
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 202111243976.8

(22)申请日 2021.10.26

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 113684231 A

(43)申请公布日 2021.11.23

(73)专利权人 华南理工大学

地址 510640 广东省广州市天河区五山路

381号

(72)发明人 李志刚　方颖琳　刘佳琴　杨博　

王永华　陈华勇　

(74)专利代理机构 广州市华学知识产权代理有

限公司 44245

代理人 宫爱鹏

(51)Int.Cl.

C12P 7/6436(2022.01)

C12P 7/6472(2022.01)

C12P 7/62(2022.01)

(56)对比文件

CN 101457240 A,2009.06.17

赵泽普.基于三液相体系的多酶级联催化制

备高纯度手性扁桃酸的研究.《中国优秀硕士学

位论文全文数据库工程科技I辑》.2021,(第2

期),第B016-646页.

陈华.三液相界面酶催化体系的构建及催化

特性研究_陈华.《中国优秀硕士学位论文全文数

据库基础科学辑》.2019,(第1期),第A006-524

页.

审查员 陈盛峰

 

(54)发明名称

一种多液相酶法酯化合成酯类物质的方法

(57)摘要

本发明属于生物工程领域，公开了一种多液

相酶法酯化合成酯类物质的方法，包括如下步

骤：(1)在脂肪酶酶液中加入亲水性溶剂和可溶

性盐，充分混合；(2)在上述混合溶液中加入有机

醇和C4以上的有机酸，构成三液相体系，于搅拌

条件下，进行酯化反应；（3）反应结束后，静置或

离心分层，收集上层产物酯。与传统酯化过程中

产生的水严重抑制反应不同，本发明三液相中富

含的水对酯化反应没有明显抑制作用，无需在酯

化过程中加入除水剂或真空等条件下除去多余

的水分子，减少操作复杂性。本发明催化酯化更

快，酯化平衡时间更短，一般只需6h，而传统酶法

通常需12h以上。而且三液相体系中，酶可富集在

其中一相以便于分离和重新使用。
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1.一种多液相酶法酯化合成酯类物质的方法，其特征在于，包括如下步骤：

  (1)在脂肪酶酶液中加入亲水性溶剂和可溶性盐，充分混合；

  (2)在上述混合溶液中加入有机醇和C4以上的有机酸，构成三液相体系，于搅拌条件

下，进行酯化反应；

（3）反应结束后，静置或离心分层，收集上层产物酯。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤(1)所述亲水性溶剂为PEG‑200，PEG‑

400，PEG‑600，PEG‑2000，聚丙二醇，[BMIM]PF6中的一种或两种以上。

3.根据权利要求2所述方法，其特征在于，步骤(1)所述的脂肪酶为Lipase  AYS，Lipase 

AY  30，CALB，TL100L，浓度100‑1000U/ml；所述可溶性盐为硫酸钠、硫酸铵、碳酸钠、磷酸二

氢钾和磷酸氢二钾中的一种或两种以上。

4.根据权利要求3所述方法，其特征在于，步骤(2)所述C4以上的有机酸为丁酸、辛酸、

癸酸、月桂酸、油酸、亚油酸、棕榈酸、硬脂酸中的一种或两种以上；所述有机醇为甲醇、乙

醇、异丙醇、丁醇、辛醇、月桂醇。

5.根据权利要求1~4任意一项所述方法，其特征在于，步骤(1)所述可溶性盐，亲水性溶

剂与酶液的质量比分别为0.2~0.6，0.2~0.6。

6.根据权利要求5所述方法，其特征在于，步骤(1)所述可溶性盐，亲水性溶剂与酶液的

质量比为0.2~0.4，0.2~0.3。

7.根据权利要求5所述方法，其特征在于，步骤(2)所述的有机酸和有机醇的摩尔比为

0.3~3；所述有机醇与混合溶液的质量比为1~20%。

8.根据权利要求7所述方法，其特征在于，步骤(2)中，碳数C<4的有机醇加入量不超过

混合溶液质量的15%。

9.根据权利要求8所述方法，其特征在于，步骤(2)所述有机酸和有机醇先溶于疏水性

溶剂，再加入混合溶液中，所述疏水性溶剂为正己烷，异辛烷，石油醚。

10.根据权利要求1~4任意一项所述方法，其特征在于，步骤(2)所述酯化反应的温度为

20‑50℃，转速为100‑1000转/分钟，反应时间为0.2~10h。
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一种多液相酶法酯化合成酯类物质的方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物工程领域，涉及到酶的分离与应用技术，特别涉及到利用脂肪酶

进行有机醇和有机酸的酯化方法。

背景技术

[0002] 有机酯类是一类重要的化工原料及中间体，在溶剂，燃料，添加剂等领域具有重要

作用。例如，脂肪酸烷基酯可用作合成高级表面活性剂，以及高级润滑油和燃料的添加剂、

乳化剂制品、香料的溶剂等，对日用化工方面有突出的贡献。又如，脂肪酸甲酯或乙酯即生

物柴油，具有燃料性能好、生物可降解能力、原料来源广泛等特点，可作为一种减少空气污

染物排放的可再生绿色能源。再如，蔗糖脂肪酸酯等可用作食品乳化剂；而含特殊结构的酯

例如类黄酮脂肪酸酯，大豆黄素脂肪酸酯等则在医药领域有着重大的作用。

[0003] 通常酯化反应是将醇和酸脱水生成酯的过程，通常在醇中比较容易发生，而在富

含水的环境中酯化产率会有所下降。传统方法进行化学酯化需要浓酸或碱以及一些盐酸

盐，磺酸盐等酸性盐作为催化剂。采用浓酸或浓碱作为催化剂对环境污染比较大，生产工艺

较为复杂，对设备腐蚀严重。同时反应还需要高温条件，如CN105555920B公开的需要200~
350℃进行酸和醇的酯化，对能源损耗较为严重。反应过程中加入的酸碱催化剂大部分不可

回收，生产成本高，催化过程中有大量的废气废渣产生，易造成环境污染，工业化应用受到

极大的影响。

[0004] 酶催化酯化相比较于化学法酯化，具有反应条件温和，专一性强，催化效率高等优

点。但是，由于酶催化酯化更容易受到产物水的影响，总体产率不高。富含水的环境往往会

抑制正向的酯化反应并且促使逆向的水解反应进行(Biocatalysis  and  Agricultural 

Biotechnology,  20:101221‑101221）。为了提高酯化率，通常需要在反应中及时除去生成

的水，例如真空下连续除水，或者是在反应中加入分子筛除水，来减少副反应酯水解的产

生，操作较为复杂，酶易失活，导致其工业应用极为困难。因此，近年来，开发高水环境下酶

的酯化应用一直是研究的热点，但总体进展甚微，大量的研究均指向，高水环境下，这类酶

更倾向于高速水解酯类，而非合成。如本课题组前期的研究开发了三液相体系，作为一种新

型、高效，酶可回用的酶催化体系，但在该体系中，含有较多的水，一直以来的研究均认为其

只能用于酯的高速水解反应(CN109295030A，Chemical  Communications,  2015,  51(65): 

12943‑12946)。

发明内容

[0005] 本发明针对有机酸和有机醇酯化过程中的副产物水影响催化效率，导致逆向的水

解反应发生，开发一种在高水环境下进行脂肪酶高效催化有机酯类的合成方法。
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[0006]

[0007] 本发明在聚合物或离子液体的三液相体系中，当参与反应的酸为C4以上的有机酸

时，酶能够在该类高水环境下，实现该类酶催化酯化反应的高效催化。该体系反应不但可以

减少水的抑制，提高酯化效率，而且可以实现催化剂酶的高效回用。

[0008] 本发明的目的通过以下技术方案实现：

[0009] 一种多液相酶法酯化合成酯类物质的方法，包括如下步骤：

[0010] （1）在脂肪酶酶液中加入亲水性溶剂和可溶性盐，充分混合；

[0011] （2）在上述混合溶液中加入有机醇和C4以上的有机酸，构成三液相体系，于搅拌条

件下，进行酯化反应；

[0012] （3）反应结束后，静置或离心分层，收集上层产物酯。

[0013] 优选地，步骤(1)所述亲水性溶剂为PEG‑200，PEG‑400，PEG‑600，PEG‑2000，聚丙二

醇，[BMIM]PF6中的一种或两种以上。

[0014] 优选地，步骤(1)所述的脂肪酶为Lipase  AYS，Lipase  AY  30，CALB，TL100L，浓度

100‑1000U/ml；所述可溶性盐为硫酸钠、硫酸铵、碳酸钠、磷酸二氢钾和磷酸氢二钾中的一

种或两种以上。

[0015] 本发明的有机酸不包括碳数为1~3的甲酸，乙酸，丙酸。优选地，疏水性强的长链脂

肪酸酯化效果优于低碳数的脂肪酸。步骤(2)所述C4以上的有机酸为丁酸、辛酸、癸酸、月桂

酸、油酸、亚油酸、棕榈酸、硬脂酸；所述有机醇为甲醇、乙醇、异丙醇、丁醇、辛醇、月桂醇。

[0016] 优选地，步骤(1)所述可溶性盐，亲水性溶剂与酶液的质量比分别为0.2~0.6，0.2~
0.6。更优选地，步骤(1)所述可溶性盐，亲水性溶剂与酶液的质量比为0.2~0.4，0.2~0.3。

[0017] 优选地，步骤(2)所述的有机酸和有机醇的摩尔比为0.3~3；所述有机醇与混合溶

液的质量比为1~20%，更优选5~10%。

[0018] 优选地，步骤(2)中，碳数C<4的有机醇加入量不超过混合溶液质量的15%。加入C4

以下的醇会部分或全部溶在中相和下相，过量加入会有沉淀析出并且最终变成只有两液

相，从而影响三液相的形成。因此，本发明中限制碳数C<4的醇的添加量，可以防止加入过多

的亲水性醇造成体系成相的破坏。

[0019] 优选地，步骤(2)所述有机酸和有机醇先溶于疏水性溶剂，再加入混合溶液中，所

述疏水性溶剂为正己烷，异辛烷，石油醚。

[0020] 优选地，步骤(2)所述酯化反应的温度为20‑50℃，转速为100‑1000转/分钟，反应

时间为0.2~10h；更优选，反应温度为25‑40℃，转速为100‑300转/分钟，反应时间为0.5‑5h。

[0021] 木本油指山茶油，核桃油等木本植物所产生的油；所述的油酸、亚油酸、棕榈酸、硬

脂酸等是木本油中常见的中长链脂肪酸。本发明对木本油水解产生的混合脂肪酸进行酯

化，酯化效率较高，说明本发明对木本油中长链脂肪酸的酯化具有通用性。

[0022] 与现有技术相比，本发明的有益效果在于：

[0023] （1）与传统酯化过程中产生的水严重抑制反应不同，本发明三液相中富含的水对

酯化反应没有明显抑制作用，无需在酯化过程中加入除水剂或真空等条件下除去多余的水
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分子，减少操作复杂性；

[0024] （2）本发明催化酯化更快，酯化平衡时间更短，一般只需6h，而传统酶法通常需12h

以上。而且三液相体系中，酶可富集在其中一相以便于分离和重新使用。

附图说明

[0025] 图1为加入不同质量分数甲醇的成相效果图，a~f对应的甲醇质量分数分别为0、

5%、10%、13%、16%、20%。

具体实施方式

[0026] 下面结合具体实施例对本发明作进一步具体描述，但本发明的实施方式不限于

此，对于未特别注明的工艺参数，可参照常规技术进行。

[0027] 本实施例中所用的Lipase  AYS、Lipase  AY30(Candida  rugosa  lipases)购于日

本天野公司，酸和醇可从商业途径购得，CALB购于北京高瑞森公司，TL100L购于诺维信公

司。

[0028] 实施例1

[0029] 在0.90g  AYS酶液(200U/ml)中，加入0.3g的(NH4)2SO4和0.3g  PEG400，充分混合。

向上述溶液中加入0.1g完全水解的核桃油产生的游离混合脂肪酸，以及2倍摩尔量的甲醇，

0.032g，形成三液相体系。将上述反应于37℃，200rpm摇床中反应2h，离心或静置回收产物

酯，酯化效率为32.67%。

[0030] 对照例1

[0031] 加入0.90g  AYS酶液(200U/ml)，0.1g的完全水解的核桃油产生的游离混合脂肪酸

和2倍摩尔量的甲醇，0.032g，于37℃，200rpm摇床中反应2h，酯化效率为仅7.21%。

[0032] 实施例2

[0033] 在3.9g  AY30酶液(200U/ml)中，加入0.96g的Na2SO4和1.14g  PEG600，充分混合。向

上述溶液中加入0.4g的完全水解的山茶油产生的游离混合脂肪酸，以及等摩尔的正丁醇，

形成三液相体系。将上述反应于37℃，200rpm摇床中反应2h，离心或静置回收产物酯，酯化

效率为75.80%。

[0034] 对照例2

[0035] 加入3.90g  AY30酶液(200U/ml)，0.4g完全水解的山茶油产生的游离混合脂肪酸

和等摩尔量的正丁醇，0.032g，于37℃，200rpm摇床中反应2h，酯化效率仅为21.16%。

[0036] 实施例3

[0037] 在3.9g  AYS酶液(400U/ml)中，加入0.96g的Na2SO4和1.14gPEG600，充分混合。向上

述溶液中加入8%(w/w)共轭亚油酸，即0.48g，以及等摩尔的丁醇，形成三液相体系。将上述

反应于37℃，200rpm摇床中反应2h，离心或静置回收产物酯，单个异构体c9,t11‑的酯化效

率为84.18%。

[0038] 对照例3

[0039] 加入3.9g  AYS酶液(400U/ml)，0.5g共轭亚油酸和等摩尔的丁醇，反应于37℃，

200rpm摇床中反应2h，单个异构体c9,t11‑的酯化效率仅为61.86%。

[0040] 实施例4
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[0041] 在3.9gAYS酶液(600U/ml)中，加入0.96g的(NH4)2SO4和1.14g  PEG600，充分混合。

向上述溶液中加入8%(w/w)的辛醇，即0.48g，以及等摩尔的共轭亚油酸，形成三液相体系。

将上述反应于37℃，200rpm摇床中反应2h，离心或静置回收产物酯，单个异构体c9,t11‑的

酯化效率为89.74%。

[0042] 对照例4

[0043] 加入3.9g  AY30酶液(600U/ml)，0 .48g辛醇和等摩尔的共轭亚油酸，于37℃，

200rpm摇床中反应2h，单个异构体c9,t11‑的酯化效率仅为45.30%。

[0044] 实施例5

[0045] 在3.6g  CALB酶液(600U/ml)中，加入1.2g的Na2SO4和1.2g  PEG400，充分混合。向上

述溶液中加入约7%(w/w)的十二醇，即0.4g，以及1.5倍摩尔量的丁酸0.28g，形成三液相体

系。将上述反应于37℃，200rpm摇床中反应3h，离心或静置回收产物酯，酯化效率为80.45%。

[0046] 对照例5

[0047] 加入与上述实施例5中等量的CALB酶，0.4g十二醇以及0.28g丁酸，在相同条件下，

酯化效率仅为11.71%。

[0048] 实施例6

[0049] 在0.9g  AY30酶液(400U/ml)中，加入0.24g的(NH4)2SO4和0.285g  [BMIM]PF6，充分

混合。向上述溶液中加入0.2g共轭亚油酸，以及等摩尔的辛醇，形成三液相体系。将上述反

应于37℃，200rpm摇床中反应0.5h，离心或静置回收产物酯，单个异构体c9,t11‑的酯化效

率为58.21%。

[0050] 对照例6

[0051] 加入与上述实施例6中等量的AY30脂肪酶，50μL的超纯水，0.2g共轭亚油酸，以及

等摩尔辛醇，在相同条件下，单个异构体c9,t11‑的酯化效率仅为9.62%。

[0052] 实施例7

[0053] 在3.6g  CALB酶液(500U/ml)中，加入1.2g的(NH4)2SO4和1.2g  PEG600，充分混合。

向上述溶液中加入1mL正己烷(其中溶解了0.3g的十二醇，0.15g丁酸),形成三液相体系。将

上述反应于37℃，200rpm摇床中反应3h，离心或静置回收产物酯，酯化效率为84.83%。

[0054] 对照例7

[0055] 加入1mL正己烷，0.3g的十二醇，0.15g丁酸，与上述实施例7中等量的CALB脂肪酶，

在相同条件下，酯化效率仅为30.92%。

[0056] 实施例8

[0057] 在0.975gAY30酶液(400U/ml)中，加入0.24g的(NH4)2SO4和0.285g  PEG2000，充分

混合。向上述溶液中加入6.5%(w/w)的辛醇，即约0.1g，以及等摩尔的共轭亚油酸，形成三液

相体系。将上述反应于37℃，200rpm摇床中反应0.5h，离心或静置回收产物酯，单个异构体

c9,t11‑的酯化效率为61.6%。

[0058] 实施例9

[0059] 本实施例与实施例4的区别在于：

[0060] 采用的醇为异丙醇，单个异构体c9,t11‑的酯化效率为63.58%。

[0061] 实施例10

[0062] 本实施例与实施例4的区别在于：
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[0063] 采用的醇为乙醇，单个异构体c9,t11‑的酯化效率为59.85%。

[0064] 实施例11

[0065] 本实施例与实施例4的区别在于：

[0066] 采用的醇为甲醇，单个异构体c9,t11‑的酯化效率为51.78%。

[0067] 实施例12

[0068] 在0.9gAY30酶液(400U/ml)中，加入0.3g的(NH4)2SO4和0.3g  PEG600，充分混合。为

了使相界面和相变化更加清晰明了，加入溴甲酚绿对中间相进行染色，以便观察相的变化。

以甲醇加入量为例，对碳数C<4的有机醇的质量分数上限进行研究。如图1所示，甲醇加入量

为0、5%、10%、13%时，能够形成三液相体系。如图1中的e和f所示，当甲醇加入量为体系的质

量分数16%和20%时，已析出沉淀。因此，本发明限定碳数C<4的有机醇不超过混合溶液质量

的15%，若超出上限，则不构成本发明所述的三液相体系，不符合本发明要求。

[0069] 对照例8

[0070] 在0.9g  AY30酶液(400U/ml)中，加入0.24g的(NH4)2SO4和0.285g  [BMIM]BF4，充分

混合。向上述溶液中加入0.2g共轭亚油酸，以及等摩尔的辛醇，形成三液相体系。将上述反

应于37℃，200rpm摇床中反应0.5h，离心或静置回收产物酯，单个异构体c9,t11‑的酯化效

率仅为5.13%。

[0071] 对照例9

[0072] 在0.9g  AY30酶液(400U/ml)中，加入0.24g的(NH4)2SO4和0.285g  PEG400，充分混

合。向上述溶液中加入0.2g辛醇，以及等摩尔的乙酸，形成三液相体系。将上述反应于37℃，

200rpm摇床中反应2h，离心或静置回收产物酯，酯化效率仅为1.62%，基本不反应。

[0073] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图1
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