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固定化磷脂酶 Lecitase® Ultra 催化 

合成果糖月桂酸单酯的研究 
 

付敏，赵谋明，刘宁，仇超颖，赵强忠 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：利用固定化磷脂酶 Lecitase® Ultra在脱水叔戊醇中催化合成果糖月桂酸单酯。对该酶法合成果糖单酯反应体系进行了优化，

考察了加酶量、酸糖摩尔比、分子筛添加量、糖浓度和时间等几个影响酯化反应的因素。结果表明：在 4 mL反应体系中，固定化磷

脂酶 Lecitase® Ultra添加量 25 g/L、酸糖摩尔比 4:1、果糖 250 mmol/L、分子筛添加量 100 g/L、43 ℃下反应 48 h果糖月桂酸单酯的

转化率达到 69.45%。 
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Synthesis of Monolauroyl Fructose Catalyzed by 

Immobilized Lecitase® Ultra 
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Abstract: Production of monolauroyl fructose catalyzed by immobilized Lecitase® Ultra in anhydrous 2-methyl-2-butanol was 

investigated in this study. The process parameters was optimized as follows: reaction medium 4 mL, biocatalyst 25 g/L, glucose 250 mmol/L, 

lauric acid 1000 mmol/L, molecular sieves load 100 g/L, temperature 43 ℃. The maximum monolauroyl fructose conversion could reach 

69.45% after 48 h. 
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糖酯是一类重要的高效无毒非离子表面活性剂，

具有无毒、无臭、无刺激、易生物降解等优点[1,2]，因

而广泛应用于食品、医药和化工等行业。果糖酯具有

一定的抗菌性，在所有糖酯中，果糖酯具有最强的细

菌抑制效应[3]。 

糖酯的合成方法有化学法和酶法。化学法相对酶

法合成生产能耗高且产品的酯化位置和酯化度不易控

制；在化学合成进程中，高温及碱性催化剂下导致产

品色泽较深，易产生有毒的副产物；酶法合成果糖酯

主要是在中等极性的有机溶剂中(如丙酮，叔戊醇，叔

丁醇等)反应，脂肪酶催化脂肪酸和果糖酯化合成果糖

酯 ；任昌琼等[4]研究了利用重组脂肪酶全细胞催化

单糖酯的合成，结果显示以果糖为酰基受体时单酯转 
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化率最高。 

水作为非水相酶催化的副产物需及时除去以获得

较快的反应速度和较高的转化率，常用方法有减压蒸

馏法[5]、分子筛法[6]、减压共沸蒸馏膜分离法[7]、渗透

蒸发[8]、微波[9]和饱和盐离子溶液法[10]。分子筛[11]除

水不需要特殊的工艺流程，且能重复使用，成本低廉，

因此得到了广泛的利用。 

磷 脂 酶 Lecitase® Ultra (E.C.3.1.1.32) 是

Novozymes 公司推出的一种微生物来源的磷脂酶。该

酶是一种羧酸酯水解酶，同时具有脂肪酶活性和磷脂

酶活性。和同类脂肪酶相比，该类酶的脂肪酶活力高，

价格便宜，具有很好的应用前景。该酶在工业上主要

用于植物油脱胶[12] ，由于酶活高，且热稳定性较好，

因此具有重要的工业应用价值。 

在本试验中首次利用固定化磷脂酶 Lecitase® 

Ultra 催化合成果糖月桂酸单酯，以无水叔戊醇为反应

介质配以分子筛除去副产物水，以月桂酸为酰基供体，

在较短的时间内即得到了较高的转化率。固定化磷脂

酶 Lecitase® Ultra 催化合成果糖月桂酸单酯成本低，
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转化效率高，因此在工业上有良好的应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

磷脂酶 Lecitase® Ultra，丹麦诺维信公司；大孔吸

附树脂，天津海光化工有限公司；D-果糖，上海伯奥

生物科技有限公司；月桂酸，天津市大茂化学试剂厂；

4Å分子筛，天津市福辰化学试剂厂；叔戊醇(AR 级)，

上海阿拉丁公司；甲醇，氯仿等均为分析纯。 

1.2  主要仪器 

754 型分光光度计，上海第三分析仪器厂产品；

S20 pH计，瑞士梅特勒-托利多公司；DZF-6000型真

空干燥箱，上海益恒实验仪器有限公司；THZ-82A恒

温振荡器，常州澳华仪器有限公司；Waters 600型高

效液相色谱仪，美国 Waters 公司；蒸发光散射检测器

3300 (ELSD 3300)，美国 Alltech 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  磷脂酶 Lecitase® Ultra 的固定化 

参考文献[13,14]。 

1.3.2  制备脱水有机溶剂 

将 4Å分子筛置于 105 ℃烘箱内活化 10 h，再置

于干燥器内冷却至室温，备用；之后，再将活化后的

4Å分子筛按照每升溶剂添加 80 g的量加入到叔戊醇

中，密封放置 72 h，过滤除去分子筛，得脱水有机溶

剂。 

1.3.3  固定化磷脂酶 Lecitase® Ultra 催化合成果糖月

桂酸单酯 

25 mL具塞玻璃瓶中加入90 mg果糖，100~300 mg

月桂酸和4 mL脱水叔戊醇，置于恒温摇床中预平衡1 h，

100~400 mg 4Å分子筛，8~200 mg固定化磷脂酶，43 ℃

下，160 r/min 反应0~120 h，同时做空白对照试验。 

1.3.4  HPLC-ELSD 定量分析方法 

色谱柱XBridge C18 (5 μm，4.6150 mm)，流动相

甲醇/水=90:10 (V/V)，流速0.5 mL/min，柱温20 ℃，进

样量10 μL，ELSD漂移管温度40 ℃，载气流速1.5 

L/min。 

1.3.5  果糖月桂酸酯转化率计算 

果糖月桂酸单酯转化率＝果糖月桂酸单酯的量

(mmol)/果糖的添加量(mmol)×100%。取3次平行测定的

平均值。 

2  结果与讨论 

本文以果糖为酰基受体，月桂酸为酰基供体，由

固定化磷脂酶 Lecitase® Ultra 催化合成了果糖酯，反

应简式如下： 

 

2.1  最适酶添加量的研究 

 
图 1 酶用量对果糖月桂酸单酯转化率的影响 

Fig.1 Effect of the amount of enzyme on conversion of 

monolauroyl fructose catalyzed by immobilized Lecitase® Ultra 

注：反应条件：溶剂为叔戊醇，酸糖摩尔比 3:1，分子筛

50 g/L，糖浓度 125 mmol/L，43 ℃反应 24 h。 

考察了酶用量从 2 g/L到 100 g/L对果糖单酯转化

率的影响，如图 1。当加酶量低于25 g/L时，果糖单

酯的转化率随加酶量的增加而增大；继续增加酶的添

加量，转化率并没有进一步提高，但是相应的生产成

本却增加了。这是因为当脂肪酶用量太少时，酶的活

力不足以使体系中的反应液酯化完全，随着酶用量的

增加，磷脂酶 Lecitase® Ultra 催化酯化反应的效率也

提高，当脂肪酶用量进一步增大时，产物对酶的抑制

作用等不利因素在反应中起主导作用，使酶催化的效

率降低。因此在叔戊醇溶剂中合成果糖月桂酸单酯时，

固定化磷脂酶 Lecitase® Ultra 的合理用量为25 g/L。 

2.2  最适酸糖摩尔比的研究 

 

图 2 月桂酸与果糖摩尔比对果糖月桂酸单酯转化率的影响 

Fig.2 Effect of molar ratio of lauric acid to maltose on the 

conversion of monolauroyl fructose catalyzed by immobilized 

Lecitase® Ultra 

注：反应条件：溶剂为叔戊醇，加酶量 25 g/L，分子筛 50 

g/L，糖浓度 125 mmol/L，43 ℃反应 24 h。 
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考察了酸糖摩尔比从0.5:1到5:1对果糖单酯转化

率的影响。由图 2 可知，当酸糖摩尔比低于 4:1 时，

其转化率随酸糖摩尔比的增加而升高；但酸糖摩尔比

高于 4:1 时，产物的转化率出现稍微降低。在酸糖摩

尔比较低时，提高其比例，相对就增加了底物浓度，

增加了底物与酶接触的机率，因此有助于提高脂肪酶

催化酯化；然而，由于脂肪酸与糖为互不溶体系，在

溶剂的作用下形成均相体系，当脂肪酸的比例远远大

于糖时，就会打破这种均相体系，从而导致体系的实

际底物浓度低于其表观浓度，致使产物转化率降低 。

另外，脂肪酶的立体专一性也可能由于脂肪酸的增加

导致竞争性抑制导致酯化催化活性降低。因此在叔戊

醇溶剂中合成果糖月桂酸单酯时，月桂酸与果糖的最

适摩尔比为 4:1。 

2.3  最适分子筛添加量的研究 

水对于脂肪酶催化酯化反应来说具有双重意义：

酶的活性部位所形成的微水环境能够保持酶的稳定及

反应活性；但是过量的水会使得磷脂酶催化酯化反应

热力学平衡向水解反应方向移动。 

分子筛是脂肪酸糖酯合成中经常使用的一种脱水

工具，能有效调节反应体系的水分，从而使得反应向

合成的方向移动[11]。 

 
图 3 分子筛添加量对果糖月桂酸单酯转化率的影响 

Fig.3 Effect of the amount of molecular sieve on the conversion 

of monolauroyl fructose catalyzed by immobilized Lecitase ® 

Ultra 

注：反应条件：溶剂为叔戊醇，加酶量 25 g/L，酸糖摩尔

比 4:1，糖浓度 125 mmol/L，43 ℃反应 24 h。 

考察了分子筛添加量从 25 g/L到 200 g/L对果糖

单酯转化率的影响。由图 3 可知，添加分子筛能够提

高单酯的转化率，在添加 100 g/L 时，果糖月桂酸单

酯的转化率最高，但继续增大添加量时，单酯的转化

率慢慢降低。这是因为在反应初期，分子筛可以有效

地将反应体系中的水去除，这样使得磷脂酶 Lecitase® 

Ultra 催化反应向合成方向移动，利于合成产物的生

成；然而分子筛的添加量增加到一定程度，将夺取脂

肪酶表面的水化层，影响酶催化反应活性，导致产物

转化率的降低。因此在叔戊醇溶剂中合成果糖月桂酸

单酯时，分子筛的最适添加量为100 g/L。 

2.4  最适果糖浓度的研究 

糖作为磷脂酶 Lecitase® Ultra 催化酯化的一种底

物，其添加量对转化率有着重要的影响。一般情况下，

只有溶解在溶剂中的果糖才能有效地参与到酯化反应

中。 

 
图 4 果糖浓度对果糖月桂酸单酯转化率的影响 

Fig.4 Effect of concentration of fructose on the conversion of 

monolauroyl fructose catalyzed by immobilized Lecitase® Ultra 

注：反应条件：溶剂为叔戊醇，加酶量 25 g/L，分子筛 100 

g/L，酸糖摩尔比 4:1，43 ℃反应 24 h。 

考察了糖浓度从30 mmol/L到500 mmol/L对果糖

单酯转化率的影响，见图 4。本试验是在固定酸糖摩

尔比为 4:1 的条件下，逐渐提高果糖的浓度，果糖月

桂酸单酯转化率有显著提高；当果糖的添加量达到

250 mmol/L时，单酯转化率达到最大，继续增大果糖

的浓度，单酯转化率开始下降。这是由于另外一种底

物月桂酸并未增加的情况下，果糖浓度的适当增加，

可以增加底物与酶的结合概率，有助于产物生成量的

增加；然而果糖浓度过大，就会相对降低月桂酸的有

效浓度，再加上糖与单酯的竞争性抑制，从而在一定

程度上阻碍了酯化反应的进行[15]。因此在叔戊醇溶剂

中合成果糖月桂酸单酯时，果糖的最适浓度为 250 

mmol/L。 

2.5  最适反应时间的研究 

反应时间是影响化学平衡的重要参数。本试验考

察了反应时间从1 h到120 h，果糖单酯转化率的变化，

由图 5 可知，随着时间的延长，单酯转化率不断升高，

当反应进行到 48 h 时，单酯转化率高达69.45%，，并

进入平衡期；随着反应的进一步进行，单酯的转化率

略有下降。这可能是由于糖在有机溶剂中溶解度较低，

因此反应开始时转化率较低，随着反应进行，不溶性

固体糖逐渐溶解，使反应平衡持续向产物方向移动，

故转化率增加。但是酶促合成反应是一个可逆的平衡
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反应，随着反应进行，酯合成转化率增大的同时，生

成的水量也逐渐增大，若不及时除去副产物水，反应

有可能逆向进行。因此在叔戊醇溶剂中合成果糖月桂

酸单酯时，最适反应时间为48 h。 

 
图 5 果糖月桂酸单酯的合成时间曲线 

Fig.5 Time course of monolauroyl fructose synthesis 

注：反应条件：溶剂为叔戊醇，加酶量 25 g/L，分子筛

100 g/L，酸糖摩尔比 4:1，糖浓度 250 mmol/L，43 ℃反应。 

3  结论 

在叔戊醇溶剂中，利用固定化磷脂酶 Lecitase® 

Ultra 催化合成果糖月桂酸酯单酯，固定化磷脂酶

Lecitase® Ultra 添加量 25 g/L，酸糖摩尔比 4:1，果糖

250 mmol/L，分子筛添加量100 g/L，43 ℃下反应 48 h

果糖月桂酸单酯的转化率达到 69.45%。为进一步提高

磷脂酶 Lecitase® Ultra 的催化效率，可以从优化磷脂

酶 Lecitase® Ultra 的固定化过程，原料预处理和反应

放大过程的研究，以解决酶法合成扩大化的瓶颈问题。 
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