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Резюме: Душистые вещества находят сегодня широкое применение при создании различных от-
душек для косметических и моющих средств, медицинских препаратов наружного применения, а 
также в пищевой промышленности. Ферменты, полученные с помощью методов «зеленой химии», 
особенно ценны ввиду своей экологичности. Поэтому ферментативный синтез сложных эфиров 
алифатических кислот и спиртов, многие из которых являются душистыми веществами, пред-
ставляет большой практический интерес. Данный метод имеет существенные преимущества в 
сравнении с химическим: процесс ведется при низкой температуре, при проведении фермента-
тивных трансформаций практически отсутствуют побочные продукты, вследствие чего не 
требуется применения специальных методов очистки. Однако стоимость ферментных препара-
тов достаточно высока, но иммобилизованные ферменты возможно использовать многократно. 
В настоящей работе была исследована возможность использования неиммобилизованной лио-
фильно высушенной липазы (Lipase from porcine pancreas, Type 11) для многократной этерифика-
ции бутилового спирта масляной кислотой. Процесс синтеза проводился в среде гексана. Полно-
та протекания процесса контролировалась путем титрования водно-спиртовой щелочью оста-
точной кислоты в реакционной среде. После завершения процесса синтеза эфира ферментный 
препарат отделялся от реакционной смеси и повторно использовался в реакции с новой порцией 
субстрата. Показано, что фермент может использоваться в более 10 циклах. Обнаружено, что 
начиная со второго цикла активность фермента возрастает в зависимости от его концентра-
ции в среде. При этом конверсия масляной кислоты увеличивается на 6–180% и только после  
10-го цикла сравнивается с исходной. Необычный эффект повышения ферментативной активно-
сти липазы в рециклах можно объяснить явлением автокатализа, а именно, активацией фермен-
та водой, выделившейся в результате этерификации, и особенностями строения активного 
центра панкреатической липазы. 
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Abstract: Aromatic substances are widely applied in the creation of fragrances for cosmetic, detergent and 
food products, as well as medical preparations for external use. Environmentally friendly enzymes obtained 
using green chemistry methods are of particular value. Therefore, the enzymatic synthesis of esters of aro-
matic aliphatic acids and aromatic alcohols is of great practical interest. This approach has significant ad-
vantages over chemical methods, since it is carried out at low temperatures without the formation of by-
products, thus requiring no special purification techniques. Although the cost of enzyme preparations is ra-
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ther high, immobilized enzymes can be used repeatedly and continuously. In the present work, we investi-
gate the possibility of using non-immobilized freeze-dried lipase (Lipase from porcine pancreas, Type 11) for 
repeated esterification of butyl alcohol with butyric acid. The synthesis was carried out in hexane. The com-
pleteness of the process was controlled by titration of the residual acid with aqueous alcoholic alkali in the 
reaction medium. The resulting enzyme preparation was separated from the reaction mixture and reused 
with a new portion of the substrate. It is shown that the obtained enzyme can be used for more than 10 cy-
cles. It was found that, starting from the second cycle, the enzyme activity increases depending on its con-
centration in the medium. In addition, the butyric acid conversion increases by 6–180% reaching the initial 
level only after the 10th cycle. The unusual effect of increasing the enzymatic activity of lipase in recycles 
can be explained by both the phenomenon of autocatalysis, i.e. activation of the enzyme by water released 
as a result of esterification, and structural features of the active site of pancreatic lipase. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Сложные эфиры алифатических кислот и 

спиртов находят широкое применение в качестве 
ароматизаторов в пищевой промышленности, при 
производстве синтетических моющих средств, а 
также в различных композициях они используют-
ся в парфюмерии и ароматерапии

1
 [1, 2]. Кроме 

того, они используются в различных отраслях 
промышленности в качестве растворителей, пла-
стификаторов, смазочных масел, гидравлических 
жидкостей. В последние годы сложные эфиры 
высших спиртов стали рассматриваться как пер-
спективные добавки и присадки к дизельному 
топливу [3, 4]. Основу самого биодизельного топ-
лива составляют сложные эфиры низших спир-
тов. В связи с этим резко возрос интерес к полу-
чению сложных эфиров из различных источников, 
в том числе и с использованием ферментативно-
го катализа с применением липаз [5–10]. 

В случае применения ферментативного ка-
тализа важным моментом является выявление 
возможности повторного или даже многократного 
использования ферментного препарата для реа-
лизации синтеза, что, безусловно, позволяет 
снизить его расход и вклад в себестоимость го-
товой продукции. Многократное использование 
ферментов характерно для иммобилизованных 
препаратов, которые имеют более высокую тер-
мическую и механическую устойчивость [11–13]. 
Так, при ферментативном катализе душистых 
веществ алифатического ряда с использованием 
иммобилизованных коммерческих препаратов 
было показано, что биокатализатор Novozyme 

435 сохранял до 80% ферментативной активно-
сти при использовании в 9 циклах, а биокатали-
затор Lipozyme RM-IМ − до 5 циклов [14]. Иммо-
билизованная липаза Candida antarctica (CALB) 
сохраняла до 65% ферментативной активности 
после 10 циклов синтеза эфиров ацетоина и 
жирных кислот [15]. Рекомбинантная липаза 
rPicha/lip, иммобилизованная на двуокиси крем-
ния, сохраняет высокую активность и стабиль-
ность до 40 циклов при этерификации насыщен-
ных жирных кислот (С4-18) со спиртами (С5-16) 
[16]. Однако неиммобилизованные ферменты 
имеют меньшую устойчивость, и возможность их 
использования в рециклах менее вероятна. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве фермента использовался коммер-

ческий препарат Lipase from porcine pancreas (да-
лее – панкреатическая липаза), Type 11, лиофиль-
но высушенный. Активность − 25,0 ед./мг белка при 
использовании оливкового масла в качестве суб-
страта. Определение активности липазы проводи-
лось стандартным модифицированным методом 
Ота и Ямада

2,3
. 

Ферментативный катализ проводился в без-
водной среде, в качестве растворителя приме-
нялся гексан, масляная кислота, бутанол и гек-
сан – х.ч. 

Контроль над процессом осуществлялся ме-
тодом титрования по уменьшению количества 
кислоты в системе. Титрование проводили 0,1 N 
спиртовым раствором NaOH (в 80%-м этиловом 
спирте) при температуре 20 °С, в качестве инди-
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катора использовался 1%-й спиртовой раствор 
фенолфталеина, Контрольный образец не со-
держал ферментного препарата. 

Конверсию кислоты, В, %, рассчитывали по 
формуле: 

 
В=(К-О)/К · 100, 

 
где К – количество спиртового раствора NaOH, 
затраченное на титрование контроля, мл; О – 
количество спиртового раствора NaOH, затра-
ченное на титрование пробы, мл.  

Процесс осуществлялся следующим обра-
зом: в колбу помещали субстрат, представляю-
щий собой смесь масляной кислоты и бутанола в 
мольном соотношении 1:1 (масляная кислота 
использовалась в виде 0,1 N раствора в гек-
сане), и ферментный препарат панкреатической 
липазы. Синтез эфиров проводился при 35 °С и 
варьировании скорости перемешивания.  

Все эксперименты проводили в 12-ти повтор-
ностях. Результаты обрабатывали с помощью 
пакета статистических программ Statistica 6.0. 
Достоверность отличий контрольных и экспери-
ментальных результатов оценивали при помощи 
t-критерия Стьюдента. Погрешность измерений 
не превышала 7%. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Липазы представляют большой интерес в 

практической реализации органического синтеза 
сложных эфиров. Они позволяют получать до-
статочно чистые целевые продукты, не загряз-
ненные побочными веществами, ввиду высокой 
специфичности ферментов. Ферментативный 
синтез, как правило, проводится при низких тем-
пературах, что привлекательно, поскольку про-
цесс малоэнергоемок. Экономическая эффек-
тивность таких процессов также связана с воз-
можностью многократного использования иммо-
билизованных ферментных препаратов. В этой 
работе была проверена возможность рециклиза-
ции (многократного использования) неиммоби-
лизованного ферментного препарата − панкреа-
тической липазы, в синтезе бутилбутирата при 
проведении процесса в среде гексана. В экспе-
рименте реакционная среда через 24 ч отделя-
лась от ферментного препарата, к которому за-
тем приливали новую порцию субстрата. Резуль-
таты повторных циклов синтеза с тем же количе-
ством ферментного препарата при внесении 
свежей порции субстрата в начале каждого цик-
ла приведены на рис. 1. 

Как видно из диаграммы, приведенной на 
рис. 1, при повторном использовании панкреати-
ческой липазы конверсия масляной кислоты уве-
личилась с 72 до 87% и только на 10-й цикл она 
сравнялась с первоначальной. При повторении 
эксперимента с тем же количеством субстрата 
при меньшем количестве ферментного препара-

та в смеси (2,6 мг/мл) получены результаты, 
представленные на рис. 2. В этом случае кон-
версия масляной кислоты уже на 2-ой цикл уве-
личилась в 1,8 раза и до 8-го цикла держалась в 
1,5 раза выше по сравнению с первоначальной. 

 

 
 

Рис. 1. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата − 5 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С;  
скорость перемешивания − 70 об./мин 
 

Fig. 1. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration – 5 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
stirring speed – 70 rpm 

 

 
 

Рис. 2. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата − 2,6 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С; 
скорость перемешивания − 70 об./мин 
 

Fig. 2. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration – 2.6 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
stirring speed – 70 rpm  

 
В другой серии опытов синтез бутилбутирата 

проведен при увеличении содержания фермента 
в реакционной смеси до 20 мг/мл и мольном со-
отношении кислота:спирт 1:2, без перемешива-
ния, при температуре процесса 35 °С (рис. 3).   
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Рис. 3. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата 20 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С;  
без перемешивания 
 

Fig. 3. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration 20 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
without stirring 

 
Следует отметить, что уже после первого 

цикла процесса уровень конверсии масляной 
кислоты превышал 80%, а последующее четы-
рехкратное помещение отделенного из реакци-
онной массы фермента в свежую порцию суб-
страта позволило повысить уровень конверсии 
до 96%. 

Проведенные эксперименты показали, что 
панкреатическую липазу можно многократно ис-
пользовать для синтеза эфира. Парадоксаль-
ность ситуации заключается в том, что при по-
вторных использованиях ферментного препара-
та конверсия кислоты увеличивалась по сравне-
нию с исходной. Во всех исследованных ситуа-
циях уже на вторые сутки (второй рецикл) кон-
версия кислоты увеличивалась на 6−15%, а при 
малой концентрации препарата (2,6 мг/мл) − в 
1,8 раза. Только после десятикратного рецикла 
ферментного препарата конверсия кислоты 

начинала приближаться к первоцикличной. Та-
ким образом, обозначены предпосылки уникаль-
ного процесса – многократного использования 
неиммобилизованного фермента для синтеза 
сложных эфиров. 

Обнаруженный факт нарастания фермента-
тивной активности в рециклах свидетельствует 
об активации фермента уже после первых цик-
лов этерификации. Этот факт может служить 
показателем наличия в системе автокатализа. 
Это явление может быть объяснено следующим 
образом. В процессе этерификации выделяется 
вода, которая может активировать высушенную 
сублимацией панкреатическую липазу. Фор-
мально это может быть названо автокатализом. 
Это подтверждает, что, несмотря на протекание 
синтеза в безводной среде, собственно катализ 
липазой реализуется в активном центре на гра-
нице раздела фаз липид (субстрат)/вода, следо-
вательно, присутствие некоторого количества 
воды необходимо для реализации процесса син-
теза. Такое необычное поведение панкреатиче-
ской липазы также можно объяснить тем, что в 
трехмерной структуре некоторых липаз присут-
ствует полипептидная цепь липофильного аль-
фа–спирального домена, прикрывающего актив-
ный центр фермента, так называемая «крышка», 
регулирующая доступ молекул к активному цен-
тру [11, 17]. Открытие активного центра фермен-
та может произойти под воздействием субстрата 
или других факторов среды. Косвенным под-
тверждением этого может служить тот факт, что 
при сравнении этерифицирующей способности 
некоторых липаз (панкреатическая липаза, 
Lipozyme CALB и Lipozyme TL IM) при синтезе 
бутилбутирата в равных условиях для фермен-
тов (концентрация кислоты 0,1 N, мольное соот-
ношение кислота:спирт = 1:2) нами обнаружено, 
что панкреатическая липаза, в отличие от других 
ферментов, показывает индукционный период 
около одного часа, когда процесс практически не 
идет (рис. 4) [18]. 

 

 

Рис. 4. Ферментативный синтез бутилбутирата различными липазами 
 

Fig. 4. Enzymatic synthesis of butyl butyrate by various lipases 
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Как видно из представленных на рис. 4 дан-
ных, через 24 ч синтеза конверсия кислоты с по-
мощью панкреатической липазы достигает 90% 
наравне с другими липазами, которые достигают 
такой конверсии кислоты за 4−5 ч. Иммобилизо-
ванные липазы, имеющие стабильную и более 
жесткую структуру, не обнаруживают такого эф-
фекта. Кроме того, нужно учесть, что сравнивае-
мые нами липазы, синтезируемые микроорга-
низмами, так же, как и панкреатическая липаза, 
могут иметь множественные молекулярные 
формы и по свойствам могут быть неидентичны. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, сублимированная неиммо-

билизованная панкреатическая липаза при ката-

лизе реакций этерификации в неводных средах 
на начальных этапах рециклизации показывает 
увеличение ферментативной активности. Это 
указывает на то, что при синтезе в безводной 
среде для реализации акта катализа необходимо 
присутствие в активном центре липазы некоторо-
го количество воды, которое при недостатке вос-
полняется выделением воды в процессе этери-
фикации. Формально это можно назвать явлени-
ем автокатализа. Кроме того, нужно учесть осо-
бенность упаковки активного центра липазы, ко-
торая также может повысить активацию липазы 
за счет постепенного более полного раскрытия 
«крышки» и тем самым повысить доступность 
активного центра липазы. 
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