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有机介质中酶催化合成己酸乙酯的研究

曾家豫 1 ,2，周兴辉 1，张 继 1 ,2，唐 功 1，高亚娟 1

(1.西北师范大学生命科学学院，甘肃 兰州      730070；2.甘肃省高分子材料重点实验室，甘肃 兰州      730070)

摘    要：本实验研究了有机介质中 CRL 脂肪酶催化己酸与无水乙醇合成己酸乙酯的酯化反应条件，并利用红外光

谱、GC-MS、气相色谱等现代方法对合成的产物进行了表征。结果显示，合成的产物为己酸乙酯，其纯度为 96.91%，

分子量 144。酯化反应在以正庚烷为反应介质，反应温度为 311K，己酸与无水乙醇的摩尔比为 1:1.3，己酸浓

度为 0.2mol/L 的条件下，反应 24h 后，转化率达到 94.6%。
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Abstract ：The synthesis of ethyl caproate catalyzed by candida rugosa lipase (CRL) in organic solvents was investigated, and

the effects of reaction time, organic solvent, substrate concentration, and the molar ratio of acid to alcohol on ethyl caproate

synthesis were examined systematically. Moreover, the structure, purity and molecular weight of the synthesized product were

also characterized by IR, GC and GC-MS. The experimental results showed that the synthesized product is ethyl caproate, its

molecular weight is 144, and its purity reaches 96.91%. When the esterification is carried out with the molar ratio of acid to ethanol

of 1:1.3 at 38 ℃ for 24 h by using n-heptane as reaction medium, the yield of the esterification reaches 94.6%.
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己酸乙酯常用作烟草香精，也是浓香型曲酒的主体

香味成分。己酸乙酯不仅用途广泛，用量也较大，仅

浓香型白酒用的己酸乙酯产量在全国就达 3000 吨左右，

产值上亿 [ 1 ]。目前己酸乙酯的生产通常采用化学合成

法，即在无机催化剂存在下进行合成，如用硫酸或对

甲苯磺酸作催化剂[2]进行合成。但是化学合成法存在诸

多缺点，比如副反应多，后处理困难，产品质量低等。

近年来，通过生物催化合成短链芳香酯已成为研究热

点，多种低分子量芳香酯已成功合成[ 3 -5 ]。生物方法生

产的芳香酯在美国的联邦法规和许多文献中都被认为是

天然产物[ 6 -7 ]。生物合成酯的方法主要有两种，第一种

方法是微生物合成法，这种方法也存在着产物浓度低，

生产周期较长，且产品不易分离等缺点，较难适应大

规模的工业生产[8]。第二种方法是酶催化合成法，这是

一种适合工业化生产的合成途径。酶能在常温、常压、

中性 pH 值等温和条件下高度专一有效地催化底物发生反

应[ 9 ]。常温、常压、p H 值接近中性的条件对设备要求

不高，能耗也低，符合国家大力提倡的降能减污的要

求。另外酶法生产副反应少，产生的三废也很少，对

环境友好。目前，酶法合成己酸乙酯发展迅速，1991 年

荷兰的 Unochema International 公司推出“Bioester”的

系列生物酯商品[10]，批次生产规模已上几吨。国内也开

始关注这方面的研究[11 ]。

脂肪酶在有机相中催化化学反应也是近来发展起来

的新技术，1985 年，Klibanov 等[12]发现脂肪酶在近乎

无水的环境下仍然可以表现出一定的催化活性，基于

此，脂肪酶在有机相中催化得到了迅速的发展。现在，

它已经被广泛应用于有机合成、食品、精细化工甚至

分析检测领域中[ 1 3 -1 5 ]，体现出了巨大的优势。

本实验主要研究加酶量、有机介质、底物浓度、
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物料比和反应时间等因素对酶催化法合成己酸乙酯的影

响，探讨和优化酶催化反应条件，以期提高酶催化法

合成己酸乙酯的转化率。并利用红外光谱、GC-MS 定

性检测等手段对合成的产物进行表征。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

1.1.1 材料与试剂

假丝酵母玫瑰脂肪酶(Candida rugosa lipase type Vll，
EC3.1.1.3)    Sigma 公司。

乙醇、正己酸(分析纯)    天津信达试剂公司；其他

试剂均为分析纯或化学纯。所有试剂使用前都用 3A 分

子筛处理，使其脱去水分。

1.1.2 仪器与设备

NEXUS 670型傅立叶变换红外光谱仪(FT-IR )    美国

Nicolet 公司；HP5890GC-5988MS 色质联用仪    美国惠

普(HP)公司；GC-2010 气相色谱仪    日本岛津公司。

1.2 方法

1.2.1 酯化反应

取 100ml 的具塞三角瓶，在瓶中加入一定量的正己

酸、乙醇和 15ml 正庚烷及酶粉组成反应体系 (体系中己

酸和乙醇的浓度分别为 0.2、0.26mol/L)，在 311K，150r/min
的条件下旋转振荡反应 2 4 h，每隔 6 h 取样检测。

1.2.2 脂肪酶活力的测定

脂肪酶的水解活性采用乳化橄榄油法测定[16]。

1.2.3 酯化反应转化率的测定

采用中和滴定法，定时吸取一定量的反应液，过

滤，准确移取 0.5ml 加入到 50ml 锥形瓶中，加 10ml 水
稀释。然后加两滴酚酞指示剂，用 0.025mol/L NaOH 滴

定，记录消耗的 NaOH 体积(V1)。移取尚未反应的溶液

0.5ml，用同样方法测定反应前溶液消耗的 NaOH 体积

V 0，并计算酯合成转化率。

酯合成转化率(%)=(V0 － V1)/V0 × 100

1.2.4 产物的分离纯化

将反应液收集，抽滤除去反应液中的酶粉。然后

向滤液中加入 0.06mol/L 的 Na2CO3 溶液，混匀之后将混

合液加入到分液漏斗中，静置、分层，除去下层溶液，

保留上层液。这样连续操作 2～3 次，除去残余的己酸

和乙醇，剩余的溶液即为正庚烷和己酸乙酯。大气压

1.0 × 101.325kPa，温度 100℃，使用硅油浴加热，为

使硅油受热均匀，采用电磁搅拌器搅拌，在单口圆底蒸

馏烧瓶中加入上述剩余的溶液，然后进行精馏，得到产

品己酸乙酯，当温度升高到 100℃以上时停止精馏。

1.2.5 产物表征

1.2.5.1 气相色谱 - 质谱分析

采用 HP5890GC-5988MS 色质连用仪，色谱柱 HP-5
(50m × 0.25mm，320μm)，接口温度 250℃，离子源温

度 210℃，电离方式EI，扫描质量范围(质荷比)33～500amu。

1.2.5.2 红外光谱分析

采用溴化钾压片法。

1.2.5.3 气相色谱分析

采用 GC-2010FID 检测器；SE-30 毛细管柱(15m ×

0.25mm，0.25μm)；载气为氮气(纯度 99.99%)；检测器

温度 1 8 0℃，柱温 1 2 0℃。

                         样品乙酸乙酯峰面积百分比
纯度(%) = ————————————————×100
                       1 －溶剂正庚烷峰面积百分比

2 结果与分析

2.1 加酶量对酶催化酯合成反应的影响

图1   加酶量对酶催化酯化反应的影响

Fig.1   Effects of CRL amount on esterification
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图 1 为在以 15ml 庚烷作溶剂，己酸浓度为 0.20mol/L，
己酸与乙醇摩尔比为 1:1.3，311K 时反应 24h 的结果。在

酶量较少(少于 250U)时随着加酶量的增大转化率逐渐升

高，在酶量达到(250U)后转化率达到最大，随着酶量的

增加，转化率不再升高。这是由于在酶含量较低时，

底物相对酶比较充足，酶被充分利用，底物迅速转化

为产物，故转化率随着酶量的增加而增加；当酶量增加

到一定的量(大于 250U)时，酶相对于底物过剩，转化

率不再升高。

2.2 底物浓度对酶催化酯合成反应的影响

底物浓度(mol/L) 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
转化率(%) 79.3 85.2 91.3 89.4 85.6

表1   底物浓度对酶催化反应的影响

Table 1  Effects of concentration of caproic acid and ethanol (their
concentration ratio is 1:1) on esterification

注：反应条件：己酸:乙醇 = 1 : 1；有机溶剂 1 5 m l 正庚烷；加酶量：

250U；反应温度：311 K；摇床转速：150r / min；反应时间：24 h。
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表 1 结果显示，在其他条件不变的情况下，己酸

与乙醇的浓度在 0.10～0.20mol/L 的范围内转化率逐渐升

高；当己酸与乙醇的浓度均为 0.20mol/L 时，己酸乙酯

的转化率达到最高；当己酸与乙醇的浓度在 0.20～0.30mol/L
的范围内转化率逐渐降低。这是因为该反应属于可逆反

应，随着底物浓度的增加，使得整个平衡向正反应(酯
合成反应)方向移动，转化率随着底物浓度的增加而升

高；当底物浓度增加到一定值(底物浓度大于 0.20mol/L)
时，底物对酶蛋白的抑制作用占了优势，使酯合成转

化率随底物浓度的增加而降低。所以底物浓度应取

0.20mol/L 为宜。

2.3 底物的摩尔比对酶催化酯合成反应的影响

己酸浓度 (mol/L) 乙醇浓度(mol/L) 己酸与乙醇摩尔比 转化率(%)
0.24 0.20 1.2:1 63.4
0.20 0.20 1:1.1 89.7
0.20 0.26 1:1.3 91.8
0.20 0.30 1:1.5 86.5
0.20 0.40 1:2 55.2
0.20 0.60 1:3 43.2

表2   底物摩尔比对酶催化酯化反应的影响

Table 2   Effects of mole ratio of caproic acid to ethanol on
esterification

图 2 结果显示，当己酸与乙醇摩尔比在 1.2:1～1:1.3
的范围内时转化率逐渐升高；在酸与醇摩尔比为 1:1.3 时

转化率达到最高；当酸与醇摩尔比在 1:1.3～1:3 的范围内

转化率逐渐降低。所以在 1.2:1～1:3 范围内酸与醇摩尔

比以 1:1.3 为最佳。这是因为一元酸与一元醇参加的酯化

反应，两种底物的摩尔比在理论上应为 1:1，但由于该

反应是典型的可逆反应，通常要加大一种底物的量来促

使反应向正方向进行，所以增大反应物摩尔比可增大平

衡转化率。但该反应属于酶催化反应，两底物中，酸

过量(酸醇比为 1.2:1)对酯合成不利，这与酸对酶的抑制

作用有关；当醇适当增加(酸醇比为 1:1.3)时，酯合成转

图3 有机溶剂对酶催化酯化反应的影响

Fig.3   Effects of various organic solvents on esterification
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化率明显增大，但如果醇的量过较大(酸醇比大于 1 :2 )
时，由于醇的抑制作用加强使转化率反而降低，所以

酸醇物质的量比宜取 1:1.3。
2.4 有机溶剂对酶催化酯合成反应的影响

图4   温度对酶催化酯化反应的影响

Fig.4   Effects of reaction temperature on esterification
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图 4 结果显示，在反应温度为 303～311K 的范围内，

酯合成转化率逐渐升高；在反应温度为 311～323K 的范

围内，酯合成转化率逐渐降低；在 311K 时酯合成转化

率达到最大。故己酸与乙醇酯合成最适温度为 311K。这

是因为从化学平衡来考虑，对一般的反应在较低温度下

从图 3 中可以看到，在四种有机溶剂中环己烷的效

果最差，正己烷和异辛烷效果较好，正庚烷效果最好，

故溶剂宜选正庚烷。这是因为脂肪酶在有机溶剂中的活

性大小与溶剂的疏水性大小有关，有些研究表明，溶

剂的 LogP 值越高脂肪酶的催化能力越强[17-18]，这是因为

强极性溶剂易夺取酶分子表面所吸附的必需水分子层,使
酶失活 [ 1 9 ]。正己烷、环己烷、正庚烷和异辛烷这四种

溶剂中，LogP 值高低顺序是：异辛烷>正庚烷>正己烷>
环己烷，这与实验结果基本一致。在实验中也发现正

庚烷作溶剂的效果好于异辛烷，这是因为在溶剂的

LogP 值很大时，溶剂对水的溶解度很低，微量的水就

能使溶剂饱和，反应生成的水超过溶剂的溶解能力后会

游离出来，聚集在酶的周围，使酶催化剂的传质性能

下降，导致转化率降低。

2.5 反应温度对酶催化酯化合成反应的影响
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图2   底物摩尔比对酶催化酯化反应的影响

Fig.2   Effects of mole ratio of caproic acid to ethanol on
esterification

有机溶剂为 15ml 正庚烷；加酶量 250U；反应温

度 311K；摇床转速 150r/min；反应时间 24h。
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(298K)温度越高，反应速率越大，在一定的时间(24h)内
转化率越高。但由于酯化反应是可逆反应，其逆反应

(水解反应)是吸热反应，如果温度过高(超过 323K 时)，
平衡会向吸热反应(水解反应)方向移动，使转化率降

低。另一方面，该反应是酶催化反应，随着温度的升

高，酶蛋白逐渐变性而失活，引起酶反应转化率下降。

所以反应温度应以 313K 为宜。

2.6 反应时间对酶催化酯合成反应的影响

图5   反应时间对酶催化酯化反应的影响

Fig.5   Effects of reactionon time on esterification
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在实验所得的条件下，进行酯合成反应，每隔 6 h
取样测定转化率，得到酯合成时间曲线(图 5) 。由图 5
可知，在上述反应条件下，酯合成转化率随时间增加

而迅速上升，24h 后达到最大值 94.6% 之后，之后随着

反应时间的延长转化率不再明显增加。所以反应时间应

确定为 2 4 h。
2.7 酶催化酯化反应产物的表征

2.7.1 红外光谱检测

 图6  产物的红外吸收图谱

Fig.6  IR spectrum of esterification product

90
80
70
60
50
40
30
20
10

3000 2000 1000

透
光
率

(%
)

波数(cm-1)

由图 6 可知：3600cm-1 附近无乙醇的 -OH 特征吸收

峰，1680cm-1 与 3200cm-1 附近亦无己酸的羰基及羟基的

特征吸收峰。故可以判断己酸、乙醇已除去。此外，

在 2958.41cm-1 处还出现甲基(CH3 －)的收缩吸收峰，2869.35
cm-1 处出现亚甲基(－ CH2 －)的伸缩吸收峰，1738.47cm-1 处

出现饱和脂肪酯(C=O)的强伸缩吸收峰，以及 1177.15cm-1

处出现脂肪酯( C － O )的强伸缩吸收峰，故认为有酯生

成。产物的红外光谱图与标准红外光谱图 6 基本一致，

可以确定产物为己酸乙酯。

GC-MS 定性检测取相同体积的标准品和分离纯化后

的产物，把二者分别溶于相同体积的正庚烷中，混匀，

进行气相色谱检测。

2.7.2 GC-MS 检测

图7  产物的GC-MS定性分析

Fig.7   Qualitative determination of esterification product by GC-MS

8000

6000

4000

2000

0 37

离
子
流
强
度

(%
)

质荷比(amu)
34 46 58 70 82 94 104

41
45

53
55

60

65

7073

80

88

93

99

400
350
300
250
200
150
100

50
0

106 118 130 142 154 166 178 188

115
离
子
流
强
度

(%
)

质荷比(amu)

117

129
144

所测样品己酸乙酯 C8H16O2 的分子量为 144。基准峰

m/z88 相当于从分子离子中失去质量 56，这表明从分子

离子失去一个丁烯分子，可以推知裂解过程中羰基发生

麦克拉夫悌重排失去丁烯。从 m/z99(M-45)峰的丰度及存

在 m/z45 峰来看应为乙氧基，样品应为乙酯。而图 7 中

的确有这个乙酯 m/z73 峰。另外，羰基发生γ裂解，该

裂解若α及β碳上无取代时将产生 M-43 离子，m/z101。
m/z115 是 m/z101 的高一级同系物，它的形成要求整个戊

基为直链，因而可以推测化合物为己酸乙酯。

2.7.3 气相色谱检测

取相同体积的标准品和分离纯化后的产物，把二者分

别溶于相同体积的正庚烷中，混匀，进行气相色谱检测。

图8   标准品的气相色谱图

Fig.8   GC spectrum of standard ethyl caproate sample
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由出峰时间可知，图 8 中的 1 号峰和图 9 中的 2 号

峰均为溶剂正庚烷，图 8 中的 3 号峰和图 9 中的 4 号峰

均为己酸乙酯。由图 9 可以看出产品的气相色谱图中杂

质峰很小，故样品的纯度很高。通过表 2 峰面积百分比

(溶剂正庚烷不计算在内)可以计算得到样品的纯度为 96.
9 1 % 。

3 结  论

脂肪酶 CRL 在烷烃中催化合成己酸乙酯的最适反应

条件如下：正庚烷为溶剂，反应温度 311K，加酶量为

250U，反应时间 24h，吸水剂加入量为 20mg/ml，己

酸与乙醇摩尔比为 1:1.3，己酸浓度为 0.2mol/L。在优化

条件下，己酸转化率达到了 94.6%，比文献[8]应用 CRL
脂肪酶催化己酸乙酯的合成提高了。同时对产物进行了

分离提纯，得到了纯度较高的产品，能够适应于一般

的用途。并用红外光谱、气质连用、气相色谱等现代

方法对产物己酸乙酯的结构和纯度进行了表征，为酶催

化己酸乙酯的工业生产提供了一定的科学依据。

图9   产品的气相色谱图

Fig.9   GC spectrum of ethyl caproate product
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峰号 保留时间 (min) 峰面积(μV·min) 峰高(μV) 峰面积百分比(%)
1 0.724 4323285.0 1168344.6 0.4133
2 0.818 387804737.4 253152088.0 74.1477
3 1.054 1850963.7 926605.4 0.3539
4 1.237 128871348.5 55122603.3 25.0533
5 1.563 166220.5 64074.6 0.0318

表2   产物气相色谱图数据

Table 2  Determination data of GC spectrum of ethyl caproate
product
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