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非水相中脂肪酶催化合成乙酸正己酯
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摘 要：研究了用海藻酸钠固定化的脂肪酶在有机溶剂中催化乙

酸与正己醇之间的酯化反应。探讨了溶剂、醇酸摩尔比、

温度、底物浓度等多种因素对脂肪酶催化乙酸正己酯合

成反应的影响规律。研究结果显示，在优化的条件下，即

溶剂为正庚烷、醇酸摩尔比为 !&!、底物浓度为 %"!’()* + ,、
温度为 -%.、/0 为 -"’、酶湿度为 1"23、吸水剂用量为
%"#%4 + (,时，反应 ’5后，乙酸正己酯的转化率达 113。
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乙酸正己酯具有浓烈的水果香味，其毒性很小，

是国内外允许使用的食用香精，广泛用于饮料、冰淇

淋、糖果和烘制食品中。目前，工业上主要采用化学

法合成乙酸正己酯，合成工艺所采用的催化剂主要

包括浓硫酸 -(.、硫酸氢钠 -#.、氯化铁 -&.、固体超强酸

"#/0
#) 1 !2/#

-+.和 "#/0
#) 1 34/#

-,.等。尽管催化剂的不断改

进，使得由乙酸和正己醇反应合成乙酸正己酯的效

率不断提高，但是始终未能很好地解决化学合成自

身的缺陷。例如，化学合成生产工艺常涉及高温、高

压及强酸、强碱，对设备要求高，易造成污染环境。近

年来，随着人们对健康的关注和环保意识的增强，人

们对天然产品的兴趣日益增长。与化学合成相比，生

物催化是一种“绿色的”环境友好的合成工艺，它具

有反应条件温和、催化效率高、催化专一性强等优

点。因此，用生物催化剂取代化学催化剂生产与人们

生活密切相关的日用化学品已成为必然的发展趋

势。脂肪酶是三酸甘油酯水解酶，但在非水相体系中

它却具有催化酸和醇反应合成酯的逆向催化功能 -*.。

在含有微量水分的有机溶剂中，脂肪酶不仅不会失

去其催化活性，而且还由于蛋白质分子内氢键作用

的加强，增加了蛋白质的刚性，使酶的热稳定性显著

增加 -5.。近年来，利用脂肪酶催化合成低分子量芳香

酯已成为研究热点 -06(#.，但至今未见合成乙酸正己酯

的报道。本文以根霉脂肪酶为催化剂，以正庚烷为溶

剂，对乙酸正己酯的酶法合成进行了研究。

$ 材料与方法
$%$ 实验材料
脂肪酶制剂 本课题组自制，由德氏根霉菌

（!"#$%&’( )*+*,-.）经固态发酵制备 -(&.，酶活力为 7*
89 1 : 粗酶粉（89 表示国际单位）；冰乙酸、正己醇及
其他试剂 均为分析纯。

$%! 实验方法
(%#%( 固定化脂肪酶的制备 称取 (: 的海藻酸钠
配成水溶液，另用 ;<, 的 <’=)>?’= 缓冲溶液配制
酶液，合并两溶液，使海藻酸钠浓度为 #@、脂肪酶的
总活力为 (,$89，充分搅匀。用注射器将溶液逐滴加
入 $%$,ABC 1 D、无菌的 E?EC#溶液中，固化 +,A2F 后取
出，洗净，在 ,$G下烘干，得颗粒状固定化酶（颗粒大
小约为 (AA）。酶活力约为 *$89 1 :。
(%#%# 脂肪酶活力的测定
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!"#"#"! 游离脂肪酶活力的测定 按文献$!%&方法测
定。以每分钟催化脂肪水解生成 !!’() 脂肪酸的酶
量定义为 !单位酶活力。
!"#"#"# 固定化脂肪酶活力的测定 以 *"!+ 固定化
脂肪酶取代游离酶，在 ,*-恒温水浴振荡器中
（!#*. / ’01）保温，按游离酶方法测定酶活力。
!"#"2 酯化反应 取 ,*’3 三角烧瓶，加入 #*’3 有
机溶剂，#+ 固定化酶，分别加入一定量的乙酸和正己
醇，在一定温度及 !#*. / ’01下恒温反应，定时取样分
析，测定酯合成转化率。

!"#"% 酯合成转化率测定 以反应体系中酯化反应
所消耗的有机酸量计算酯合成转化率，方法如下：定

时吸 !"*’3的反应液入 ,*’3三角烧瓶，加 !"*’3水
稀释，加 ! 滴酚酞指示剂，用 *"*,’() / 3 4567 滴定
（可根据样品中酸浓度大小，调节 4567 浓度大小），
记下消耗的 4567 体积 8!。移取尚未反应的溶液

!"*’3，用同样方法测定空白值 8*。酯合成转化率按

下面公式计算：

酯合成转化率9（8*:8!）/ 8*;!**<

! 结果与讨论
!$% 溶剂极性对酯合成的影响
选择五种常用的疏水性有机溶剂作为反应介质，

加入乙酸和正己醇，使两底物浓度均为 *"#*’() / 3，醇
酸摩尔比为 !=!，加吸水剂 #+，在 ,*-恒温气浴中振荡
（!#*. /’01）反应 %>，取样，用 4567 溶液滴定剩余乙
酸，同时测定空白值，计算酯合成转化率，结果见表 !。

一般而言，固定化脂肪酶的催化活性与溶剂的

疏水性参数（)+?）间有一定的相关性。在疏水性较强
（即 )+?大）的溶剂中，酶的催化活力较高；相反，在亲
水性较强（)+? 小）的溶剂中，酶的催化活力较低。分
析其原因，酶在非水介质中进行催化作用时，酶分子

表面需要有一定的水分，以维持其行使催化功能所

必需的构象。这些必需水的主要作用是屏蔽酶蛋白

质分子内带电基团间强烈的相互作用，使酶分子处

于具有一定柔性的活性状态。亲水性较强的有机溶

剂较易剥夺酶分子表面的必需水，导致酶分子结构

柔性与活性中心动态结构的改变，使酶分子处于刚

性的非活性状态，因而使酶的催化活性降低 $!,&。

由表 !可知，在 )+?值为 #@% 的有机溶剂中催化
酯合成，随着溶剂极性的降低，酯化率增高，且在 )+?
值 2"#@%"A 都有较高酯化率。当反应介质为正庚烷

时，酯化率最高。但在 )+?B%"*的非极性溶剂中，却有
所下降。这是因为酯化率大小除了与酶活力有关外，

还受另一因素影响，即底物和产物在溶剂中是否容

易扩散。显然，溶剂疏水性太强，使底物不容易从溶

剂中扩散到酶分子周围，也不利于产物分子从酶表

面扩散出来，从而表现出酯化率下降。

!$! 脂肪酶用量对酯合成的影响
以正庚烷作溶剂，在体系中分别加入不同量的

固定化脂肪酶，反应 %> 后，取样分析，测定酯合成转
化率。结果见图 !。

在有机溶剂中，固定化脂肪酶的添加量对酯化

率在一定范围内有很大的影响。由图 !可知，反应体
系中不加脂肪酶时，无酯生成；加入一定量的酶后，

乙酸己酯的生成速度随酶量增大而迅速增大，说明

该脂肪酶对酯化反应确有催化作用，且催化效果十

分明显。当加酶量大于 #+后，酯化率变化不大。考虑
到生产成本，加酶量选为 #+。

!$& 醇酸摩尔比对酯合成的影响
以正庚烷作溶剂，加酶量为 #+，分别加入不同摩

尔比的醇和酸进行反应，测定酯合成转化率，结果见

表 #。

小分子醇类物质对酶蛋白有变性作用，反应体

系中过量的短链醇会使脂肪酶失活，降低它的催化

活性。另外，醇分子可通过其疏水性侧链与脂肪酶活

性中心周围的非极性氨基酸相互作用，造成酶构象

的局部扭曲，不利于其与酸分子的结合 $!C&。酸本身可

以影响酶活，而过量的酸又使反应体系的 D7远远偏
离脂肪酶的最适催化 D7，从而降低了酶的催化活
性，影响最终酯化率。实验结果表明，在利用不同醇

酸摩尔比进行条件实验时，发现当醇酸摩尔比为 !=!
时，反应酯化率最高；当体系中酸过量或醇过量时，

酯化率均有所下降。

!$’ 底物浓度对酯合成的影响

有机溶剂 )+ ? 酯化率（<）
三氯甲烷 #"* 2*"#
环己烷 2"# %,"#
正己烷 2", %,"E
正庚烷 %"* ,*"%
异辛烷 %"A %A"%

表 ! 有机溶剂极性对酯合成的影响

?：溶剂在 !:辛醇 /水体系中的分配系数。

图 ! 酶用量对酯合成的影响
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醇酸摩尔比 !"%=! !"#=! !=! !=!"# !=!"%
酯化率F<G ,#"A ,,"H ,H"# ,!"E ,*"A

表 # 醇酸摩尔比对酯合成的影响
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在有机相中，酶催化反应是在吸附于酶表面的

微水相中进行的，底物分子首先要从有机相进入水

相，才能被酶分子催化。当底物浓度过低时，底物分

子进入微水相的扩散速率较小，使得酯化反应动力

小，合成转化率低；当底物浓度过高时，虽然可能使

酯化反应动力加大，但由于底物抑制作用，即底物酸

和醇对酶产生抑制，使其催化能力下降，造成酯合成

转化率不升反降。酸、醇对酶的抑制，是因为它们是

强极性溶剂，会夺取酶蛋白表面的吸附水，破坏酶的

活性构象，使酶失活。

在保持其它条件不变的情况下，在反应体系中

加入不同浓度的底物，进行酯化反应，反应 !" 后，测
定酯合成转化率。由图 # 可看出，底物浓度为
$%&’()* + ,时酯化率最高。

!$% 温度对酯合成的影响
在保持其它条件不变的情况下，在 !$-&$$.范

围内，做不同温度对酯合成转化率的影响实验，结果

见图 /。

在酶的稳定温度范围内，温度的升高有利于提

高反应速度，缩短反应时间。由图 / 可以看出，乙酸
正己酯的生成速度随温度的升高而增大，至 0$.时，
趋势趋于平缓，当温度达 &$$.时，固定化脂肪酶的
催化活性才略有下降。说明脂肪酶经海藻酸钠固定

化后，热稳定性有了很大的提高。寇秀芬等 1&02利用

!"#$%$" &’%脂肪酶合成二元酸酯时，曾实验在 3$.
下反应 &0"，酯化率仍达到 3#4，这表明脂肪酶是一
类耐热性很好的酶，尤其在固定化之后。

!$# &’对酯合成的影响
称取 ’ 份固定化脂肪酶，分别放入 ’ 种不同 56

的磷酸缓冲液中，搅拌处理 /$7，滤出，在 ’$.下烘
干。分别以不同 56缓冲液处理过的固定化脂肪酶做
酯合成实验，测定酯合成转化率，结果见图 !。

在有机溶剂中，酶活性与酶干燥前所在缓冲液

的 56 和离子强度密切相关，其最适 56 与水相中酶
的最适 56 一致1&82。因为在有机溶剂中，酶分子依靠

其表面的必需水维持酶的活性构象，而只有处在具

有适当的 56和离子强度下的必需水中，酶分子活性
中心周围的基团才能处于最佳的离子化状态，有利

于酶活性表现。由图 ! 可看出，在有机相中，脂肪酶
催化酯合成的活性受其最终所处缓冲液 56 的影响
较为显著。在 560%’ 的缓冲液中搅拌制得的固定化
脂肪酶活性最高，大于或小于这一 56，酶活性都会
有所下降，从而引起酯合成转化率下降。

!$( 相对酶湿度对酯合成的影响
在有机溶剂中，酶活性与酶含水量有很大的关

系1&32。当酶的含水量低于最适水量时，酶构象过于“刚

性”，从而失去催化活性；当含水量高于最适水量时，

酶的结构柔性过大，酶的构象将向疏水环境下热力

学稳定的状态转变，引起酶结构的改变和失活。只有

在最适水量时，蛋白质结构的动力学刚性和热力学

稳定性之间达到最佳平衡点，酶表现出最大活力。

将固定化脂肪酶放入 560%’ 的磷酸缓冲液中浸
泡后，滤出，在 ’$.下干燥不同的时间，得到不同相
对湿度的固定化脂肪酶，分别加入反应体系，测定酯

合成转化率。由图 ’可知，本固定化脂肪酶的相对含
水量在 8%34左右时，酯合成转化率达到最大。

!$) 吸水剂用量对酯合成的影响

图 # 底物浓度对酯合成的影响

8$

9$

!$

#$

$

底物浓度（()* + ,）

酯
化
率
（
4
）

$%$’ $%& $%&’ $%# $%#’ $%/

图 / 温度对酯合成的影响
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图 ! 56对酯合成的影响
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图 ’ 相对酶湿度对酯合成的影响
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在酯化反应进行过程中，体系中不断有等摩尔

的水产生，必须及时除去，否则会抑制反应的进一步

进行。并且，固定化酶长时间暴露于含水量过高的有

机溶剂中时，会破坏酶的微水环境，使酶的热稳定性

下降，易于失活。所以，控制适宜的含水量是有机溶

剂中酶催化的关键。由图 !可看出，吸水剂（"#分子
筛）的加入量对酯化反应影响很大。表现出酯化率随

吸水剂加入量的增加而不断上升，至 $% 时酯化率的
增加趋于平缓。因为反应体系中，溶剂的体积为

&’()，所以吸水剂加入量以 ’*&’% + ()为佳。

!$% 酯化反应进程
在实验所得的最佳条件下，进行乙酸正己酯合

成反应，每隔 ,-&. 取样，测定转化率，得到酯合成进
程曲线（图 /）。由图 /可知，在最佳反应条件下，酯合
成转化率随时间增加而迅速上升，". 后，转化率趋于
平衡，并达到最大值 001。

& 结论
乙酸正己酯是一种低分子量芳香酯，具有特殊

的水果香味，应用广泛。本文以德氏根霉（!"#$%&’(
)*+*,-.）脂肪酶为催化剂，在正庚烷溶剂中，研究了
合成乙酸正己酯的条件。结果表明，自制的固定化脂

肪酶对乙酸正己酯的合成起到很好的催化作用，反

应条件温和，操作简单，合成转化率高。合成后，经过

简单过滤，即可使产物与酶制剂得到分离。因为产物

为有机溶剂的混合物，它们彼此沸点不同，因此，通

过蒸馏即可实现目标产物与其他溶剂的分离。由此

可见，本方法具有潜在的工业应用价值。
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图 ! 吸水剂用量对酯合成的影响

,’’

0’

!’

$’

&’

’

吸水剂加入量（%）

酯
化
率
（
1
）

’ , & 9 $ " !

图 / 反应时间对酯合成的影响
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