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摘要: 失水山梨醇单油酸酯 ( Span80)可在非水相中用脂肪酶酶促转化合成 .比较不同来源的

脂肪酶和不同的非水相系统后发现: 来源于假丝酵母的脂肪酶 Novo zym　 435在无溶剂系

统中有较高合成 Span80的能力 .同时考察了水分对酯化反应的影响 ,并对酯化反应的条件

如底物摩尔比、用酶量等进行了研究 .与化学合成的产品比较 ,各项指标基本接近 ,但酶法合

成的产品单酯含量较高 ,达 80%以上 .
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失水山梨醇单油酸酯 ( Span80)作为一种非常重要的非离子型表面活性剂 ,不仅具有良

好的乳化性和稳定性 ,而且无毒、无刺激 ;其具有生物可降解性 ,对环境无害 ;原料来源广泛 ,

价格便宜 ,已广泛地应用在纺织、造纸、皮革、塑料、农药等许多领域 ,其优质产品在食品、医

药、化妆品中也有应用 .传统的 Span80通过化学酯化反应获得 ,反应需高温 ,易使产品色泽

加深 ,且单酯含量不高 .异常环境 非水相酶促反应的研究 ,近来发展很快 .这种方法具有高

效性和特异性 ,反应条件温和且副产物较少 .但是由于糖或糖醇与脂肪酸的溶解性质相差较

大 ,近来许多研究都涉及寻找溶剂来溶解这两种底物
[1 ]
.但由于所用溶剂大多有毒 ,其产品

应用于食品、医药等领域安全性不高 . Sarney等人利用叔丁醇和正己烷形成的低沸点共沸

物以酶法转化失水山梨醇酯 ,产率较高
[2 ]
,但反应过程复杂 .有报导长链脂肪酸的酯化反应

多在无溶剂系统中进行
[3, 4 ]
,具有避免溶剂相、方法简单、易放大产业化等优点 .酯化反应是

可逆反应 ,在封闭系统中反应达到平衡后 ,产物不可能继续增加 .反应中产生的水不仅影响

反应的平衡 ,在有机溶剂中也直接影响酶的催化活性 .有报导用分子筛、减压蒸发等方

法 [1, 2, 4 ]除去酯化反应产生的水 ,使反应朝合成的方向进行 . Sa rney等人 [2 ]和 Ducret等人 [5 ]

利用回流的方法减压蒸发除去水分 ,回收溶剂 .本文报导了利用脂肪酶在无溶剂系统中 ,采

用开放系统合成 Span80的研究结果 .
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1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

1)脂肪酶: Lipo zyme　 IM ( immobili zed Aspergillus oryz ae lipase)　 Novo No rdisk公

司生产 ; Novo zym　 435 ( immobilized Candida antarctic lipase )　 Novo Nordisk公司生

产 ; CCL( Candida cylindracea lipase)　 Sigma公司生产 ; PPL( Porcine Pancreas, lipase)　

Sigma公司生产 .

2)试剂:油酸　分析纯 ; 高纯油酸　含量 95%以上 ,实验室自制 ; 山梨醇　含量 70% ,

食品级 ,靖江葡萄糖厂生产 ; Span-80样品　食品级 ; 其他试剂均为国产分析纯 .

3)仪器: SHZ- 22水浴恒温振荡器 .

1. 2　分析及实验方法

1. 2. 1　失水山梨醇的制备　参见文献 [6] .

1. 2. 2　酶法合成失水山梨醇油酸酯

1)封闭系统酯化反应: 100 mL的具塞三角瓶中加入 16. 4 g ( 0. 1 mo l)失水山梨醇 , 28.

2 g ( 0. 1 mo l)油酸和 1 g酶 ,封口 ,于水浴摇床适当温度下振荡 ( 150 r /min)反应 .

2)开放系统酯化反应: 250 mL的圆底烧瓶中 ,加入 16. 4 g ( 0. 1 mol)失水山梨醇和 28.

2 g ( 0. 1 mo l)油酸和 1 g酶 ,敞口 ,于水浴摇床适当温度下振荡 ( 150 r /min)反应 .

1. 2. 3　酸转化率的测定　参见文献 [7 ].

a失水山梨醇单油酸酯　 b失水山梨醇双油酸酯及异构物

c失水山梨醇多油酸酯

图 1　 HPLC分析 Span-80样品中单酯、双酯及多酯的图谱

1. 2. 4　产物的提取及固定化酶的回收

　将 100 m L正己烷分 3次溶解反应产

物 ,过滤、旋转蒸发除去溶剂 ,得产品 .用

20 m L pH7. 0的磷酸缓冲液溶解不溶于

正己烷的反应残留物 (包括固定化酶 ) ,

过滤得固定化酶 ,再分别用 20 mL pH7.

0的此磷酸缓冲液和 20 mL正己烷各洗

涤两次 ,最后抽滤 ,将得到的固定化酶置

于 30℃干燥器中放置 24 h备用 .

1. 2. 5　酸值、皂化值、羟值以及酯化

值的测定　按 GB 13481-92方法测定 .

1. 2. 6　产物的 HPLC分析　参照文献 [8, 9 ] ,分析结果见图 1.

2　结果与讨论

2. 1　脂肪酶酯化合成活力测定和酶活力单位定义

　　此酶活测定方法为改良的 NOVO分析方法 .将等摩尔的月桂酸和 1-丙醇溶于正庚烷 ,

制备浓度为 0. 7 mo l /L的反应底物 .取 5 m L底物于 100 mL的具塞三角瓶中 , 60℃预热 10

min,加入 50 mg酶制剂 ,于 60℃水浴摇床振荡反应 ,转速为 200 r /min, 15 min后加入 15

m L N , N-二甲基甲酰胺中止反应 .以酚酞为指示剂 , 0. 2 mo l /L的 KOH溶液滴定剩余酸 .

同时作空白对照 .

在测定条件下 ,每分钟消耗 1μmo l月桂酸所需酶量定义为 1个脂肪酶酯化合成活力单
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位 (μmol / ( min· g ) ) . 4种脂肪酶在其最适温度下活力测定的结果分别为 3 250. 9μmol /

( min· g ) , 4 261. 5μmol / ( min· g ) , 79. 0μmo l /( min· g ) , 99. 6μmo l /( min· g ) .

2. 2　不同酶的酯化反应

将 4种不同来源的脂肪酶在各自的最适温度下催化酯化反应 ,结果见表 1.不难发现 ,

不同来源的脂肪酶催化酯化反应的能力有很

大的差别 ,这与文献 [7]报导一致 .在封闭系

统中 , Lipozyme　 IM可使酸转化率达到 28.

4% .而 Novozym　 435在 60℃下可使脂肪

酸转化率超过 40% .以下主要以 Novozym　

435作为下一步的研究材料 .

2. 3　不同溶剂条件下的酯化反应

由于底物失山梨醇在油酸中的溶解度极

低 ,两者不可能混溶 ,形成油酸在上、失水山

表 1　不同温度下脂肪酶催化失水山梨醇
单油酸酯合成的酯化度

温度 /
℃

酸转化率 /%

Lipo zyme IM Novozym 435 CCL PPL

70 26. 8 22. 2 1. 8 12. 11

60 26. 0 43. 3 13. 0 12. 3

50 28. 4 22. 5 7. 5 9. 0

40 26. 9 21. 3 5. 4 4. 5

30 / / 1. 5 0

　注:反应条件为失水山梨醇 16. 4 g, 油酸 28. 2 g ,脂肪酶

　　　 5 g;封闭系统 ,水浴振荡 72 h,转速 150 r /min.

梨醇在下的两相 .失水山梨醇是一种粘稠的胶状体 ,在极性不同的溶剂系统及水溶剂和无溶

剂系统中利用 Novo zym　 435催化酯化反应 .有趣的是酸转化率在无溶剂系统中较其他溶

剂高出许多 ,在溶剂反应中 (包括水溶剂 ) ,酸转化率不超过 20% ,而无溶剂反应酸转化率却

达 40%以上 .见图 2.可能的解释是: 随着反应的进行 ,在振荡条件下两相混在一起 ,增加了

底物与酶的接触 ,溶剂的存在 ,使得底物浓度相对稀释 ,影响了反应速度 .虽然极性较强的溶

剂可能会增加失水山梨醇的溶解度 ,但对酶的活性也有不良影响 .随着酯化产生的水的积

累 ,反应趋于平衡 ,转化率很难再有大的提高 .

2. 4　水对酯化反应的影响

为减小酯化产生的水的影响 ,在开放系统下进行酯化反应 .对比封闭系统中的反应 (图

3) ,转化率提高了约 75% .可见 ,水的存在对酯化反应有很大的影响 .水不仅影响反应的平

衡 ,对酶的活性也有影响 .

反应条件为:失水山梨醇 16. 4 g, 油酸 28. 2 g ,脂肪酶 5

g,溶剂 50 mL,水 3. 6 mL;封闭系统 , 60℃水浴振荡 72

h,转速 150 r /min.

图 2　不同溶剂对酸转化率的影响

　　　
反应条件:失水山梨醇 16. 4 g,

油酸 28. 2 g ,脂肪酶 5 g; 60℃ ,无溶剂 .

图 3　不同反应系统下油酸的转化率

　　反应体系在开放条件下反应 48 h后 (图 4-Ⅰ ) ,加入等摩尔的水 ,封闭反应 24 h(图 4-

Ⅱ ) ,再在开放条件下反应 24 h(图 4-Ⅲ ) ,分别测定酸转化率和脂肪酶活力 (图 4) .转化率从

最初的 95%降至 61% ,后又回升至 85% .而酶的相对活力由于水的影响从初期的 93. 2%下
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降至 72. 7% ,又回升至 90. 3% .虽然水的存在使酶活下降 ,但 70%的酶活足以使反应继续 .

因此水的影响主要是对反应平衡的影响 ,除去水可使平衡向合成的方向进行 .

2. 5　加酶量对酯化反应的影响

为进一步提高反应速度和酸转化率 ,在羟基供体过量的条件下 ,改变脂肪酶用量 .随着

用酶量的增加 ,酸转化率进一步提高 .从酯化反应的进程曲线 (图 5)发现 ,加大用酶量 ,可以

加快反应速度 ,提高转化率 .当反应进行到 24 h左右时 ,转化率达到 93%左右 .进一步提高

转化率很困难 ,至 48 h ,转化率仅再提高 1% ～ 2% .

注:反应条件为Ⅰ 失水山梨醇 16. 4 g, 油酸 28. 2 g,
脂肪酶 20 g; 60℃ ,反应 72 h ,无溶剂 ,开放系统 .

Ⅱ加水 3. 6 g,封闭系统 ,再反应 24 h.
Ⅲ开放系统 ,再反应 24 h.

图 4　水对酸转化率和脂肪酶活力的影响

反应条件:失水山梨醇 32. 8 g, 油酸 28. 2 g , 60℃ ,无溶

剂开放系统 .

图 5　酯化的时间曲线

2. 6　产品的比较

用普通油酸和高纯油酸酶法合

成失水山梨醇油酸酯 ,与化学合成

的产品比较 (表 2) ,发现除酸值偏

高外 ,其他指标接近 ,但单酯含量明

显较高 . HPLC分析表明 ,酶法合成

的产品基本不含三酯和三酯以上的

多酯 .原料采用高纯油酸 ,产品色泽

可降低 ,品质更好 .

3　结　　论

表 2　化学合成与酶法催化合成产品的比较

产品及指标 化学合成 1)
酶法合成 2)

普通油酸 高纯油酸

酸价 /( KO H, mg /g ) 4. 64 9. 88 9. 60

皂化价 /( KO H, mg /g) 143. 73 155. 14 155. 7

酯化价 /( KO H, mg /g) 139. 09 145. 26 146. 1

羟价 /( KO H, mg /g ) 180. 22 202. 2 205. 0

酸转化率 /% / 94. 0 93. 2

色度 ( Gard ner值 ) 6+ 7+ 6

单酯含量 /% 49. 87 70. 44 72. 75

注∶ 1)工业级　 2) 反应条件为失水山梨醇 32. 8 g, 油酸 28. 2 g ,每克

失水山梨醇脂肪酶用量 0. 6 g , 60℃反应 48 h ,无溶剂开放系统 .

　　 1) 不同来源的脂肪酶催化酯化反应的能力有很大的差别 .在封闭系统中 ,无溶剂酯化

反应较一些溶剂相中有较大的转化率 .

2)通过开放系统减少反应生成的水可使反应向合成的方向进行 ,较大地提高反应的转

化率 .在羟基过量的条件下 ,有利于酸的转化 .

3)加大用酶量 ,可加快反应速度 ,提高酯化反应转化率 .

致谢　感谢 Novo Nordisk公司北京办事处赠送脂肪酶样品 .
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Abstract: Esterification of so rbitan and o leic acid by lipase in non- aqueous phase under

mi ld reaction condi tions w as studied ini tially. So rbitan w as dehydrated previously by

controlled chemical process. Lipase- cataly zed esteri fica tion w as ca rried out in aqueous

pha se, o rganic so lv ent and solvent- f ree. The maximum conversion in solv ent f ree system

appeared to be higher, up to 90% . A comparison w as made for four lipases f rom dif ferent

sources, and Novo zym ( r) 435 show ed to have the highest ca taly tic activi ty. Water content

had g reat influence on enzymatic conversion. Main reaction facto rs for lipase ca talysis

w ere also investig ated, including the reaction temperature, reaction time and subst rate

molar ratio. The prepa red oleic sorbi tan esters w ere simi lar to the commercia l products in

acid number, hydro xy l number, saponification number and co lor. However the fo rmer

have bet ter quality than the lat ter. The prepa ra tiv e yield fo r so rbitan monoesters w as about

70% , diesters less than 20% .

Key words: Lipase; non-aqueous phase; solv ent f ree; synthesis; Span80
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