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摘 要
:

在有机溶剂中
,

以脂肪酶 N vo
o 4 35 为催化剂

,

蔗糖八 乙 酸

醋与 油酸 乙 醋通过 转醋 化反应合成 了同 时含有油 酸酞基
和 乙 酸酞基的 混合型 蔗糖 醋

,

当蔗糖八 乙酸醋 与 油酸 乙 醋

的物质的 量之 比为 :1 1 时
,

油 酸 乙 醋 的 转化率达 95 %
。

正

交 实验给出该转醋化反应 的最适条件是
:
以叔戊醇为反应

介质
,

反应 温 度 为 40 ℃
,

脂肪酶 用量 为 50 0() U 1/ m m ol 蔗

糖醋
,

分子筛用 量为 5 0 Om梦1二
飞ol 蔗糖醋

。

关键词
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脂 肪酶
,
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,

转 醋化作 用
,
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,
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酉旨
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油酸 乙 醋
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通过转酷化反应合成蔗糖醋的路线至少在如下

几方面是可能的和便利的
:

首先
,

由于蔗糖醋的生成

反应本身是可逆 的
,

当两个具有 中等链长或中等摩

尔质量的分子在催化剂 的作用下相遇时
,

通过交换

酚基容易 生成一个摩尔质量更大的或分子链更长的

蔗糖酷和一个小分子副产物
。

从理论上说
,

这种醋交

换反应常有较大的平衡常数
。

其次
,

蔗糖与长链脂肪

酸直接反应生成蔗糖醋可能需要较高的 活化能
,

导

致反应必须在较高温度下进行
,

此时底物可能发生

严重的副反应
;

而酷交换反应生成新蔗糖醋的活化

能可能更低
,

在较低温度下就能实现反应
。

其三
,

蔗
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糖经与小分子酸反应生成醋后
,

与长链脂肪酸或长

链脂肪酸醋的相溶性增大
,

反应速度会大大提高
。

其

四
,

由于小分子脂肪酸蔗糖醋与长链脂肪酸或长链

脂肪酸酷更易溶于有机介质 中形成均相
,

可 以在较

低温度下利用脂肪酶在非水介质中催化合成新蔗糖

醋
。

鉴于上述原因
,

利用转酚化反应合成 目标蔗糖醋

的研究已经获得了许多成果
11 阎

。

本研究 以蔗糖八乙

酸酷和 油酸乙醋为底物
,

以脂肪酶 N vo
0
4 3 5 为催化

剂
,

以叔戊醇为溶剂
,

实现了蔗糖酷上部分乙酞基与

油酸酞基的交换
,

合成了混合型蔗糖酷
。

1 材料与方法

1
.

1 材料与仪器

蔗糖
、

乙酸配
、

碳酸钠
、

乙醇
、

叔戊醇
、

二甲 基一 2 一

丁酮
、

氯仿
、

油酸乙醋 均为分析纯
; 甲 醇 色谱纯 ;

水 三次蒸馏水 ;
分子筛

。

超级恒温槽 (精度 士.0 0 5℃ )
,

磁力搅拌器
,

高效液

相色谱仪 日本岛津公司
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 蔗糖八 乙酸醋的制备 参考文献 t6] 合成蔗糖

八乙酸醋
,

粗产品用乙醇水溶液重结晶多次
,

干燥后

研碎得 白色粉末
。

1
.

.2 2 液体原料预处理 所有加入反应体系 中的液

体原料均用分子筛搅拌处理 I Oh
。

1
.

.2 3 合成方法 在三颈瓶中称人蔗糖八乙酸酷粉

末
,

加人溶剂搅拌溶解
,

再加人与蔗糖八乙酸醋等物

质的量的油酸乙醋
,

最后加人一定量的分子筛和脂

肪酶 N vo
0 4 3 5

。

装上冷凝管后恒温磁力搅拌反应 s h
,

反应结束后减压过滤
,

洗涤
,

滤液定容后用高效液相

色潜仪检测反应混合物中残留 的蔗糖八乙酸醋和油

酸乙醋
,

由油酸乙醋转化率分析反应最适条件
。

2 结果与讨论

2
.

1 原料预处理的必要性

曾用市售溶剂溶解蔗糖八 乙酸醋和油酸乙醋
,

按同样方法进行实验
,

结果发现油酸乙酚严重水解
,
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率只稍有增加
;

反应 s h
,

转化率可达 9 6 % 左右

1 2 0 r

ǎ掌à哥攀撰

几乎看不到混合型蔗糖醋生成
。

故在后来 的实验 中

均用分子筛对原料进行预处理
。

2 2 反应条件的初步确定

选用 L g
( 3

4

)正交表安排实验
,

考察溶剂种类
、

酶

用量
、

分子筛用量及反应温度对转醋化反应 的影响
,

实验方案如表 1
。

表 1 蔗糖酷合成实验的四 因素三水平方案

实验

水平

因素

A 温度

(℃ )
B 溶剂种类

C 酶用

量 (m g )

D 分子筛

用量 (m g )

\
n曰
00000

QC46勺ù

ǎ掌à哥攀您

1 4 0 叔戊醇 2 0 2 0

2 5 0 2一甲基
一 2一丁酮 4 0 4 0

3 60 氯仿 60 60

正交实验结果表明
,

溶剂种类显著地影 响转醋

化反应
,

叔戊醇是最好 的反应介质 ; 以 2 一 甲基一 2 一丁

酮 为介质时
,

油酸乙醋
一

也有较高的转化率 ;
但氯仿并

不适合作该反应介质
。

在正交实验所选水平范围内
,

温度
、

酶用量
、

分子筛用量对油酸乙醋转化率的影响

均不显著
。

当 以叔戊醇为介质
,

反应 s h
,

反应温度在
4 0 一 6 0℃范围内时

,

油酸乙醋转化率均达 9 5 % 以上
。

油 酸乙醋转化率 随酶用量增加而增大
,

但当酶

用量由 2 0 m g 增加到 6 Om g 时
,

油酸乙酷转化率只提

高 了不到 4 %
。

这可能是因为所用脂肪酶对该转醋化

反应有高催化活性
,

加之反应时间较长 ( s h )
,

故酶用

量对该转醋化反应的影响差异无法反映出来
。

分子筛的作用是控制反应体系 中 的水活度
,

从

正交实验结果看
,

油 酸乙醋转化率 随分子筛用量的

增加而略有降低
。

为此
,

曾选用正交实验的最适条件

做一个反应体系 中不加分子筛的对照实验
,

结果发

现
,

酉旨的水解反应并没有 出现
,

油酸乙醋 的转化率同

样可达 9 6%左右
。

故在后面的单因素实验中不再加

人分子筛

2
.

3 温度对转醋化反应的影响

以叔戊醇为溶剂
,

按物质的量之比为 1
二1 加人蔗

糖八 乙 酸醋 和 油 酸 乙 醋
,

按 l m m ol 蔗 糖 醋 加人

OS Om g 酶 ( 酶活 力 OI U / m g ) 的 比例 加 人 脂 肪 酶
N o v o 4 3 5

,

在不同温度保温反应 s h
。

高效液相色谱仪

检测油酸乙酚转化率
。

结果发现
,

酶在 3 0 一 8 0℃范围

内均有很高 的催化活性
,

油酸 乙酷转化率均为 95 %

左右
,

无明显区别
。

2
.

4 反应时间对油酸乙醋转化率的影响

以叔戊醇为溶剂
,

按物质的量之比为 1
: 1 加人蔗

糖八 乙 酸醋 和 油酸 乙 酷
,

按 l m m ol 蔗 糖醋加 人

50 Om g 酶 ( 酶 活 力 10 U / m g ) 的 比 例 加 人 脂 肪酶
N vo

o 4 3 5
,

保温 4 0℃反应一定时间
。

高效液相色谱仪

检测 油酸乙酚转化率
,

结果如 图 1
。

由图 1 可见
,

反应

3 Om in
,

油酸乙醋转化率可过 4 5% ; 反应 hl
,

油酸乙醋

转化率可达 93 % ; 此后延长反应时间
,

油酸乙醋转化

O `

一
~ .

-
. . 口 , -一

. `

一
~

~ . 刃

0 5 1 0

反应时 间 ( l)I

图 1 反应时间与油酸乙酷转化率的关系

2
.

5 底物配比的影响

以叔戊醇为溶剂
,

按物质的量之比为 1 : 1
、

1 :2
、

l : 3
、

1 :4 分别在四个反应器中加人蔗糖八乙 酸醋和 油酸

乙醋
,

按 l m m ol 蔗糖醋加人 5 0 0 m g 酶 (酶 活力 10 U /

m g ) 的 比例加人脂肪酶 N o v o 4 3 5
,

保温 4 0℃反应 s h
。

高效液相色潜仪检测油酸乙醋转化率
,

结果如 图 2
。

检测产物混合物发现
,

当蔗糖八乙酸醋与油酸乙酚

的物质的量之比为 1 : 1 时
,

主要生成产物是蔗糖八乙

酸酷 中有一个 乙酞基被油酸酞基取代
;

原料配 比为

1 : 2 时
,

主要产物是蔗糖八 乙酸醋 中有两个乙酚基被

油酸酞基取代
; 原料配比为 1 3 时

,

主要产物是蔗糖

八 乙酸酷 中有三个 乙酞基被油酸酞基取代
,

另 有部

分产物是二取代产物
; 原料配 比为 1 :4 时

,

主要产物

是蔗糖八乙 酸醋 中有三个 乙酞基被油酸酞基取代
,

另有少量二取代产物
。

12 O f

油酸乙 酉旨/ 蔗糖八 乙酸酉旨

原料物质的量之 比与油酸乙醋转化率的关系

3
.

1 在该转醋化反应 中使用的原料必须经千燥预处

理
,

以避免醋的水解
。

选用分子筛作干燥剂是适宜的
。

.3 2 该转醋化反应受溶剂种类显著影响
,

叔戊醇和

2 一 甲 基一 2 一丁酮均可用作溶剂
,

但叔戊醇作溶剂更

好
。

氯仿不能用作该转醋化反应的溶剂
。

.3 3 当以叔戊醇为溶剂时
,

脂肪酶 N vo o4 35 在 30
-

8 0℃范围内均有很高的催化活性
。

当温度为 4 0℃时
,

(下转第 1 8 6 页 )
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在上述确定的 显色条件下测得 的 O D 值
一

与精氨酸的

含量呈较明显的线性关系
。

1气曰n

住
划ao

0 10 2 0 3 0

L一精氨酸含量 (盯L )

图 g L一精氨酸的标准曲线

.2 5 方法的重现性研究

上述方法的重现性对于准确测定 L一精氨酸来说

是十分重要的
。

本实验进行 了五次平行测定
,

根据每

次测定的标准曲线的斜率 k 计算出标准偏差 S
,

如表

1 所示
,

标准偏差 S 为 .0 0 0 3 8
,

说明这种检测方法的

重现性较好
,

能用于 L 一精氨酸的定量测定
。

表 1 标准曲线斜率的标准偏差

L一精氨酸 测定次数

含量 (g / L ) 一 2 3 4 5

0 0 0 0 0 0

5 0
.

1 3 6 0
.

12 3 0
.

14 4 0
.

15 3 0
.

1 1 8

10 0
.

2 61 0
.

2 4 8 0 2 7 3 0
.

2 6 8 0 2 7 1

15 0
.

3 99 0
.

3 94 0
.

4 2 3 0
.

4 3 8 0
.

3 6 7

2 0 0
.

54 2 0
.

5 3 9 0
.

54 5 0
.

5 3 5 0 5 3 1

25 0 67 4 0 664 0
.

67 1 0
.

687 0 6 55

30 0
.

7 9 9 0
.

7 7 4 0 7 64 0
.

80 1 0
.

7 8 1

斜率 k 0 2 6 81 0
.

263 9 0
.

2 5 84 0 2 67 0
.

2 62 6

k 0
.

2 64

标准偏差 5 .0 00 38
-扁扁 - ` 一` - ` -一舀一舀石

奋
`

_

2
.

6 发酵液中 L一精氨酸的测定

.2 6
.

1 测定步骤 将发酵液离心沉淀菌体和 C aC 0
3

等固形物
,

并稀释至浓度为 5 一 3 0 9 / L
,

在确定的 显色

条件下测其 0 D 5、 值
。

2 .6 2 精氨酸含量的计算 由测得的 O D 、 值
,

根据

曲线方程和稀释倍数 即得 发酵液 中 L 一精氨酸 的 含

量
。

同时取两份发酵液样品
,

用氨基酸 自动分析仪进

行定量分析
,

由上述所确立的测定条件下得出 的两

个结果比 由氨基酸 自动分析仪得出 的结果相应 的低

1
.

7 9 / L 和 L l g / L
。

这说明在此测定条件下定量测定
L 一精氨酸较准确可靠

。

3 结论

在 L 一精氨酸的定量检测实验中
,

确立 了最佳检

测 条 件 为 4 0 9 / L N
a 0 H 溶 液

、
8 0 9 / L 甲 蔡 酚 溶 液

、

0
.

s m L / L 双 乙酞溶液各 l m L 作为显色液
,

加人离心

并适当稀释的发酵液 1卜 L
,

3 0℃水浴加热 巧m in 后测

O D 、 值
。

此方法非常灵敏
,

检测迅速
,

重现性和准确

性都较好
,

并且测定条件较简单
,

受外界影响很小
,

作为实验室中精氨酸的定量检测很合适
。
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反应 3 0 m i n
,

油酸乙醋转化率可过 4 5 %
;

反应 l h
,

油

酸乙醋转化率可达 9 3 %
;

此后延长反应时间
,

油 酸乙

醋转化率只稍有增加
,

反应 s h
,

转化率可达 9 5%
。

.3 4 在最适反应条件下进行转醋化反应
,

当蔗糖八

乙酸醋与油酸乙醋的物质的量之 比为 1 : l 时
,

主要生

成产物是蔗糖八乙酸醋 中有一个乙酚基被油酸酞基

取代 ; 原料配 比为 l :2 时
,

主要产物是蔗糖八乙酸醋

中有两个乙 酞基被油 酸酞基取代
;

原料配 比为 :1 3

时
,

主要产物是蔗糖八乙酸醋 中有三个乙酚基被油

酸酞基取代
,

另有部分产物是二取代产物 ; 原料配 比

为 1 :4 时
,

主要产物是蔗糖 / 又乙酸酷中有三个乙酞基

被油酸酞基取代
,

另有少量二取代产物
。
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