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［摘要］ 选择 Ｄ１０１ － １ 大孔吸附树脂固定化反应底物柚皮苷， 考察 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶水解柚皮苷转化

普鲁宁的工艺条件， 结果表明， 其最适条件为： α － Ｌ － 鼠李糖苷酶用量 ３０ Ｕ ／ ｍＬ， 最适酶反应温度 ６０ ℃ ，
ｐＨ ＝ ４􀆰 ０， 底物质量浓度 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ， 振荡速率 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ。 在此条件下酶解反应 ４２０ ｍｉｎ， 柚皮苷转化率达到

７８％ 。 此外， 研究发现， 高浓度的 Ｍｎ２ ＋ 、 Ｆｅ２ ＋ 对酶解反应有极强的促进作用。 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数拟合

曲线的 Ｋｍ ＝ ５􀆰 １２ ｇ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ ＝ ０􀆰 ０１３ ｇ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）。 利用薄层色谱 （ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＴＬＣ） 和高效液

相色谱 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） 对酶解产物进行分析， 并验证得出， 反应完全后可

得到纯的反应产物普鲁宁。
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０　 引言
普鲁宁是一种具有降低胆固醇、 抗氧化及抗病毒等功效的黄酮苷类物质， 在食品和药物方面有很

好的应用前景［１ － ３］ 。 但是， 普鲁宁在自然界中的丰度较低， 难以从生物组织中提取制备。 因此， 研究
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人员将目光转向了可以制备普鲁宁的柚皮苷 （４′ － ５， ７′一三羟基二氢黄酮 － ７ － 鼠李糖葡萄糖苷），
它是一类二氢黄酮类化合物， 是枳实、 化橘红等几味中药的主要有效成分［４］ 。 柚皮苷在 α － Ｌ － 鼠李

糖苷酶的催化作用下可发生特异性水解反应脱掉 α － Ｌ － 鼠李糖， 生成普鲁宁。
相关研究表明［５ － ６］ ， 以柚皮苷为底物， 利用 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶生物转化是制备普鲁宁的有效手

段。 但是由于柚皮苷是一种极性化合物， 不但难溶于油脂［７］ ， 而且在水溶液中以游离状态存在时溶

解性也很差。 虽然柚皮苷易溶于甲醇、 乙醇等有机溶剂， 但是使用有机溶剂代替水溶液进行酶解反应

时， 又会破坏酶的蛋白质结构， 酶的活性和稳定性受到影响。 因此， 研究增大酶与柚皮苷的接触， 提

高柚皮苷作为酶解底物的利用度是非常有必要的。
酶催化固相底物反应是一种将底物固定在固相载体上， 然后溶解在溶液中的酶扩散到底物附近与

之接触， 发生反应的反应形式［８］ 。 根据此反应机制， 利用可以特异性吸附黄酮类化合物的大孔吸附

树脂， 将柚皮苷固定在树脂载体上， 之后游离酶扩散到固定化的柚皮苷附近而与之发生反应， 可以很

好改善底物溶解性。 有关酶催化固相底物反应的应用研究很多， Ｕｌｉｊｎ 等［９］ 报道了一种蛋白酶催化的

多肽合成， 将底物氨基酸固定在 ＰＥＧＡ１９００载体上， 而后在水溶液中用嗜热菌蛋白酶将氨基酸直接合成

二肽， 产量高达 ９９％ 。 Ｗａｎｇ 等［１０］利用可控多孔玻璃 （ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｐｏｒｅ ｇｌａｓｓ， ＣＰＧ） 固定核苷， 制备

出含有二硫键单元的肽 － 寡核苷酸偶联物。 本文选择了几种大孔吸附树脂对柚皮苷进行固定化， 选择

出满足条件的最优树脂， 对酶催化固相底物反应进行初步研究， 反应条件温和， 选择性高， 产物容易

分离， 符合绿色化学的发展方向， 为柚皮苷的生物转化提供一条新的途径。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 重组 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶的制备

将含有重组质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ⁃ｒｈａ 的毕赤酵母 ＧＳ１１５ 菌株进行活化， 活化后的菌液转接至 ＢＭＧＹ 液体培

养基中继续培养， 收集 Ａ６００≥３􀆰 ０ 的菌体， 根据毕胜［１１］细胞重悬方法重悬后， 置于摇床在 ３０ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ
条件下诱导表达重组 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶， 发酵 ７２ ｈ 后， 室温 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液。
１􀆰 ２　 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶活力的测定

采用高效液相色谱法 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） ［１２ － １３］ ， 以柚皮苷为底物进

行酶活力的测定， 测定的反应体系为： ９５０ μＬ 柠檬酸 － 磷酸氢二钠缓冲液 （ ｐＨ ＝ ５􀆰 ０） 加入 １ ｍＬ
３００ ｍｇ ／ Ｌ 的底物和 ５０ μＬ 的酶液， ５０ ℃反应 １５ ｍｉｎ 后， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后利用 ＨＰＬＣ 测定反应液中

柚皮苷和普鲁宁的含量。 在 ５０ ℃ 、 ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ 的条件下反应 １ ｍｉｎ， 消耗 １ μｇ 柚皮苷所需的 α － Ｌ － 鼠

李糖苷酶的量定义为一个 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶活力单位。
１􀆰 ３　 大孔吸附树脂的预处理

具体流程如下： 漂浮筛选→９５％ （体积分数）乙醇泡 ２４ ｈ→湿法上柱→９５％ （体积分数）乙醇洗→
蒸馏水洗→２％ （质量分数）盐酸泡 ３ ｈ→蒸馏水洗→２％ （质量分数）氢氧化钠泡 ３ ｈ→蒸馏水洗。
１􀆰 ４　 柚皮苷的固定化

分别将 ０􀆰 ５ ｇ 湿重的 ５ 种大孔吸附树脂加入到 ５０ ｍＬ ０􀆰 ２％ （ｇ ／ ｍＬ） 的柚皮苷溶液中， 置于 ５０ ℃
的恒温振荡水浴中充分振荡固定， 至上清液中柚皮苷浓度不再发生变化为止。
１􀆰 ５　 柚皮苷吸附量的测定

ＨＰＬＣ 法检测树脂吸附前后柚皮苷溶液中柚皮苷浓度的变化， 并根据下式计算出树脂对柚皮苷的饱

和吸附量： 树脂对柚皮苷的饱和吸附量 （ｍｇ ／ ｇ） ＝ （Ｃ０ － Ｃ１ ） × Ｖ ／ ｍ ， 式中： Ｃ０ 、 Ｃ１分别表示柚皮苷溶液

在树脂吸附前后的浓度 （ｇ ／ Ｌ）； Ｖ 表示柚皮苷溶液的体积 （ｍＬ）； ｍ 表示树脂的用量 （ｇ， 湿重）。
１􀆰 ６　 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶催化固定化柚皮苷水解过程分析

取０􀆰 ４ ｇ 预处理好的树脂加入到０􀆰 ００２ ｇ ／ ｍＬ 的柚皮苷溶液中， 缓冲液 ｐＨ ＝５􀆰 ０， 置于５０ ℃水浴中恒温

振荡固定， 同时加入α － Ｌ －鼠李糖苷酶酶液， 反应体系的总体积为２０ ｍＬ。 在振速为１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 下酶催化固

·１１１·
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定化柚皮苷反应３６０ ｍｉｎ， 每隔一段时间取样一次， 沸水灭活１０ ｍｉｎ 后， 冷却至室温， 测定反应体系中还原

糖、 柚皮苷及普鲁宁的含量随时间的变化情况。 在此基础上， 通过柚皮苷酶解过程中还原糖的生成量， 来

考察酶用量、 底物浓度、 ｐＨ 值、 温度、 振荡速度及金属离子等对固定化柚皮苷酶解作用的影响。
１􀆰 ７　 柚皮苷转化率的计算

柚皮苷转化率 ／ ％ ＝ ［还原糖生成量 ／ １８２􀆰 １１ × ５８０􀆰 ５３］ ／ 柚皮苷总质量 × １００， 其中， １８２􀆰 １１ 为

鼠李糖相对分子质量， ５８０􀆰 ５３ 为柚皮苷相对分子质量。
１􀆰 ８　 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶水解固定柚皮苷的动力学分析

以固定化柚皮苷为底物， α － Ｌ － 鼠李糖苷酶粗酶液为催化剂， 在不同的底物浓度下， 于 ６０ ℃ ，
１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡器中反应 ３６０ ｍｉｎ， 每 ６０ ｍｉｎ 取样一次， 沸水水浴 １５ ｍｉｎ 灭活后测定酶解液中还原糖

的生成量， 制作 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶水解固定化柚皮苷的动力学模型并计算参数 Ｋｍ和 Ｖｍａｘ
［１４ － １５］ 。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 固定化柚皮苷树脂载体的选择

选择 ５ 种国产大孔吸附树脂作为固定化柚皮苷的载体， 通过研究树脂对柚皮苷的吸附量， 以及各

树脂固定化的柚皮苷在 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶催化作用下的酶解反应效果， 得出最佳的树脂载体。 采用

ＨＰＬＣ 法测定 ５ 种树脂对柚皮苷的吸附量， 其结果如图 １ 所示。
由图 １ 可见， ５ 种树脂载体对柚皮苷饱和吸附量大小为 Ｄ４０２０ ＞ Ｄ１０１－１ ＞ ＡＢ－８ ＞ Ｄ１０１ ＞ ＤＭ１３０。

而从图 ２ 中可以明显看出， 反应 ２ ｈ 各树脂固定化柚皮苷的酶解作用差异不大， 但是 ２ ｈ 后 Ｄ１０１－１ 树

脂固定化柚皮苷后酶解作用明显强于其他树脂， 与图 １ 中 ５ 种树脂对柚皮苷的饱和吸附量结果结合可

得出， Ｄ１０１－１ 树脂对柚皮苷的吸附效果及酶解反应效果最好。 因此综合树脂载体对柚皮苷的吸附量

以及酶解催化反应效果， 选择 Ｄ１０１－１ 大孔吸附树脂做后续试验。
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图 1 不同大孔吸附树脂对柚皮苷的饱和吸附量

Fig.1 The saturated adsorption capacity of
naringin in different macroporous resins

图 2 不同树脂固定化柚皮苷的酶解作用

Fig.2 Enzymolysis of naringin immobilized
in different types of resins
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２􀆰 ２　 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶催化固定化柚皮苷水解过程分析

在 ２０ ｍＬ 反应体系中， 固定其他条件不变， 改变 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶的加酶量， 催化柚皮苷进行

酶解反应 ６ ｈ， 测定反应液中还原糖生成量， 计算柚皮苷的转化率随时间的变化情况， 其结果如图 ３ａ
所示。 从图 ３ａ 中可以看出， 随着加酶量的增加， 柚皮苷转化率明显增加， 反应初速率也相应增大。
这是由于增加了加酶量使反应液中浓度一定的底物在单位体积、 单位时间内接触酶的机率增大， 所以

催化反应初速率会增大， 转化率也增加。 当加酶量增大到 ３０ Ｕ ／ ｍＬ， 继续增加加酶量， 柚皮苷的转化

率变化不大， 反应到 ３ ｈ 后基本一致， 对酶解反应的促进作用不大。 因此， 选择加酶量为３０ Ｕ ／ ｍＬ。
然而与游离酶催化柚皮苷的酶解转化相比， 将柚皮苷固定化后酶解速率有所减慢， 所用酶量增加而且

反应时间变长， 这可能是由于树脂载体的存在阻碍了酶与底物的接触所致。

·２１１·
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从图 ３ｂ 中可以看出， 其他反应条件固定， 随着底物浓度增大， 酶解反应达到平衡所需时间延长，
还原糖生成量变大， 但是增加量越来越少。 当柚皮苷浓度较低时， 酶相对过量， 酶反应很快达到平

衡。 而当柚皮苷浓度较高时， 酶与底物接触机会增大， 酶反应初速率有一定加快， 还原糖的生成量相

应增加， 但是反应达到平衡的时间也会增加。 反应生成的还原糖对反应有一定的抑制作用， 因此随着

底物浓度的增大， 还原糖的增加量越来越少。 柚皮苷的转化率计算时是以底物浓度为分母， 所以底物

浓度变大， 分母不变时所得转化率会小。 因此， 要综合考虑还原糖生成量和柚皮苷转化率来确定最适

底物浓度。 当底物质量浓度为 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ 时， 柚皮苷转化率最高， 底物质量浓度大于 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ 时， 转化

率反而减小， 所以最后选择底物质量浓度为 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ。
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a） 加酶量 Enzyme dosage b） 底物浓度 Substrate concentration

图 3 加酶量和底物浓度对柚皮苷酶解作用的影响

Fig.3 Effects of enzyme dosage and substrate concentration on hydrolysis of naringin

ｐＨ 值对酶活力有很大的影响， 过酸或过碱等不适宜的条件都会使酶活力降低甚至丧失， 只有在

最适 ｐＨ 值的条件下才可以显现出其最大活力。 因此， 考察 ｐＨ 值对柚皮苷酶解作用的影响十分有必

要。 改变反应体系中缓冲液的 ｐＨ 值， 考察柚皮苷的转化率随时间的变化曲线， 其变化趋势如图 ４ａ
所示。 ｐＨ 值对酶反应的初始速率、 还原糖生成量以及柚皮苷转化率都有一定影响。 由图 ４ａ 可知，
ｐＨ ＝ ３􀆰 ５ ～ ４􀆰 ５， 转化率差别不大， 但是相对其他 ｐＨ 值范围的转化率要高， ｐＨ 值继续增大， 转化率

反而减小， 说明该酶适应酸性环境， 在 ｐＨ ＝ ４ 时酶解反应稳定增加且效果相对较好， 与游离酶催化

柚皮苷水解反应的最适 ｐＨ 值一致， 因此在酶解反应中选择缓冲液 ｐＨ ＝ ４􀆰 ０。
酶催化反应的速率与反应温度有很大的关系， 在最适温度条件下酶才可以表现出最大酶活力， 但

生物酶作为一种蛋白质， 当温度超过其可接受范围时， 易变性而失活。 由图 ４ｂ 可知， 随着温度升高，
酶解反应初速率相应增大， 柚皮苷转化率也随之增高。 当温度达到 ６０ ℃时酶反应的初速率最大， 柚

皮苷转化率最高， 但是当温度达到 ７０ ℃后 ０􀆰 ５ ｈ 内酶已基本失活， 酶蛋白的变性是随时间的延长而

累加的。 所以选择酶反应的最适温度为 ６０ ℃ 。
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图 4 pH 值和温度对柚皮苷酶解作用的影响

Fig.4 Effects of pH and temperature on hydrolysis of naringin
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图 5 5 mmol/L 金属离子对酶解反应的影响

Fig.5 Effects of 5 mmol/L metal ion on
enzymatic hydrolysis reaction

固定其他反应条件不变， 分别加入浓度为

５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的不同金属离子， 酶解反应 １ ｈ 后取样

测定金属离子对酶解反应的影响， 所得结果如

图 ５所示。 从图 ５ 中可以看出， 金属离子可参与

催化反应， 与空白组相比较， Ｍｎ２ ＋ 、 Ｆｅ２ ＋ 和 Ｃｏ２ ＋

对酶活力有促进作用， 其中 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｆｅ２ ＋ 促

进作用最强； Ｎａ ＋ 、 Ｃａ２ ＋ 、 Ｋ ＋ 、 Ｍｇ２ ＋ 和 Ｚｎ２ ＋ 对

酶活力影响不大； Ｆｅ３ ＋ 和 Ｃｕ２ ＋ 对酶活力有明显的

抑制作用， 其中 Ｆｅ３ ＋ 的抑制作用最强。
进一步考察不同浓度的 Ｍｎ２ ＋ 和 Ｆｅ２ ＋ 对酶反

应的促进作用， 结果见图 ６。 由图 ６ａ 可知， 与空

白组相比较， 低浓度的 Ｍｎ２ ＋ 对酶解反应的影响不大， 反应初速率以及反应初期柚皮苷转化率都几乎

相同， 到反应后期显示出一些促进作用， 但是作用不大。 高浓度的 Ｍｎ２ ＋ 对酶解反应具有很强的促进

作用， Ｍｎ２ ＋ 可能作为生物转化反应的促进剂。 由图 ６ｂ 可知， 低浓度的 Ｆｅ２ ＋ 对酶解反应几乎没有促进

作用， 当 Ｆｅ２ ＋ 浓度为 ０􀆰 １ ， ０􀆰 ５， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时初始反应速率和柚皮苷转化率都没有明显的变化， 当

Ｆｅ２ ＋ 浓度达到 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 初始反应速率很快， 但是后来由于反应温度高， 在反应液中的 Ｆｅ２ ＋ 被

氧化， 颜色变成棕色， 柚皮苷转化率不再增加， 说明高浓度的 Ｆｅ２ ＋ 对酶解反应有极强的促进作用。
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图 6 不同浓度的 Mn2+和 Fe2+对酶解反应的影响

Fig.6 The influence of different concentration of Mn2+ and Fe2+ on enzymatic hydrolysis reaction

a） Mn2+ b） Fe2+
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图 7 20 mL 反应体系最优工艺验证试验和 1 L 放大试验

Fig.7 The optimal process validation test 20 mL reaction system and 1 L reaction system

a) 20 mL 验证试验 20 mL validation test b) 1 L 放大试验 1 L reaction test

２􀆰 ３　 最优工艺验证和 １ Ｌ 放大试验

根据前面的试验结果， 在加酶量为 ３０ Ｕ ／ ｍＬ、 ｐＨ ＝ ４􀆰 ０、 温度为 ６０ ℃ 、 振荡速率为 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 底

物质量浓度为 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ 的条件下进行最优工艺验证和 １ Ｌ 放大试验， 结果见图 ７。 由图 ７ 可以看出，
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采用最优条件进行酶解反应时， 初速率大于未优化前， 柚皮苷转化率在 ４２０ ｍｉｎ 时可达到 ７８％ ， 最终

产物生成量也有所提高。 但是， 与游离柚皮苷的酶解反应相比， 柚皮苷的转化率有所下降， 而且酶解

反应达到平衡所用的时间大大延长。 这可能是由于柚皮苷与载体树脂结合后形成了空间位阻， 在一定

程度上阻止了柚皮苷与酶分子的接触反应。 反应体系放大到 １ Ｌ 后， 随着反应时间的延长， 还原糖生

成量不断增加， 柚皮苷转化率也不断增大， 酶解反应 ４２０ ｍｉｎ 后基本达到平衡， 柚皮苷转化率约为

７５％ ， 这与 ２０ ｍＬ 反应体系的实验结果基本一致。
２􀆰 ４　 酶解反应动力学
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图 8 反应初速率-底物浓度的
Lineweaver鄄Burk 双倒数拟合曲线

Fig.8 Lineweaver鄄Burk plots to
determine the kinetic parameters

说明：1—柚皮素、普鲁宁、柚皮苷混标；2—鼠李糖标品；
3—加酶前反应液；4—反应 7 h 反应液
Notes:1—naringenin,prunin g,naringin mixed standard;2—rham鄄
nose standard;3—pre鄄enzyme reaction solution;4—reaction 7 h re鄄
action solution

图 9 V(丙酮)∶V(氯仿)∶V(水)=80∶20∶4.8 展开反应
混合物的 TLC图

Fig.9 TLC of reaction mixture separated by
V(ethyl acetone)∶V(chloroform)∶V(water)=80∶20∶4.8
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由图 ８ 可知， 反应初速率 － 底物浓度的 Ｌｉｎ⁃
ｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双 倒 数 拟 合 方 程 为 ｙ ＝ ３８􀆰 ９２９ ｘ ＋
１􀆰 ９０７４， 计算酶解反应的 Ｋｍ 值和最大反应速率 Ｖｍａｘ

值， 得到： Ｋｍ ＝ ５􀆰 １２ ｇ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ ＝ ０􀆰 ０１３ ｇ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）。
而游离柚皮苷酶解反应动力学的米氏常数 Ｋｍ ＝０􀆰 ５８８ ｇ ／ Ｌ，
Ｖｍａｘ ＝ ０􀆰 ０１１ ｇ ／ （ Ｌ·ｍｉｎ）。 对比固定化柚皮苷前后

的 Ｋｍ值可以看出， 柚皮苷经固定化后 Ｋｍ 增大很多，
说明底物固定化以后， 由于树脂载体内部的空间位阻

和扩散效应造成酶与底物的亲和性降低， 反应初速率

下降。
２􀆰 ５　 ＴＬＣ 和 ＨＰＬＣ 法分析反应产物

在最优工艺验证试验时， 固定化的柚皮苷在 α －
Ｌ － 鼠李糖苷酶的催化作用下进行酶法转化， 可以得

到反应产物鼠李糖和普鲁宁。 分别在反应前和反应后

取样检测验证其中的反应产物， 薄层层析结果可直观

反映出酶解反应的反应产物， 结果如图 ９ 所示。 对照

薄层层析图中柚皮苷、 普鲁宁以及鼠李糖的颜色和位

置可以看出， 反应前反应液中只有柚皮苷， 加入 α －
Ｌ － 鼠李糖苷酶反应一段时间后， 柚皮苷逐渐水解转

化成普鲁宁和鼠李糖， 反应 ７ ｈ 达到平衡后柚皮苷转

化率为 ８０％ ， 反应液中产物为普鲁宁和鼠李糖， 还

有些残余的柚皮苷。 说明该重组的 α － Ｌ － 鼠李糖苷

酶与柚皮苷特异性反应的产物中不会含有柚皮素， 省

去了用柚苷酶水解柚皮苷生成柚皮素的干扰， 使产物

普鲁宁分离纯化变得简单。
在最优工艺验证试验时， 固定化的柚皮苷在 α －

Ｌ － 鼠李糖苷酶的催化作用下进行酶法转化， 可以得

到反应产物鼠李糖和普鲁宁。 分别在反应前、 反应中

间和反应后取样留待检测验证其中的反应产物，
ＨＰＬＣ 结果如图 １０ 所示。 由图 １０ 可见， 加酶液前反应液中只含有柚皮苷， 加入酶液反应后， 柚皮苷

在α － Ｌ － 鼠李糖苷酶的催化作用下逐渐反应转化成了普鲁宁， 随着反应时间的延长， 反应液中柚皮

苷量逐渐减少， 普鲁宁的生成量逐渐增多， 反应 ７ ｈ 后反应基本达到平衡， 反应液中含有产物普鲁宁

和少量未转化完全的柚皮苷。 该检测方法检测不出还原糖的生成， 但是可以确定反应产物中没有柚皮

素的生成。

·５１１·
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a） 加酶前反应液 Pre鄄enzyme reaction solution

b） 反应 2 h 反应液 Reaction 2 h reaction solution

c） 反应 4 h 反应液 Reaction 4 h reaction solution

d） 反应 7 h 反应液 Reaction 7 h reaction solution

图 10 酶解反应各阶段反应产物的 HPLC 图

Fig.10 HPLC of the reaction product reaction in different stages of enzymatic hydrolysis
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３　 结论
对 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶催化固定化柚皮苷水解条件进行考察， 在所考察的 ５ 种大孔吸附树脂中，

最适合用作载体的树脂为 Ｄ１０１－１ 大孔吸附树脂。 α － Ｌ － 鼠李糖苷酶催化固定化柚皮苷水解的最适反

应条件为： 酶用量 ３０ Ｕ ／ ｍＬ， 反应温度 ６０ ℃ ， ｐＨ ＝ ４􀆰 ０， 底物质量浓度 ２􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ， 振荡速率 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ。

·６１１·
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在此条件下反应 ４２０ ｍｉｎ， 柚皮苷转化率达到 ７８％ 。 高浓度的 Ｍｎ２ ＋ 、 Ｆｅ２ ＋ 对酶解反应有极强的促进作

用。 通过最优工艺验证试验及 １ Ｌ 放大试验证明了该优化工艺具有良好的重现性。 最后利用 ＴＬＣ 法和

ＨＰＬＣ 验证得出， 反应完全后可得到纯的普鲁宁。
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