
第!"卷第#期

$%%%年&月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’"()#*+,%+-.$/+01"(2+3405%6#/0$1
’()*!"，+(*#
,-)*，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

文章编号：!%%".%/01（$%%%）%#.%/2!.%#

微乳凝胶固定化酶催化长链脂肪酸酯的合成

收稿日期：!""".!$.%!；修订日期：$%%%.%#.%#*
作者简介：刘俊康（!"2#.），男，江苏吴县人，理学学士，副教授*

刘俊康， 刘 瑛， 胡学铮， 殷福珊
（无锡轻工大学化学与材料工程学院，江苏无锡$!#%/2）

摘 要：研究了以345（二（$6乙基已基）琥珀酸酯磺酸钠）／正庚烷／水／明胶组成的反相微乳凝胶

固定化脂肪酶，在有机溶剂中催化棕榈酸和十六醇的酯化反应*反应在$78下进行，固定化脂肪

酶重复使用!2次后，平衡转化率仍可达"%9*反应既可用釜式反应器又适用柱式反应器*产物通

过冷却的反应液后沉淀析出，回收率可达279，产品纯度高*
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自从!"0#年3)EU@>OERP*[)C>@>(V等人发现

酶在有机溶剂中仍有催化活性后［!］，;-CIC及其合作

者制作出以345／异辛烷／水／明胶组成的反相微乳

凝 胶［$］，并 把 生 物 酶 固 定 在 凝 胶 中*通 过

!D+P\、M]、5SP、JSP研究了凝胶 的 结 构［/］，发

现反相微乳凝胶固定化酶溶于反相胶束的小水滴

中，保持了反相胶束体系中酶反应的优点*该凝胶

不溶于大多数有机溶剂，在/%8以下有一定的机

械强度，但遇水会溶胀破碎*用该凝胶固定脂肪酶

在有机溶剂中催化脂肪酸和脂肪醇的酯化反应，具

有反应体系简单、产物分离容易、反应条件温和、酶

活性保持时间长、酶重复使用方便等优点*反应既

可在釜式反应器中进行，又适合柱式反应器，便于

生产规模的扩大［#］*国内从$%世纪"%年代起对有

机溶剂中脂肪酶催化酯合成进行了一些研究［7!&］，

但用反相微乳凝胶固定化酶在有机溶剂中催化酯
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化反应还未见报道!
脂肪酸酯是一大类重要的有机化合物，广泛应

用于食品、饮料、饲料、化妆品及医药等日常用品

中，直接从动植物中提取已无法满足日益增长的需

求!为此，人们把研究目光转向生物方法来合成，酶

催化合成的产品被公认为是“天然”产品!棕榈酸十

六酯为蜡状的吸留性物质，是优良的柔润剂，可用

于化妆品中，具有和皮肤的亲和性好、可生物降解

等优点!

! 材料与方法

!"! 材料与仪器

脂肪酶 "#####$／%&，’()(公司提供；庚

烷 分析纯，杭州炼油厂生产；*(+（二（,-乙基已

基）琥珀酸酯磺酸钠） 上海试剂二厂生产；明胶

化学纯，上海化学试剂站分装厂分装；棕榈酸 化

学纯，海盐日用化工厂生产；十六醇 化学纯，锡山

洪声化工厂生产；其它脂肪酸和脂肪醇均为化学纯

试剂!
+.,/#!0#型红外分光光度计 天津光学仪器

厂制造；1&-"显微熔点测定仪 厦门教学仪器厂

制造!
!"# 实验方法

!!#!! 含酶反相微乳凝胶的制备 在$%%&的具

塞三角烧瓶中加入固体明胶、去离子水、*(+和庚

烷，在电磁力搅拌下，加热到23"3#4，保温到明

胶固体颗粒全部溶解后，加入一定量的酶液，搅匀

后，冷却到0#4以下，停止搅拌，放置一段时间即

得到透明的含酶微乳凝胶!
!!#!# 脂肪酸酯的合成及分离方法 称取一定量

的含酶微乳凝胶，制成一定大小的颗粒，放入3#%&
的具塞三角烧瓶中，烧瓶放入烧杯中水浴恒温，在

,34下，加入,3%&棕榈酸和十六醇的庚烷溶液，

反应立即开始，用恒温电磁搅拌器搅拌!定时吸取"
%&反应液放入盛有3%&体积比为"52的苯／乙醇

溶液的三角瓶中，以酚酞作指示剂，用#!#,3%67／&
的’8(9的乙醇溶液滴定反应液中的棕榈酸来确

定反应进程!柱式反应是把含酶凝胶颗粒填充在一

层析柱中，将棕榈酸和十六醇的庚烷溶液按一定速

度滴加，用上述滴定方法确定流出液中棕榈酸的质

量分数!反应达平衡后，收集产物到"3#%&的具塞

三角烧瓶中，把具塞三角烧瓶冷却到/4，棕榈酸

十六酯的溶解度降低，有大量白色晶体析出，立刻

减压过滤即 得 晶 体，晶 体 用 红 外 灯 烘 干（烘 去 庚

烷），称重!

!!#!& 棕榈酸十六酯熔点的测定 将分离得到的

干燥产品（晶体）放在表面皿中用玻棒研细后，取少

许放在一薄玻璃片上，再用另一相同的玻璃片盖

上!放在 1&-"显微熔点测定仪上，慢慢升温，在放

大镜中观察晶体熔化时温度计的读数，即为熔点!
!!#!’ 棕榈酸十六酯红外光谱的测定 将上述分

离得到的少量干燥产品（晶体）放进盛有烘干的:;<
晶体的玛瑙研钵中，研细后压成盐片，在+.-,/#型

红外分光光度计上扫描得到红外谱图!

# 结果与讨论

#"! 固定化酶对酸、醇酯化反应的选择性

十六酸和十六醇分别和不同碳链的醇和酸的

反应结果如表"所示!可知，十六酸和=种不同碳链

长度的醇反应的初速度随着链长的增加呈下降的

趋势，这和不同链长的醇（异丙醇除外）在凝胶中的

扩散速度有关!不同链长的醇和十六酸反应的转化

率基本相同，异丙醇等亲水性太强的醇反应初速度

小，而且2=>的转化率也只有,0?!
表! 十六酸和十六醇分别和不同碳链的醇和酸反应结果

()*"! (+,-,./01234)056167)768)98!:+,;)8,7)920
-,)7169<

!
!!

=61+8633,-,91)072+20)98)768

!
!!!!

十六酸 十六醇

醇
相对初

速度／?
,2>转

化率／?
酸

相对初

速度／?
,2>转

化率／

!
!!

?

异丙醇 ,# ,0" 丁 酸

!!

"@!2 0,!A
丁 醇 "## @,!0 戊 酸

!! ,@ 0=!/
戊 醇 A,!3 @,!0 辛 酸

!! @A!= @,!@
异戊醇 A@!0 @, 十二酸

!! =3!3 @0!@
癸 醇 A,!3 @0!3 十四酸

!! "## @0!@
十四醇 33!/ @0!, 十六酸

!! /" @0!A
十六醇 0/!3 @0!, 油 酸

!! ==!/ @,!@
十八醇 02!" @0 十八酸 03!3 ==!2

注：" 为2=>的转化率

十六醇和不同链长的酸的反应情况较复杂!从
相对初速度来看，十四酸的反应速度最快，而辛酸、

十二酸、十四酸、十六酸和油酸的相对初速度也较

快；从,2>转化率的数据可以看出，丁酸和戊酸的

转化率较小，其它酸的转化率都在@#?左右!
反应相对初速度主要与酶的选择性和反应底

物的扩散速度有关!从以上结果可以推出，该酶对

中、长碳链的酸选择性较好；油酸由于扩散性比十

八酸和十六酸好，所以反应相对初速度高!亲水性

太强的丙醇、乙醇等能和水混溶，因此会进入凝胶

的微乳液滴中，对酶分子的活性和结构都可能产生
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影响，因此不但反应速度慢，而且转化率也较低!
!"! 含酶凝胶加入量对酯化反应速度的影响

不同凝胶量对"!#$%&／’的棕榈酸和十六醇的

酯化反应的反应初速度的影响见表(!当凝胶量为#
!)*时，它与相对反应初速度基本上成线性关系，

回归出通过原点的线性方程为：!+#"",)-#（$(+
""..).）!当凝胶量为#"*时，反应初速度开始向

下偏离!这说明对"!#$%&／’的棕榈酸和十六醇的

酯化反应来说，当凝胶量小于)*时，反应主要是由

动力学控制，内扩散可以忽略；当凝胶量大于#"*
时，内扩散速度小于反应速度，这时内扩散影响就

不可忽略!在工业生产中要根据反应速度和生产成

本两因素来确定含酶凝胶的最佳用量!
表! 凝胶用量对相对反应初速度的影响

#$%"! #&’’((’)*+(+,-$.+/-’012’0’3’0+.,’0$*43’
,’$)*43’4.4*4$03’0+)4*5

凝胶用量／* 相对反应初速度／/

# #(!0

- --!-
0 01!-
) )-!-
#" #""

!"6 微乳凝胶重复使用情况

微乳凝胶固定化酶的重复使用可大大降低成

本!经#12的重复使用发现，#,次反应的平衡转化

率均达到."/以上，见表-!且前##次达到平衡的

时间都在#("$34内，从第#(次开始达到平衡的时

间在#0"$34内!
表6 微乳凝胶固定化酶的重复使用情况

#$%"6 #&’)$2’+(,’7’*4*43’8$.4710$*4+.+(047$2’
488+%4049’:%584),+’81024+.%$2’:+,-$.+/-

!
!!!

’0

重复次数
反应平衡

时间／5
重复次数

反应平衡
时间／

!!

5

!!# ( . (

!!( ( #" (

!!- ( ## (

!!1 ( #( (!0

!!0 ( #- (!0

!!, ( #1 (!0

!!) ( #0 (!0
6 ( #, (!0

注：反应条件为酶质量浓度#"$*／$’的微乳凝胶6*，反应

温度(07，搅拌速度#0"8／$34，棕榈酸、十六醇浓度均

为"!#"$%&／’!

!"; 反应液的重复使用情况

回收液的循环使用是该方法是否有实用意义

的关键!加入棕榈酸和十六醇，配成酸和醇的浓度

均为"!#$%&／$’的庚烷溶液（以下简称回收液）!
新配的"!#$%&／’棕榈酸和十六醇溶液（以下简称

新配液）!分别用回收液和新配液作反应液进行反

应，,"$34的反应进程见图#!可以看出，回收液和

新配液在,"$34内反应速度基本相同，说明回收液

中的棕榈酸十六酯对酶催化反应基本没有抑制作

用，所以对反应速度几乎无影响!但反应的平衡转

化率还是不同的，实验测出回收液的反应平衡转化

率为.(!)/，而 新 配 液 的 反 应 平 衡 转 化 率 为

.-!1/，说明棕榈酸十六酯对反应平衡有影响，产

物的加入会使平衡向逆反应方向移动!

反应条件：酶质量浓度为)!0$*／$’的微乳凝胶0*，

反应温度(07，搅拌速度#0"8／$34，棕榈酸、十六醇浓

度均为"!#"$%&／’!
图< 回收液和新配液的反应进程

=4-"< #&’,’$)*43’7,+-,’22)1,3’+(,’)17’,$*’:2+/
01*4+.$.:.’>7,’7$,$*43’2+01*4+.

!"? 用流动柱反应器合成棕榈酸十六酯

用一根内径为#!69$的层析柱作为管式反应

器，装柱后凝胶高度为(09$!在(07下试验了浓

度为"!#"$%&／’的棕榈酸和十六醇溶液在不同体

积流量下的反应转化率，结果见表1!在-"$’／5的

体积流量时，反应转化率可达.-!0/，和釜式反应

平衡转化率相同!此后，随着体积流量的提高，转化

率逐渐降低!
体积流量为-"$’／5时，柱反应器的流出体积

和棕榈酸浓度的关系见图(!当流出体积为(0$’
时，反应液开始流出!流出体积为1"$’后，反应趋

于稳定!
表; 不同体积流量下的反应转化率

#$%"; #&’,’$)*43’7’,)’.*)+.3’,24+.+(:4((’,’.*
3+018’*,4)(0+>

体积流量／（$’／5） 转化率／/

-" .-!0

1" .(!"
)" ).!6
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图! 柱式反应流出曲线

"#$%! &’(()*+#,-.*/0(,1.2)#-3/#./(4.+#,-

!%5 分离回收和产品鉴定

反应液冷却到!"时，产品回收率达#$%，见

表$&
表6 棕榈酸十六酯分离数据表

&47%6 &’(34+48’((+,19*/#12#-$94):#+#.
4.#3;<’(=43(8+(/

反应液中棕

榈酸浓度’）／
（()*／+）

过滤母液中棕

榈酸浓度’）／
（()*／+）

产品中棕榈酸

质量分数,）／%
产品回

收率／%

$&-.’/01 2&#.’/01 /&’ #$

注：’）用/&/,$()*／+3456的乙醇溶液滴定测得；,）把产

品溶解于庚烷中配成的溶液&
过滤后的母液可重复使用&在过滤时，棕榈酸

十六酯晶体吸附较多的庚烷，如能改用象压滤这样

的过滤方式，可减少庚烷的吸附，从而使产品更纯&
用7+8’显微熔点测定仪测得产品熔点为$,!$1

"，和棕榈酸十六酯文献值（$1!$2"）基本相近&
用9:,!/81/型红外分光光度计测定，未发现5—6
伸缩振动峰（见图1），可认定产品中棕榈酸和十六

醇的量极少&

图> 棕榈酸十六酯红外光谱图

"#$%> &’(?@89(.+/*:,19)4:#+#.4.#3;<’(=<
43(8+(/

> 结 论

用反相微乳凝胶固定化脂肪酶，以庚烷作溶剂

在,$"下催化棕榈酸十六酯的合成，反应体系简

单；生物催化剂重复使用’#次，’2;后反应平衡转

化率仍可达-/%以上，而反应达到平衡的时间只需

,!,&$<，增加凝胶量或提高凝胶中脂肪酶的质量

浓度，反应完成时间还可进一步缩短；既可用于釜

式反应器又可用于柱式反应器，两反应器的平衡转

化率相同&产物可通过冷却反应液来沉淀析出产

物，产物回收率可达#$%以上&说明产品纯度较高，

反应过程无强酸、强碱加入，可认为是绿色产品&
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