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РАСЧЕТ И АНАЛИЗ КОНСТАНТ СКОРОСТИ 
ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА РЕАКЦИЙ ЭТЕРИФИКАЦИИ 

АЛИФАТИЧЕСКИХ КИСЛОТ И БУТАНОЛА 

Реакции этерификации проводились в среде гексана, использовались алифати-
ческие кислоты ряда С3–С8, спиртовой субстрат – бутанол, в качестве биокатали-
затора – неиммобилизованный фермент Lipozyme CALB. 

Для расчета констант скорости ферментативного катализа реакций эте-
рификации был применен метод математического моделирования, модифицирован-
ный метод Рунге – Кутты – Мерсона, обеспечивающий заданную точность решения 
кинетических уравнений. 

Полученные данные показывают, что в исследованных системах протекают 
три процесса – первичная этерификация, обратная реакция – гидролиз образовав-
шихся эфиров и вторичная этерификация, названная нами автокатализ, который 
возникает за счет того, что вода, образованная при первичной этерификации, вхо-
дит в гидратную оболочку активного центра фермента, увеличивая его каталити-
ческие свойства и продолжение процесса этерификации. 

При этом разные кислоты и их эфиры проявляют различное соотношение 
констант скорости этих трех процессов. 

Таким образом, полученные данные по влиянию кислот – доноров ацильных 
групп на суммарные скорости реакций показывают сложность и зависимость этих 
процессов от нескольких факторов: природы субстратов (спирта и кислоты), сте-
рических эффектов (длина углеводородной цепи), кислотных свойств и концентра-
ции фермента. 

Ключевые слова: ферментативный катализ, этерификация, константы ско-
рости, сложные эфиры. 
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CALCULATION AND ANALYSIS OF RATE CONSTANTS 
OF ENZYMATIVE CATALYSIS OF ETERIFICATION  
REACTIONS OF ALIPHATIC ACIDS AND BUTANOL 

The reactions of esterification were carried out in a hexane medium with aliphatic 
acids of the C3–C8 series, butanol was the alcohol substrate, and the non-immobilized 
enzyme Lipozyme CALB was used as a biocatalyst. 

The rate constants of enzymatic catalysis of esterification was calculated with the 
method of mathematical modeling modified by Runge – Kutta – Merson. This method provides 
the specified accuracy of solving kinetic equations. 

The obtained data show that three processes occur in the studied systems – primary 
esterification, the reverse reaction – hydrolysis of the formed esters and secondary 
esterification, which we called autocatalysis. The autocatalytic process occurs due to the fact 
that water formed during primary esterification enters the hydration shell of the active center 
of the enzyme, increasing its catalytic properties and continuing the esterification process. 

Moreover, different acids and their esters show a different ratio of the rate constants 
of these three processes. 

Thus, the obtained data on the effect of acids as donors of acyl groups on the total 
reaction rates show the complexity and dependence of these processes on several factors: 
the nature of substrates (alcohol and acids), steric effects (length of the hydrocarbon 
chain), acidic properties, and enzyme concentration. 

Keywords: enzymatic catalysis, esterification, rate constants, esters. 
 
Реакции этерификации являются основным методом получения 

сложных эфиров, которые широко производятся в промышленных мас-
штабах и применяются в различных областях науки и техники. Особен-
ностью настоящего времени является все более широкое использование 
для осуществления реакций этерификации ферментативного катализа, 
который позволяет получать сложные эфиры с более высокой чистотой, 
что соответствует современной потребности во многих отраслях про-
мышленности. Обзор этих работ приведен в статьях [1–3]. 

Кинетический анализ ферментативной этерификации в водно-
органических средах проведен в ряде работ, а также рассмотрены воз-
можные модели механизмов процесса этерификации [4–8]. 

В этих и аналогичных работах не рассматривается тот факт, что 
в активном центре фермента протекают и другие процессы. Прежде 
всего, липаза катализирует не только процесс этерификации, но и кон-
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курентный ему процесс гидролиза сложного эфира. Кроме того, в ли-
тературе не всегда рассматривается процесс включения воды, добав-
ленной или образовавшейся в результате синтеза, в гидратную оболоч-
ку фермента. Именно вода обеспечивает равновесие сил гидрофильно-
гидрофобных, водородных связей, электростатического взаимодейст-
вия в белковой глобуле, обуславливая способность к ферментативному 
катализу [9, 10]. 

В настоящей работе методом моделирования Рунге – Кутты – Мер-
сона проведены расчеты констант скорости процессов этерификации 
алифатических кислот и бутанола в среде гексана без добавления воды. 

Цель работы – математически, количественно отразить процессы, 
протекающие при проведении реакции этерификации в неводных средах 
при использовании биокатализаторов, применив метод моделирования 
Рунге – Кутты – Мерсона. Этот метод моделирования показал слож-
ность процессов, протекающих в активном центре фермента, и позволил 
их количественно охарактеризовать: это не только первичная этерифи-
кация и гидролиз образовавшегося эфира, но и вторичная этерификация 
(автокатализ), что было впервые показано. 

Экспериментальная часть. Реактивы. Коммерческий препарат 
Lipozyme CALB – неспецифическая липаза, жидкая, активность 5 КLU/g 
(Novozymes, Дания). Масляная, пропионовая, валериановая, каприловая 
кислоты – марки «ч». Ледяная уксусная кислота – марки «хч». Бутило-
вый спирт – марки «чда», гексан – марки «ч». 

Проведение синтеза. Процесс осуществляли в органическом рас-
творителе – гексане. Ферментные препараты липаз без дополнительной 
иммобилизации смешивали с органическим растворителем. Концен-
трация кислоты в реакционной среде составляла 0,1 ммоль/л, мольное 
соотношение кислоты и спирта – 1:1. Ферментативный синтез осуще-
ствляли при температуре от 30 до 40 °С в течение 4–48 ч. Конверсию 
кислоты в процессе синтеза определяли титриметрически по измене-
нию количества кислоты в системе. Титрование проводили 0,1 н. спир-
товым раствором NaOH (в 80%-м этиловом спирте). Контрольный об-
разец не содержал ферментного препарата. Конверсию кислоты (В, %) 
рассчитывали по формуле 

( ) 100,K OB
K


   

где О – количество 0,1 н. спиртового раствора NaOH, пошедшего на 
титрование пробы, мл; К – количество 0,1 н. спиртового раствора NaOH, 
пошедшего на титрование контроля, мл. 
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Результаты обрабатывали с помощью пакета статистических про-
грамм Statistica 6.0. Достоверность отличий контрольных и экспери-
ментальных результатов оценивали при помощи t-критерия Стьюден-
та. Погрешность измерений не превышала 7 %. 

Результаты и их обсуждение. Для расчета и анализа кинетиче-
ских параметров процесса этерификации сложных эфиров алифатиче-
ского ряда с использованием биокатализа был применен метод модели-
рования кинетических характеристик реакций, позволяющий вычислять 
скорости, подбирая различные модели их протекания. При решении об-
ратной задачи химической кинетики использовался модифицированный 
метод Рунге – Кутты – Мерсона, который позволяет решать системы 
дифференциальных уравнений, подбирая шаг с заданной точностью. 
Подробное описание решения показано в работах [11, 12]. Поиск неиз-
вестных констант скорости реакций проводился средствами оптимиза-
ции в надстройке MS Excel «Поиск решения». Для решения поставлен-
ной задачи были предложены две кинетические модели этерификации 
сложных эфиров, каждая из которых включает систему из нескольких 
химических реакций. 

1. Первая модель описывает реакцию этерификации, как обрати-
мую, которая протекает под воздействием фермента, и представляет 
собой систему, состоящую из двух процессов: реакции этерификации 
(константа скорости kэтр) и обратной реакции гидролиза (константа 
скорости kгид): 

RCOOH + ROH → RCOOR + H2O  (kэтр), 

RCOOR + H2O → RCOOH + ROH  (kгид). 

Система кинетических дифференциальных уравнений Sys_1: 
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2. Вторая модель учитывает активирующее действие воды, выде-
ляющейся при образовании сложного эфира и включает соответствен-
но три процесса: первичную этерификацию (константа скорости kэтр), 
вторичную этерификацию, условно названную «автокаталитической» 
(константа скорости kавт) и гидролиз образовавшегося эфира (константа 
скорости kгид): 

RCOOH + ROH → RCOOR + H2O (kэтр), 

RCOOR + H2O → RCOOH + ROH (kгид), 

RCOOH + ROH + H2O → RCOOR + 2 H2O (kавт). 

Система кинетических дифференциальных уравнений Sys_2: 

2 2

2 2

2 2

RCOOH
этр RCOOH ROH авт RCOOH ROH H O гид RCOOR H O

ROH
этр RCOOH ROH авт RCOOH ROH H O гид RCOOR H O

RCOOR
этр RCOOH ROH авт RCOOH ROH H O гид RCOOR H O

C C C C C C C C ,
τ

C C C C C C C C ,
τ

C C C C C C C C ,
τ

C

d k k k
d

d k k k
d

d k k k
d

d

          

          

         

2

2 2

H O
этр RCOOH ROH авт RCOOH ROH H O гид RCOOR H OC C C C C C C .

τ
k k k

d










          


 

Системы обыкновенных дифференциальных уравнений решались 
с помощью метода Рунге – Кутты – Мерсона, который позволял изме-
нять шаг интегрирования для обеспечения заданной точности, что важ-
но в областях с высокой скоростью реакции. По результатам расчетов 
строились кинетические кривые (распределение концентрации компо-
нентов от времени реакции). Решение обратной задачи проводилось 
с  использованием надстройки MS Excel «Поиск решения», которая 
предназначена для решения оптимизационных задач. В качестве подби-
раемых параметров решения выступали константы скорости реакции. 

Достоверность аппроксимации вычисляли через критерий Пирсо-
на, путем сравнения набора экспериментальных и расчетных значений 
концентраций компонентов. Для подбора неизвестных констант реакции 
использовался метод наименьших квадратов. В MS Excel он реализовы-
вался через функцию СУММКВРАЗН(), которая вычисляла сумму квад-
ратов разностей между наборами экспериментальных и расчетных зна-
чений концентрации компонентов (критерий минимизации). 
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Кинетический анализ проведен для реакций этерификации, в ко-
торых в качестве акцептора ацильных групп использовался бутиловый 
спирт, а в качестве доноров ацильных групп применялись кислоты 
алифатического ряда: уксусная, пропионовая, масляная, валериановая, 
капроновая и каприловая. Все эксперименты проводились в растворе 
гексана, в качестве фермента использовалась липаза Lipozyme CALB. 
Результаты эксперимента приведены в более ранней работе [13], в ко-
торой было показано влияние алифатических кислот с различной дли-
ной углеводороной цепи, а следовательно, различной кислотностью, на 
процесс этерификации при использовании в качестве спиртового суб-
страта спирта алифатической природы. 

Анализ кинетических параметров проводился путем сравнения 
расчетных величин критерия Пирсона для обеих моделей. В табл. 1 
приведено сравнение расчетных критериев Пирсона для моделей Sys_1 
и Sys_2 при использовании в качестве донора ацильной группы про-
пионовой кислоты в синтезе бутилпропионата. 

Таблица 1 

Сравнение расчетных кинетических параметров  
с учетом критерия Пирсона и критерия оптимальности  
для моделей Sys_1, Sys_2 при синтезе бутилпропионата  

в зависимости от концентрации фермента Lipozyme CALB 

Константы скорости,  
1/моль·ч–1 Вариант 

модели 

Концентрация 
фермента,  

мкл/0,1 мМ k1этр k2авт k3гид 
Минимум Критерий 

Пирсона 

Sys 1 10 0,1045 – 0,0000 0,0538 0,8836 
Sys 2 10 0,0447 0,3374 0,0000 0,0237 0,9378 
Sys 1 20 0,1988 – 0,0000 0,0213 0,9901 
Sys 2 20 0,1011 0,5332 0,0000 0,0052 0,9985 
Sys 1 30 0,2454 – 0,0000 0,0300 0,9632 
Sys 2 30 0,1426 0,3248 0,0267 0,0090 0,9696 

 
По этим данным при малой концентрации фермента критерий 

Пирсона как показатель достоверности для модели Sys_2 на 6 % выше, 
чем для модели Sys_1. При концентрации фермента 20–30 мкл/0,1 мМ 
это превосходство составляет доли процента, но модель Sys_2 графи-
чески показывает лучшую сходимость расчетных и эксперименталь-
ных концентрационных зависимостей (рис. 1). 

 



В.С. Гамаюрова, Е.С. Воробьев, К.Л. Шнайдер, Л.Э. Ржечицкая 

 30 

 
Рис. 1. Сравнение расчетных и экспериментальных данных при синтезе  

бутилпропионата (концентрация фермента Lipozyme CALB 20 мкл/0,1 мМ 
кислоты): 1 – критерий Пирсона 0,9901, критерий оптимизации 0,0213  

для функции Sys_1; 2 – критерий Пирсона 0,9985, критерий оптимизации 
0,0005 для функции Sys_2  

Это объясняется тем, что процесс гидролиза эфира в этих услови-
ях отсутствует, согласно расчетным данным, так как константа скоро-
сти гидролитической составляющей нулевая. Отсюда следует, что мо-
дель Sys_1 в данном случае неадекватна, а модель Sys_2 наиболее точ-
но отражает процесс этерификации. 

При использовании в качестве донора ацильных групп уксусной 
кислоты получены иные результаты (табл. 2). 

Таблица 2 

Сравнение расчетных кинетических параметров с учетом критерия 
Пирсона и критерия оптимальности для моделей Sys_1, Sys_2  

при синтезе бутилацетата в зависимости от концентрации  
фермента Lipozyme CALB 

Константы скорости, 
моль–1·ч–1 Вариант 

модели 

Концентрация 
фермента, 

мкл/0,1 мМ k1этр k2авт k3гид 
Минимум Критерий 

Пирсона 

Sys 1 10  0,3518 – 0,0713 0,0022 0,9803 
Sys 2 10  0,3466 0,0000 0,0604 0,0024 0,9821 
Sys 1 30 0,4178 – 0,0171 0,0000 0,9999 
 Sys 2 30 0,4176 0,0000 0,0168 0,0000 0,9999 

 
Как видно по данным табл. 2, значения критерия Пирсона для обе-

их моделей одинаковы. В этом случае процесс автокатализа отсутствует, 
синтез бутилацетата с использованием фермента Lipozyme CALB может 
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быть описан с помощью любой из предложенных моделей. Это говорит 
об универсальности модели Sys 2, которая адекватно описывает процесс 
этерификации и в отсутствие автокатализа. На рис. 2 показана хорошая 
сходимость расчетной и экспериментальной концентрационной зависи-
мости при синтезе бутилацетата. 

 
Рис. 2. Сравнение расчетных и экспериментальных данных  

при синтезе бутилацетата (концентрация фермента Lipozyme CALB 
30 мкл/0,1 мМ кислоты)  

Масляная кислота в качестве донора ацильных групп при синтезе 
бутилбутиратов показывает стабильные результаты. Сравнение моде-
лей Sys_1 и Sys_2 приведено в табл. 3. Как видно из этих данных, для 
всех используемых концентраций фермента значение критерия Пирсо-
на для модели Sys_2 больше, чем для модели Sys_1, хотя эта разница 
невелика и составляет порядка 1 %. 

Таблица 3 

Сравнение расчетных кинетических параметров с учетом критерия 
Пирсона, показателя минимизации для моделей Sys_1, Sys_2  
при синтезе бутилбутирата в зависимости от концентрации  

фермента Lipozyme CALB 
Константы скорости, 

моль–1·ч–1 Вариант 
модели 

Концентрация 
фермента, 

мкл/0,1 мМ k1этр k2авт k3гид 
Минимум Критерий 

Пирсона 

Sys 1 10 0,1448 – 0,0666 0,0153 0,9493 
Sys 2 10 0,0844 0,4740 0,1823 0,0100 0,9542 
Sys 1 20 0,1810 – 0,0800 0,0091 0,9688 
 Sys 2 20 0,1081 0,5118 0,1648 0,0042 0,9781 
Sys 1 30 0,1903 – 0,0574 0,0118 0,9713 
 Sys 2 30 0,1019 0,5854 0,1477 0,0039 0,9833 
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Однако синтез бутилбутирата в интервале концентраций фермен-
та Lipozyme CALB 10–30 мкл/0,1 мМ кислоты описывается с большей 
точностью моделью Sys_2, на это указывает и набор эксперименталь-
ных и расчетных концентрационных зависимостей (рис. 3). 

 
Рис. 3. Сравнение экспериментальных и расчетных данных,  
описываемых моделью Sys_2, при синтезе бутилбутирата  

(концентрация фермента Lipozyme CALB 30 мкл/0,1 мМ кислоты)  

На это же указывает и приведенные на рис. 4 наборы экспери-
ментальных и расчетных данных, описанных с помощью моделей 
Sys_1 и Sys_2, концентрационных зависимостей. 

В целом все результаты показывают лучшее описание процессов 
моделью Sys_2. 

 
Рис. 4. Сравнение расчетных и экспериментальных данных при синтезе  
бутилбутирата (концентрация фермента Lipozyme CALB 30 мкл/0,1 мМ  
кислоты): 1 – критерий Пирсона 0,9713, критерий оптимизации 0,0118 

для функции Sys_1; 2 – критерий Пирсона 0,9833, критерий оптимизации 
0,0039 для функции Sys_2 
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В табл. 4 приведены сводные данные по константам скорости при 
этерификации бутилового спирта алифатическими кислотами, при тем-
пературе 35 °С при использовании модели Sys_2. 

Таблица 4 

Расчетные кинетические параметры этерификации бутилового спирта 
алифатическими кислотами при использовании фермента  

Lipozyme CALB 

Константы скорости, 
1/моль·ч–1 Наименование 

эфира 

Концентрация 
фермента, 

мкл/0,1 мМ k1этр k2авт k3гид 
Минимум Критерий 

Пирсона 

10 0,3466 0,0000 0,0604 0,0024 0,9821 Бутилацетат 30 0,4176 0,0000 0,0168 0,0000 0,9999 
10 0,0447 0,3374 0,0000 0,0237 0,9378 Бутилпропионат 30 0,1426 0,3248 0,0267 0,0090 0,9696 
10 0,0844 0,4740 0,1823 0,0100 0,9542 Бутилбутират 30 0,1019 0,5854 0,1477 0,0039 0,9833 
10 0,2135 0,2103 0,0908 0,0224 0,8778 Бутилвалерат 30 0,2148 0,6969 0,0840 0,0053 0,9773 
10 0,1284 0,1620 0,0305 0,0148 0,9576 Бутилкапронат 30 0,2933 0,0018 0,0213 0,0023 0,9857 
10 0,2080 0,0000 0,0012 0,0106 0,9740 Бутилкаприлат  30 0,2801 0,0000 0,0196 0,0065 0,9665 

 
Анализ результатов расчетов показал, что использование модели 

Sys_2 позволяет с высокой точностью описать процессы, в которых 
присутствует автокаталитическая составляющая, однако эта модель 
универсальна и пригодна для описания процессов, где автокатализ ми-
нимален или отсутствует. Об этом свидетельствуют результаты свод-
ных расчетов, приведенные в табл. 4, по которым в некоторых резуль-
татах автокатализ отсутствует. 

По данным табл. 4 видно, что уксусная кислота в этих экспери-
ментах показывает наиболее высокую скорость прямой реакции этери-
фикации, отсутствие автокатализа и низкую скорость обратной реак-
ции. Пропионовая кислота, напротив, демонстрирует высокую ско-
рость автокатализа и отсутствие обратной реакции – гидролиза эфира. 
Валериановая кислота имеет самую высокую скорость автокатализа 
при высокой концентрации фермента. Каприловая кислота показывает 
отсутствие автокатализа и малые скорости прямой и обратной реакции, 
особенно при низкой концентрации фермента. Причем, если проанали-
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зировать данные табл. 4 по константам скорости, то видно, что автока-
тализ преобладает над прямой реакцией этерификации кислот С3–С5, 
и особенно значимо при высоких концентрациях фермента. 

Таким образом, при этерификации бутанола алифатическими ки-
слотами (см. табл. 4) протекают все три процесса: первичная этерифи-
кация, автокатализ и конкурентная им обратная реакция гидролиза. 
При этом разные кислоты и их эфиры показывают, как указано выше, 
различную склонность к этим процессам. Например, самая сильная из 
выбранных кислот уксусная (рКа 4,75) в условиях эксперимента пока-
зывает самую высокую скорость прямой этерификации и не показыва-
ет автокатализа. Эфир пропионовой кислоты не склонен в условиях 
эксперимента к гидролизу. Самая слабая из использованных кислот 
каприловая (рКа 4,89) показывает малые скорости прямой и обратной 
реакции этерификации и не способна к автокатализу. 

Таким образом, полученные данные по влиянию кислот – доно-
ров ацильных групп на суммарные скорости реакций этерификации 
показывают зависимость этих процессов от нескольких факторов: при-
роды субстратов (спирта и кислоты), стерического эффекта (длина уг-
леводородной цепи), кислотных свойств и концентрации фермента. 
Все это говорит о многофакторности процессов и усложняет их анализ. 

Заключение. Применение модифицированного метода Рунге – 
Кутты – Мерсона для решения дифференциальных уравнений при опи-
сании процесса биокатализа реакций этерификации алифатических ки-
слот и бутилового спирта позволило установить и количественно оце-
нить наличие одновременного протекания трех процессов: первичной 
(прямой) этерификации, гидролиза образовавшегося эфира (обратной 
реакции) и вторичной этерификации (автокатализа). Процесс автоката-
лиза обусловлен включением воды, образовавшейся в первичной эте-
рификации в гидратную оболочку фермента, тем самым повышаются 
его каталитические свойства. 

Показано, что разные кислоты обнаруживают различное соот-
ношение констант скорости этих трех процессов. Таким образом, по-
лученные данные о влиянии кислот на процессы, происходящие при 
взаимодействии кислот и спиртов в активном центре фермента, пока-
зывают сложность и зависимость этих трех процессов от нескольких 
факторов: природы субстратов (кислота и спирт), стерического эф-
фекта (длина углеводородной цепи), кислотных свойств и концентра-
ции фермента. 
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