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摘要：L-抗坏血酸棕榈酸酯（L-AP）是获批用于婴幼儿食品的脂溶性抗氧化剂。针对目前 L-AP 化学合成法污染大、酶法合成

效率有限的问题，该试验探究了新型固定化脂肪酶 ANL-MARE 催化酯化合成 L-AP 的方法。试验以 L-抗坏血酸（L-AA）和棕榈酸

（PA）为底物，叔丁醇为反应溶剂，建立了 ANL-MARE 催化制备 L-AP 的高效工艺。经单因素和正交试验优化，获得了 L-AP 的最

佳合成工艺：L-AA 与 PA 的摩尔比 1:7，固定化脂肪酶 ANL-MARE 质量浓度 50 g·L-1，3Å分子筛质量浓度 250 g·L-1，反应温度 45 ℃，

反应时间 7 h。此条件下 L-AP 的转化率可达 90.47%，相对纯度达 70.64%。此外，固定化酶 ANL-MARE 在最优工艺下连续催化 10

批次后，转化率仍保持在 70%以上，展现出明显优于商业酶 Novozym 435 的操作稳定性和重复使用性。用柱层析法进行 L-AP 的分

离纯化，得到 L-AP 的纯度为 92.24%。综上，固定化酶 ANL-MARE 具有高效催化制备 L-AP 的优势，该研究为 L-AP 的规模化酶法

生产及产业化应用提供了新的理论依据和工艺基础。 
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Abstract: L-Ascorbyl palmitate (L-AP) is recognized as a lipid-soluble antioxidant and has been approved for use in infant food. In 

response to the problems of high pollution in the chemical synthesis method of L-AP and the limited efficiency of enzymatic synthesis, a new 

method of catalyzing the esterification synthesis of L-AP using immobilized lipase ANL-MARE was explored. L-ascorbic acid (L-AA) and 

palmitic acid (PA) were used as substrates, and tert-butanol was used as the reaction solvent. A highly efficient process for the preparation of 

L-AP using ANL-MARE catalysis was established. Through single-factor and orthogonal experiments, the optimal synthesis process of L-AP 

was determined, under which a molar ratio of L-AA to PA of 1:7, an immobilized lipase ANL-MARE mass concentration of 50 g·L-1, a 3Å 

molecular sieve mass concentration of 250 g·L-1, a reaction temperature of 45 ℃, and a reaction time of 7 h were employed. Under these 

conditions, a conversion rate of L-AP of 90.47% was achieved, and a relative purity of 70.64% was obtained. Moreover, after continuous 

catalysis for 10 batches under the optimal process, a conversion rate of the immobilized enzyme ANL-MARE was maintained above 70%, and 

significantly better operational stability and reusability were demonstrated compared to the commercial enzyme Novozym 435. L-AP was 

separated and purified by column chromatography, and a purity of 92.24% was achieved. In summary, the advantage of efficient catalytic 

synthesis of L-AP is exhibited by the immobilized enzyme ANL-MARE. A new theoretical basis and process foundation for the large-scale 

enzymatic production and industrial application of L-AP are provided by this research. 
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抗坏血酸棕榈酸酯（L-ascorbyl palmitate，L-AP）又称为维生素 C 棕榈酸酯，是 L-抗坏血酸（L-ascorbic acid，

L-AA）的脂溶性衍生物，已被世界卫生组织和欧洲食品安全局（European Food Safety Authority，EFSA）批准为

唯一可用于婴幼儿配方食品中的抗氧化剂[1]。L-AP 由 L-AA 的 6 位 C 上-OH 与棕榈酸（Palmitic acid，PA）经酯

化反应制得，其两亲性分子结构既保留了抗坏血酸优异的抗氧化能力，又因 PA 长链烷基的引入增强了脂溶性和

表面活性[2,3]。作为一种高效的脂溶性抗氧化剂、乳化剂及营养强化剂，L-AP 已广泛应用于食用油、婴幼儿配方

奶粉、化妆品及医药等领域[4,5]。此外，L-AP 在体内代谢生成 L-AA 和 PA，可为细胞膜等脂质结构提供抗氧化保

护，表现出清除自由基、抗衰老及抗肿瘤等健康功效[6,7]。因此，高纯度 L-AP 的绿色高效制备具有重要的研究价

值和应用前景。 

根据催化剂的不同，L-AP 的合成工艺主要分为化学合成法和生物酶法两种。化学法以浓硫酸为催化剂进行直

接酯化或以酰氯进行酯化，工艺虽较为成熟，但普遍存在浓硫酸用量大、设备腐蚀强、副产物多、产物分离纯化

困难等问题，且高浓度酸对食品安全构成潜在隐患[8]。与之相比，酶催化法以反应条件温和、专一性强、绿色安

全等优势日益受到研究者关注[9,10]。Lerin 等[11]以 Novozym 435 为催化剂在叔丁醇体系中催化酯化合成 L-AP，得

率可达 67%。姜新慧等[12]以固定化洋葱伯克霍尔德菌脂肪酶（Burkholderia cepacia lipase）催化，在叔丁醇中反应

48 h，L-AP 转化率达 89.5%，且酶可循环使用 10 次。Zhang 等[13]将南极念珠菌脂肪酶 B（Candida antarctic lipase 

B，CALB）固定在疏水修饰的有序介孔二氧化硅上，催化合成不同抗坏血酸脂肪酸酯，转化率为 71.8%~76.8%。

Li 等[6]将黑曲霉脂肪酶固定于树脂，在二氧环己烷中反应 24 h，L-AP 转化率为 83.6%。吕欣等[14]以羧甲基纤维素

固定化假单胞菌脂肪酶（Pseudomonas cepacia lipase，PCL）催化反应 24 h，转化率达 85.3%。然而，现有酶催化

法反应时间普遍在 24 h 以上，且存在催化剂成本高、产率难以突破 90%等问题，制约了其规模化应用[15-18]。 

本研究团队前期成功研发出具有高催化效率和稳定性的新型固定化脂肪酶 ANL-MARE，已在油脂改性等领

域展现出替代进口商业酶的潜力[19-21]。本研究首次将 ANL-MARE 应用于水溶性维生素的酯化改性，以 L-AA 和

PA 为底物，在叔丁醇体系中系统考察底物摩尔比、分子筛质量浓度、酶质量浓度、温度及时间对 L-AP 合成的影

响，通过正交试验优化获得最佳工艺条件，同时探究固定化酶的操作稳定性，确定 L-AP 的分离纯化方法，以期

为 L-AP 的绿色、高效、规模化酶法生产提供科学依据和工艺参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

分析纯 L-AA、PA，色谱纯冰乙酸，购自上海麦克林生化科技有限公司；分析纯 3Å 分子筛、叔丁醇，购自

天津福晨化学试剂有限公司；固定化脂肪酶 ANL-MARE（源于黑曲霉脂肪酶 Aspergillus niger lipase，固定在大孔

丙烯酸树脂上），由广东省功能食品活性物重点实验室提供；分析纯正己烷、乙酸乙酯、甲酸，购自天津富宇试剂

公司；薄层硅胶板（G 板，5×10 cm）、柱层析硅胶（200~300 目），购自广州卯林试剂公司；色谱纯乙腈，购自美

国 BCR 试剂公司；色谱纯 L-AA、PA、L-AP，购自上海源叶生物技术有限公司；商业固定化脂肪酶 Novozym 435，

购自丹麦诺维信公司。 

1.2  主要仪器与设备 

AB204-S型电子天平，瑞士Mettler Toledo公司；FWS-30型多功能水浴摇床，101-1AB型卧式干燥箱，DZ-1BCⅡ

型真空干燥器，河北 Faithful 仪器有限公司；UC-10 型数码超声波清洗机，广州佰博公司；SHZ-D（Ⅲ）型循环

水式真空泵，河南予华仪器有限公司；STD-RUP20 型超纯水机，成都浩康科技有限公司；LC-20AD XR 型高效液

相色谱仪（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）、配 SPD-M40 型光电二极管阵列检测器（Photo-Diode 

Array，PDA），日本岛津公司；Acclaim 120 Å C18液相色谱柱，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；RE-52A 型旋

转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂。 

1.3  实验方法 
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1.3.1  L-AP 酶促酯化合成的单因素实验 

参考张甜甜[4]和 Manish 等[5]酶法合成 L-AP 的方法，优化影响反应的几个关键因素，采用以下步骤进行。首

先称取 3Å分子筛 25 g，置于 105 ℃烘箱中活化 8 h，将一部分 3Å分子筛加入到 60 mL 叔丁醇中脱水平衡 24 h，

剩余 3Å分子筛置于真空干燥器中待用。随后将一定量活化过的 3Å分子筛（质量浓度 50、100、150、200、250、

300 g·L
-1）与按一定摩尔比添加的 L-AA（固定为 5 mmol）与 PA（1:3、1:4、1:5、1:6、1:7、1:8）加入 50 mL 脱

水处理的叔丁醇中，于 150 mL 具塞锥形瓶中在 55 ℃下混合溶解，再向体系中加入一定质量浓度的固定化酶

ANL-MARE（10、20、30、40、50、60 g·L
-1），在一定的水浴温度下（40、45、50、55、60、65 ℃），以 150 r·min

-1

的转速反应一定时间（3、4、5、6、7、8 h），整个反应避光进行。反应结束后，真空抽滤除去酶和分子筛，获得

酶促酯化的产物混合液，通过 0.22 μm 微孔滤膜过滤后，转移至棕色进样瓶中，用 HPLC 按一定的色谱条件进行

检测。通过单因素试验，以 L-AP 的转化率与相对纯度为指标，评价固定化酶 ANL-MARE 催化合成 L-AP 的效果，

并确定合适的因素与水平。所有实验均做三次平行，具体反应参数如下： 

（1）考察底物摩尔比对合成 L-AP 的影响：3Å 分子筛质量浓度为 200 g·L
-1，固定化酶 ANL-MARE 质量浓

度为 40 g·L
-1，反应温度为 55 ℃，反应时间为 6 h，底物摩尔比为 1:3、1:4、1:5、1:6、1:7、1:8。 

（2）考察 3Å 分子筛质量浓度对合成 L-AP 的影响：底物摩尔比为 1:5，固定化酶 ANL-MARE 质量浓度为     

40 g·L
-1，反应温度为 55 ℃，反应时间为 6 h，3Å分子筛质量浓度为 50、100、150、200、250、300 g·L

-1。 

（3）考察固定化酶 ANL-MARE 质量浓度对合成 L-AP 的影响：底物摩尔比为 1:5，3Å 分子筛质量浓度为    

200 g·L
-1，反应温度为 55 ℃，反应时间为 6 h，固定化酶 ANL-MARE 质量浓度为 10、20、30、40、50、60 g·L

-1。 

（4）考察反应温度对合成 L-AP 的影响：底物摩尔比为 1:5，3Å 分子筛质量浓度为 200 g·L
-1，固定化酶

ANL-MARE 质量浓度为 40 g·L
-1，反应时间为 6 h，反应温度为 40、45、50、55、60、65 ℃。 

（5）考察反应时间对合成 L-AP 的影响：底物摩尔比为 1:5，3Å 分子筛质量浓度为 200 g·L
-1，固定化酶

ANL-MARE 质量浓度为 40 g·L
-1，反应温度为 55 ℃，反应时间为 3、4、5、6、7、8 h。 

1.3.2  L-AP 酶促酯化合成的正交实验优化 

根据单因素实验的结果，进行正交优化分析，固定反应温度为 45 ℃、反应时间为 7 h，选择对 L-AP 的转化

率和相对纯度有显著影响的 3 个因素：L-AA 与 PA 的底物摩尔比（A）、3Å分子筛质量浓度（B）、固定化酶质量

浓度（C），进行三因素三水平的正交实验，对 L-AP 酶法合成的工艺参数进行优化。各个因素的水平见表 1。 

表1 酶促酯化合成L-AP正交实验因素与水平 

Table 1 The factors and levels of the orthogonal experiment for Enzymatic esterification synthesis of L-AP 

因素 
水平 

1 2 3 

A 底物摩尔比 1:6 1:7 1:8 

B 3Å分子筛质量浓度/(g·L-1) 200 250 300 

C 固定化酶质量浓度/(g·L-1) 40 50 60 

1.3.3  L-AP 的高效液相色谱分析 

1.3.3.1  L-AP 的产物分析 

精确吸取 60 μL 产物混合液，用 90%（φ）色谱级乙腈溶液稀释至 1.5 mL，充分混匀后通过 0.22 μm 微孔滤膜

过滤，使用 HPLC 进行检测。 

色谱条件参考 Li 等[6]和陆志芸等[8]的方法并稍作调整。色谱柱为 Acclaim 120Å C18 液相色谱柱（5 μm，  

4.6×250 mm）；柱温为 30 ℃；流动相的 A 相为 0.1%冰乙酸水（φ），B 相为乙腈，以乙腈:0.1%冰乙酸水=90:10（V/V）、

流速为 1 mL‧min
-1，等度洗脱 30 min。检测波长为 244 nm，进样量为 10 μL。L-AP 的定性分析利用标准品和样品

的色谱峰保留时间的对比，定量分析采用外标法对 L-AP 的含量进行测定，计算转化率，采用峰面积归一化法计

算 L-AP 的相对纯度，计算公式如式（1）、（2）所示。 

100%
L AP

L AA

N
C

N





   （1） 
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 （2） 

式中： 

C——酯化生成 L-AP 的转化率，%； 

NL-AP——生成的 L-AP 物质的量，mmol； 

NL-AA——加入的 L-AA 物质的量，mmol； 

R——生成的 L-AP 相对纯度，%； 

AL-AA——HPLC 测得的 L-AA 峰面积； 

AL-AP——HPLC 测得的 L-AP 峰面积； 

APA——HPLC 测得的 PA 峰面积。 

1.3.3.2  L-AP 定量标准方程的建立 

参考张甜甜[4]和 Li 等[6]的方法，并作适当修改。精准称取 L-AP 标准品 0.1 g 溶于色谱级乙腈中，置于 25 mL

棕色容量瓶中，充分混匀，得 L-AP 标准储备液。取一定量 L-AP 标准储备液，用流动相进行稀释，分别配制成质

量浓度为 50、100、150、200、250 mg·L
-1的系列标准溶液，混匀后通过 0.22 μm 微孔滤膜过滤，滤液按 1.3.3.1

的色谱条件进行测定。每个浓度点重复 3 次，以 L-AP 质量浓度（mg·L
-1）为横坐标，峰面积为纵坐标绘制 L-AP

的标准曲线，并拟合回归方程。 

1.3.4  固定化酶 ANL-MARE 与商业酶的比活力对比 

参考 GB/T 23527.2-2025《酶制剂质量要求 第 2 部分：脂肪酶制剂》中的附录 A（滴定法）：取 2 个 50 mL

锥形瓶，分别加入 4 mL 聚乙烯醇-橄榄油乳化液和 5 mL 0.025 mol·L
-1的磷酸缓冲液（pH 值 7.5），空白组加入 95%

乙醇溶液（φ）15 mL，于 40 ℃水浴中预热 5 min。向两个瓶中各加酶样 1 g 左右后立即混匀，准确反应 15 min 后，

于样品瓶中立即加入 95%乙醇溶液（φ）15 mL 以终止反应。取出锥形瓶，各加两滴 10 g‧L
-1 酚酞指示液，用       

0.05 mol·L
-1氢氧化钠标准溶液滴定至微红色并保持 30 s 不褪色为滴定终点，记录氢氧化钠标准溶液的消耗体积。

两种固定化酶的酶活力按下式（3）计算： 

1 0( ) 50
=

0.05 15

V V c n
X

   


 （3） 

式中： 

X——样品的酶活力，U‧g-1； 

V1——滴定样品溶液消耗的氢氧化钠标准溶液体积，mL； 

V0——滴定空白组消耗的氢氧化钠标准溶液体积，mL； 

c——氢氧化钠标准溶液浓度，mol·L-1； 

n——样品的稀释倍数； 

50——0.05 mol·L-1氢氧化钠标准溶液 1 mL 相当于脂肪酸 50 μmol； 

0.05——氢氧化钠标准溶液的换算系数； 

15——反应时间 15 min。 

1.3.5  固定化酶 ANL-MARE 与商业酶的重复使用性比较 

每次反应结束后，抽滤分离固定化酶，筛除 3Å 分子筛，以适量叔丁醇洗涤固定化酶表面残留产物，每次用

10 mL 的叔丁醇进行洗涤，洗涤 3 次，真空干燥后投入下一批反应。连续操作 10 个批次，以 L-AP 转化率为评价

指标，比较实验室自制的固定化酶 ANL-MARE 与商业酶 Novozym 435 的重复使用性。 

1.3.6  L-AP 的分离纯化 

参考 Xu 等[22]和 Jun 等[3]的方法并稍加修改：反应结束后，抽滤除去固定化酶和分子筛，以适量叔丁醇洗涤酶

表面残留产物，将产物混合液转至烧瓶中，在 50 ℃、150 r·min
-1下旋蒸除去叔丁醇。所得固体用乙酸乙酯充分溶

解后转入分液漏斗中，用超纯水洗涤数次至中性，在此期间用前期摸好的薄层色谱（Thin-layer chromatograms，

TLC）条件（二氯甲烷:甲醇:甲酸=20:2:1，V/V/V，如图 1a 所示）检验 L-AA 是否已完全除去。合并有机相，加入

足量无水硫酸钠后混匀、过滤，上清液经旋蒸除去乙酸乙酯，得到 L-AP 和 PA 的混合物。以纯度为指标，比较正
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己烷萃取和柱层析两种方法的分离纯化效果。称取适量产物溶于适量 90%（φ）色谱纯乙腈溶液中，HPLC 色谱条

件同 1.3.3.1，采用外标法计算产物纯度，计算公式如下式（4）所示。 

0

1

×100%
m

P
m

  （4） 

式中： 

P——产物 L-AP 的纯度，%； 

m0——外标法测得的 L-AP 质量，g； 

m1——反应得到的 L-AA 质量，g。 

1.3.6.1  正己烷萃取分离纯化 L-AP 

参考夏木西卡玛尔等[23]的方法：因 L-AP 与 PA 的极性差异较大，根据相似相溶原理，二者在小极性的正己烷

中溶解度差异大，室温下前者几乎不溶于正己烷，而后者易溶于正己烷，故产物混合物用温热（50~60 ℃）的正

己烷洗涤数次，所得固体经真空干燥后，即得目标产物 L-AP。 

1.3.6.2  硅胶柱层析法分离纯化 L-AP 

  

图1 L-AA、L-AP、PA和待分离样品的薄层色谱图 

Fig.1 TLC chromatograms of L-AA, L-AP, PA, and the unseparated sample 

注：（a）L-AA、L-AP、PA 和待水洗样品的薄层色谱图；（b）L-AA、L-AP、PA 和未柱层析分离的样品的薄层色谱图。 

不同化合物的结构和性质存在差异，故其在硅胶上的吸附与解吸性能不同。一般情况下极性较大的物质易被

硅胶吸附，而极性较弱的物质不易被硅胶吸附[24,25]。在进行硅胶柱层析分离之前，通常先采用薄层层析法探索柱

层析分离的条件。通过薄层层析摸索出可将各组分很好分离的展开剂组成及比例，即既能使目标物与杂质分得开

（比移值之差 ΔRf＞0.2）、又可使目标物比移值 Rf=0.2~0.3 的展开剂体系及比例[25]，并将其应用于柱层析分离中。 

参考曹刘霞[25]、李卓等[26]的方法并稍加修改：用毛细管将少量 L-AA、L-AP、PA 和待分离样品点在硅胶板（G

板，5×10 cm）上，碘蒸后显色，得到 L-AP 的 Rf=0.25 左右且与待分离杂质 PA 的 ΔRf >0.2 的展开剂体系及比例

（正己烷:乙酸乙酯:甲酸=50:50:1，V/V/V），如图 1b 所示。称取适量 200~300 目硅胶，在 110 ℃烘箱中活化 2~3 h
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后，取出后于干燥器中冷却至室温备用。采用湿法装柱和湿法上样，待产物在玻璃层析柱中吸附平衡后，打开下

端活塞，淋洗一个柱体积后，用 20 mL 试管收集流出液（同 TLC 展开体系及比例），随时将收集液点板，用 TLC

进行定性分析，将硅胶板放入碘蒸气缸里显色约 5 min，判断是否有 L-AP 流出。根据薄层层析分析的结果，将含

有 L-AP 较纯的部分合并，旋蒸除去洗脱液，真空干燥得目标产物 L-AP。 

1.3.7  数据分析 

所有试验均重复 3 次，结果以平均值±标准差表示。用 Excel 2021 进行数据整理，SPSS 26.0 进行方差分析，

组间差异比较采用 Duncan 多重检验，用 Origin 2024b 绘制图表。P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与讨论 

2.1  酶法合成 L-AP的单因素优化 

2.1.1  底物摩尔比对合成 L-AP 的影响 

L-AA 和 PA 的底物摩尔比对 L-AP 的转化率和相对纯度的影响如图 2 所示。当底物摩尔比从 1:3 增加到 1:8

时，转化率和相对纯度均呈现先升高后降低的趋势，当底物摩尔比为 1:7 时，转化率和相对纯度同时达到最大值，

分别为 51.12%和 26.20%。继续增大底物摩尔比，转化率和相对纯度均显著降低（P<0.05）。这说明在亲脂性底物

和亲水性底物之间进行酯化反应时，过量使用亲脂性底物有利于促进正向反应，并限制逆向的水解反应。较低的

底物摩尔比使反应体系的流动性更强，酶和底物充分接触，故转化率和相对纯度随底物摩尔比的增加而逐渐增大；

当底物摩尔比过高时，体系中过剩的 PA 会阻碍传质，限制了反应正向进行[9,27]。综上，选择最佳底物摩尔比为

1:7。 
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图2 底物摩尔比对酶促酯化合成L-AP的影响 

Fig.2 The effect of substrate molar ratio on the synthesis of L-AP by enzymatic esterification 

注：不同字母表示具有显著性差异（P<0.05）。 

2.1.2  3Å分子筛质量浓度对合成 L-AP 的影响 

3Å 分子筛的质量浓度对 L-AP 转化率和相对纯度的影响如图 3a 所示。随着合成反应的进行，水的生成量逐

渐增加至一定量后会反过来促进逆向反应，从而降低 L-AP 的转化率和相对纯度[15]。因此，本研究中加入 3Å 分

子筛以去除产物中的水，从而抑制 L-AP 水解。在 3Å 分子筛质量浓度 50~300 g·L
-1范围内，L-AP 转化率和相对

纯度均呈先上升后降低的趋势。当 3Å分子筛质量浓度为 250 g·L
-1时，L-AP 转化率和相对纯度达到最大值，分别

为 57.19%和 25.52%。继续增加 3Å分子筛质量浓度时，L-AP 的转化率和相对纯度显著降低（P<0.05）。这是因为

体系中分子筛含量过高会使酶的结合水丢失，酶体系内保持良好催化活性的微环境受到破坏。分子筛过多会使酶

与分子筛碰撞几率增加而使固定化酶脱落[9,12]。综上，选择最佳的 3Å分子筛质量浓度为 250 g·L
-1。 
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图3 不同反应因素对酶促酯化合成L-AP的影响 

Fig.3 Effects of different reaction factors on the synthesis of L-AP by enzymatic esterification 

注：（a）3Å分子筛质量浓度；（b）固定化酶质量浓度；（c）反应温度；（d）反应时间。不同字母表示不同条件下具有显著性差

异（P<0.05）。 

2.1.3  固定化酶质量浓度对合成 L-AP 的影响 

固定化酶 ANL-MARE 的质量浓度对 L-AP 转化率和相对纯度的影响如图 3b 所示。在酶促反应中，酶量对反

应速率有着重要影响。在固定化酶质量浓度从 10 g·L
-1增加到 60 g·L

-1时，L-AP 转化率和相对纯度均呈先上升后

降低的趋势。当固定化酶质量浓度为 50 g·L
-1时，转化率和相对纯度同时达到最大值，分别为 67.40%和 35.37%，

继续增大固定化酶质量浓度，L-AP 转化率和相对纯度均显著降低（P<0.05）。这与其他人[5,6,16,17,28]的研究结果较

为接近。随着固定化酶质量浓度增加，酶促合成反应趋于饱和，过高质量浓度的固定化酶会导致反应混合液的粘

度增加，限制反应体系的质量传递，进而阻碍酶促合成，故 L-AP 转化率和相对纯度降低。综上，选择最佳的固

定化酶 ANL-MARE 质量浓度为 50 g·L
-1。 

2.1.4  反应温度对合成 L-AP 的影响 

反应温度对 L-AP 转化率和相对纯度的影响如图 3c 所示。温度是影响酶活性的重要因素之一，较低温度下，

底物和酶分子的动能不足，底物在酶颗粒内的扩散速率较低，酶-底物复合物形成慢，导致 L-AP 产量偏低。在

40~45 ℃范围内，L-AP 转化率和相对纯度随着温度升高而上升，在 45 ℃时 L-AP 转化率和相对纯度分别达到峰值

65.12%和 57.00%，这是因为一定的温度范围内，酶活性随温度升高而上升。温度继续升高，转化率和相对纯度均

显著降低（P<0.05），这是因为高温降低酶的活性，加之 L-AA 在有溶剂的反应体系中，热稳定性较差，故 L-AP

的合成效果被抑制[29]。这优于 Manish 等[5]最佳反应温度为 50 ℃的报道。综上，选择最佳反应温度为 45 ℃。 

2.1.5  反应时间对合成 L-AP 的影响 

反应时间对 L-AP 转化率和相对纯度的影响如图 2d 所示。在 3~7 h 内，L-AP 转化率和相对纯度均随着时间延

长逐渐升高，并在 7 h 达到最大值，分别为 66.84%和 40.37%。继续延长时间，L-AP 转化率降低，相对纯度无显

著变化（P>0.05）。这说明在 7 h 时反应已达平衡，继续延长时间对合成效果影响不大。另外，继续延长反应时间

可能会引发产物抑制效应或逆反应，使得形成的产物水解[5,30]，故 L-AP 的转化率一般不会增加。这显著优于 Li

等[6]最佳反应时间为 24 h 的报道，且能耗更小，可显著降低产业化成本。综上，选择最佳的反应时间为 7 h。 

2.2  酶法合成 L-AP正交实验结果及分析 
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2.2.1  正交实验的设计及方差分析 

根据单因素实验的结果，固定反应温度为 45 ℃，反应时间为 7 h，选择底物摩尔比（A）、3Å分子筛质量浓

度（B）、固定化酶质量浓度（C）三个因素，以 L-AP 的转化率和相对纯度为评价指标，采用 L9(3
4
)正交实验设计

对 L-AP 酶法合成工艺条件进行优化。正交实验的设计及结果见表 2，方差分析见表 3。 

对表 2 的正交实验结果进行分析，根据 k 值和 R 值，各因素对转化率和相对纯度的影响程度均为：底物摩尔

比（A）>固定化酶质量浓度（C）>3Å分子筛质量浓度（B），转化率的最佳工艺组合为 A2B2C2，相对纯度的最佳

工艺组合为 A3B2C2。对酶法合成的工艺组合进行综合评价，由表 2 和表 3 可知，A 同时为影响转化率和相对纯度

的最主要因素，B2C2均是转化率和相对纯度的最优工艺。A2与 A3分别为正交试验优化出的转化率和相对纯度的

最优条件，在验证试验中对 A2与 A3进行对比，以确定最终酶促合成条件。 

表2 酶法合成L-AP正交实验设计与结果 

Table 2 Orthogonal experimental design and results for enzymatic synthesis of L-AP 

实验号 A B C D（空白列） 转化率/% 相对纯度/% 

1 1 1 1 1 64.13±0.04 42.84±0.16 

2 1 2 2 2 89.47±0.01 59.76±0.31 

3 1 3 3 3 79.24±0.05 50.38±0.26 

4 2 1 2 3 86.81±0.04 63.54±0.35 

5 2 2 3 1 89.63±0.04 67.12±0.44 

6 2 3 1 2 61.03±0.05 52.48±0.35 

7 3 1 3 2 57.88±3.61 63.48±2.61 

8 3 2 1 3 63.09±0.57 64.90±1.26 

9 3 3 2 1 68.68±0.45 69.97±0.33 

转化率 

k1 77.62 69.61 62.75 74.15   

k2 79.15 80.73 81.65 69.46 因素主次 A>C>B 

k3 63.22 69.65 75.58 76.38 最优水平 A2B2C2 

R 15.94 11.12 12.83 6.92   

相对纯度 

k1 50.99 56.62 53.41 59.98   

k2 61.05 63.93 64.42 58.57 因素主次 A>C>B 

k3 66.12 57.61 60.33 59.61 最优水平 A3B2C2 

R 15.13 7.31 11.02 1.40   

表3 酶法合成L-AP正交实验结果方差分析 

Table 3 Analysis of variance of the orthogonal experiment results for enzymatic synthesis of L-AP 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 显著性 

转化率 

A 463.55 2 231.78 55.73 * 

B 246.56 2 123.28 29.64 * 

C 558.78 2 279.39 67.18 * 

D（误差） 74.86 18 4.16   

相对纯度 

A 355.62 2 177.81 1 011.36 ** 

B 94.35 2 47.18 268.33 ** 

C 186.11 2 93.05 529.28 ** 

D（误差） 3.16 18 0.18   

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。 
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2.2.2  验证实验 

基于正交实验的结果，现比较转化率最佳工艺 A2B2C2、相对纯度最佳工艺 A3B2C2两组的酶促合成效果，验

证实验的结果见表 4。 

由表 4 可知，两组验证实验中，转化率最佳工艺 A2B2C2的转化率为 90.47%、相对纯度为 70.64%。仅改变 A

因素，相对纯度最佳工艺 A3B2C2的转化率为 89.98%，高于 A3B2C2组；相对纯度为 74.67%，高于 A3B2C2组。结

合工业生产时底物 PA 用量的增加带来的更高成本，经综合考虑，本实验选择 A2B2C2为最佳合成工艺，即底物摩

尔比 1:7、3Å分子筛质量浓度 250 g·L
-1、固定化酶 ANL-MARE 质量浓度 50 g·L

-1。 

表4 酶法合成L-AP最佳工艺验证实验 

Table 4 Optimization and verification experiment of the best process for enzymatic synthesis of L-AP 

工艺方案 A 底物摩尔比 B 3Å分子筛质量浓度/(g·L-1) C 固定化酶质量浓度/(g·L-1) 转化率/% 相对纯度/% 

A2B2C2 1:7 250 5 90.47±0.18 70.64±0.74 

A3B2C2 1:8 250 5 89.98±2.83 74.67±0.97 

2.3  固定化酶 ANL-MARE与商业酶的重复使用性比较 

对固定化酶 ANL-MARE 的酶活性分析如表 5 所示，ANL-MARE 的比活力达 81.54 U‧mg
-1，与 Novozym 435

酶无显著性差异，且高于先前研究报道的 ANL 在微孔 ZIF-8 材料上制备的固定化酶的酶活力 
[31]。这说明固定化

酶 ANL-MARE 酶活力良好，可用于后续的重复使用性实验。 

表5 固定化酶ANL-MARE与商业酶的酶活对比 

Table 5 Comparison of enzyme activity between immobilized ANL-MARE and commercial enzymes 

酶 比活力/(U·mg-1) 

ANL-MARE 81.54±2.58 

Novozym 435 86.09±1.82 

固定化酶的操作稳定性是评价其工业应用潜力的重要指标。在最优工艺条件下，将 ANL-MARE 与目前广泛

用于酯合成反应的商业固定化酶 Novozym 435 进行重复使用性对比。结果如图 4 所示。 

固定化酶 ANL-MARE 连续催化 10 批次后 L-AP 转化率仍保持在 70%以上，而 Novozym 435 经 7 次循环后转

化率已明显下降。ANL-MARE 在第 7 批次后的转化率显著高于 Novozym 435（P<0.05），表现出更优的操作稳定

性。这可能归因于 ANL-MARE 所用的大孔丙烯酸树脂载体与脂肪酶之间具有较强的非共价结合力，有效减少了

酶蛋白在反复使用过程中的脱落与失活。值得注意的是，姜新慧等[12]以固定化洋葱伯克霍尔德菌脂肪酶催化合成

L-AP，10 批次中仅前 5 次转化率高于 70%。本研究所用的 ANL-MARE 在相同循环次数下 L-AP 转化率衰减更缓，

进一步表明该固定化酶在 L-AP 的连续化生产中具有明显优势。 
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图4 固定化酶ANL-MARE与商业酶的重复使用性比较 

Fig.4 Comparison of the reusability of the immobilized enzyme ANL-MARE and commercial enzymes 

注：*表示差异显著（P<0.05）。 

2.4  分离纯化 L-AP的工艺优化 

取适量样品，按 1.3.3 的色谱条件进行测定。粗品，纯化后产品，L-AA、L-AP、PA 标准品的 HPLC 图见图 5。
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结果显示，在波长 244 nm 下 L-AP 的保留时间为 10.3 min。各成分的色谱峰与标准品色谱峰的保留时间一致，且

分离度良好。 

在最优的合成工艺条件下，通过 HPLC 检测，以转化率和纯度为评价指标，将正己烷萃取法与柱层析法进行

L-AP 的分离纯化效果对比。结果如图 6 所示。 

正己烷萃取法所得的 L-AP 转化率为 89.52%，纯度为 86.32%；而通过柱层析法分离纯化得到的 L-AP 转化率

为 89.98%，纯度为 92.24%。两种方法的转化率和纯度并无显著差异（P>0.05），但后者的转化率和纯度均略高于

前者，考虑后续工艺放大的成本和产量需求，选定正己烷萃取法为后续的分离纯化工艺。值得注意的是，先前徐

文婷等[32]利用固定在脱脂棉上的 ANL 酶催化合成 L-AP，催化反应 24 h 后仅得转化率 62.20%的 L-AP。王渝红[33]

用冰水与乙酸乙酯的混合液作为粗产品析出剂，得到纯度为 74.70%的 L-AP。本研究利用自制的 ANL-MARE 反

应 7 h 后合成转化率和纯度均更高的 L-AP，进一步表明该固定化酶在 L-AP 的工业生产中具有明显优势。 

就酶法合成 L-AP 工艺的转化率、反应时间等，将本实验与前人的研究结果进行比较，结果如表 6 所示。可

以看出，本研究的合成工艺条件：反应时间 7 h、转化率 90%左右目前处于前列水平。 
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图5 各样品的HPLC图谱 

Fig.5 HPLC chromatograms of each sample 

注：（a）L-AA 标准品；（b）纯化后产品 L-AP 标准品；（c）PA 标准品；（d）产物混合液；（e）纯化后产品。（1）L-AA；（2）

L-AP；（3）PA。 
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图6 不同分离纯化方法的比较 

Fig.6 Comparison of Different Separation and Purification Methods 

注：ns 表示差异不显著（P>0.05）。 

表6 酶法合成L-AP的研究进展 

Table 6 Recent advances in enzymatic synthesis of L-AP 

底物（底物摩尔比） 溶剂 脂肪酶种类 温度/℃ 时间/h 
转化率(%)/产物浓度

(g/L) 
优势 不足 参考文献 

L-AA、PA(1:4) 二氧六环 Aspergillus niger lipase 50 24 83.58% 转化率较高 耗时长 [6] 

L-AA、PA(1:8) 2-甲基 2-丁醇 Novozyme 435 55 15 93.5% 转化率高 棕榈酸添加量较高 [9] 

L-AA、PA(1:8) 2-甲基 2-丁醇 Novozyme 435 55 144 84% 转化率较高 
耗时长、棕榈酸添加量较

高 
[15] 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.7 

11 

L-AA、PA(1:5) 叔丁醇 
Candida antarctica lipase 

B 
60 6 90% 转化率高、耗时短 温度偏高 [5] 

L-AA、PA(1:3) 丙酮 Aspergillus niger lipase 37 24 90.4% 温度较低、转化率高 耗时长 [32] 

L-AA、PA(1:3) 丙酮 
Pseudomonas cepacian 

lipase 
50 24 85.3% 棕榈酸用量少 耗时长 [14] 

L-AA、PA(1:9) 叔丁醇 Novozym 435 70 17 67% 
前 6 h 反应速率快， 

转化率达到 56% 

耗时长、温度高、棕榈酸

添加量较高 
[11] 

L-AA、棕榈酸甲酯

(1:3.8) 
叔丁醇 Novozym 435 54.6 17.2 79.5% 

棕榈酸甲酯用量少、产

物无需分离纯化 
耗时长 [34] 

L-AA、棕榈油 叔戊醇 Novozym 435 55 24 65% 使用棕榈油，成本较低 耗时长、转化率较低 [35] 

L-AA、PA(1:3) 叔戊醇 Novozym 435 50 72 16.6 g/L 

加入相转移剂四丁基溴

化铵，使 L-AP 浓度提

高 

耗时长 [36] 

L-AA、PA(1:2) 叔丁醇 

洋葱伯克霍尔德菌脂肪

酶（Burkholderia cepacia 

lipase） 

55 48 89.5% 转化率较高 耗时长 [12] 

L-AA、棕榈酸甲酯 叔丁醇 Novozym 435 55 36 52% 产物无需分离纯化 耗时长、转化率低 [23] 

3  结论 

本文以新型固定化脂肪酶 ANL-MARE 为催化剂，在叔丁醇体系中催化 L-抗坏血酸与棕榈酸酯化合成 L-抗坏

血酸棕榈酸酯，经单因素和正交试验优化获得最优工艺：L-AA 与 PA 摩尔比 1:7，固定化酶质量浓度 50 g·L
-1，3Å

分子筛质量浓度 250 g·L
-1，反应温度 45 ℃，反应时间 7 h，此条件下 L-AP 转化率为 90.47%。在最优工艺条件下

连续催化 10 批次，ANL-MARE 仍可保持 70%以上的 L-AP 转化率，操作稳定性优于商业固定化酶 Novozym 435。

选用效果更佳的柱层析法进行分离纯化，所得 L-AP 的纯度可达 91.54%。综上，固定化酶 ANL-MARE 具有催化

制备 L-AP 的良好活性和重复使用性，本研究为 L-AP 的酶法高效合成提供了新工艺，并为其在婴幼儿配方食品添

加剂领域的产业化应用奠定了理论基础，下一步将着眼于提高 L-AP 工艺放大后的产量和效率等，使 L-AP 的产业

化生产具备实际应用价值。 
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