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摘  要 : 展示酶的酵母细胞既具有固定化酶的优点，又有制备简单、成本较低的特点。采用表面展示南极假

丝酵母脂肪酶 B (Candida antarctica lipase B，CALB) 的毕赤酵母细胞催化合成己二酸二异辛酯 (Diisooctyl 

adipate，DIOA)，对该反应体系进行优化，并实现了初步工艺放大制备。经条件优化后，在 10 mL 反应体系中，

DIOA 的产率可达 85.0％。该工艺放大到 200 mL 反应体系时，DIOA 产率可达 97.8％。经减压蒸馏，DIOA 纯

度可达到 98.2％。该酵母表面展示脂肪酶在合成绿色润滑油己二酸二异辛酯中具有良好应用前景。 

关键词 : 酵母表面展示，南极假丝酵母脂肪酶 B，己二酸二异辛酯，绿色润滑油  

Synthesis of diisooctyl adipate catalyzed by lipase-displaying 
Pichia pastoris whole-cell biocatalysts 
Na Zhang, Zi Jin, Ying Lin, Suiping Zheng, and Shuangyan Han 

School of Bioscience and Bioengineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, Guangdong, China 

Abstract:  An enzyme-displaying yeast as a whole-cell biocatalyst is an alternative to immobilized enzyme, due to its 
low-cost preparation and simple recycle course. Here, lipase-displaying Pichia pastoris whole-cell was used as a biocatalyst 
to synthesize diisooctyl adipate in the non-aqueous system. The maximum productivity of diisooctyl adipate was obtained 
as 85.0% in a 10 mL reaction system. The yield could be reached as high as 97.8% when the reaction system was scaled up 
to 200 mL. The purity obtained is 98.2% after vacuum distillation. Thus, the lipase-displaying P. pastoris whole-cell 
biocatalyst was promising in commercial application for diisooctyl adipate synthesis in non-aqueous phase. 

Keywords:  Candida antarctica lipase B, lipase-displaying Pichia pastoris, diisooctyl adipate, green lubricant oil 

生物育种与工艺优化
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己二酸二异辛酯  (Diisooctyl adipate，DIOA) 

的热稳定性及低温性能好、闪点高、粘度指数高、

挥发性低，是具有良好生物降解性能及良好润滑

性能的绿色润滑油基础油 [1]。利用化学催化剂和

传统加热方法合成 DIOA，反应温度较高，物料

容易氧化，催化剂自身也容易溶解或分散于物料

中，得到的产品存在颜色深、酸值高、品质低等

问题[2]。 

采用脂肪酶作为催化剂，具有专一性与选择性

较好，反应条件温和，产品质量好等优点。近年

来，国内外已有一些用脂肪酶合成己二酸酯的研

究[3-4]。其中，商品化脂肪酶反应效率高，易于回

收，但价格昂贵。利用酵母表面展示技术，外源脂

肪酶可借助锚定于细胞壁的载体蛋白固定在酵母

细胞表面，类似于酶的固定化[5]。但酿酒酵母表面

展示酶存在反应时间长、效率低的问题[5]。采用毕

赤酵母能够高效地表达外源蛋白，且其高密度发酵

工艺成熟，易得到大量展示有 CALB 的酵母细胞，

经过冷冻干燥或喷雾干燥即可作为生物催化剂进

行使用[6]。 

本研究采用实验室自制的表面展示 CALB 的

毕赤酵母细胞为催化剂合成 DIOA，初步探索该合

成反应的最优工艺条件。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
酵母表面展示脂肪酶为本实验室自制[8]。己二

酸二异辛酯购于西格玛奥德里奇 (上海) 贸易有限

公司，其他试剂均为市售分析纯试剂。 

1.2  方法 
1.2.1  酵母表面展示脂肪酶的制备 

按照文献[7]进行。 

1.2.2  酵母表面展示脂肪酶和底物的水活度预

平衡 

按照文献[8]进行。 

1.2.3  酯化反应及产率的计算 

所有反应均在恒温振荡摇床中进行，首先以一

定的摩尔比将己二酸和异辛醇加入 50 mL 具塞三

角瓶中，再加入一定体积的有机溶剂，充分混和后

加入一定质量的酵母表面展示脂肪酶，在特定的温

度下反应 48 h，摇床转速为 200 r/min。用气相色谱

测定酯化反应的产率。反应初速度的计算及 200 mL
的放大反应按照文献[11]进行。 

产 率 = (mol)
(mol)

物质在反应中实际生成量

物质在反应中理论生成量

某
某

×  

100％。 

己 二 酸 的 收 率 = (mol)
(mol)

己二酸二异辛酯的量

己二酸的量
 

×100％。 

产品纯度= (g)
(g)

己二酸二异辛酯的量

产品的质量
×100％。 

1.2.4  气相色谱分析 

采用安捷伦 7890A 气相色谱仪 (氢火焰离子

检测器，DB-FFAP 毛细管柱)。分析条件：载气 (氮

气) 流速 20 mL/min，干燥空气流速 400 mL/min，
氢气流速 30 mL/min。柱温设定采用程序升温：

100 ℃维持 1 min，然后分别以 20 /min℃ 升温至

160 ℃维持 2 min，再以 80 /min℃ 升温至 240 ℃维

持 5 min。进样器温度 250 ℃，检测器温度为 300 ℃。

采用外标法测定酯的含量，每个样品重复测定 3次。 

1.2.5  减压蒸馏 

采用旋转蒸发仪，设定压力为 60 mmHg，油浴

温度 100 ℃，转速 100 r/min，蒸馏 20 min。 

2  结果与分析 

2.1  溶剂对己二酸二异辛酯产率的影响 
脂肪酶的催化活性和催化特异性与溶剂的性

质有关，通常有机溶剂的 log P 越大，脂肪酶的合

成活性和稳定性越高。当溶剂 log P＜2，溶剂极性

较强，易夺取酶分子的必需水，从而影响酶的分子

构象，造成酶的失活[9]。 
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不同 log P 值的有机溶剂体系对酵母表面展示

脂肪酶合成 DIOA 的影响见表 1。结果表明，当溶

剂 log P 在 3.5~5.1 这个范围内时，DIOA 的产率较

高。综合考虑溶剂的毒性及后续产品纯化难度，选

择正庚烷为合成 DIOA 的溶剂。 

2.2  醇酸摩尔比对己二酸二异辛酯产率的影响 
适当提高异辛醇的添加量，有利于反应平衡向

生成 DIOA 的方向移动。酸醇摩尔比对反应的影响

如图 1 所示，可知醇酸摩尔比为 3.5∶1 时，酵母表

面展示脂肪酶合成 DIOA 的产率达到最高，酸醇摩

尔比继续提高，DIOA 产率基本不变，但将提高生 

表 1  溶剂对 DIOA 产率的影响 
Table 1  Effect of different organic solvents on yield 
of DIOA 

Organic solvent log P Yield (%) 

Acetone −0.23  0.4±0.1 
Tert-butanol  0.30  1.2±0.9 
Ethyl acetate  0.73  1.8±0.2 
Tert-amylalcohol  1.10  1.6±0.1 
Toluene  2.50  7.3±3.2 
n-hexane  3.50 35.1±4.0 
n-heptane  4.00 43.5±3.1 
Isooctane  4.30 42.0±2.1 
Nonane  5.10 37.5±1.2 

Reaction conditions: adipic acid 0.2 mol/L, molar ratio of iso-octyl 
alcohol to adipic acid fixed to 2:1, displayed lipases 0.3 g, 0.6 g 
molecular sieve.   

 
图 1  底物醇酸摩尔比对 DIOA 产率的影响 
Fig. 1  Effect of the initial mole ratio of iso-octyl alcohol 
to adipic acid on yield of DIOA. Reaction conditions: 
adipic acid 0.2 mol/L, 0.3 g displayed lipases, 0.6 g 
molecular sieve, 55 ℃. 

产成本和产物分离的难度。因此，异辛醇和己二酸

的最优摩尔比为 3.5∶1。 

2.3  底物浓度对己二酸二异辛酯产率的影响 
底物浓度对酯化反应的影响由图 2所示，DIOA

产率先随着底物浓度的增加而增大，当己二酸浓度

增加到 0.2 mol/L 时，产率达到最大值，己二酸浓

度继续增加，产率则呈现下降趋势。因此该反应的

最优己二酸浓度为 0.2 mol/L。 

2.4  酶量对己二酸二异辛酯产率的影响 
对于酶促反应，提高酶的添加量，可使酶与底

物接触的机率增加，提高催化速度。但当酵母表面

展示脂肪酶的添加量过大时，容易造成细胞聚集，

阻碍底物与酶活性位点的接触[10]。从图 3 可知，以 

 

图 2  底物浓度对 DIOA 产率的影响 
Fig. 2  Effect of different adipic acid concentration on 
yield of DIOA. Reaction conditions: molar ratio of iso-octyl 
alcohol to adipic acid fixed to 3.5:1, 0.3 g displayed lipases, 
0.6 g molecular sieve, 55℃. 

 

图 3  酵母表面展示脂肪酶浓度对 DIOA 产率的影响 
Fig. 3  Effect of the concentration of lipase on yield of 
DIOA. Reaction conditions: adipic acid 0.2 mol/L, molar 
ratio of iso-octyl alcohol to adipic acid fixed to 3.5: 1, 0.6 g 
molecular sieve, 55 ℃. 
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毕赤酵母展示脂肪酶作为催化剂催化合成 DIOA，

其最优添加量为 0.4 g。 

2.5  水活度对己二酸二异辛酯产率的影响 
微量的水分在维持酶结构和构象方面起着重

要的作用。可使酶分子有足够的“柔性”，处于催

化作用所必需的构象状态[11]。 

由表 2 可知，经 MgCl2 饱和溶液 (aw=0.33) 处
理后的酵母表面展示脂肪酶合成 DIOA 的产率最

高，可能是由于该水活度条件下，酶分子处于催化

作用所必需的最佳构象。而水活度过高，会导致细

胞聚集影响传质。 

2.6  分子筛对己二酸二异辛酯产率的影响 
水是酯化反应中的副产物，反应体系中水的积

累不利于反应向合成 DIOA 的方向进行。因此，应

将多余的水从反应体系中除去。本研究采用分子筛

作为脱水剂，其成本低且易于分离和回收。分子筛

添加量对己二酸二异辛酯产率的影响如图 4 所示，

则该反应最优的分子筛添加量为 0.8 g。 

2.7  反应温度对己二酸二异辛酯产率的影响 
温度是酶催化反应的重要影响因素，可以影响

酶的活性、稳定性以及反应的热力学参数[12]。在不

同温度下进行酯化反应，结果如图 5 所示，当反应

温度由 50 ℃升高到 70 ℃，反应初速度也随之提高， 

表 2  酵母表面展示脂肪酶的水活度对 DIOA 产率的影响 
Table 2 Effect of different initial water activities of 
displayed lipases on yield of DIOA 

aw Salt solution Yield (%) 

- Blank 79.4 
0.06 NaBr 69.8 
0.11 LiCl 73.7 
0.33 MgCl2 81.6 
0.53 Mg(NO3)2 71.9 
0.75 NaCl 68.1 
0.97 K2SO4  4.6 

Reaction conditions: adipic acid 0.2 mol/L, molar ratio of iso-octyl 
alcohol to adipic acid fixed to 3.5:1, 0.4 g displayed lipases, 0.6 g 
molecular sieve, 55 ℃. The enzyme, substrates and solvents were 
pre-equilibrated separately with the water vapour of saturated salt 
solution. 

 
图 4  分子筛添加量对 DIOA 产率的影响 
Fig. 4  Effect of the concentration of molecular sieve on 
yield of DIOA. Reaction conditions: adipic acid 0.2 mol/L, 
molar ratio of adipic acid to iso-octyl alcohol fixed to 1:3.5, 
0.4 g displayed lipases, 55 ℃. 

 
图 5  温度对己二酸二异辛酯产率的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on yield of DIOA. Reaction 
conditions: adipic acid 0.2 mol/L, molar ratio of iso-octyl 
alcohol to adipic acid fixed to 3.5:1, displayed lipases 0.4 g 
(аw=0.33), 0.8 g molecular sieve.  

可能是较高的温度有利于分子扩散。反应 48 h 时，

DIOA 的产率随着温度的升高而增加，55 ℃时达到

最高产率 85.0％，当温度超过 55 ℃，DIOA 的产率

开始下降，可能是由于较高的温度造成了酶的部分

失活[8]。因此反应最佳温度为 55 ℃。 

2.8  反应的初步放大与产品分离 
采用以上各因素优化条件，在搅拌反应装置

中，将反应体系放大到 200 mL，对规模制备进行

初步探索。结果表明，表面展示脂肪酶的酵母细胞

可高效催化合成 DIOA，其产率可达 97.8％。经减

压蒸馏提纯产品，己二酸收率达 91.6％，产品己二
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酸二异辛酯纯度达 98.2％。 

3  结论 

通过对几个影响酯化反应因素的考察，得出酵

母表面展示脂肪酶合成 DIOA 的最佳工艺条件。在

10 mL 反应体系中，以正庚烷为溶剂，反应初始水

活度为 0.33，己二酸浓度为 0.2 mol/L，底物醇酸

摩尔比为 3.5:1，添加 0.8 g 分子筛及 0.4 g 酵母表

面展示脂肪酶，55 ℃反应 48 h 后，DIOA 产率可达

85.0％。将反应放大到 200 mL，DIOA 产率可达

97.8％。经减压蒸馏后，DIOA 纯度为 98.2％。 
采用毕赤酵母表面展示脂肪酶作为催化剂，可

以较好地合成 DIOA，且后期产物分离难度低；反

应条件温和，不仅避免了对反应设备的腐蚀，更节

省了大量的设备维护和运行费用。采用优化后的工

艺条件，在搅拌反应装置中，实现了反应体系放大。

表明该表面展示脂肪酶具有用于酶法合成高质量

的绿色润滑油生产的潜力。 
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