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摘 要： 以毕赤酵母展示的南极假丝酵母脂肪酶 B为催化剂，己酸和丁醇为反应底物，合成葡萄酒用香料己酸丁
酯。结果表明，酵母展示脂肪酶是合成己酸丁酯的良好催化剂，其最适催化工艺条件为：酸醇物质的量比为 1∶1.2，催
化剂展示脂肪酶用量为 2 %，反应时间为 4 h，酯化率可达 97.2 %。
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Abstract：Lipase B displayed on the surface of Candida antarctica was used as catalyst with hexanoic acid and butyl alcohol as reaction substrate
to synthesize butyl hexanoate. The experimental results suggested that yeast surface-displayed lipase was a good catalyst and the optimum techni-
cal conditions were summed up as follows: molar ratio of hexanoic acid to butyl alcohol was 1∶1.2, the use level of catalyst was 2 %, the reaction
time was 4 h, and esterification rate reached up to about 97.2 %.
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己酸丁酯天然存在于酒类、干酪、番茄等柔软水果及
橙汁、啤酒等中，具有葡萄酒似香气，其中伴有青香、蜡
香，味觉上有甜菠萝蜜味、略带发酵过的水果风味。 己酸
丁酯作为食品用香料， 主要用于葡萄酒中所含香精的配
制[1-2]。 随着人们生活水平的不断提高，己酸丁酯作为葡
萄酒的调香香料，不仅能提高产品的质量档次，赋予酒体
自然感，而且更能适应消费者的口味，进而增强产品的市
场竞争力。相关己酸丁酯的合成研究甚少，目前工业上常
采用化学催化合成法 [3]如浓硫酸催化酯化反应，导致大
量废液排放，严重污染环境，并且所得产品质量不理想，
后处理繁琐。
近年来， 通过生物酶法催化合成带芳香气味的短链

酯已成为研究热点[4-5]。 酶法所产芳香气味的酯类在美国
联邦法规中被认为是天然产物 [6]，生物酶法合成己酸丁
酯具有反应条件温和， 固定化酶尤其是利用微生物细胞
展示的酶具备不溶于有机溶剂、可重复多次使用、热稳定
性高、副产物少、对环境友好等[7]优点。 已成功用于多种

短链脂肪酸酯的催化合成并取得了一定的成果[8]。 目前，
利用细胞展示酶来催化合成己酸丁酯在国内外还未见相

关研究报道。 本实验根据脂肪酶在非水相中可催化合成
短链芳香酯的特性，首次尝试以正己烷为溶剂，己酸和丁
醇为底物， 结合本实验室已构建酵母展示脂肪酶为催化
剂，催化合成己酸丁酯，并初步对其催化合成的条件进行
优化。

1 材料与方法

1.1 材料
展示 CALB 的毕赤酵母全细胞催化剂为本实验室

自制， 采用吸光光度法测定其酶活力为 210.7 U/ (g-dry
cell)；己酸、正丁醇均为分析纯，购于国药集团；化学试剂
正己烷(色谱纯)、对硝基苯酚丁酸酯(p NPB)购于 Sigma
公司； 其他试剂均为分析纯， 反应前先用分子筛除水。
HZQ-Q型恒温水浴振荡器，哈尔滨东联电子技术开发有
限公司。
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1.2 实验方法
1.2.1 酵母展示脂肪酶催化剂的制备
将发酵液以 4℃、6000 r/min 离心 10 min， 弃上清

液，收集细胞，用 pH8.0、50 mmol/L的磷酸缓冲液清洗 3
次并重悬，真空冷冻干燥约 24 h。 产品为微黄色、颗粒均
匀的酵母菌体干粉。
1.2.2 CALB酶活力的测定
采用吸光光度法测定脂肪酶活力 [9]。 用 pH7.5、

50 mmol/L 磷酸缓冲液配制浓度为 2 mmol/L 的 p NPB
作为酶反应的底物，其中添加 0.5 %的 TritonX-100。 在
0.5 mL浓度为 2 mmol/L的底物溶液中加入 0.5 mL适当
浓度的酶粉重悬液，37℃下反应一定时间，在 405 nm 处
测定反应液的吸光值。每个样品均测定 3个平行样，以不
添加酶粉作空白对照。 酶活力定义：1 min内水解底物生
成 1 μmol对硝基苯酚所需的酶量为 1个酶活力单位。
1.2.3 酯化反应
在 50 mL 具塞三角瓶中加入一定量的正己烷，分

别加入己酸、正丁醇和一定量的酵母冻干粉，在 45℃、
200 r/min摇床中反应。 当反应时间为 1 h 时， 分别加入
0.6 g 3A分子筛，并定时(1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h)取样测
定底物酸的转化率。 再以不同有机溶剂作为反应体系中
的溶剂，分别反应一定时间并测其酯化率。
1.2.4 底物转化率和反应效率的计算
反应一定时间后， 取出 150 μL反应液置于 1.5 mL

离心管中，4℃、5000 r/min离心 5 min，取上清液 100 μL。
酸值的测定按照 GB1668—81 方法进行，酯化率计算：酯
化率 =(1-反应后的酸值)/反应前的酸值×100 %。

2 结果与分析

2.1 催化剂用量对酯化率的影响
固定己酸的用量为 0.1 mol，丁醇为 0.12 mol，再加

入 10 mL 正己烷作为反应溶剂， 改变展示脂肪酶的用
量，反应温度 45℃，反应 4 h，其酯化率见图 1。

图 1表明， 酵母展示脂肪酶对己酸和丁醇的酯化反

应有良好的催化活性。随着催化剂用量的增加，酯化率不
断提高，2 %用量时，酯化率为 93.2 %。 继续增加催化剂
用量，酯化率变化不大，故最适催化剂用量为 2 %。
2.2 反应底物配比对酯化率的影响
固定己酸的用量为 0.1 mol，丁醇过量，催化剂量为

2 %，正己烷 10 mL，反应 4 h，反应温度 45℃，考察不同
反应物配比对酯化率的影响，结果见表 1。

表 1表明，丁醇用量对反应的酯化率有较大的影响。
增加丁醇用量时， 酯化率随之提高。 当反应物配比为 1∶
1.2 时，酯化率可达 97.2 %；继续增加丁醇用量，酯化率
有所降低，故最适酸醇物质的量比为 1∶1.2。
2.3 反应时间对酯化率的影响
固定己酸的用量为 0.1 mol，丁醇为 0.12 mol，酵母

展示脂肪酶用量为 2 %， 有机溶剂为正己烷， 反应温度
45℃，测定不同反应时间的酯化率，结果见图 2。

由图 2可知， 随着反应时间的延长， 酯化率逐渐提
高。 当反应时间达到 4 h，再增加反应时间对酯化率无太
大影响，因此最佳反应时间为 4 h。
2.4 有机溶剂对酯化率的影响
固定己酸的用量为 0.1 mol，丁醇为 0.12 mol，酵母展

示脂肪酶用量为 2 %，反应温度 45℃，反应时间为 4 h；
分别以正丙烷、正丁烷、正戊烷、正己烷、正庚烷及环己烷
为溶剂，测定酯化率，结果见图 3。
由图 3可知，不同的有机溶剂随着碳链加长，其酯化

率逐渐提高，以正己烷的效果最佳，再增加碳链长度或者
改变其形态后会降低其酯化率。因此，最佳反应有机溶剂
为正己烷。

3 结论

酵母展示脂肪酶催化合成己酸丁酯，其催化活性良

图 1 展示脂肪酶的用量对酯化率的影响
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图 2 反应时间对酯化率的影响
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1.正丙烷；2.正丁烷；3.正戊烷；4.正己烷；5.正庚烷；6.环己烷
图 3 不同有机溶剂对酯化率的影响

好、反应时间短、酯化率高、后处理简单、对环境无污染，
因而具有较高的工业应用价值。 适宜的工艺条件为：酸
醇的量比为 1 ∶1.2，催化剂用量 2 %，有机溶剂为正己
烷 10 mL， 反应时间 4 h， 在此条件下酯化率最高可达
97.2 %。
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贵州习酒成为本届中国-东盟博览会唯一指定白酒

本刊讯：中国自古有以酒会友、酒宴宾客的传统，中国-东盟博览会作为中国与东盟合作平台，承载着加强中

国与东盟礼仪文化交流的使命。据悉，2012年 9月 12日，中国-东盟博览会秘书处举行新闻发布会，宣布贵州茅

台酒厂（集团）习酒有限责任公司荣膺中国-东盟博览会战略合作伙伴，贵州习酒成为本届博览会唯一指定白酒。

中国-东盟博览会秘书处副秘书长王雷表示，2012是中国-东盟友好合作年，博览会指定的白酒，将作为推进中国

和东盟互通的重要文化使者，助力第九届中国-东盟博览会。(小小 )
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