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连续式酶反应器中脂肪酶催化合成
麦芽糖月桂酸酯的研究
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摘要：利用连续式酶反应器(CSTR)、固定化脂肪酶催化合成麦芽糖月桂酸酯。确定了连续生产

工艺的最佳条件：在丙酮介质中，起始反应器中麦芽糖的浓度为50 mmol／L，月桂酸浓度为200

mmol／L，加酶量为10 g，每天添加4 g麦芽‘糖，200 mmol／L的月桂酸丙酮溶液以0．15 mL／min进

入反应器。本反应器的麦芽糖酯产量可以达到12．32 g／(L·d)，麦芽糖的转化率为58％，高于间

歇式生产，而且在生产中不需要添加分子筛。研究了产物的分离纯化方法，利用正己烷对产物进

行3次洗涤、离心处理，得到的产物麦芽糖月桂酸酯纯度达到94．16％。
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Abstract：In this manuscript，lauroyl maltose was synthesized using a continuous stirred tank

reactor through the immobilized lipase—catalyzed condensation of lauric acid and maltose．The

optimal condition for continuous production in acetone is as follows：50 mmol／L maltose，200

mmol／L lauric acid and 10 g immobilized lipase were added to the reactor at the initral of the

operation，4 g／day of maltose was added，lauric acid dissolved in acetone at a concentration of 200

mmol／L was fed to the reactor at a flow rate of 0．15mL／min．The productivity of this reactor

could be reach at 12．32 g／(L·d)，which higher that that of the batch reaction．The conversion of

maltose iS 58％，and without molecular sieves included．The separation and purification of lauroyl

maltose was also studied．When the reaction mixture being deacidified with hexnal followed by

centrifugation for three times，the final product was purified to be 94．1 6％of lauroyl maltose．
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糖酯是一类用可再生资源合成的、无毒、易生

物降解的非离子型表面活性剂，并且可以通过调控

脂肪酸和糖的种类以及酰化的程度来合成不同

HLB值的产物。虽然目前对麦芽糖酯的研究报道

不多，但其在食品、化妆品等领域具有广阔的应用

潜力旷引。目前市售的糖酯产品基本上是化学合成

的，产物为复杂的混合物，要得到高纯度的产品需

进行繁杂的分离工作。而酶催化合成糖酯具有反

应选择性高、反应条件温和、副产物很少、产品容易

分离纯化等优点。

目前国内外对糖酯的合成工艺研究以间歇式

反应为主‘3_4l，最近也有报道利用连续搅动反应器

(Continuous Stirred Tank Rrector)[5]和填充床反

应器(Packed—bed Reactor)[61连续生产糖酯。相比

而言，连续生产更适合于产业化。

作者利用CSTR连续生产麦芽糖月桂酸酯，对

其连续生产工艺进行优化，并对产物的分离纯化进

行了初步研究。

1材料与方法

1．1材料和试剂

固定化脂肪酶Novezym 435，诺维信(中国)生

物技术有限公司产品；1／16”分子筛(3A，4A)，上海

恒业分子筛有限公司产品；麦芽糖、月桂酸为化学

纯，丙酮、甲醇、正己烷等为分析纯。

1．2主要仪器

CSTR，委托江南大学轻化设备有限公司制作

(见图1)；HL一2S型恒流泵：上海青浦沪西仪器厂产

品；磁力搅拌器：广州仪科实验室技术有限公司产

品；TDL一40B型台式离心机：上海安亭科学仪器厂

产品；AL204型电子天平：梅特勒一托利多公司产

品；旋转蒸发器：上海亚荣生化仪器厂产品；Agilent

1100型高效液相色谱系统：美国安捷伦公司产品。

g

1．3实验方法

1．3．1有机溶剂脱水 将4A分子筛于250℃烘

箱内活化6 h，置于干燥器中冷却后，在有机溶剂中

加入活化分子筛，浸泡48 h以上备用。

1．3．2麦芽糖酯的连续合成 连续生产装置如图

1所示。取固定化脂肪酶5"--20 g和3A分子筛o～

20 g于反应器中的铁篮，在反应开始时向反应器中

添加麦芽糖6．25～50 mmol，月桂酸50～125 mmol

和250 mL丙酮。每天加入一定量麦芽糖和分子

筛。100～500 mmol／L月桂酸丙酮溶液通过恒流

泵以0．08～0．36 mL／min连续进入反应器中，置于

50℃水浴中并用磁力搅拌器连续搅拌，收集每天的

反应液。

1．3．3 液相色谱定量分析HPLC：Agilent 1100

Series，Agilient公司产品；色谱柱：Zorbax SB—C18

(5址m，D 4．6 mm×250 ram)；流动相：V(甲醇)：V

(水)一90：10；体积流量0．8 mL／min，柱温30℃，

UV检测器，检测波长210 nm，进样量为15弘L。

1．3．4 产物的分离纯化 取25 mL反应液旋转蒸

发去除反应溶剂丙酮，丙酮回收利用，剩余固体加

入正己烷溶解，溶液以4 000 r／rain离心10 min，沉

淀即为所得产物。酯含量用HPLC测定，酸含量用

标准KOH一乙醇溶液滴定。

1。3．5麦芽糖酯的液质联用分析(HPLC—MS)

麦芽糖月桂酸酯在Waters Platform ZMD 4000上

进行MS分析。质谱条件：

离子方式ESI+，毛细管电压3．9 kV，锥孔电

压55 V。

离子方式ESI一，毛细管电压3．5 kV，锥孑L电

压21 V。

离子源温度110℃；脱溶剂气温度200℃；m／

z：200～1 000。

光电倍增器电压700 V；气体体积流量4．2

L／h。

2结果与讨论

2．1麦芽糖酯的HPLC-MS鉴定

对反应液作HPLC—MS分析，结果见图2。

麦芽糖酯

100

a：进料瓶，b：恒流泵，c：磁力搅拌器，d：水浴，e：反应器，f：铁 薹
篮，g：出料瓶 慧

图l 连续合成麦芽糖月桂酸酯的连续搅动酶反应装置 蒌
Fig．1 Scheme of CSTR for the continuous synthesis of O

Lauroyl Maltose
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图2月桂酸麦芽糖酯的MS图谱分析

Fig．2 ESI-MS spectra of the lanroyl maltose

麦芽糖月桂酸单酯的相对分子质量为524．3，

MS图谱中出现的547．3的峰为EM+Na]质谱信

号。从反应液的HPLC—MS分析中可以看出，保留

时间为10．58 rain和11．14 rain的组分为麦芽糖月

桂酸单酯。

2．2麦芽糖起始浓度对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

麦芽糖在丙酮溶液中的溶解度仅为0．41

mmol／L，大多数是不能溶解的，但只有溶解在丙酮

中的麦芽糖才能参与反应，过高的麦芽糖浓度反而

会降低反应的效率口]。

在连续反应开始时分别添加25～200 mmol／L

的麦芽糖，其后不再添加。从图3中可以看出，当

加入麦芽糖的浓度太小时，产物浓度较低；而当麦

芽糖起始浓度过高时，也会使产物浓度降低。当麦

芽糖起始浓度为50 mmol／L时，反应液中麦芽糖酯

浓度较大，所以起始反应时应选用麦芽糖浓度为50

mmol／L。

2．3 麦芽糖添加量对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

反应第一天加入50 mmol／L麦芽糖，两天后会

发现反应器中未溶解的麦芽糖已经消耗完毕，为了

维持连续生产，必须添加麦芽糖。每天向反应器中

添加2～5 g麦芽糖，不同添加量下的产物浓度如图

4所示。

实验结果表明当每天添加4 g麦芽糖时可以使

反应维持在较高的产物浓度下连续进行。
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图3不同麦芽糖起始浓度对麦芽糖月桂酸酯合成的

影响

Fig．3 Effect of the initial maltose concentration on

lauroyl maltose synthesis
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图4不同麦芽糖添加量对麦芽糖月桂酸醋合成的影响

Fig．4 Effect of maltose amount on lauroyl maltose syn—

thesis

2．4 月桂酸浓度对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

当改变脂肪酸浓度，就改变了反应底物的摩尔

比，会影响糖酯的合成速率。

从图5中可以看出，当脂肪酸浓度从100

mmol／L上升到200 mmol／L时，产物浓度有了很

大的提高。而300、400 mmol／L与200 mmol／L时

相比基本相同，但月桂酸的浓度过大会给后续的分

离工作带来难度，所以选择月桂酸的进料浓度为

2

反应时问，d

图5不同月桂酸浓度对麦芽糖月桂酸醋合成的影响

Fig．5 Effect of lauric acid concentration on lauroyl

maltose synthesis
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2．5 分子筛添加量对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

麦芽糖和月桂酸反应的副产物是水，添加分子

筛能脱除反应中产生，的水，使得反应向着合成方向

移动，有利于糖酯的合成。但酶在完全无水的有机

溶剂中不具有任何酶活力∞]。为了维持酶的分子

构象和催化活性，酶分子周围必须存在一个水层。

作者使用的脂肪酶来源于Candida antarctica，当

水分质量分数处于0．85％～2．17％范围时，具有较

好的酶活[9]。

实验开始时向反应的铁篮中放入o～20 g的分

子筛，反应开始后每天更换同样量的分子筛。从图

6中可以看出，反应器中不添加分子筛，可得到较高

的产物浓度，添加分子筛后反而使得产物浓度降

低。这是由于连续反应副产物水会随着料液的流

出而不断带出，所以不需要添加脱水剂便可使酶处

于适宜的水分活度下。
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图6不同分子筛添加量对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

Fig．6 Effect of molecular sieve amount on lauroyl malt一

舾e synthesis

2．6酶添加量对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

由于目前脂肪酶的价格较高，酶的添加量的多

少不仅关系到反应效率，同时也对能否实现工业化

生产有着至关重要的影响，所以要确定能获得最大

反应效率时的酶的最小添加量。

如图7所示，当加酶量选用15、20 g与选用10

g时，产物浓度没有明显提高，所以反应器中添加酶

10 g即可，相当于40 g／I，。

2．7进料体积流量对反应的影响

改变进料体积流量即改变月桂酸在反应器中

的滞留时间。若滞留时间太短，原料尚未充分反

应，产物浓度较低；而减慢流速，延长滞留时间会使

产物浓度逐渐增大，当减慢到一定流量时，反应液

会达到一个稳定状态，产物浓度不再增高。

实验结果表明，当进料体积流量达到1．5 mL／

rain时，产物浓度达到28 mmol／L，继续降低进料体

积流量产物浓度不再升高。此条件下每天收集反

应液大约为210 mL，产量为3．08 g／d。
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图7 不同酶添加量对麦芽糖月桂酸酯合成的影响

Fig．7 Effect of lipase amount on lauroyl maltose syn—

thesis
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图8不同体积流量对麦芽糖月桂酸酯合成的影晌

Fig．8 Effect of flow rate on iauroyl maltose synthesis

2．8产物的分离纯化

收集的反应液中成分主要为月桂酸和产物麦

芽糖醋，以及很少量的麦芽糖，分离工作主要是脱

除月桂酸。用柱层析法能很好地分离产物，但不适

用于大规模的工业生产。作者选用可以在食品工

业中运用的非极性强的溶剂正己烷来溶解月桂酸。

表1 正己烷用量对分离效果的影响

Tab．1 Effect of hexane volume Oil purification
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表2二次离心时正己烷用量对分离效果的影响

Tab．2 Effect of hexane volume on purification when centri—

fuged again

25 mL反应液中含有月桂酸为1．284 7 g，麦芽

糖酯为0．171 4 g。从表1中可以看出，加入的正己

烷越多，酸能更多的去除，但酯保留得越少，所以样

品经过一次离心处理后不能得到理想的结果。选

取酯保留率最高的样品进行二次离心处理，见表2，

当V正己烷：V反应液一1：10时，即向一次处理后的沉

淀加入2．5 mL正己烷，此时月桂酸含有0．023 0

g，与一次离心处理V正己烷：V反应液一1：4时基本一

样，但酯的量多了12．5％。此时得到的产品月桂酸

约占总量的14．43％。若要得到更纯的产品，可以

继续用正己烷处理。为了使酯尽可能多的保留，正

参考文献：

己烷的添加量应在能把沉淀完全分散的基础上，尽

可能的少。所以第三次离心处理时，添加2．5mL正

已烷，离心后的沉淀含有月桂酸为0．008 1 g，酯的

质量为0．130 4 g，此时产品中的酸质量分数约为

5．84％，酯质量分数约为94．16％。经过3次处理

后，月桂酸脱除了99．37％，月桂酸酯保留了

76．07％。离心后的正己烷上清液中可以将正己烷

蒸出回收利用，残余的固体含有大量的酸和少量的

酯，也可以继续进入反应器反应。

3 结 论

利用CSTR连续催化合成麦芽糖酯，确定了最

佳的工艺条件：起始反应器中麦芽糖的浓度为50

mmol／L，月桂酸浓度为200 mrnol／L，加酶量为10

g，每天添加4 g麦芽糖，200 mmol／L的月桂酸丙酮

溶液以0．15 mL／min的体积流量进入反应器。该

反应器的产量可以达到12．32 g／(L·d)，麦芽糖转

化率为58％，麦芽糖酯的产量大大高于间歇式生

产，而且在生产中不需要添加分子筛。

对产物的分离纯化进行了初探，可以得到纯度

为94．07％的麦芽糖酯产品。
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