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非水相脂肪酶催化合成 L-抗坏血酸硬脂酸酯

晏日安, 姜新慧, 张广文, 黄才欢, 段翰英
(暨南大学食品科学与工程系, 广东 广州 510632)

摘 要: 研究了非水介质中 N ovozym 435脂肪酶催化合成 L-抗坏血酸硬脂酸酯( L-A S)。脂肪酶

用量固定为 L-抗坏血酸质量的 20% ,底物 L-抗坏血酸与硬脂酸的摩尔比限定为 1 2,对影响脂肪

酶催化的因素如溶剂、温度、溶剂量、反应时间、分子筛用量和摇床转速进行了研究。优化后的反

应条件: 在 30 mL 叔丁醇中加入 6 82 mmo lL-抗坏血酸, 13 64mmol 硬脂酸, 0 24 g 脂肪酶和

3 0 g 4A 分子筛, 摇床转速 150 r/ min, 反应在 55 水浴中进行 48 h。通过分离提纯,产品采用红

外及质谱检测后确定为 L-抗坏血酸硬脂酸酯, 产率最高时达 64 7%。脂肪酶重复使用 5次, 最低

产率为 61%。

关键词: 非水介质; 脂肪酶催化; L-抗坏血酸硬脂酸酯; 合成

中图分类号: TS 201. 2 文献标识码: A

Lipase-catalyzed Synthesis of L-ascorbyl Stearate in Non-aqueous Phase

YAN R-i an, JIANG Xin-hui, ZHANG Guang-w en, HU ANG Ca-i huan, DUAN Han-ying

( Depart ment o f Food Science and Eng ineering , Jinan Univ ersity , Guang zhou 510632, China)

Abstract: In this manuscript , the technical condit ions o f Novozym 435 lipase-cataly zed synthesis

of L- ascor by l stearate ( L-AS) in non-aqueous medium were determined w ith 20% lipase and 1: 2

L-ascorbic acid to stearic acid ( mo lar r at io) . The opt imum react ion conditions listed as follow s:

30m l t-butanol w ith 6. 82mmol L-ascor bic acid, 13. 64mmol stearic acid, 0. 24g lipase and 3. 0g

4A molecular sieves, shaker speed 150r/ min, the react ion carried out at 55 w ater bath w ith

48h. Through the separat ion and purificat ion, the isolated pr oduct w as f inally identif ied as L-

ascorbyl stearate by inf rared ( IR) and mass spectr ometry ( M S ) detect ion, the highest yield

reached 64. 7% . Lipase reused f ive t imes, the low est y ield w as 61% .

Key words: non-aqueous medium , lipase-catalyzed, L-asco rbyl stearate, synthesis

L-抗坏血酸硬脂酸酯( INS 305; CAS ( 26395-

66-8) )是微有光泽的白色或黄白色结晶粉末, 溶于

酒精、乙醚和油脂, 对热及重金属较抗坏血酸稳定,

美国和日本均有批量生产,目前国内该产品生产企

业极少。L-AS 一般与 L-抗坏血酸棕榈酸酯合用,

是一种安全、高效、易被人体消化吸收的脂溶性抗

氧化剂,同时也是一种营养强化剂, 适合添加在油

脂类食品中。目前报道的化学法合成 L-AS 主要采



用直接酯化法[ 1] 、酰氯法 [ 1]和酯交换法 [ 2-3] , 其产率

在 50%至 77%不等,化学法易产生副反应、腐蚀性

强、对设备要求高、对环境污染大。脂肪酶催化法

具有反应温和、选择性高、副反应少、对设备要求低

和产物易于纯化[ 4-5] 等优点。酶法合成抗坏血酸棕

榈酸[ 6-9] 和抗坏血酸月桂酸 [ 10-11] 均有大量文献, 目

前酶法合成 L-AS仅有一篇外文文献
[ 12]
采用 Ama-

no PS脂肪酶催化乙烯基硬脂酸与 L-抗坏血酸进行

酯交换,国内还没有酶法合成 L-A S文献报道。

鉴于酶法催化反应的优点和 L-AS 应用前景,

本文拟采用脂肪酶在非水介质中催化 L-抗坏血酸

与硬脂酸合成 L-AS, 对反应条件进行优化, 对产物

进行提纯并进行鉴定。

1 材料和方法

1. 1 主要材料与仪器

Novozym 435脂肪酶:诺维信(中国)广州分公

司产品, L-抗坏血酸,硬脂酸, 4A 分子筛(以下简称

分子筛) ,叔丁醇、叔戊醇、丙酮(经分子筛干燥) , 甲

苯,正己烷:试剂均为分析纯。

SHA-B型水浴恒温振荡器:金坛市宏华仪器厂

生产; RE-52 AAB 型旋转蒸发器: 上海嘉鹏科技有

限公司生产; X-5显微熔点测定仪: 北京泰克仪器有

限公司生产; 傅里叶变换红外吸收光谱仪: EQUI-

N OX55; EI 低分辨率质谱仪: DSQ, T hermo 产品;

高分辨率质谱仪: M AT 95XP, T hermo 产品。

1. 2 L-AS的合成

150 mL 具塞锥形瓶中加入 0 24 g 酶、1 20 g

( 6 82mmol) L-抗坏血酸、3 88 g ( 13 64 mmol )硬

脂酸、30 mL 叔丁醇及 3 0 g 分子筛, 放在 55 水

浴恒温振荡器中,以 150 r/ min的转速振荡反应 48

h。

1 3 L-AS的分离纯化过程

反 应 体 系
过滤

滤 液
旋蒸

粗 产 品
乙酸乙酯溶解/水洗

有机相
旋蒸
粗产品

氯仿重结晶
滤

饼
正己烷洗涤, 50 真空干燥 2 h

产品为白色粉末, 产品

重 1. 95 g (理论产量 3. 015 g )、产率为 64. 7% , 熔

点: 110~ 116 ,文献值为 116 。

1 4 L-AS波谱数据

红外光谱特征峰(未经 KBr 压片, 直接检测) :

3 467cm-1 , -OH ; 2 916 cm-1、2 849 cm-1 , ( - CH 2 ,

- CH 3 ) ; 1 731 cm-1 , C= O (酯) ; 1 635/ 1 682 cm-1 ,

C= C ; 1 466 cm-1 , as ( CH 3 ) ; 1 385 cm-1 ,

s( CH 3 ) ; 1 161cm-1 , C-O ; 721 cm-1 , - ( CH 2 ) n-指

纹区特征吸收峰。

EI-MS 检测数据(电子轰击能量 70 eV; 离子源

温度 250 ;检测器电压 1 400 V ) : 442: 弱的分子

离子峰; 424: [ M-H 2 O]信号峰; 267 为酯键 裂解

后[ R= CH 3 ( CH 2 ) 16 CO+ ]质谱信号; 239为 [ R=

CH3 ( CH 2 ) 16CO + ]脱去羰基后的质谱信号(强峰)。

FAB-M S检测数据 (倍增器电压: 1 8KV; 基

质: 3-硝基苄醇) : 465: [ M + Na] + 信号峰; 443: [ M

+ H ] + 峰强度加强; 267: 酯键 裂解后 [ R= CH 3

( CH 2 ) 16CO
+
]质谱信号峰; 239: [ R= CH 3 ( CH 2 ) 16

CO+ ]脱去羰基后的质谱信号(强度降低)。

综合红外和质谱数据可判断产物为抗坏血酸

硬脂酸酯。

2 结果与讨论

2 1 溶剂对反应的影响

Laane[ 13]用有机溶剂的极性参数 lg P ( lg P 是

该有机溶剂在正辛醇/水体系中的分配系数的对

数)来描述有机溶剂对酶催化反应的影响, 随着溶

剂 lg P 值降低, 酶的水化层会逐渐受到破坏, 研究

认为 lg P< 2的有机溶剂不适合作为反应介质, 因

有机溶剂将强烈破坏酶的必须水化层而使酶失活。

150 mL 具塞锥形瓶中加入 0 24 g 脂肪酶、1 20 g

( 6 82 mmo l) L-抗坏血酸、3 88 g( 13 64 mmol)硬

脂酸、40 mL 溶剂、2 0 g 分子筛, 55 水浴中以

200 r/ m in振荡反应 24 h。表 1所示为溶剂对酶催

化酯化的影响。正己烷的 lg P> 2, 脂肪酶能较好

的保持原有构象, 但在正己烷中不能催化 L-AS 的

合成。表 1显示脂肪酶在 lg P< 2的 3种溶剂中都

具有较强的催化能力。丙酮的 lg P 相对较低,其作

为溶剂对酶的活性有一定破坏作用。以叔丁醇为

反应溶剂时所得产率最高(见表 1)。故下一轮选择

叔丁醇为反应介质。

表 1 溶剂对反应的影响

Tab. 1 Eff ect of solvents on the reaction

反应介质 lg P 值 L-AS 产率/ %

正己烷 3. 50 0

叔戊醇 1. 15 57. 05

叔丁醇 0. 80 59. 70

丙酮 - 0. 23 55. 06

2 2 温度对反应的影响

固定化的 Novo zym 435脂肪酶催化酯化反应

的适宜温度在 40~ 70 之间 [ 14]。温度对 Novo zym
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435脂肪酶催化抗坏血酸与硬脂酸酯化反应的影响

如图 1所示。

图 1 温度对反应的影响

Fig. 1 Effect of temperature on the reaction

由图 1可见,反应温度为 55 时, 反应所得产

率最高,表明此时酶催化能力最强, 在此温度下脂

肪酶有较好的温度稳定性; 温度低于 55 时, 产率

随温度升高而增加, 这是因为温度的提高加快了底

物分子的热运动速度、激发了酶的活性中心催化能

力,从而使酶与底物的结合以及酶与产物的分离速

度大大提高。当温度高于 55 , 产率会随温度升

高而下降, 这与温度过高酶的活性中心受到破坏以

及抗坏血酸因高温部分分解有关。故选择 55 作

为下一轮反应的温度。

2 3 溶剂用量对反应的间接影响

0 24 g 脂肪酶催化 1 20 g L-抗坏血酸与 3 88

g 硬脂酸进行 48 h 的酯化反应。硬脂酸在叔丁醇

中易溶, 而 L-抗坏血酸却难溶于叔丁醇( 55 水

浴、摇床转速 150 r/ m in 下每 10 mL 叔丁醇约溶解

0 04 g L-抗坏血酸)。随着溶剂量从 10 mL 增加到

50 mL, 硬脂酸 浓度从 1 364 mol/ L 减少 到

0 273mo l/ L, 抗坏血酸处于饱和状态。固定物料投

入量后,溶剂量的变化可改变底物浓度和酶浓度,

还会影响反应体系的传质, 所以底物浓度、酶浓度

以及传质对酯化反应影响可通过溶剂量与产率的

间接关系反映出来见图 2。

图 2 叔丁醇用量对反应的间接影响

Fig. 2 Indirectly effect of -t butanol alcohol consumption

on the reaction

图 2所示, 叔丁醇用量 30 mL 时, 产率最高。

溶剂少于 30 mL 时, 产率随溶剂用量增加而上升,

这与溶剂中抗坏血酸的溶解量增加、产物得到较好

的分散、分子筛对传质的影响降低有关。溶剂用量

大于 30 mL 时,产率降低, 原因是溶剂的增加降低

硬脂酸浓度和酶浓度, 反应体系搅拌不均使酶在反

应液中分布不均,上述原因降低了底物和酶的有效

碰撞率。所以下一轮反应中溶剂用量以 30 mL 为

宜,即硬脂酸浓度为 0 455 mol/ L。

2 4 时间对酯化反应的影响

酶促 L-AS 合成是一个可逆的平衡反应, 反应

时间短产率低, 时间过长又不能明显提高产率, 副

反应还会随之增多(见图 3)。

图 3 时间对酯化反应的影响

Fig. 3 Eff ect of reaction time on the esterification reac-

tion

图 3显在 48 h 前, 产率随时间延长而上升, 这

与反应逐步接近平衡有关; 反应 48 h后, 产率无明

显增加,表明反应已达到平衡, 延长反应时间不会

提高反应产率反而增加了合成成本。因此下一轮

反应时间限定在 48 h。

2 5 分子筛用量对反应的影响

4A 型分子筛可吸收水、氧气、甲醇、乙醇等物

质,是一种大容量的高效吸水剂。直接酯化法合成

L-AS,水是反应副产物, 向反应体系中投入分子筛

吸水可使反应平衡右移有利于提高酯化产率。30

mL 反应液中分子筛用量与产率关系如图 4所示。

图 4 分子筛用量对反应的影响

Fig. 4 Eff ect of molecular sieves amount on the reaction
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图 4显示当体系中不加分子筛时, 产率非常

低, 这是副产物水使平衡向左移的缘故;增加分子

筛投入量, 产率随之上升, 原因是分子筛吸收水后,

打破原有反应的平衡, 使酯化反应平衡右移。当分

子筛用量为 3 0 g 时, 产率达到最高。分子筛用量

超过 3 0 g 时,产率开始下降,分子筛加入过多的吸

水效应导致酶自身的微环境破坏, 也会阻碍体系中

传质以及造成固定化酶的脱落。因此选择在下一

轮反应中每 30 mL 的反应液加入 3 0 g 分子筛。

2 6 摇床转速对反应的影响

酶催化效率受到反应体系扩散速度的影响, 摇

床转速的不同可以带来反应体系外扩散速度的变

化。转速对反应影响如图 5所示。

图 5 摇床转速对反应的影响

Fig. 5 Effect of shaker speed on the reaction

图 5可见当转速为 100 r/ min时产率最低, 原

因是底物及产物的扩散速度较低, 降低了酶催化的

效率。转速为 150 r/ m in 时, 产率最高为 64 7%。

当转速为 200 r/ min时,产率有所降低,由于转速加

快, 加剧了反应体系中脂肪酶与分子筛、瓶壁之间

的碰撞,使固定化的脂肪酶磨损而脱落,改变了部

分酶的结构,从而掩盖了外扩散速度加快带来的有

利影响。故下一轮反应选择转速 150 r/ min。

2 7 酶使用次数的影响

脂肪酶的价格昂贵,所以我们对酶重复使用进

行了考察(除酶外,其余反应条件与上一致)。多次

使用的结果如图 6所示。

图 6 酶重复使用次数对反应产率的影响

Fig. 6 Eff ect of enzyme reused times on the yield of re-

action

图 6显示当酶连续使用 5 次的催化产率都在

61%以上,然而产率随使用次数增加呈缓慢下降,

这与固定化酶的多次使用所造成的部分酶脱落及

活性中心失活有关。因此在生产中酶可连续使用 5

次,保持每次的催化效果与新酶基本相当, 这可以

明显降低成本。

3 结 语

成功的用脂肪酶催化 L-抗坏血酸与硬脂酸合

成了 L-抗坏血酸硬脂酸酯, 并优化了酶法合成条

件,最佳条件下的产率为 64 7% , 提纯工艺简单有

效,酶可多次使用, 有很好的发展前景。相对于传

统的化学法合成, 选择用酶法合成 L-AS 更符合绿

色化学的发展要求。目前酶催化法合成 L-AS离实

现工业化生产有一定距离, 为提高酶法合成的产率

并降低成本,未来研究的重点将是寻找更高效的催

化酶和更优的反应条件以及反应规模的扩大。
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