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果糖月桂酸单酯的分离纯化及其表面性质研究
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摘 要 利用毕赤酵母展示的南极假丝酵母脂肪酶 B(Candida antarctica lipase B, CALB )催化合成了果糖月桂

酸单酯, 研究了两步法萃取分离纯化的影响因素, 优化条件下果糖月桂酸单酯萃取率接近 90% , 产品纯度超过

95%。研究考察了果糖月桂酸单酯的理化性质, 其亲水亲油平衡值 ( HLB值 )为 5 775,临界胶束浓度 ( CMC值 )

为 0 25 mm ol/L, 临界表面张力 为 24 22 mN /m,表明其在较低浓度下能较好地改变溶液的表面性质。比较了

制备的果糖月桂酸单酯与商购的蔗糖月桂酸单酯的起泡性与乳化性,结果表明: 在低浓度下, 果糖月桂酸单酯起

泡能力和泡沫稳定性优于蔗糖月桂酸单酯,乳化能力和乳化稳定性与蔗糖月桂酸单酯相近。
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糖酯是以碳水化合物分支为亲水基团, 一个或多

个脂肪酸作为疏水基团组成的酯类化合物。糖酯可

从生物原料中直接提取
[ 1 - 2 ]
或以生物原料合成,分子

中含有亲油和亲水基团,是一类典型的非离子型生物

表面活性剂
[ 3- 5]
。相对于传统表面活性剂,糖酯具有

更强的亲水性和亲油性,因此在油水体系中具有更优

越的界面化学性质。同时,糖酯能利用可再生的资源

以清洁的方法制备,具有良好的生物相容性、可生物

降解性以及无毒性等优点,是一类对环境友好的表面

活性剂
[ 6- 7]
。糖酯有着优良的乳化、分散、抗氧化以

及防霉作用,能显著改善食品加工性能, 在食品工业

中的应用广泛。无论是化学法合成还是酶法催化合

成, 糖酯均需要纯化和精制才能投放市场。目前对糖

酯的分离纯化大多利用柱层析和制备柱色谱
[ 8- 10]

,

规模化的糖酯的分离纯化方法成为实现糖酯工业化

生产的研究重点。

本文利用表面展示的南极假丝酵母脂肪酶 B的

毕赤酵母全细胞催化合成了果糖月桂酸单酯,在此基

础上研究果糖月桂酸单酯的萃取分离纯化方法及其

表面性质,比较果糖月桂酸单酯和蔗糖月桂酸单酯的

起泡性和乳化性,为酶法催化合成果糖月桂酸单酯的

规模化制备及工业应用奠定基础。

1 材料和方法

1 1 材料和设备

D果糖, 高纯级, 美国 Am resco公司; 月桂酸, 分

析纯, 福晨化学试剂厂;叔丁醇、正己烷、无水乙醇均

为 (分析纯试剂 ), 大茂化学试剂厂生产; 正己烷 (分

析纯 ) ,大茂化学试剂厂; 无水乙醇 (分析纯 ) ,大茂化

学试剂厂; 4 分子筛,福晨化学试剂厂; 毕赤酵母表

面展示南极假丝酵母脂肪酶 B( CALB )为本实验室自

制;硅胶, 200~ 300目,青岛海洋化工; 蔗糖月桂酸单

酯, S igma公司。

智能恒温油浴锅, 予华仪器有限责任公司; FJ-

200高速分散均质机, 上海标本模型厂; OCA40全自

动单一纤维接触角测量仪, 德国 Dataphysics公司;

2695e型高效液相色谱仪, 2424型蒸发光检测器, 美

国Waters公司。

1 2 实验方法

1 2 1 果糖月桂酸单酯的酶法制备

在 500mL三口圆底烧瓶中加入 200mL叔丁醇、

14 4 g D果糖、32 g月桂酸、12 g全细胞催化剂

( CALB合成活力 0 043U /mg) 和 4 g 4 分子筛, 将

装有反应液的圆底烧瓶在恒温油浴锅中 60 、280 r /

m in搅拌反应 72 h, 过滤除去全细胞催化剂 CALB, 将

滤液旋转蒸发去除有机溶剂得到果糖月桂酸单酯固

体粗产物。

1 2 2 两步萃取果糖月桂酸酯的分离纯化

第一步: 在 8mL离心管中加入 0 5 g粗产物和

1mL正己烷, 充分振荡溶解后加入 0 6 mL无水乙醇

和 0 4mL蒸馏水充分混合后静置 3 h, 去除下层水

相,保留上层有机相。

第二步: 在去除下层水相后的有机相中加入 4
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mL正己烷,乙醇 4mL,蒸馏水 1 mL充分混合后静置

3 h,去除上层有机相, 取水相。

高效液相色谱 (HPLC ELSD )检测果糖月桂酸酯

浓度和纯度,色谱条件:色谱柱 Xbridge 250 mm  4 6

mm, 5 m, 流动相为 V (甲醇 ) !V (乙酸乙酯 ) !V
(水 ) = 48!39!13, 流速 1mL /m in,柱温 35 ,漂移管

温度 55 , N 2流速 30 ps,i增益 10。

1 2 3 HLB的计算

HLB值 ( hydrophile lipoph ile ba lance)即亲水 亲

油平衡值, 是由美国 A tlas公司的 G riffin最早提出

的
[ 11]
。用核磁共振研究一些非离子表面活性剂亲油

和亲水部分的氢原子时发现,其共振波谱的特性值与

表面活性剂的 HLB值有良好的一致性, 对于非离子

型表面活性剂 HLB值的计算具有快速简捷、重现性

好的特点。以化学位移  = 2 5为中线, 小于 2 5区

域为亲油基, 大于 2 5区域为亲水基,求出亲水质子

与亲油质子的相对体积 H
[ 12]

, HLB值可由下式计算:

HLB= 60H /(H + 2) ( 1)

1 2 4 表面张力和 CMC值的测定

1 2 4 1 表面张力的测定

用超纯水配成不同浓度的糖酯溶液 [ ( 1  10
- 7

~ 1  10
- 3

) mol /L ], 用 OCA40全自动单一纤维接触

角测量仪 (德国 Dataphysics公司 )检测表面张力

( mN /m )。

1 2 4 2 糖酯溶液临界胶束浓度 ( CMC )的测定

临界胶束浓度 ( crit ical m icelle concentration,

CMC)用表面张力曲线法测定,以 1 2 4 1中测定的

的平均值为纵坐标, lgc为横坐标, 作 lgc图,图中

突变点所对应的浓度即是该表面活性剂的临界胶束

浓度 CMC (mo l/L )
[ 13- 14]

。

1 2 5 乳化性及起泡性的测定

1 2 5 1 乳化性测定

在 20 条件下, 分别向 2组 25 0 mL刻度试管

中准确加入 10 0 mL不同浓度的果糖月桂酸单酯与

蔗糖月桂酸单酯水溶液, 再往各个试管中加入 10 0

mL大豆色拉油, 用 FJ - 200高速均质分散机以

11 500 r /m in速度将其均质 3m in,观察并记录油层和

水层体积,以后每 30 m in记录一次油水分离情况。

乳化力 /% = 乳化层体积
混合溶液的起始高度

 100 ( 2)

乳化层稳定性 /% =
一定时间后乳化层体积
起始乳化层体积

 100

( 3)

1 2 5 2 起泡性测定

将果糖酯和蔗糖酯分别用蒸馏水配成浓度分别

为 0 1、0 2、0 3、0 4、0 5 g /L的溶液。取 10 0 mL

糖酯溶液加入到 50mL刻度试管中,记录溶液的高度

(H 0, mm )后用 FJ 200高速分散均质分散机 11 500 r /

m in均质 2 m in。停止均质后立即记录试管中泡沫的

高度 (H 1, mm )和溶液的高度 (H 2, mm ) ; 静置 45 m in

后再记录试管中泡沫的高度 (H 3, mm )。测量时环境

温度保持 20 。糖酯溶液的起泡能力和泡沫稳定性

可用下式表示:

起泡能力 /% =
H 1 +H 2 -H 0

H 0

 100 ( 4)

泡沫稳定性 /% =
H 2

H 1

 100 ( 5)

2 结果与分析

2 1 一步萃取中正己烷、底物、乙醇和水对萃取率的

影响

毕赤酵母展示的南极假丝脂肪酶催化果糖与月

桂酸酯化合成果糖月桂酸酯, 最大转化率为 60%。

粗产物的 HPLC色谱图 [图 1( a) ]显示,产物中除果

糖月桂酸单酯外还含有一定比例的果糖、月桂酸和少

量的果糖月桂酸二酯。根据它们在有机相和水相的

溶解特性通过 2步萃取进行产品的分离纯化。考虑

到本实验反应溶剂为叔丁醇, 设计通过旋转蒸发去除

有机溶剂得到固体粗产物,再将固体粗产物直接加入

一定比例的正己烷、乙醇和水, 则能有效地将果糖溶

入水中除去。在一步萃取中, 乙醇主要与正己烷形成

有机相与水相分开, 水相能溶解大部分的果糖从而使

其与果糖酯分离。

粗产物在正己烷中的浓度大小能显著影响一阶

段的萃取率,在用 1mL正己烷溶解粗产物量为 0 7 g

时其萃取率最大达 94 36%, 而在 5 mL正己烷中时

萃取率只有 5 79% [图 2( b) ],其原因是粗产物量大

时,果糖月桂酸单酯在体系中的浓度高,其将乙醇包

裹形成反胶束溶于正己烷中。而当正己烷为 5 mL

时,果糖月桂酸单酯的浓度较低, 与乙醇的亲和力不

如乙醇与水的亲和力,所以大部分乙醇和水合为一相

并与正己烷分开,而果糖月桂酸单酯与乙醇的亲和力

大于其与正己烷的亲和力,从而使大量的果糖月桂酸

单酯溶于下层水相中,导致萃取相正己烷中含量急剧

降低。而乙醇和水的量对一阶段的萃取影响并不显

著 [图 2( c)、图 2( d) ]。 0 1mL水在果糖月桂酸单
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酯的作用下溶于正己烷中, 没有分层, 而当水量增加

时, 两相间的分层处出现少量乳化现象, 从而影响了

萃取的效率。因此第一阶段萃取条件定为: 粗产物

0 7g,乙醇 0 4mL,正己烷 1 mL,蒸馏水 0 2mL。

图 1 糖酯粗产物与分离纯化后果糖月桂酸单酯色谱图

图 2 粗产物、正己烷乙醇和水对一步萃取率的影响

2 2 二步萃取中正己烷、乙醇和水对萃取率和纯度

的影响

通过一步萃取后有机相中仍有果糖月桂酸单酯

和二酯, 以及月桂酸。在研究单酯和二酯性质时发

现,二酯的疏水性非常强,难溶于水
[ 14]
。用正己烷稀

释有机相, 可降低果糖月桂酸单酯在正己烷中的浓

度,从而使其在进一步萃取中随着乙醇进入水相中,

使果糖月桂酸单酯与二酯和月桂酸分离。

图 3 正己烷、乙醇和水对二步萃取率和纯度的影响

从 2 1结果可知, 在正己烷量增大时, 大部分果

糖月桂酸单酯会从有机相中进入水相。图 3( a)也证

实了这一点,在操作体积为 2~ 4 mL时, 萃取率和纯

度随着正己烷量的增多而显著增加, 到 4 mL后增加

不明显;随着乙醇量的增加 [图 3 ( b) ] , 其萃取率也

在增大,乙醇在萃取过程中不仅能萃取果糖月桂酸单

酯到下层水相中,还起到防止乳化现象的产生, 对提

高萃取有着较大的促进作用, 但是由于月桂酸也溶于

乙醇中,过多的乙醇可能引起有机相中溶解的月桂酸

增加, 表现在乙醇由 4 mL上升到 5 mL时, 产物纯度

降低。二阶段水的增加反而引起萃取率和纯度显著

降低 [图 3( c) ] , 原因在于, 果糖月桂酸单酯易于和
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乙醇形成氢键而结合。水的增加导致下层水过量,在

果糖月桂酸单酯浓度低的情况下水与乙醇的作用力

较强,大部分乙醇与水形成乙醇 水氢键,使上层有机

相中更多的乙醇溶入水相中,同时影响了乙醇与果糖

月桂酸单酯形成氢键。果糖月桂酸单酯做为亲油性

表面活性剂,在难与乙醇形成氢键的情况下趋向与正

己烷结合并溶入上层正己烷中,导致水相中的萃取率

急剧降低,同时水的过量也导致了下层水相中有较明

显的乳化现象,从而影响了萃取的纯度。

第二阶段的萃取最佳条件为: 正己烷 4mL,乙醇

4mL,蒸馏水 1mL,最大果糖月桂酸单酯的萃取率达

89 4% ,萃取产品纯度为 95 79%。

2 3 果糖月桂酸单酯的表面活性及应用特性

2 3 1 果糖月桂酸单酯的 HLB值和 CMC值

HLB值是衡量表面活性剂亲水亲油相对强度的

一个综合指标, HLB值越大, 亲水性越强, HLB值介

于 3~ 8适合做水包油 (W /O )型表面活性剂。临界

胶束浓度 ( CMC )
[ 13, 15]

是表面活性剂的一个重要参

数,可以作为表面活性剂表面活性的量度, CMC值越

小,表面活性越大。根据实验方法 1 2 3以及 1 2 4

对果糖月桂酸单酯的 HLB、CMC和 值进行检测与

计算, 结果表 1所示。
表 1 果糖月桂酸单酯的 HLB值和 CMC值

HLB CMC / (mmol∀ L- 1) (mN∀ m - 1 )

果糖月桂酸单酯 5 775 0 25 24 22

表 1数据表明,果糖月桂酸单酯表面性质与麦芽

糖月桂酸单酯 (HLB= 16 5, CMC= 425 mmo l/L )和蔗

糖月桂酸单酯 (HLB= 16 4, CMC= 404 mmo l/L )
[ 16]

相比, 亲油性强, 表面活性大, 适合做水包油 (W /O )

型表面活性剂。

2 3 2 果糖月桂酸单酯的乳化能力及乳化稳定性

表面活性剂能降低液体间的界面张力,使互不相

溶的溶液乳化并形成稳定乳状液,其中分散相是以很

小的液珠形式均匀地分布在连续相中,乳化剂在这些

液珠的表面上形成薄膜或双电层阻止相互凝聚,保持

乳状液的稳定。

图 4 果糖月桂酸单酯和蔗糖月桂酸单酯的乳化能力与乳化稳定性

利用上述方法制备的果糖月桂酸单酯和商购蔗

糖月桂酸单酯在低浓度下制备乳液, 当糖酯浓度为

0 1~ 0 3 g /L时,浓度对两类糖酯的乳化能力和乳化

稳定性均无明显影响,表明糖酯在较低的浓度下可发

挥良好的乳化作用,且制备果糖月桂酸单酯有着与商

购蔗糖月桂酸单酯相近的乳化能力和乳化稳定性。

2 3 3 果糖月桂酸单酯的起泡能力及泡沫稳定性

由图 5可知,果糖月桂酸单酯的起泡能力和泡沫

稳定性随着浓度的增加而缓慢增长, 达 0 4 g /L时趋

于稳定;蔗糖月桂酸单酯的起泡能力和泡沫稳定性均

随着糖酯浓度的增加则显著增长, 到 0 4 g /L增长变

缓。在 0 1 g /L时,果糖月桂酸单酯的起泡能力及泡

沫稳定性均强于蔗糖月桂酸单酯,表明在低浓度下,

果糖月桂酸单酯较蔗糖月桂酸单酯更易降低气液间

的界面张力,起泡效率较高。同时, 在实验中发现果

糖月桂酸单酯起的气泡较蔗糖月桂酸单酯丰富, 细

腻,说明制备果糖月桂酸单酯更加适合于作低泡表面

活性剂。
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图 5 果糖月桂酸单酯和蔗糖月桂酸单酯的起泡能力与泡沫稳定性

3 结论

由于酶法催化合成体系简单、副反应少, 有利于

产品的分离纯化,所以本研究以酶法催化酯化反应合

成果糖月桂酸单酯为基础,采用正己烷 无水乙醇 水

混合体系经过二步萃取分离纯化果糖月桂酸单酯,回

收率接近 90%,果糖月桂酸单酯产品纯度超过 95%。

产品分析表明:果糖月桂酸单酯的 HLB为 5 775, 可

用作W /O型乳化剂; 在 20 下, 果糖月桂酸单酯的

表面张力随着浓度的增加而降低, 达到临界胶束浓度

0 25 mmol /L后趋于平稳。果糖月桂酸单酯的乳化

能力和乳化稳定性与蔗糖月桂酸单酯相近, 但是在较

低浓度下,其起泡能力与泡沫稳定性均强于蔗糖月桂

酸单酯,更适合做低泡表面活性剂。
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ABSTRACT Fructosemono laurate w as synthesized by Candida antarctica L ipase B ( CALB) displayed on the cell

surface ofP ichia pastoris. The param eters affecting the two step extraction o f fructose mono laurate w as stud ied The

fructosemono laurate could be ob tained w ith a ye ild of approx imate ly 90% and w ith a pur ity of surpass 95% under op

tima l cond it ion The surface act iv it ies of fructose mono laurate w ere shown as fo llow ing: HLB 5 775, CMC 0 25

mmo l/L and cr itical surface tension 24 22mN /m, indicating that it owns the good ability to change the surface ac

tiv ities of aqueous so lution Fru tose mono laurate disp layed better foam ing pow er and foam ing stability at low concen

trations asw e ll as sim ilar emulsion pow er and emu lsion stab ility comparingw ith that of the commerc ia l surcrose esters

Key words fructose monolaurate, ex tract ion, surface act ive properties, HLB, CMC
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果脂溶性维生素合成技术获国家技术发明二等奖

由浙江大学和浙江新和成股份有限公司开发的脂溶性维生素及类胡萝卜素绿色合成工艺, 将 V
E
、V

A
、!-胡萝卜

素、虾青素 4种产品联产,反应步骤从 52步减为 38步 # # # 一项绿色合成工艺的产业化突破, 使我国跻身全球脂溶性维生素生

产三强, 改变了国外公司垄断市场的局面。

VE、VA是重要的脂溶性维生素, !胡萝卜素、虾青素则是高附加值产品, 被广泛应用于饲料添加剂和食品添加剂等领域。

维生素可从天然产品中提取,但天然资源有限, 远不能满足市场需求,目前 80%以上靠化学合成方法生产。20世纪 90年代初,

我国 VE和 VA产量很小, !胡萝卜素和虾青素则几乎是空白。国际上,罗氏、巴斯夫和罗纳 -普朗克是生产该类产品的大型企

业, 市场几乎被垄断, 大大制约了我国饲料添加剂、食品添加剂、养殖等行业的发展。

造成这种局面原因一方面是合成维生素路线长、合成技术要求高, 这 4个产品单独合成共需 52步, 所需原料种类很多, 生

产难度很大 ;另一方面对设备要求很高。国外生产维生素的大公司都是通过共用中间体联产这 4种产品。针对 4个产品的结

构特点, 经过梳理和整合, 课题组设计了完全不同的联产方案,即用顺式烯炔醇合成 VA, 同时利用副产物反式烯炔醇生产虾青

素, !胡萝卜素合成也利用了这种以副产物为原料的方式;从关键中间体合成维生素 E主环以及虾青素主环,同样的思路还应

用于合成 VE侧链异植物醇以及 VA 母核 !紫罗兰酮。

要想实施上述方案,需要解决众多技术难题。浙江大学与浙江新和成通过 16年的合作研究,发明了多项新技术、新工艺及

针对不同反应特点的过程强化装置,解决了上述难题。譬如, 他们发明了一种全新的金属乙酰丙酮催化剂, 它的高活性、高选择

性可使 V
E
主环与虾青素主环采用相同的原料;发明了合成假紫罗兰酮的新工艺, 可使 V

A
母核与 V

E
侧链共用一种中间体; 发

明了以反式烯炔醇为原料合成虾青素的新路线,而反式烯炔醇正好是 VA 生产中的副产物。按照这一方案, 4个产品都可以从

丙酮出发进行生产,反应步骤由 52步减少为 38步,解决了 4个产品不能规模生产、成本高、质量不稳定的问题。

基于上述发明, 浙江新和成先后完成了关键中间体和 4个产品的大规模工业化生产, 形成了年产 1万 tVE、1 000t VA、80t!

-胡萝卜素、60t虾青素的能力, 年减少废水排放 5万多 t, VE 和 VA收率分别提高了 27%和 16% ,虾青素、!-胡萝卜素成本分

别下降 1 /2和 2 /3, 产品质量达到国际先进水平。由于国产维生素的竞争力提高, 国际维生素市场格局发生了改变。现在, 浙

江新和成已占据了全球 20% ~ 30%的市场份额, 2007~ 2009年累计新增利润 23亿元,税收 5. 3亿元,出口创汇 6亿美元,产品

畅销欧、美、日等 50多个国家和地区,使我国一跃成为维生素出口大国。 (来源:中国化工报 )


