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有机相中微生物脂肪酶合成
短链脂肪酸酯的研究
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摘要　用微生物脂肪酶在溶剂相中合成短链脂肪酸酯的研究表明:脂肪酶在正庚

烷中催化合成短链脂肪酯转化率比水相中有明显的优势。在10个不同来源的商品

脂肪酶中,来自 Mucor miehei, Candida rugosa和 Po rcine pancreas的脂肪酶合成

酯转化率较高,其中 Mucor miehei 脂肪酶对己酸乙酯48 h 合成转化率达94% ,己

酸乙酯产量33. 84 g / L . 同时就底物酸和醇的碳链长度对酯转化率的影响进行了

研究。
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0　前　　言
近十几年来随着酶在非水相反应理论不断深入, 利用酶反应条件温和、转化率高等优

点,微生物脂肪酶新的应用领域被不断开拓 [ 1, 2]。

　　短链芳香脂呈天然水果香味,是香精、香料的重要组份。广泛应用于食品、饮料、医药等

工业。目前的生产方式主要是在无机催化剂存在条件下化学合成, 还有极少量是从天然植物

中分离提取。尽管化学合成的方法目前还比较经济, 但是人们对天然产物和高品质产品兴趣

的逐渐增强, 而从植物中提取又无法满足日益增长的需求的情况下,人们转向用生物技术的

方法生产。用生物技术生产可分成微生物法和酶法两种
[ 3]
。微生物直接发酵合成的芳香酯

由于代谢产物复杂, 生产周期长, 产物浓度低, 提取分离困难等无大规模工业化应用。酶法

产生的芳香酯被认为是高质量天然产品,加上酶法反应条件温和、转化率高等优点而吸引了

许多人的研究
[ 4～8]

, 被看成为是很有希望工业化的途径。荷兰的 Unichema Internat ional公

司于1990年发明专利,并在第2年推出“Bioester"的系列生物酯商品,批次生产规模已上几

吨,另外 Croda U niversal L td用 Candidal r ugosa生产蜡酯 [ 9]。国内也开始注意脂肪酸酯合

成的研究
[ 10, 11]

。

　　我们用微生物脂肪酶在溶剂相中酯化合成我国食品、饮料工业中常用短链脂肪酸酯,旨

在寻求新的生物合成的途径。



1　材料与方法
1. 1　材料与仪器

1. 1. 1　脂肪酶　MML ( Mucor miehei ) Novo Nordisk 公司, CRL1 ( Candida rugosa )

Sigma 公 司, CSL ( Candida sp ) 国 产, PPL ( Porcine pancreas ) Sigma 公 司, CLL

( Candida lip oly ti cal ) 无锡酶厂, CRL2 ( Candida r ugosa ) Amano Seiyaku 公司, PSL

( Pseudomonas sp ) Amano Seiy aku 公司, PNL ( Phycomyces ni tens ) Takeda Yakuhin公

司 , MJL ( Mucor j avanicus ) Amano Seiy aku , ANL ( Asp ergi llus niger ) Novo Nordisk

公司。

1. 1. 2　化学试剂　均为国产试剂产品,使用前用3 A
。

分子筛除水。

1. 1. 3　摇床　HYG回转式恒温调速摇瓶柜,上海医药工业研究院

1. 1. 4　气相色谱仪　SP-3700,北京分析仪器厂

1. 2　方法

1. 2. 1　脂肪酶水解活力测定　用乳化液法, 4 ml 4%的 PVA(聚合度1 750)橄榄油乳化液

和5 ml 0. 025 mol / L pH 7. 0磷酸缓冲液1 ml酶液, 37℃反应15 min后, 加入15 ml 95% 乙

醇终止反应, 用0. 05 mo l/ L NaOH 溶液滴定, 酚酞为指示剂。

1. 2. 2　脂肪酶合成酯反应体系　10 0ml具塞三角瓶中将0 . 25mol / L短链脂肪酸及

0. 25 mol/ L 乙醇和15 ml正庚烷组成酯化反应体系。加入酶粉, 30℃条件下150 r/ min 旋转

振荡。定时取样分析检测。

1. 2. 3　脂肪酶合成活力的测定和转化率计算　将过滤后的样品100 Ll加入10 m l水溶液

中,用0. 025 mol/ L 的氢氧化钠溶液滴定未反应的脂肪酸, 以3滴1%酚酞为指示剂。计算脂

肪酶的酯合成活力。

1. 2. 4　气相色谱检测产物组成　用25 m 长的 SE-30毛细管柱, 氢火焰检测器, 氮气为载

气, 柱前压5. 88Pa , 尾吹30ml/ min , 柱温条件是 : 50℃, 3m in, 1 0℃/ min至150℃, 保持

2 min. 2-乙基正丁酸为内标, 检测产物的含量。

2　实验结果
2. 1　脂肪酶在水相和溶剂相中合成芳香酯能力比较

　　用 MML, PPL, CRL1, CLL 脂肪酶在同样反应条件下于正庚烷和水中合成己酸乙

酯,比较反应转化率。见表1。

表1　脂肪酶在正庚烷和水中生成己酸乙酯的转化率和浓度

脂肪酶

　　　　　　正　　庚　　烷　　　　　　

　　　　1 h　　　　 　　　　48 h　　　　

酯转化率
( % )

浓度

/ gõL- 1
酯转化率

( % )

浓度

/ gõL- 1

　　　　　　　　　水　　　　　　　　　

　　　　1 h　　　　 　　　　48 h　　　　

酯转化率
( % )

浓度

/ gõL- 1
酯转化率

( % )

浓度

/ gõL- 1

〗

M ML 48. 57 17. 49 96. 26 34. 65 7. 10 2. 56 21. 43 7. 71

PPL + 34. 48 12. 41 + +

CRL1 3. 50 1. 26 72. 40 26. 06 4. 70 1. 69 4. 50 1. 62

C LL 3. 50 1. 26 5. 5 1. 98 18. 06 6. 50 20. 48 7. 37

　　　+ 　表示痕量

　　　反应条件:已酸浓度0. 25 mol/ L , 已醇浓度0. 25 m ol/ L, 正庚烷15 ml ,脂肪酶酶活133. 4 nmol / s , 30℃
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　　由表1可见,这四个酶在庚烷中催化合成己酸乙酯不论从转化率,还是反应的速度来看

都明显地高于在水相的结果。其中, MML 在48 h 后,可产生34. 65 g / L 的己酸乙酯,这个量

远远地高于用微生物发酵生产
[ 12]
。这是由于在有机相中,酶催化反应的热力学平衡从分解

反应转向其逆反应揪酯合成方向进行的结果
[ 13]
。另外,在相同的酶分解活力条件下,不同的

酶表现出不同的酯化活力。

2. 2　合成芳香酯的脂肪酶筛选

　　在研究中,我们比较了10 种不同微生物来源的脂肪酶合成己酸乙酯的转化结果见表2.

　　　　　　表2　脂肪酶生成己酸乙酯的转化率和相对合成活力　　　　　　　　%

脂肪酶 酯转化率 相对转化率 脂肪酶 酯转化率 相对转化率

MM L 93. 50 100 PNL 18. 19 19. 45

CRL1 86. 25 92. 25 MJL 16. 00 17. 11

PPL 89. 02 95. 21 ANL 8. 50 9. 09

CL L 32. 56 34. 82 PSL 87. 06 93. 11

CSL 61. 2 65. 45 CRL2 30. 23 32. 33

　　反应条件: 己酸浓度0. 1 mol / L, 乙醇浓度0. 15 mol/ L, 正庚烷15ml, 脂肪酶0. 1 g, 30℃. 48 h反应

　　从表2可见:不同的脂肪酶由于合成酯活力不同,己酸乙酯转化率是不同的。即使是同种

微生物不同生产厂家的脂肪酶产品,如 CRL 脂肪酶,酯合成的能力相差也较大。因此, 脂肪

酶品种是影响转化率的关键。其中MML, CRL1, PPL 和 PSL 酯化活力较高。

2. 3　酯化反应的时间进程

　　用对己酸乙酯合成活力最高的 MML 催

化合成己酸乙酯, 其反应进程见图1。

　　对合成的产物用气相色谱分析, 见图2。

　　　图1　 合成己酸乙酯反应时间进程

　　　反应条件: 0.1 g MML 加入含有0. 25 mol/ L

　　　己酸和0. 25 m ol/ L 乙醇的15 m l庚烷中, 32℃ 　图2　气相色谱检测己酸乙酯合成的图谱

1- 正庚烷溶剂; 　2- 2-乙酸正丁酸(内标) ;　3- 己酸乙酯
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2. 4　醇和酸碳链长度对合成转化率的影响

　　　　图3　醇和酸链长对酯合成的影响

　　　1—乙酸;　 2—丙酸;　 3—丁酸;　 4—戊酸;

　　　5—己酸;　 6—庚酸;　 7—辛酸

　　通过选择 C2～C8的酸和C1～C8

的伯醇来观察溶剂相中酶反应底物碳

链长度对酯合成转化率的影响。从图3

结果可见, 底物醇、酸的碳链越长,酯

合成转化率越高。并且,底物酸的影响

要比醇来的大。乙酸酯转化率几乎不

受醇碳数的影响。丙酸甲酯、乙酯的转

化率很低, 其丙酯以上转化程度就很

高。而丁酸从乙酯开始转化的程度就

很高了。醇碳数几乎不影响戊酸以上

的酯转化程度,酯转化率也很高。

3　讨　　论
　　1) 在研究中, 我们注意到溶剂相酶催化反应的关键还是脂肪酶的选择。不同微生物来

源的脂肪酶在合成能力上相差很大。尽管脂肪酶催化的水解和酯化是一个反应的不同方向,

但水解活力表现高的酶并不能表明其酯合成活力强,这与有机介质中酶结构变化而造成反

应的热力学平衡方向的转变有关
[ 14]
。实验中, 我们观察过不加脂肪酶的反应情况, 同样的条

件下,虽然会有少量酯合成,但量少到常规方法检测不出来。这也从另一个角度说明脂肪酶

及其选择的重要性。

　　在溶剂相反应中, 脂肪酶合成活力与分解活力之间的关系还向我们提示了这么一个问

题,我们在选择高活力脂肪酶产生菌的筛子时往往是以其分解酯活力为标准的,如何选择适

合溶剂相中高酯化活力脂肪酶产生菌的筛选标准值得进一步研究。

　　2) 溶剂中酶微环境里,脂肪酶对不同酯的合成表现出不同的转化率另一重要影响因素

是底物醇、酸的极性。酸的碳数越少, 极性越强, 酯转化就越困难。酸的碳数增加,酯转化程度

普遍就高。醇的碳数影响就没有酸碳数的影响来的大。

　　3) 在此体系中, 其它一些影响因素另文报道。
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Short-Chain Aliphatic Ester Synthesis by

Microbial Lipases in Nonaqueous Phases

Yan Xu 　　Kechang Zhang　　Yafei Wang

( Sch ool of Biotechn ology, Wuxi University of Light Indust ry, Wuxi 214036)

Abstract　Lipase mediated synthesis o f f lavor esters in heptane exhibited obviously higher

pr oduct ivity as compared w ith that in aqueous phase. Screening ten commercial lipases

show ed that l ipases fr om Mucor miehei, Candida r ugosa , porcine pancreas w ere more ac-

tiv e in esterification. Among them , Mucor miehei lipases had higher activ it iy for ester syn-

thesis of ethyl hexanoate w ith 94% subst rate conversion and 33. 84 g/ L in 48 h incuba-

tion. T he effect of chain leng th of carboxylic acid and n-alcohol upon the deg ree of ester if i-

cat ion has been obtained.

Key words　lipase esterif icat ion; nonaquous phase; sho rt-chain al iphat ic ester
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