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摘要:通过比较 ７ 种不同来源的产脂肪酶菌种催化性能ꎬ选用性能较好的 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 细胞催化 α－蒎烯

的环氧化反应合成 ２ꎬ３－环氧蒎烷ꎬ利用单因素试验法研究了反应过程中反应时间、Ｈ２Ｏ２ 体积分数、细胞质量、束酸剂物质的

量、辛酸浓度对反应的影响ꎬ随后采用正交试验法优化工艺条件ꎮ 结果表明ꎬ最优的工艺反应条件为:反应时间为 １２ ｈ、双氧水

与蒎烯摩尔比为 ７􀆰 ５ ∶ １、细胞质量为 ３５０ ｍｇ、束酸剂物质的量为 ３􀆰 ５ ｍｍｏｌ、辛酸浓度为 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ此条件下 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ
ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 细胞催化 α－蒎烯环氧化反应的转化率为(９７􀆰 ９±０􀆰 ９)％ꎬ收率为(８５􀆰 ４±１􀆰 １)％ꎮ
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　 　 我国是世界上产松节油最多的国家之一ꎬ而广

西松节油产量位居全国第一ꎬ但国内松节油的深加

工水平却较低ꎬ总产值仅为 ２５ 亿元ꎬ远低于美国等

发达国家[１－２]ꎮ 占松节油质量 ７５％以上的 α－蒎烯

作为合成香料和精细化工的原料ꎬ被研究最多的是

蒎烯环氧化反应[３]ꎬ其产物 ２ꎬ３－环氧蒎烷作为合成

香料中间体可以合成许多具有特殊功能且价格昂贵

的香料或精细化学品[４]ꎮ
α－蒎烯的环氧化主要有化学法与生物酶催化

法ꎮ 虽然化学法反应速率快、成本较低ꎬ但副反应较

多ꎬ对设备腐蚀性大ꎬ并且严重污染环境[５]ꎮ 而生

物酶法相对而言具有反应条件温和、选择性高、副反

应少、绿色环保的特点引起了学者们的重视[６－７]ꎮ
目前多种脂肪酶具有催化过水解反应能力ꎬ考虑到

反应系统中高浓度 Ｈ２Ｏ２ 和蒎烯的存在会使酶的稳

定性变差ꎬ故脂肪酶需经固定化后才适合利用[８]ꎮ
但固定化脂肪酶催化蒎烯环氧化反应的瓶颈是酶的

成本较高ꎬ因在制备固定化酶过程中酶的分离纯化

和固定化的工序会导致大量酶失活[９]ꎮ 而直接使

用全细胞来进行催化可以免去上述繁琐的程序ꎬ并
且细胞壁和细胞膜对胞内脂肪酶起到保护作用ꎬ不
仅降低了成本还有利于催化作用的充分发挥[１０]ꎮ
目前国内外暂无关于全细胞催化 α－蒎烯环氧化的

研究报道ꎮ 笔者通过对比从海洋中筛选的 ４ 种产脂

肪酶真菌以及 ３ 种本实验保藏的高产脂肪酶菌种的

性能发现ꎬ在加入合适的束酸剂后ꎬ直接利用产胞内

脂肪酶的霉菌 Ｒ. ｏｒｚａｅ ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 细胞作为催

化剂可以有效地催化蒎烯环氧化反应ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器与试剂

１􀆰 １􀆰 １　 原料与试剂

实验菌种:米根霉 ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０、米根霉 ＧＩＭ
３􀆰 ５０９、米曲霉 ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５２３２ 为商品菌ꎬ本实验室

保藏ꎻＬ－１、Ｌ－２、Ｌ－３、Ｌ－４ 为本实验室从海洋中筛

选的产脂肪酶真菌ꎬ本实验室保藏ꎻα－蒎烯ꎬ上海阿
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拉丁试剂公司生产ꎬ其他试剂均为市售分析纯ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器与设备

冷冻干燥器 ( Ｓｉｇｍａ)ꎻ 平行合成仪 ＺＨＷＹ －
１１３Ｈ４Ｆ(智诚)ꎻ气相色谱仪 ６８９０Ｎ(Ａｇｌｉｅｎｔ)ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌种培养

斜面培养基:马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)ꎮ
液体培养基( ｇ / Ｌ):橄榄油 ２０、酵母浸粉 ２０、

ＮａＮＯ３ １􀆰 ０、ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 全细胞催化剂的制备

将斜面孢子以每 １００ ｍＬ 培养基接种 １０６ 个孢

子的接种量接入到液体培养基中ꎬ置于 ２８℃恒温摇

床 １２０ ｒ / ｍｉｎ 下培养 ４８ ｈ 后进行过滤ꎬ重复水洗 ３
次ꎬ收集菌体细胞于－４５℃下冷冻干燥 ２４ ｈ 得到菌

体干粉ꎬ作为全细胞催化剂备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 全细胞催化蒎烯环氧化反应

结合课题组前期实验工作[７ꎬ１２]以及本实验预实

验结果ꎬ确定初始反应条件为 １ ｍｍｏｌ 的 α－蒎烯、
１ ｍｍｏｌ 的辛酸作为反应物加入到甲苯中得到

１􀆰 ５ ｍＬ 的有机相溶液ꎬ随后加入 ０􀆰 ７５ ｍＬ ３０％
Ｈ２Ｏ２ 作为反应的水相溶液ꎬ反应时保持双相液体总

体积为 ２􀆰 ２５ ｍＬꎮ 体系在平行合成仪中预热至 ３０℃
后ꎬ加入 ２ ｍｍｏｌ 的柠檬酸钠后再加入 ２００ ｍｇ 干重

的菌体启动反应ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 反应一定时间后ꎬ在有

机相样品中加入适量的 Ｎａ２ＳＯ４ －Ｎａ２ＳＯ３ 混合物粉

末ꎬ震荡后于 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液用异

丙醇稀释至合适的倍数ꎬα－蒎烯及其环氧化物浓度

用气相色谱仪测定ꎬ每个样品设置 ３ 个平行样ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 气相色谱分析

气相色谱条件为:初始温度 ８０℃保留 ３ ｍｉｎ 后ꎬ
以 ３０℃ / ｍｉｎ 升温至 ２００℃ꎬ检测温度为 ２６０℃ꎬ进样

温度为 ２７０℃ꎬ分流比为 ５０ ∶ １ꎮ 色谱柱为 ＨＰ － １
(Ａｇｌｉｅｎｔꎬ３０ ｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ×０􀆰 ２５ μｍ)ꎬ正丁醇为内标

物ꎮ 反应转化率与收率的计算式为:
α － 蒎烯转化率 ＝ [(Ｃ０ － Ｃ残) / Ｃ０] × １００％ (１)

２ꎬ３ － 环氧蒎烷收率 ＝
[(Ｃ１ × １３６􀆰 ２４) / (Ｃ０ × １５２􀆰 ２４)] × １００％ (２)

式中:Ｃ０ 为 α－蒎烯的初始浓度ꎬｍｏｌ / ＬꎻＣ残 为样品

中残留的 α－蒎烯浓度ꎬｍｏｌ / ＬꎻＣ１ 为样品中 ２ꎬ３－环
氧蒎烷的浓度ꎬｍｏｌ / Ｌꎻ其中 １３６􀆰 ２４ 和 １５２􀆰 ２４ 分别

为 α－蒎烯和 ２ꎬ３－环氧蒎烷的相对分子质量ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 实验菌种的优选

不同来源菌种催化 α－蒎烯环氧化的反应结果

如表 １ 所示ꎮ
表 １　 不同来源菌种催化 α－蒎烯环氧化的反应转化率

催化剂 转化率 / ％ 相对标准偏差 / ％

Ｌ－１ １５􀆰 ４７ ４􀆰 ８４

Ｌ－２ ５８􀆰 ９８ １􀆰 ５９

Ｌ－３ ６５􀆰 ５４ ２􀆰 ８１

Ｌ－４ ２７􀆰 ８７ ４􀆰 １６

ＧＩＭ ３􀆰 ５０９ ５９􀆰 ６２ １􀆰 ９３

ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ ８４􀆰 ９０ ３􀆰 ２４

ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５２３２ ４６􀆰 ７１ ２􀆰 ３１

Ｎｏｖｅｚｙｍｅｓ４３５ ９２􀆰 １７ ２􀆰 ６５

由表 １ 中可以看出ꎬＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 更适于蒎

烯环氧化反应ꎬ其全细胞催化的转化率接近于固定

化的 Ｎｏｖｅｚｙｍｅｓ４３５ 脂 肪 酶ꎬ 后 续 实 验 均 使 用

ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 作为实验菌种ꎮ
２􀆰 ２　 全细胞催化蒎烯环氧化反应的工艺优化

２􀆰 ２􀆰 １　 单因素试验

(１)反应时间对环氧化反应的影响

在初始反应条件下ꎬ探究反应时间对环氧化反

应的影响ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ

１—转化率ꎻ２—产率

图 １　 反应时间对蒎烯环氧化反应的影响

由图 １ 可以看出ꎬ在 ０~２０ ｈ 反应时间内其转化

率与收率随时间的增加而提高ꎬ反应在 １６ ｈ 时有最

大收率 ７７􀆰 ０％ꎬ随后由于底物被耗尽不再生成产

物ꎬ而产物水解导致收率下降ꎮ 考虑到过长的反应

时间会影响总体的选择性ꎬ故选择 １２ ｈ 作为最佳反

应时间段来进一步进行优化ꎮ
(２)Ｈ２Ｏ２ 用量对环氧化反应的影响

在保证双相总体积以及 α－蒎烯与辛酸浓度不

变的条件下ꎬ通过调整有机相与水相的配比从而改

变底物与 Ｈ２Ｏ２ 用量的配比来探究 Ｈ２Ｏ２ 用量对环

氧化反应的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ
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１—转化率ꎻ２—产率

图 ２　 Ｈ２Ｏ２ 用量对环氧化反应的影响

由图 ２ 中可以看出ꎬＨ２Ｏ２ 用量对环氧化反应的

影响 结 果 和 预 想 的 一 致ꎬ 也 与 Ｏｒｅｌｌａｎａ － Ｃｏｃａ
等[１３－１４]研究结果类似ꎬ在低双氧水用量下ꎬ过水解

反应受到影响导致过酸生成不足ꎬ从而导致环氧化

反应效率低ꎮ 而在高双氧水用量下又会造成体系中

过酸的积累ꎬ其不仅会对细胞有毒害作用同时造成

酶的失活ꎬ还会影响产物的水解ꎮ 故最佳有机相与

水相配比为 １ ∶１ꎬ即 ｎ(α－蒎烯) ∶ｎ(辛酸) ∶ｎ(Ｈ２Ｏ２)＝
１ ∶１ ∶１５ꎮ

(３)细胞添加质量对环氧化反应的影响

细胞添加质量的改变也就是反应催化剂量的改

变ꎬ在初始条件不变的情况下ꎬ探究细胞添加质量对

环氧化反应的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ

１—转化率ꎻ２—产率

图 ３　 细胞添加质量对环氧化反应的影响

从图 ３ 可以看出ꎬ在细胞添加质量大于 ２５０ ｍｇ
时由于底物不足ꎬ形成催化剂饱和的现象ꎬ导致反应

的转化率与收率没有较大的变化ꎮ 考虑到过多的细

胞添加质量会导致水相黏度高、传质阻力明显、反应

速率降低ꎮ 故最佳细胞添加质量为 ２５０ ｍｇꎮ
(４)束酸剂物质的量对环氧化反应的影响

环氧化反应过程中会产生过酸ꎬ从而导致反应

体系整体呈酸性ꎬ而产物 ２ꎬ３－环氧蒎烷在酸性条件

下会使蒎烷上的氧原子质子化ꎬ氧带上正电荷ꎬ需要

向相邻的碳原子吸引电子ꎬ削弱 Ｃ—Ｏ 键ꎬ并使碳原

子带部分正电荷ꎬ增加与亲核试剂的结合能力ꎬ亲核

试剂就向 Ｃ—Ｏ 键背面进攻ꎬ从而产物开环使得收

率大幅减少ꎬ其机理如图 ４ 所示[１５－１６]ꎮ

图 ４　 环氧化物酸性开环机理

为了避免产物 ２ꎬ３－蒎烷的酸性开环反应ꎬ需要

向体系中加入束酸剂来调节体系的酸度ꎬ从而达到

抑制产物开环反应的目的ꎬ课题组通过前期实验选

定柠檬酸钠作为本实验的有效束酸剂ꎬ由此在初始

反应条件不变的情况下探究束酸剂柠檬酸钠物质的

量对反应的影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ

图 ５　 柠檬酸钠物质的量对环氧化反应的影响

由图 ５ 可以看出ꎬ束酸剂物质的量对收率有着

非常积极的影响ꎬ柠檬酸钠物质的量在 ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ 时
达到最大收率 ９４􀆰 ０％ꎬ之后收率下降ꎬ原因是过多

的柠檬酸钠会导致初始反应体系呈弱碱性ꎬ同样不

利于 ２ꎬ３－环氧蒎烷的产生ꎮ 收率相差不大的情况

下考虑到工业化成本选择最佳束酸剂物质的量为

２􀆰 ５ ｍｍｏｌꎮ
(５)辛酸浓度对环氧化反应的影响

在实验前期研究中ꎬ根据实验效果确定了双相

体系里正辛酸作为优良的酰基供体ꎬ由此在初始反

应条件不变的情况下探讨辛酸浓度对环氧化反应的

影响ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ

１—转化率ꎻ２—产率

图 ６　 辛酸浓度对环氧化反应的影响

从图 ６ 中可以看出ꎬ反应体系中适当提高辛酸

浓度可以明显提高反应的转化率与产率ꎬ原因是辛

酸极性较弱ꎬ改变了有机相整体的极性ꎬ从而影响

Ｈ２Ｏ２ 在有机相的分配ꎬ而在一定范围内辛酸浓度越
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高其有机相中 Ｈ２Ｏ２ 越高ꎬ促进了反应的进行ꎮ 在

辛酸浓度 ２􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ束酸剂浓度不足导致体系

酸失衡ꎬ产物开始酸水解开环ꎬ收率相应减少ꎬ因此ꎬ
辛酸浓度为 ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 正交试验优化工艺条件

根据单因素试验结果ꎬ固定对结果影响不大的

因素ꎬ考察影响较为显著的因素:反应时间 (Ａ)、
Ｈ２Ｏ２ 用量 / Ｖ(有机) ∶ Ｖ(水) ( Ｂ)、细胞添加质量

(Ｃ)、柠檬酸钠物质的量(Ｄ)、辛酸浓度(Ｅ)ꎮ 以 ２ꎬ
３－环氧蒎烷收率作为考察指标ꎬ设计 Ｌ１６(４５)正交试

验优化蒎烯环氧化反应的工艺条件ꎮ 其正交试验因

素水平表如表 ２ 所示ꎬ正交试验设计及结果如表 ３
所示ꎮ

表 ２　 正交试验因素水平

水平

反应

时间

(Ａ) / ｈ

Ｖ(有机) ∶
Ｖ(水)
(Ｂ)

细胞添加

质量

(Ｃ) / ｍｇ

束酸剂

物质的量

(Ｄ) / ｍｍｏｌ

辛酸浓度

(Ｅ) /

(ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

１ ６ ２ ∶１ ２００ ２􀆰 ０ １􀆰 ０
２ ８ １􀆰 ５ ∶１ ２５０ ２􀆰 ５ １􀆰 ５
３ １０ １ ∶１ ３００ ３􀆰 ０ ２􀆰 ０
４ １２ １ ∶１􀆰 ５ ３５０ ３􀆰 ５ ２􀆰 ５

表 ３　 正交试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ 收率 / ％
１ １ １ １ １ １ ５４􀆰 ２７
２ １ ２ ２ ２ ２ ５１􀆰 ６３
３ １ ３ ３ ３ ３ ５５􀆰 ９５
４ １ ４ ４ ４ ４ ５８􀆰 ２７
５ ２ １ ２ ３ ４ ６２􀆰 ９１
６ ２ ２ １ ４ ３ ６８􀆰 ８８
７ ２ ３ ４ １ ２ ６１􀆰 ９０
８ ２ ４ ３ ２ １ ５８􀆰 ７２
９ ３ １ ３ ４ ２ ７２􀆰 ０３
１０ ３ ２ ４ ３ １ ７１􀆰 ８２
１１ ３ ３ １ ２ ４ ６４􀆰 ８４
１２ ３ ４ ２ １ ３ ４８􀆰 ７８
１３ ４ １ ４ ２ ３ ８１􀆰 ８２
１４ ４ ２ ３ １ ４ ７２􀆰 ４２
１５ ４ ３ ２ ４ １ ８２􀆰 ８７
１６ ４ ４ １ ３ ２ ５８􀆰 ０１
Ｋ１ ５５􀆰 ０３ ６７􀆰 ７６ ６１􀆰 ５０ ５９􀆰 ３４ ６６􀆰 ９２ 　
Ｋ２ ６３􀆰 １０ ６６􀆰 １９ ６１􀆰 ５５ ６４􀆰 ２５ ６０􀆰 ８９ 　
Ｋ３ ６４􀆰 ３６ ６６􀆰 ３９ ６４􀆰 ７８ ６２􀆰 １７ ６３􀆰 ８６ 　
Ｋ４ ７３􀆰 ７８ ５５􀆰 ９５ ６８􀆰 ４５ ７０􀆰 ５１ ６４􀆰 ６１ 　
Ｒ １８􀆰 ７５ １１􀆰 ８２ ６􀆰 ９６ １１􀆰 １０ ６􀆰 ０３ 　

由表 ３ 可以看出ꎬ影响收率的主次顺序是反应

时间>Ｈ２Ｏ２ 用量>束酸剂添加质量>细胞物质的量>

辛酸浓度ꎬ这与 Ｒａｎｇａｎａｔｈａｎ 等[１７] 进行田口实验优

化结果类似ꎮ 其中最佳的组合为 Ａ４Ｂ１Ｃ４Ｄ４Ｅ１ꎬ也就

是反应时间为 １２ ｈ、双氧水与蒎烯摩尔比为 ７􀆰 ５ ∶１、
细胞添加质量为 ３５０ ｍｇ、束酸剂物质的量为 ３􀆰 ５
ｍｍｏｌ、辛酸浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 此时在最佳工艺的

条件下进行实验验证ꎬ其转化率为(９７􀆰 ９±０􀆰 ９)％ꎬ
收率为(８５􀆰 ４±１􀆰 １)％ꎬ从结果看ꎬ优化后全细胞催

化 α－蒎烯环氧化工艺无论是转化率还是收率均高

于或接近文献报道的固定化酶催化 α－蒎烯环氧化

工艺水平[８－１１]ꎮ 与化学法工艺相比虽然反应用时较

长ꎬ但同样能达到接近完全转化ꎬ收率尚有提高

空间[１８－２０]ꎮ

３　 结论

通过对不同来源的菌种进行优选确定 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
ｏｒｙｚａｅ ＣＧＭＣＣ ３􀆰 ５０４０ 细胞作为生物催化剂并证实

其能有效地催化蒎烯的环氧化反应ꎮ 在经过单因素

试验优化以及正交试验优化后ꎬ得到最佳反应条件

为:反应时间为 １２ ｈ、双氧水与蒎烯摩尔比为 ７􀆰 ５ ∶
１、细胞添加质量为 ３５０ ｍｇ、束酸剂物质的量为 ３􀆰 ５
ｍｍｏｌ、辛酸浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 此条件下反应的转

化率为(９７􀆰 ９±０􀆰 ９)％ꎬ收率为(８５􀆰 ４±１􀆰 １)％ꎮ
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