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摘　要：以固定在阴离子树脂上的脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５为催化剂，在无溶剂体系中研究了果糖与月桂酸的直接酯
化反应．对反应条件进行了优化，在加水量３０μＬ、ｐＨ值７．５、月桂酸与果糖摩尔比５∶１、加酶量与底物质量比
１７％、温度为６０℃、反应４８ｈ，达到最大相对转化率为７５．６％（以果糖月桂酸双酯计算），比不加水时的４９．２％
有了较大的提高．产物经ＴＬＣ分析，果糖月桂酸单酯Ｒｆ值为０．４４，果糖月桂酸双酯Ｒｆ值为０．７９，１３ＣＮＭＲ鉴定，
产物主要是１βＤ呋喃果糖月桂酸单酯和１，６βＤ呋喃果糖月桂酸双酯．与传统有溶剂反应相比，无溶剂反应更
易于后期分离纯化，并节省了溶剂，降低了生产成本．
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　　糖酯类化合物是一类广泛应用于食品、医药、
化工等行业的非离子型表面活性剂．这种两亲性化
合物具有良好的乳化性和稳定性，它具有无毒、无

臭、无刺激、易生物降解等优点［１］．
糖酯的合成方法主要有传统的化学法和生物酶

催化法，化学法合成通常需要在高温、高压条件下

进行，反应条件苛刻，易发生副反应，对酯键位置

的选择性差，酯键数量难于控制，反应需要的高温

易导致底物和产物的焦化、碳化，使产物色泽过

深．酶作为催化剂有反应条件温和、酯键选择性强
等优点［２～８］，符合当今“绿色化学”的潮流，已经成

为糖酯合成领域的研究热点．
国内报道的无溶剂酶催化酯化反应很少，国外

报道的多以酯交换反应和以醇或糖苷为酰基受体，

而以直接酯化和以糖为酰基受体的报道较少，本文

以固定在大孔阴离子树脂上的固定化脂肪酶 Ｎｏ
ｖｏｚｙｍ４３５为催化剂，在无溶剂体系中采用直接酯化
的方法以果糖为酰基受体，月桂酸为酰基供体合成

了果糖月桂酸酯，反应方程式如图１所示．

１材料与方法
１．１实验材料和仪器

脂肪酶Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５（ＣａｎｄｉｄａＡｎｔａｒｃｔｉｃａＢ，固定

在阴离子树脂上）购于诺维信（中国）公司；

图１果糖酯的合成

Ｆｉｇ．１Ｔｈｅｓｃｈｅｍｅｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｆｒｕｃｔｏｓｅｅｓｔｅｒｓ

ＡｖａｎｃｅＡＶ５００核磁共振波谱仪（瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ公
司）、果糖、月桂酸为化学纯，乙醚、乙醇均为分析

纯；４Ａ分子筛；ＤＳＨＺ３００恒温水浴振荡器（江苏
太仓实验设备厂）；Ｇ型硅胶板、１００～２００目（粒径
７６～１２０μｍ）硅胶粉购于青岛海洋化工；硅胶层
析柱．
１．２实验方法
１．２．１果糖月桂酸酯的合成　　在２５ｍＬ具塞三角
瓶中加入５ｍｍｏｌ的月桂酸，在恒温水浴摇床中平
衡３０ｍｉｎ后加入１ｍｍｏｌ果糖、２００ｍｇＮｏｖｏｚｙｍ４３５
脂肪酶和３０μＬ的水，在６０℃，振荡频率２００ｒｐｍ
中反应４ｈ后加入０．４ｎｍ分子筛２０粒（约０．８５ｇ）
吸收反应生成过量的水，４８ｈ后终止反应，同时做
空白对照实验．
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１．２．２转化率的测定　　用３０ｍＬ调整过 ｐＨ值的
乙醚∶乙醇 ＝１∶１（ｖ／ｖ）混合溶液终止反应并溶解
体系剩余的月桂酸，以酚酞为指示剂，０．１ｍｏｌ／Ｌ

的ＮａＯＨ溶液滴定反应体系中剩余游离的月桂酸的
量，以月桂酸的减少量计算月桂酸的转化率［９］和相

对转化率（以果糖月桂酸双酯计算）．
　　　　　　　　转化率（％）＝（１反应后剩余月桂酸的滴定数／空白的滴定数）×１００％

相对转化率（％）＝转化率／月桂酸理论最大转化率×１００％
１．２．３ｐＨ记忆酶的制备　　将Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４
溶液分别配置成不同 ｐＨ值的缓冲溶液，加到固定
化脂肪酶后，离心，取沉淀物后冻干，即得不同ｐＨ
值的固定化酶［１］

１．２．４产物提取　　产物经硅胶层析柱分离，流动
相为乙酸乙酯∶甲醇＝９∶１（ｖ／ｖ），ＴＬＣ监控．
１．２．５产物的定性分析　　产物经 ＴＬＣ分析，将果
糖溶液、月桂酸和果糖月桂酸的丁酮溶液点样于 Ｇ
型硅胶板，上行展开．展开剂∶甲苯∶乙酸乙酯∶
甲醇∶水＝１０∶５∶４．５∶０．２（ｖ／ｖ／ｖ／ｖ），显色剂：
１．５９ｇα萘酚溶于５１ｍＬ无水乙醇，加入６．５ｍＬ１８
ｍｏｌ／Ｌ浓硫酸和 ４ｍＬ水；１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，５００
ＭＨｚ，ＴＭＳ内标）分析．

２结果与讨论
２．１加水量对酯化反应的影响

在无溶剂体系中，特别是固体物质参与的反

应，加入一定量的辅助剂可以加快体系中液相的形

成，提高转化率［１０］，添加适量的水可以给反应体系

提供一个液相，使果糖首先溶解在液相中，增大了

果糖与熔融的月桂酸之间的接触面积，同时由于液

相体积很小，生成的产物很快从液相中析出，从而

推动反应持续进行．添加不同量的水对月桂酸相对
转化率的影响如图２所示．

图２加水量对转化率的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒａｄｄｅｄｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５ｍｍｏｌｌａｕｒｉｃａｃｉｄ，１ｍｍｏｌｆｒｕｃｔｏｓｅ，
０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ２００ｍｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐａｓｅ，

ｐＨ７．５，ｓｈａｋｅｎａｔ６０℃ ｆｏｒ４８ｈ

由图２可见，相对转化率随加水量的增大而增
大，加水量为３０μＬ时，相对转化率最大达到７５．
６％较不加水时的４９．２％有了较大的提高，加水量
大于３０μＬ时，随加水量的增大相对转化率降低．
这是由于过量的水，使产物水解，从而转化率下

降，这与铁翠娟等人的结果一致［１１］．
２．２ｐＨ值对酯化反应的影响

用制备好的具有不同ｐＨ值（６．０～８．５）的固定
化酶进行酯化反应，结果如图３所示．

图３ｐＨ值对转化率的影响
Ｆｉｇ．３ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５ｍｍｏｌｌａｕｒｉｃａｃｉｄ，
１ｍｍｏｌｆｒｕｃｔｏｓｅ，０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ
２００ｍｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐａｓｅ，３０μＬｗａｔｅｒ，

ｓｈａｋｅｎａｔ６０℃ｆｏｒ４８ｈ

反应在 ｐＨ值为７．５时相对转化率达到最大，
体系呈弱碱性．这是由于用带负电荷载体（阴离子
聚合物）制备的固定化酶会吸引溶液中的阳离子，

包含 Ｈ＋，结果使固定化酶扩散层 Ｈ＋浓度比外围
高，这样外围溶液中 ｐＨ必须向碱性偏移，才能抵
消微环境的作用，使酶表现出最大活力［１２］，使 Ｎｏ
ｖｏｚｙｍ４３５在微碱性的环境中活力比较高，而且 Ｎｏ
ｖｏｚｙｍ４３５的ｐＨ适宜范围比较大，在不同的条件下
具有较强的适应性［１３］，所以在此ｐＨ值范围内对酶
的影响不会太大．
２．３底物摩尔比对酯化反应的影响

酶催化的酯化反应是可逆反应，通过改变底物

摩尔比可以达到打破反应平衡，使反应向酯合成的
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方向进行．不同底物摩尔比对相对转化率的影响见
图４．

图４底物摩尔比对转化率的影响
Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：２００ｍｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐａｓｅ，
０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ，３０μＬｗａｔｅｒ，
ｐＨ７．５，ｓｈａｋｅｎａｔ６０℃ ｆｏｒ４８ｈ

固定果糖的量不变，通过改变月桂酸的量配成

不同摩尔比．当体系中的月桂酸不足时反应向负方
向进行，此外，过少的月桂酸熔融后不足以提供体

系所需的液相，使底物间接触面积变小，影响传

质，导致月桂酸相对转化率较低．随月桂酸的量增
大，相对转化率逐渐增大，月桂酸与果糖摩尔比为

５时相对转化率达到最大，大于５时相对转化率有
所下降，这是由于月桂酸的量相对过多会产生大量

的游离脂肪酸，使脂肪酶周围微水相酸化或从脂肪

酶表面剥夺部分必需水，导致酶部分或全部失活，

导致最终月桂酸的相对转化率下降，这与 Ｍａｒｄｈａ
ｏｕｉ等人的结果一致［１４］．
２．４加酶量对酯化反应的影响

在实际工业生产中酶的成本问题始终是最为关

心的问题，由于酶的价格较贵，酶量不足会影响转

化率，过多的酶会大大提高生产成本，这样使最佳

的酶投放量变的十分有意义．在底物质量一定的情
况下，以不同的底物质量比的加酶量考察了加酶量

对相对转化率的影响．在底物量一定的情况下，增
加酶用量相对转化率也随之增加，在酶与底物质量

比为１７％（２００ｍｇ）时相对转化率达到最大，过多
的酶反而使相对转化率下降，这是由于过多的酶使

反应初始生成的副产物水增加，过多的水会使反应

向负反应进行，并且可能导致酶失活；另外，过多

的酶可能导致反应体系固相的凝聚，和产物单酯中

间体的沉淀，从而使底物与固定化酶接触变少，这

与ＭａｊａＨａｂｕｌｉｎ等人的结果一致［１５］．

图５加酶量对转化率的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｌｏａｄｉｎｇｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５ｍｍｏｌｌａｕｒｉｃａｃｉｄ，
１ｍｍｏｌｆｒｕｃｔｏｓｅ，０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ

３０μＬｗａｔｅｒ，ｐＨ７．５，ｓｈａｋｅｎａｔ６０℃ ｆｏｒ４８ｈ

２．５反应温度对酯化反应的影响
温度对酶活有很大影响，由此影响转化率，温

度对酯化反应的影响如图６所示，由图６可见，当

图６温度对转化率的影响
Ｆｉｇ．６Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５ｍｍｏｌｌａｕｒｉｃａｃｉｄ，１ｍｍｏｌｆｒｕｃｔｏｓｅ，
０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ３０μＬｗａｔｅｒ，ｐＨ７．５，
２００ｍｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐａｓｅ，ｓｈａｋｅｎｆｏｒ４８ｈ

温度在３０℃和４０℃时的相对转化率很低，这是因
为温度没有达到月桂酸的熔点（４３～４６℃），月桂
酸呈固体形式，这样底物之间接触面积小，传质受

到影响，从而使反应较难进行［１０］．在温度高于月桂
酸熔点时，月桂酸处于流动状态，可与固态的糖充

分接触，相对转化率随温度的增加而增加，最适温

度为６０℃．过高的温度不仅使产物颜色加深变褐，
还使酶部分失活，相对转化率下降．
２．６反应时间对酯化反应的影响

由图７可以看出酯化反应相对转化率随时间的
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增加而增大，在４８ｈ时反应达到平衡，之后的相对
转化率变化平缓．

图７反应时间对转化率的影响
Ｆｉｇ．７Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｔｉｍｅｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：５ｍｍｏｌｌａｕｒｉｃａｃｉｄ，１ｍｍｏｌｆｒｕｃｔｏｓｅ，
０．８５ｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｅｖｅｓ３０μＬｗａｔｅｒ，ｐＨ７．５，
２００ｍｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｌｉｐａｓｅ，ｓｈａｋｅｎａｔ６０℃

２．７产物的定性分析
产物经过滤、硅胶柱层析纯化得两种淡黄色油

状物，由ＴＬＣ和１３ＣＮＭＲ分析，结果见图８和表１，
由图８得果糖月桂酸单酯Ｒｆ值为０．４４，果糖月桂

图８产物的薄层色谱分析
Ｆｉｇ．８Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

酸双酯 Ｒｆ值为 ０．７９；由表 １得所得产物与文献
［１６］报道的基本一致．

表１产物的１３ＣＮＭＲ数据
Ｔａｂｌｅ１１３ＣＮＭＲｄａｔａ（δ）ｆｏｒｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ Ｃ１ Ｃ２ Ｃ３ Ｃ４ Ｃ５ Ｃ６ Ｃ＝Ｏ Ｃ＝Ｏ

１βｍｏｎｏＤｆｒｕｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｅｌａｕｒａｔｅ［１６］ ６６．７ ９８．１ ６９．８ ７１．４ ７０．８ ６４．６ １７１．６

Ｐｒｏｄｕｃｔ ６６．５ ９６．９ ６９．３ ７７．５ ７７．３ ６５．６ １７１．２

１，６βｄｉＤｆｒｕｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｅｌａｕｒａｔｅ［１６］ ６６．８ １０１．７ ７８．０ ７７．１ ８０．２ ６５． １７４．９ １７５．４

Ｐｒｏｄｕｃｔ ６５．１ １００．７ ７６．４ ７７．３ ７９．２ ６４．９ １７４．０ １７４．４

３结　　论
３．１由于脂肪酸和糖不能互溶形成均相，所以

糖酯的合成是一种较难进行的反应，尤其是在固液

两相中反应的无溶剂体系，本文以添加适量水的方

法使固态的糖形成高浓度的糖溶液，增加了糖与熔

融态的月桂酸的接触面积，使转化率有了较大的

提高．
３．２优化了反应条件，在加水量３０μＬ、ｐＨ值

７．５、月桂酸与果糖摩尔比５∶１、加酶量与底物质
量比１７％、温度为６０℃、反应４８ｈ，月桂酸达到最
大相对转化率为７５．６％．
　　３．３产物经ＴＬＣ和１３ＣＮＭＲ分析得，果糖月桂
酸单酯 Ｒｆ值为 ０．４４，果糖月桂酸双酯 Ｒｆ值为
０．７９，产物主要为１βＤ呋喃果糖月桂酸单酯和１，
６βＤ呋喃果糖月桂酸双酯．
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