因素
[ 4]
,对其进行了固定化和增强稳定性

的尝试[ 5] ,并探索在低底物浓度下用其酶促合成亚

油酸 HPOD [ 6] 。底物浓度很低时(4g /L), HPOD

产率可以高达 90%;提高底物浓度后的优化结果为

底物浓度达到 43g /L 时产率仅为 63%,远未达到

工业性开发的要求 。因此底物抑制作用是目前开发

大豆脂氧酶应用的主要障碍之一 ,这也是困扰其它

生物化工过程的共性问题。本文以大豆中提取的亚

油酸为底物 ,旨在探索适宜添加剂对大豆脂氧酶好

氧催化的底物抑制作用的松弛效应 ,从而达到增大

底物浓度并提高 HPOD反应产率的目的 ,使该生物

催化过程更接近实际应用的要求 ,从而提高大豆制

品的附加值 。

1　实验与方法

1. 1　试验材料

亚油酸(65%),从大豆中提取;过氧化氢异丙

苯 ,Sigma;大豆脂氧酶(8. 6×105 U /mL),实验室

自制
[ 4]
;其余试剂及溶剂均为 AR , 中国医药集团上

海化学试剂公司。 TU - 1901双光束紫外可见分光

光度计 ,北京普析通用仪器有限责任公司;81 - 2型

恒温磁力搅拌器 ,上海司乐仪器厂。

1. 2　试验方法
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1. 2. 1　亚油酸 HPOD的合成

准确称取 2. 0 - 2. 5g 亚油酸底物置于 100mL

带恒温搅拌的气 /液反应器中 ,视需要加入定量稀释

剂。在快速搅拌下缓慢加入 5mol /L NaOH 中和至

pH7并过量 5%,然后加入适量 0. 2mo l /L 的 pH9

硼酸缓冲液使达到设定的底物浓度。通氧搅拌

10min 后加入脂氧酶开始计时反应 ,间隔一定时间

取样分析 。除特别说明外 ,反应体系 pH 为 9 ,反应

温度为 10 ℃,脂氧酶浓度[ E]为 3. 35×105U /mL ,

反应总体积为 20mL 。

酶促反应生成的 HPOD 具有共轭双键 , 在

234nm 处有特征吸收峰(A234),而原料多元不饱和

酸不具备 此吸收峰 。采用紫外 分光光度 法

(234nm)[ 6] 监测反应进程 ,当 234nm 处的吸光度不

再随反应时间增加时结束反应 。

1. 2. 2　二甲酚橙法测定 HPOD含量

反应结束后粗产品采用二甲酚橙法测定其中

HPOD含量 。(1)指示剂组成
[ 7]
:100μmol /L 二甲

酚橙 , 250μmo l /L 六水合硫酸亚铁铵 , 25mmol /

LH2SO 4 , 4mmo l /L 2 , 6 - 叔丁基 - 4 - 甲基酚

(BHT)的甲醇 - 水(90∶10 V /V)溶液 。(2)测定

过程:用 1 mol /L H 2SO 4调节反应液 pH 到 3. 5 ,立

即用无水乙醚萃取 HPOD三次 ,合并萃取液除去乙

醚 ,将残余的 HPOD溶于 25mL 无水乙醇中保存 。

测定过程为 4 mL 指示剂中加入 10-50μLHPOD ,再

加入无水乙醇使总体积达到 4. 2mL。室温放置 45

min ,然后在 590 nm 处测量吸光度 ,空白为 4mL 指

示剂加无水乙醇使总体积达到 4. 2mL。样品吸光

度测量值与过氧化氢异丙苯标准曲线对照求得

HPOD的摩尔量 ,并计算出产率(y %)。

2　结果与讨论

2. 1　稀释剂对底物抑制作用的松弛效应

本实验室前期工作
[ 6]
表明在较高底物浓度下为

维持脂氧酶催化所需的 pH 9需补加一定量碱 。亚

油酸底物在水中溶解度极低 ,加碱虽然有利于增大

亚油酸在水中的溶解度 ,从而增大底物与酶的接触

反应机会 ,但同时会导致体系黏度急剧增大 ,不利于

传质。加入适宜的有机稀释剂既有利于增大底物与

溶剂的互溶度 ,又有利于减小体系黏度及强化传质。

表 1结果表明 ,在底物浓度 100 g /L ,φ(稀释剂)=

5%, 5mL(空气)/min , V总 =5 mL 的反应条件下 ,

本实验的稀释剂中 DMF 的效果最佳 ,可使 HPOD

产率达到 66. 09%。这可能是由于 DMF 为偶极非

质子溶剂 ,既能增大底物与水互溶 ,又能大幅度减小

体系黏度 ,而且在一定浓度范围内对酶活损伤不大 ,

因而得到了大幅度提高底物浓度及 HPOD产率的

结果。

表 1　稀释剂对底物抑制作用的松弛效应

Tab. 1　Relaxation o f substra te inhibition from so lv ent

稀释剂

Solvent

沸点 /℃

Boil point

反应时间 /min

Reaction time

产率 /%

Yield

　空白 Blank 60 38. 93

　甲醇 Methanol 64. 5 70 30. 80

　乙醇 Ethan ol 78. 3 50 33. 63

　N , N -二甲基甲酰胺(DMF) N , N - Dimethylformamide 106. 0 50 66. 09

　N , N -二甲基乙酰胺(DMA) N , N - Dim ethylacetamide 166. 0 50 58. 48

　乙二醇二甲醚 E th ylene glycol dimeth yl ether 85. 2 50 37. 36

　乙二醇单甲醚 E th ylene glycol monomethyl ether 124. 6 60 40. 18

　丙酮 Acetone 56. 1 60 30. 58

　吡啶 Py ridine 115. 3 75 32. 、61

　四氢呋喃(T HF) Tet rahyd rofu ran 66. 0 55 31. 17

　二甲亚砜(DMSO) Dimethyl su lfoxide 189. 0 75 42. 53

　　由于 DMF 为极性溶剂 ,用量较大时可能会导致

酶变性失活 ,图 1 为对其用量的考察结果。当体系

内 DMF 含量小于 4%时 ,体系发黏 ,不利于反应进

行;而当体系内 DMF 含量大于 9%(V /V)时 ,DMF

的正作用就开始削弱 ,因此体系内 DMF 的最佳含量

是 5%- 8%(V /V)。
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图 1　DMF用量对反应的影响

Fig. 1　Effect of DM F level on substr ate inhibition

100 g(底物) /L , 5 m L(O 2) /min

2. 2　氧源对底物抑制作用的松弛效应

氧气作为反应物在反应过程中起着极其重要的

作用 ,有文献报道提高亚油酸转化为亚油酸 HPOD

的关键性因素是亚油酸与氧气在体系内的溶解

度
[ 8]
。图 2的结果表明用纯氧作为氧源 ,不仅反应

速度最快 ,平衡时间也大大缩短。在反应体系中溶

解大量的氧不仅可以阻止酶的失活 ,而且较强的底

物抑制作用在初始高氧浓度下可以得到缓解 。这种

松弛底物抑制作用的效应可能与酶对氧气的饱和程

度有关 ,在空气泡或压缩空气泡中酶难以达到对氧

饱和 。

2. 3　抑泡剂对底物抑制作用的松弛效应

由于底物在 pH =9的条件下具有表面活性易

起泡 ,可能会干扰传质 ,为此考察了抑泡剂对酶促反

应的影响 。由图 3可知在高底物浓度下抑泡剂并不

明显松弛底物抑制作用 , 这可能是泡沫给酶提供了

更大的与氧接触表面的缘故。

2. 4　抗氧剂对抑制副反应的影响

提高 HPOD反应产率的另一措施是尽量减少

副反应 ,脂氧酶催化亚油酸氧化过程中可能发生的

副反应是 HPOD的碳- 碳键裂解以及自由基聚合 。

通过加入抗氧剂可以阻止这些副反应的发生。由于

脂氧酶催化亚油酸氧化亦属自由基反应 ,体系内抗

氧剂浓度过高也会产生抑制正反应的逆效应。由图

4可知 ,反应 6min后加抗氧剂且使抗氧剂在体系内
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的含量达到 0. 08mg /mL 时 ,产率达到 74. 19%。由

图 5可知 ,当反应开始 15min 后加入抗氧剂可使产

率高达 88. 62%, 20min 后加入则产率反而降为

74. 19%,这说明 20min时副反应可能已经发生。由

此可见 ,抗氧剂虽然能抑制副反应 ,但它的加入量及

加入时间均与效果有关 ,只有当加入的抗氧剂能抑

制全部副反应而不抑制正反应时 ,反应的产率才能

达到最大值。

3　结论

利用大豆脂氧酶催化大豆亚油酸氢过氧化反应

合成 HPOD的油脂类制品 ,将生物技术用于改造传

统化工生产过程 ,并进一步提高了大豆的附加值。

稀释剂 DMF 的加入可增大底物的溶解性 ,避免底

物浓度增高所产生的黏度问题 ,而且可提高底物与

酶的互溶性 ,其最佳添加量 φ(DMF)为 5%～ 8%。

以纯氧为氧源 ,初始的高氧浓度可以缓解底物抑制

作用。研究发现抗氧剂可以很好的抑制副反应的进

行 ,在底物浓度为 125 g /L , pH 9 ,10℃, [ E] =3. 4×

105 U /mL , φ(DMF)=7%,15 mL(O2)/min ,ρ(柠

檬酸钠)=0. 005 g /L的条件下 ,反应开始 15 min后

加ρ(抗氧剂)=0. 08 g /L ,总反应时间 90m in的最

终产率可高达 88. 62%。
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FACTORS RELAXING THE SUBSTRATE INHIBITION IN LIPOXYGENASE -CATALYZING

HYDROPEROXIDATION OF LINOLEIC ACID

Su Yafen
1
　Zhou Jiangdong

2
　Fang Yun
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　Xu Hong li
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(1. School o f Chemical and Material Eng ineering , Southern Yangtze Univ ersity , Wu xi 214036;

2. Hangzhou Factory o f Oi l Chemicals , Hangz hou 311200)

Abstract　T he relax ation o f subst rate inhibition f rom addit ives in aerobic cataly sis of hydropero xidat ion of

soybean lino leic acid by soybean lipoxygenase was studied in this paper. The results show that the addi tion

of DMF can not only o vercome the higher visco sity result ing f rom higher subst rate level , improve the sub-

st rate solubili ty and enhance the coexistence o f subst rate w ith enzyme , but increase the yield of hydroper-

oxide (HPOD). The higher initial o xygen is found also favorable to relaxing the excess subst rate inhibi-

tion. Antio xidant can control the side reaction of carbon - carbon fission of the HPOD and free radical init i-

a ted po lymerisa tion. Unde r the optimal condi tions of pH 9 , 10 ℃,[ E] =3. 4×105 U /mL , φ(DMF)=7%,

15 mL(O 2) /m in , ρ(sodium cit rate)=0. 005 g /L , and 125 g(subst rate) /L , 0. 08 g(antio xidant) /L w as

added 15 mins af ter and up to 88. 62%HPOD was obtained 90 mins later.

Key words　Soybean - lipoxygenase;Linoleic acid;Subst rate inhibi tion;Relaxation;Hydrope ro xide

551期 苏亚芬等:酶法亚油酸氢过氧化反应的底物抑制的松驰因子


