
!"卷#期
#$$!年%月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
&’()!"*’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$!

收稿日期：#$$$0$10$1，修回日期：#$$$0!!0##。

基金项目：国家自然科学基金资助项目（#22$%$$3）。

" 联系作者。 45(：1306%!01637"6$；8,9：1306%!01636!3"；:0;,<(：.’(<=!>?@)5?@).A

脂肪酶在微乳液和微乳液凝胶中催化辛酸辛醇的酯化反应

周国伟! 黄锡荣! 李越中# 李干佐!" 胡 玮#
!（山东大学胶体与界面化学教育部重点实验室 济南 #6$!$$）

#（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 #6$!$$）

关键词 油包水微乳液，酶催化，固定化酶，微乳液凝胶，动力学

中图分类号 B371C!# 文献标识码 D 文章编号!$$$0%$3!（#$$!）$#0$##70$7

脂肪酶在合成反应中具有很高的区域选择性和立体选

择性，已广泛用于食品工业和药物工业［!，#］，在有机介质中

的脂肪酶催化反应已有较多研究［%，7］。微乳液一般由表面

活性剂、助表面活性剂、油和水等组份组成，它是一种热力学

稳定、光学透明、宏观均匀而微观不均匀的体系，能提供酶催

化所需要的巨大油／水界面［6］。而将脂肪酶增溶于油包水

（E／B）微乳液中的纳米级“水池”中，可使酶以分子水平分
散［3］，图!（,），从而可用来模拟细胞微环境中的反应。油包
水微乳液中的酶可通过加入明胶而制成固定化酶，含明胶的

微乳液凝胶（+FG>）最早是由H,5-<AI［"］等于!213年制备
的，其结构可看作是油包水微乳液镶嵌在明胶／水的网络

中［3，1］，图!（J），所制得的 +FG>在非极性有机溶剂中很稳
定，含酶的+FG>在有机溶剂中可用作固相催化剂。

图!（,）增溶酶的油包水微乳液结构和

（J）含明胶的微乳液凝胶结构
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本文研究了DB4／异辛烷／水形成的油包水微乳液中解
脂假丝酵母脂肪酶!+$3#3+,#4(,2/#0+,(<M,>5（QR脂肪酶）催
化辛酸和辛醇的酯化反应，研究了动力学机理，并确定了动

力学常数；同时研究了含明胶的+FG>中固定化QR脂肪酶
催化酯合成的性能。

! 材料和方法

!)! 材料

!+$3#3+,#4(,2/#0+,(<M,>5（QR脂肪酶）购于无锡酶制剂
厂，酶比活力11@／;I；#0乙基己基琥珀酸酯磺酸钠（DB4）购
于K<I;,公司；明胶（F(’’;%$$）购于K<I;,公司；异辛烷为
分析纯，进口分装，北京益利精细化学品有限公司；水为%次
蒸馏水；其它试剂均为国产分析纯，所有有机溶剂用前均经

7S分子筛干燥。

!)" 方法

!#"#! 油包水微乳液和含酶 +FG>的制备：首先配制

$C!;’(·RT!和$C%1;’(·RT!DB4／异辛烷本体溶液，加入MH
U")!"的磷酸缓冲液使最终含水量 5$（5$U［H#B］／
［DB4］）分别为!$和!"，摇动数秒钟后可成透明的微乳液,
和J。+FG>中固定化酶的制备是根据文献［3］制备的。在

#6;R烧杯中称取明胶$C7"I，加水$C3I，室温溶胀!/后于

66V水浴加热搅拌，同时加入预保温的含!$$;IQR脂肪酶
的微乳液J!C"!I，继续搅拌使其冷却至室温，即得应力较好
的%C%%.;%凝胶，贮存于T#7V冰箱备用，用时用解剖刀切
成大小均匀的!$小块。+FG>的组成为6（I）／7（.;%）：明
胶!7W、水#7W、DB41C2W、QR脂肪酶%W，其它为异辛
烷。

!#"#" E／B微乳液和+FG>中的酶催化反应：在6$;R带
塞三角瓶中加入!$;R含不同辛酸、辛醇的微乳液,，!$$;I
QR脂肪酶，在%"V下，!6$-／;<A振荡反应，于反应转化率达
到!$W左右时取样!;R，加#;R7（丙酮）X7（乙醇）U!X!
的溶液终止反应，以酚酞为指示剂，用$C$6;’(／R*,BH滴



定，以求反应初速度［!］。反应初速度定义为：!"#每分钟每
毫克酶脂肪酸减少的摩尔浓度。$%&’中固定化酶的催化
反应是在(")*带塞三角瓶中加入+")*含等摩尔酸和醇
的异辛烷溶液，及上述制备的$%&’，于,"-，+(".／)/0振荡
反应。123后停止反应，反应完后需再用()*异辛烷将

$%&’浸泡1次，每次+3，将其吸附的未反应的少量脂肪酸
浸泡出来，浸泡后的$%&’则重新贮存于412-冰箱留待下
次重复使用，检测同上。转化率定义为脂肪酸减少的毫摩尔

数／反应初始时脂肪酸毫摩尔数。

! 结果与讨论

!"# $／%微乳液中&’脂肪酶催化动力学参数的求算
对双底物的酶催化反应动力学机理可在固定其中一种

底物浓度不变，改变另一种底物浓度测得其初速度来研究，

可分为序列机制（5678609/:;）和乒乓机制（</0=><?0=）。通过
作反应初速度和底物浓度的双倒数图，即［!"］4+!［"］4+，
可以区别这两种机制，序列机制中所有直线相交于纵轴左侧

一点，而在乒乓机制中所有直线是平行的［+"］。［!"］4+!
［"+］4+图称作一级图形，将一级图形得到的@轴截矩再对

不同的［"1］4+作图得到二级图形，由二级图形的截矩和斜
率可分别求得+／!):A和#)1／!):A，!):A为反应的最大速度，

#)1为第二底物的米氏常数。

微乳液中辛酸与辛醇合成反应是在［B*脂肪酶］#
+")=·)*4+，［辛酸］#"C"2!"C1")?;·*4+，［辛醇］#"C"2
!"C1")?;·*4+中进行的。其结果列于图1!(。图1（:）为
不同辛醇浓度下反应初速度随辛酸浓度的变化，图1（D）为
初速度与辛酸浓度的双倒数图，图,为由图1（D）各直线外
推到@轴所得截矩对辛醇浓度倒数的二次作图。图2（:）为
不同辛酸浓度下反应初速度随辛醇浓度的变化，图2（D）为

图1（:）油包水微乳液中一定辛醇浓度下酯化反应

初速度与辛酸浓度的关系和（D）酯化反应初速度与

辛酸浓度的双倒数图

E/=C1（:）FGG6H9?G?H9:0?/H:H/IH?0H609.:9/?0?0936

/0/9/:;.:96?G6’96./G/H:9/?0I696.)/06I:9G/A6I

H?0H609.:9/?0?G+>?H9:0?;/0J／K)/H.?6)8;’/?0:0I
（D）I?8D;6.6H/L.?H:;L;?9?G936/0/9/:;.:96?G

6’96./G/H:9/?0M6.’8’?H9:0?/H:H/IH?0H609.:9/?0
（［NKO］#"C+)?;·*4+，［B**/L:’6］#+")=·)*4+，$"#+"）

初速度与辛醇浓度的双倒数图，图(为由图2（D）各直线外
推到@轴所得截矩对辛酸浓度倒数的二次作图。图1（D）和
图2（D）中各直线相互平行，表明微乳液中B*脂肪酶催化辛
酸辛醇的酯化反应符合双底物乒乓（</0=><?0=）%/>%/机制。
根据此机制，酶首先与辛酸结合成酶>辛酸复合物，此复合物
进一步转变成酰基酶中间体并释放出水，辛醇再与此中间体

结合形成辛酸辛酯［(］。由图,和图(两直线斜率和截矩可
求出反应的最大速率!):A#2CP"!QR+"4S)?;（*4+·)/04+·

)=4+），米氏常数分别为：#)酸#2C!,++R+"41)?;·*4+，

#)醇#2CPS,"R+"41)?;·*4+。

图, 图1（D）@轴截矩与辛醇浓度倒数的二次作图

E/=C, 56H?0I:.TL;?9?GE/=C1（D）/096.H6L9’

M6.’8’.6H/L.?H:;+>?H9:0?;H?0H609.:9/?0

图2（:）油包水微乳液中一定辛酸浓度下酯化反应初速度

与辛醇浓度的关系和（D）酯化反应初速度与

辛醇浓度的双倒数图

E/=C2（:）FGG6H9?G+>?H9:0?;H?0H609.:9/?0?0936/0/9/:;

.:96?G6’96./G/H:9/?0I696.)/06I:9G/A6IH?0H609.:9/?0?G

?H9:0?/H:H/I/0J／K)/H.?6)8;’/?0:0I（D）I?8D;6.6H/L.?H:;

L;?9?G936/0/9/:;.:96?G6’96./G/H:9/?0M6.’8’

+>?H9:0?;H?0H609.:9/?0
（［NKO］#"C+)?;·*4+，［B**/L:’6］#+")=·)*4+，

$"#+"）
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图! 图"（#）$轴截矩与辛酸浓度倒数的二次作图

%&’(! )*+,-./0123,4,5%&’("（#）&-4*0+*246

7*06860*+&20,+/3,+4/-,&+/+&.+,-+*-40/4&,-

!"! #$%&中固定化酶的催化反应
将酶固定在9:;6中以后，底物和产物由于受分配效应

和扩散效应的影响而使得它们在9:;6中的微环境和宏观
油相间产生了不等分配。对不含酶的9:;6做空白实验发
现，大约<=>&-以后，油相中底物酸的浓度不再变化，此时我
们可以认为底物在9:;6相和油相中的分配效应和扩散效
应达到平衡，即认为9:;6对底物和产物有吸附性，且此效
应与底物浓度有关，因此每次反应完后，均需用异辛烷浸泡，

以使吸附的底物和产物浸泡出来。

!’!’( 酸和醇的碳原子数对酯合成转化率的影响：图?为

=@A>,3·BCA不同碳原子数（!）的酸（D-CAEF-CADGGE）与

=@A>,3·BCA辛醇反应F"H后的转化率。由图看出，碳原子数
较少（!!I）的酸与AJ辛醇反应转化率较低。但在用=@A>,3
·BCA辛酸与=@A>,3·BCA不同碳链的伯醇反应时，发现伯醇的
碳原子数对酯化反应转化率影响不大，结果见表A。

图? 不同碳链的酸与辛醇反应转化率的关系

%&’(? K*0+*-4/’*,5*64*0&5&+/4&,-+,-7*06&,-,5/+&.L&4H

AJ,+4/-,37*0686+/0#,--8>#*06,5,0’/-&+/+&.

表( )’(*+,·-.(辛酸与)’(*+,·-.(不同碳链的

伯醇反应的转化率

/01,2( /324+5627&8+5+9+4:05+84048;<8:3

0,=>,0,4+3+,&（)"(*+,·-.(2043）

/3+,H,3 AJ,+4/-,3 AJH*24/-,3 AJH*M/-,3 AJ2*-4/-,3AJ#84/-,3

+,-7*06&,-／N OI(< OI(A OI(< OI(" OI(<

PH*0*/+4&,-+,-.&4&,-6/0*.*6+0&#*.&->*4H,.6(

!’!’! 9:;6中固化酶的操作稳定性：固定化酶的操作稳
定性是合成过程很重要的参数。在F=.内同一固定化酶连
续反应A=次，其酯化反应转化率仍能达到最初转化率的

Q=N，其结果见表F。

表! )’(*+,·-.(辛酸与)’(*+,·-.(辛醇反应的次数与转化率

/01,2! /324+5627&8+5+9+4:05+84048;05;(?+4:05+,（)"(*+,·-.(2043）0:7@55@*127&

R8--8>#*06 A F < " ! ? I O Q A=

+,-7*06&,-／N OI(< OO(! OO(I OO(I OO(Q OO(I O=(" IO(A O=(! IQ(O

PH*0*/+4&,-+,-.&4&,-6/0*.*6+0&#*.&->*4H,.6(

表明反应过程中没有酶的泄漏。反应进行多次后转化

率有所降低，可能是由于酯化反应形成的副产物水进入微乳

液“水池”，使微乳液含水量 "=增大，超过酶催化所需的最
佳含水量范围，从而引起酶活力的降低，转化率下降［!］。
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’###期 周国伟等：脂肪酶在微乳液和微乳液凝胶中催化辛酸辛醇的酯化反应




