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摘 要：以月桂酸甲酯和!5氨基丙腈为原料，在有机相中经脂肪酶催化合成 !5月桂酰5!5氨基丙

腈（678）’在比较所用脂肪酶的催化活性的基础上，详细探讨了固定化脂肪酶 "#$%&%# #$’#()’&)#（南

极洲假丝酵母）9765! 催化该反应的影响因素 ’经筛选，适宜的反应条件为：:# ;，$（!5氨基丙腈）

< $（月桂酸甲酯）= "<"，底物质量浓度为 .4 > ? 6，加酶量为 !## @ ? >（以氨基丙腈的质量计），反应体

系初始加水量为 .A 腈重 ’在此实验条件下反应 !1 B 后，!5氨基丙腈的最高转化率为 ,3 ’/A ’
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!5月桂酰5!5氨基丙腈（678）是酰基氨基酸型

表面活性剂 !5月桂酰5!5丙氨酸（盐）（677）的前体，

678 经水解可以获得 677’ 677 是一种具有良好的

抑菌、杀菌性能的表面活性剂，可广泛应用于食品、

化妆品、制药、矿物浮选以及纺织等领域［" a 4］’化学

法合成 !*月桂酰5!5丙氨酸（盐）通常采用如下路

线：首先将脂肪酸制备成脂肪酰氯，然后在室温下

用脂肪酰氯与氨基酸在碱性催化剂作用下进行反

应，得到脂肪酰基氨基酸盐，再经无机酸酸化提纯，

最后中和得到目的产物 ’该方法的优点是总产率较

高，但是污染较大，副产物多，产物色泽深 ’ 同时化

学合成品直接用于食品、化妆品和制药的安全性始
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终使人心存疑虑，希望能由天然产物或生物制品替

代之 ! 与化学法合成相比较，酶法合成具有反应条

件温和、底物转化率高、副反应少、安全性高等优

点 ! "#$%& ’()*+ 等［,］曾经报道了相关的研究，但只是

初步探讨了以一种固定化脂肪酶酶促合成 !"月桂

酰-!-丙氨酸（钠）的反应可能性，而且工艺条件未经

优化（加酶量与腈等重，相当于 . /// 0 1 2）!因此，作

者以月桂酸甲酯和!-氨基丙腈为原料，以异丙醚为

溶剂，选用几种脂肪酶为催化剂，合成 345，并对适

宜反应条件进行了系统研究 !

! 材料与方法

! "! 试剂与仪器

脂肪酶由下列单位赠送：#$%&’()(*&$ +,&(-%$.%*$
（荧光假单胞菌 563），橄榄油水解酶活 7/ /// 0 1 2，
4*#8& 公司；#$%&’()(*&$ $/（假单胞属 49），橄榄

油水解酶活 :; /// 0 1 2，4*#8& 公司；3+<#=$ 55>，

橄榄油水解酶活 ?// /// 0 1 2，@&A& @&BC+=% 公司；3+-
<#=$ D//"，橄榄油水解酶活 ,/ /// 0 1 2，@&A& @&BC+=%
公司；01*’2’1 1*31-.32.1（南极洲假丝酵母）E43-D，

D/ /// 0 1 2，北 京 中 科 院 微 生 物 研 究 所；01*’2’1
1*31-.32.1 E43-:，橄榄油水解酶活 . /// 0 1 2，@&A&
@&BC+=% 公司 !!-氨基丙腈，作者所在实验室自制；月

桂酸甲酯：皂化价 :,: ! D *2 1 2、酸价 F D *2 1 2，海盐

精细化工厂提供；异丙醚：4G，上海化学试剂公司提

供；其它分析试剂均为 4G 级 !!-氨基丙腈、月桂酸

甲酯、异丙醚在使用前均经 ? H 分子筛脱水 !
! "# 实验方法

! !# !! 345 的酶促合成 将精确称量的!-氨基丙

腈和月桂酸 甲 酯（除 特 别 说 明 外，原 料 摩 尔 比 为

*（!I 氨基丙腈）J *（月桂酸甲酯）K D J D）以及异丙

醚，适量水或不同 <L 值的缓冲液置于具磁力搅拌、

温控系统和回流冷凝装置的酶反应器中，混合均匀

并升温至预定的反应温度后加入一定量的脂肪酶，

控温反应一定时间 !反应结束后立即在体系中加入

异丙醇以终止反应 !
! !# !# !-氨基丙腈转化率的测定 本实验以!-氨
基丙腈的转化率来衡量酶促合成 345 的反应深度 !
在上述终止反应的产物中加入异丙醇，使反应产生

的产物沉淀溶解，抽滤除去酶粉 ! 在滤液中加入 ,
滴 / !:M的溴酚兰-异丙醇溶液指示剂，以盐酸异丙

醇标准溶液滴定至等量点，同时作空白实验进行对

照 !
! !# ! $ 345 得率的测定 用氯仿溶解反应生成的

345 沉淀 !过滤除去酶粉后，滤液用旋转蒸发器蒸除

氯仿等溶剂，所得白色固体用异丙醚洗涤，真空干

燥后称重 !

# 结果与讨论

# "! 酶种选择

为了选择对该反应具有良好催化能力的脂肪

酶，首先用表 D 中的 , 种脂肪酶催化合成 345!反应

条件为：4 K :? N，3 K :? O，* 5 * K D J D，底物质量浓

度 7; 2 1 3，加酶量 . /// 0 1 2，初始加水量与腈等重 !
反应结束后测定!-氨基丙腈的转化率，结果见表 D !

表 ! 不同脂肪酶的催化活性比较

%&’"! (&)&*+),- &-),.,),/0 12 013/ *,4&0/0

酶 种 氨基丙腈转化率 1 M

563 ;:!.

49 ,/!?

55> PD!,

D//" P/!P

E43-D QP!7

E43-: P,!7

实验结果表明：55>、D//" 、E43-D 和 E43-: 均

具有较好的催化活性 !在以下反应中以 E43-: 为酶

催化剂，在维持原料!-氨基丙腈仍具有较高转化率

的前提下将加酶量初步减小至 7 /// 0 1 2 !
# "# 底物质量浓度的选择

为了确定底物质量浓度对反应的影响，实验中

选择底物质量浓度分别为每升溶剂含 :/、7;、;/、./、

P/ 2!-氨基丙腈 !当底物质量浓度超过 7; 2 1 3 时，

反应过程伴有黄色粘状物生成，表明有副反应发

生 !其原因可能是因为!-氨基丙腈在溶剂不能完全

溶解而部分地以小液滴形式存在于体系中，在高温

下导致分解或聚合等副反应 ! 因此，实验中的底物

质量浓度确定为每升 7; 2 氨基丙腈（以下均以单位

2 1 3 表示）!
# "$ 初始加水量的影响

初始加水量对原料!-氨基丙腈转化率影响的

实验结果如图 D 所示 !
从图 D 可知，在初始加水量为!-氨基丙腈重的

/ R ,M 范围内，!-氨基丙腈转化率较高，并在初始

加水量为 ,M腈重时达到最大值 !此后，随着初始加

水量增加，!-氨基丙腈转化率逐步减小 !其主要原因

可能是因为体系中过量水的存在会导致脂肪酶催化

活性部分下降或丧失 !因此，进一步实验时反应体系

中最佳初始加水量暂取!-氨基丙腈质量的 ,M !
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图 ! 初始加水量对!"氨基丙腈转化率的影响

#$%&! ’(()*+ ,( -.+)/ *,0+)0+ ,0 +1) *,02)/3$,0 ,(!"
.4$0, 5/,5$,0$+/$6)

7 &8 59 值的影响

一般而言，!" 环境对酶的催化活性有一定影

响 #本实验分别以 !" 值为 $、%、& 的缓冲液代替上

述反应中所加的去离子水（’( 腈重），在相同反应

条件 下 测 定!)氨 基 丙 腈 的 转 化 率，结 果 分 别 为

’’ #’(，’$ #’( 和 ’$ # &(，而加去离子水的实验结

果为 %* #+( #以缓冲液代替去离子水导致!)氨基丙

腈转化率下降的原因可能是因为在弱酸性条件下，

一部分!)氨基丙腈以盐的形式存在，分子体积增大

因而不再适合做脂肪酶 ,-.)/ 的底物；而在弱碱性

条件下脂肪酶 ,-.)/ 的催化活性受到影响或抑制，

从而导致!)氨基丙腈转化率下降 # 因此，在以下反

应体系中仍然加入去离子水来维持酶的催化活性 #
7 &: 温度的影响

酶是一种对温度比较敏感的催化剂，温度升高

会使反应速度加快但也会引起酶失活 #特别是在水

环境中，有时温度的微小变动即可能导致酶催化活

性有较大的变化 # 在较高温度下，原料!)氨基丙腈

有可能会发生分解等副反应 # 因此，本实验分别考

察了酶催化温度对!)氨基丙腈转化率及对 .-0 得

率的影响，结果如图 /、图 + 所示 #
由图 / 和图 + 可以看出，反应温度接近 %*1时

!)氨基丙腈的转化率最高，且!)氨基丙腈的转化率

与目标产物 .-0 的得率具有良好的线性关系，说明

转化率与得率之间的差距主要是由洗涤过程中少

量 .-0 溶解于异丙醚所造成的 #这说明所选用的脂

肪酶 ,-.)/ 在 %* 1的异丙醚中仍然保持了良好的

催化活性 #因此，反应的最佳温度选定为 %* 1 #

图 7 温度对!"氨基丙腈转化率的影响

#$%& 7 ’(()*+ ,( +)45)/.+;/) ,0 +1) *,02)/3$,0 ,(!"
.4$0, 5/,5$,0$+/$6)

图 < 温度对 =>? 得率的影响

#$%&< ’(()*+ ,( +)45)/.+;/) ,0 +1) @$)6A ,( =>?

7&B 加酶量的影响

在以上实验以及 23456 789:; 等［’］的研究报道

中，加酶量均处于较高水平 # 为了提高酶促反应的

经济性，实验中考察了不同加酶量对!)氨基丙腈转

化率—时间关系曲线的影响，结果如图 $ 所示 #

图 8 加酶量对!"氨基丙腈转化率的影响

#$%&8 ’(()*+ ,( A,3.%) ,( )0C@4) ,0 +1) *,02)/3$,0 ,(!"
.4$0, 5/,5$,0$+/$6)

由图 $ 可以看出，加酶量为 $** 或 +** < = > 时，

/$ ? 后!)氨基丙腈平衡转化率与 /** < = > 的差别不
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大 !因此，反应的最适加酶量应选择为"## $ % & !
! "# 低加酶量下初始加水量校正

由于实验所用的酶具有一定的湿度，脂肪酶

’()*" 的含水量约为 "+（质量分数）!换言之，即体

系中的总水含量与加酶量有关 !当加酶量由 " ! " 节

中的 , ### $ % & 降至 "## $ % & 时，有必要对反应体系

的初始加水量进行校验，实验结果如图 - 所示 !

图 $ 低加酶量下初始加水量的影响

%&’"$ ())*+, -) ./,*0 +-1,*1, &1 2-.*0 3-4/’* -) 2&5/4*

由图 - 可以得出，在初始加水量 "+ . /+腈重

之间，当加酶量为 "## $ % & 时，!*氨基丙腈的转化率

变化不大 ! 由于在该反应中，水并不是反应过程所

必需涉及的中间产物或最终产物，其作用仅仅是为

了保持酶具有良好的催化活性 !为此目的需要的

水量通常较小，过量水的存在反而会导致酶催化活

性的下降或者丧失 ! 从这一角度出发，将反应体系

的初始加水量选择为 ,+腈重 !
! "6 底物对酶的抑制性

酶是一种选择性催化剂，对底物的性质（如酸

碱性、结构等）具有一定的要求，有些底物可能会造

成酶催化活性的降低甚至丧失 !本实验中分别用足

够量的!*氨基丙腈和月桂酸甲酯将 ’()*" 浸泡 0 1
后，用冷丙酮反复抽洗，再将此酶在低温真空下干

燥 !然后将上述处理过的 ’()*" 用于酶催化反应，

测定!*氨基丙腈的转化率并与空白反应结果对照，

!*氨基丙腈的相应转化率分别为 2" ! #+，32 ! "+和

3/ !3+ !可见底物!*氨基丙腈对 ’()*" 具有一定的

抑制性 ! 因此，反应加料顺序的选择应避免 ’()*"
与高浓度的!*氨基丙腈长时间地直接接触 !

7 结 论

445、0##6 、’()*0 及 ’()*" 均具有较好的催化

活性 ! 以 ’()*" 酶促合成 )(4 的最适反应条件为：

! 7 2# 8，" 7 "9 1，#（!*氨基丙腈）: #（月桂酸甲酯）

7 0:0，底物质量浓度 ,- & % )，加酶量 "## $ % &，初始

加水量为 ,+ 腈重 !底物!*氨基丙腈对 ’()*" 的催

化活性具有一定抑制性 !
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