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摘要!为了提高丙二醇酯合成中的单酯比例!以山茶籽油脂肪酸为原料!以单'双甘油酯脂肪酶

W8]7V@2cW'W8]7V@O267=C%" 为催化剂酯化合成丙二醇单酯!考察了加酶量'反应温度'底物物质

的量比以及摇床转速对酯化反应合成丙二醇单酯的影响!并对产物进行了鉴定!与 W8]7V@/MO' #

g!&(N催化酯化效果进行了比较% 结果表明!W8]7V@2cW'W8]7V@O267=C%" 催化酯化合成丙二醇

单酯的最佳反应条件为W8]7V@2cW加酶量 (" XDB'底物"山茶籽油脂肪酸与丙二醇$物质的量比

'k+!W8]7V@O267=C%" 加酶量 '"" XDB'底物物质的量比 'k!!反应温度 $%K!摇床转速 '(" JD68=!

反应时间 '( U!在此条件下W8]7V@2cW'W8]7V@O267=C%" 催化酯化合成的丙二醇单酯含量分别达

到 (%?%%I和 &!?-(I% 经O0#M/鉴定合成的丙二醇单酯主要由丙二醇单油酸酯'丙二醇单棕榈

酸酯和丙二醇单亚油酸酯组成% 与 W8]7V@O267=C%"'W8]7V@/MO' #g!&(N相比!W8]7V@2cW催

化酯化合成的丙二醇单酯含量和纯度更高!更适合作为丙二醇单酯的催化合成用酶%

关键词!丙二醇单酯#山茶籽油#单'双甘油酯脂肪酶#酶催化
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HH丙二醇单酯" ĴC]A9@=@B9A;C96C=C@VS@J#是一种

良好的油溶性乳化剂%发泡性能优异& 丙二醇单酯

是
#

晶型倾向的表面活性化合物%能在被捕获的气

泡周围形成一层膜%以稳定不同组分的食品体系%同

时也能使其他乳化剂以稳定的
#

晶型存在%因此丙

二醇单酯常被用于蛋糕和非乳制品的生产过程中%

如仿奶油配料%与单甘油酯和双甘油酯结合用于提

高蛋糕的面糊性能(' #$)

& 作为重要的食品乳化剂之

一%丙二醇单酯已被美国食品和药物管理局"g\2#

批准用于食品和药品中&

目前%工业上常采用化学法合成丙二醇单酯%例

如'在高温"超过 !!"K#和高压条件下%以酸或碱为

催化剂%丙二醇和脂肪酸直接进行酯化反应%但产物

往往成分复杂%难以分离纯化%因而产品纯度和安全

性能难以保证%且色泽较深$异味较大%同时由于催

化剂处理不当导致整个生产过程存在能耗高$污染

大等问题(+ #%)

& 随着人们对食品质量要求的提高%

以及人们环保意识的增强%酶法催化反应因其安全

系数高$反应条件温和$催化效率高$产物纯度高等

优点%成为人们研究的热点(, #&)

& 酶法催化合成丙

二醇单酯一般分为油脂与丙二醇的醇解法和脂肪酸

与丙二醇的直接酯化法& 醇解法产物丙二醇单酯的

产率一般不高& 汪运明等(()利用 NCYCGA6@+$% 催

化椰子油与丙二醇进行反应%丙二醇单酯的得率仅

为 %$?+(I!钟遇安等(-)利用 W8]CGA6@QMPM催化

橄榄油与丙二醇进行反应%丙二醇单酯得率为

&!?+I&直接酯化法产物往往含有大量丙二醇二酯%

从而造成其乳化性能较差%研究发现可根据酶的催

化特异性降低产物中丙二醇二酯的含量('")

&

单$双甘油酯脂肪酶能催化脂肪酸和甘油反应

合成甘油二酯和甘油单酯%不会合成甘油三酯%具有

独特的底物特异性%应用于丙二醇酯的合成中可以

提高酯化产物中单酯的比例& 李星星('')利用固定

化的W8]7V@/MO' #g!&(N催化合成丙二醇油酸单

酯%丙二醇油酸单酯产量可以达到 &"I%纯度可以

达到 (+?,&I& 本研究采用直接酯化法制备丙二醇

单酯%考察了反应条件对不同底物专一性的单$双甘

油酯脂肪酶 W8]7V@O267=C%"$W8]7V@2cW催化酯

化反应合成的丙二醇单酯含量和丙二醇单酯纯度的

影响%并与W8]7V@/MO' #g!&(N催化酯化合成丙二

醇单酯的效果进行了比较分析&

;<材料与方法

'?'H实验材料

山茶籽油%购自田林县康益土特产有限公司!单$

双甘油酯脂肪酶2cW"来源于/'4D=E)**%'@=2L"D%W8]7V@

2cW%酶活 ' !"" XDB#%实验室自制!W8]7V@O267=C%"

"酶活 ! +!" XDB#%日本天野酶制剂"江苏#有限公司&

正己烷$异丙醇$甲酸$无水乙醚$异辛烷为色谱

纯%天津科密欧试剂有限公司!无水硫酸钠$'%$ #丙

二醇%上海麦克林生化试剂有限公司!$& 种脂肪酸

甲酯标准品%/8B67公司&

/R2#3恒温振荡器%国华"常州#仪器制造有

限责任公司!R',%" #o离心机%湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司!高效液相色谱仪"配备示差折光

检测器#%美国o7S@JV公司!g9CJ8V89固相萃取柱"%""

6B%, 6W#%上海安谱实验科技股份有限公司!气相

色谱仪 "配备 *{o 0̂ #/89(( 毛细管柱#%美国

2B89@=S公司!Ll("%" 气相色谱 #质谱联用仪"配备

/R#Q̀8#%/89M/ 色谱柱#%日本 /U867<G> 公司!

3/!!+/分析天平%德国赛多利斯集团&

'?!H实验方法

'?!?'H山茶籽油脂肪酸的制备

参考文献('!)采用皂化法制备山茶籽油脂肪

酸%参考朱东奇('$)的方法测定脂肪酸组成及含量&

'?!?!H酶催化酯化反应合成丙二醇单酯

称取一定量的 '%$ #丙二醇与山茶籽油脂肪

酸%混合%再加入一定量的酶%将其置于不同温度以

及不同转速的恒温气浴摇床中反应%定时取样用于

,(
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高效液相色谱检测分析&

'?!?$H酯化产物组成分析

精确称取 '"" b''" 6B待测样品%溶于 '" 6W

流动相中%振荡使其充分溶解后%加入适量无水硫酸

钠除去水分%取 ' 6W过 "?!!

!

6有机滤膜后注射

到色谱瓶待测&

采用配备示差折光检测器"o7S@JV!+'+%X/2#

的高效液相色谱分析酯化产物组成%色谱条件为

W>=7硅胶柱"+?, 66f!%" 66% %

!

6% Û@=C6@=@̀

0CJ]CJ7S8C=% X/2#%流动相为正己烷 #异丙醇 #甲

酸"体积比 !"k'k"?""$ #%流速 ' 6WD68=%柱温箱温

度 $"K& '%$ #丙二醇二酯$游离脂肪酸$'%$ #丙

二醇单酯的出峰时间分别为 +?'$$+?&!$'"?%" 68=&

各组分含量采用 o7S@JV!,-% 积分软件按面积归一

化法计算& 按下式计算丙二醇单酯含量"3#$丙二

醇脂肪酸酯酯化率"+#$丙二醇单酯纯度"6#&
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式中'/

'

为 '%$ #丙二醇单酯峰面积! /

!

为

'%$ #丙二醇二酯峰面积!/

$

为游离脂肪酸峰面积&

'?!?+H酯化产物的分离与鉴定

'?!?+?'Hg9CJ8V89固相萃取柱对酯化产物的分离

酯化产物用正己烷稀释至 '" 6BD6W%以 , 6W

正己烷活化g9CJ8V89固相萃取柱%加入 $ 6W稀释液&

分 + 次用 '! 6W正己烷 #无水乙醚"体积比 -%k%#

对游离脂肪酸进行洗脱!分 + 次用 '! 6W正己烷 #

无水乙醚"体积比 (%k'%#对丙二醇二酯进行洗脱!

分 + 次用 '! 6W正己烷#无水乙醚"体积比 !%k&%#

对丙二醇单酯进行洗脱&

分别收集上述洗脱液%依次得到游离脂肪酸$丙

二醇二酯$丙二醇单酯%氮气吹干后采用气相色谱法

"O0#测定丙二醇单酯脂肪酸组成('$)

&

'?!?+?!H丙二醇单酯的鉴定

精确称量 !" 6B上述分离得到的丙二醇单酯%

以正己烷稀释定容至 '""

!

BD6W%取 ' 6W于色谱瓶

中%采用气相色谱#质谱联用仪对样品进行鉴定&

气相色谱条件' /R#Q̀8#%/89M/ 色谱柱

"$" 6f"?!% 66f"?!%

!

6#!升温程序为初温

%"K%以 '"KD68= 的速率升至 '%"K%维持 % 68=%

以 '"KD68= 的速率升至 !""K%维持 % 68=%以

'"KD68=的速率升至!%"K%维持% 68=%以'"KD68=

的速率升至 $!"K%维持 % 68=!载气为高纯氦气"纯

度i--?---I#%流速 '?" 6WD68=!分流进样%分流

比 %"k'!进样量 '

!

W&

质谱条件'电子轰击离子源"4P#%电离能量 &" @d%

注射器温度 !,"K%传输线温度 !("K%离子源温度

!""K%全扫描模式"/02N#%溶剂延迟 & 68=&

'?!?%H数据统计分析

实验结果均以+平均值j标准差,": e$#表示&

使用 / /̂/统计软件的方差分析"2Ncd2#评估显著

性差异"4m"?"%#%采用cJ8B8= !"'( 作图&

=<结果与讨论

!?'H酯化反应合成山茶籽油丙二醇单酯的单因素

实验

!?'?'H加酶量的影响

在酯化反应中%丙二醇单酯的合成主要依赖于脂

肪酶的作用%加酶量会影响酯化反应的进程& 在山茶

籽油脂肪酸与丙二醇物质的量比为 'k!$反应温度为

+"K$摇床转速为 !'" JD68= 的条件下%考察加酶量对

合成丙二醇单酯的影响%结果如图 '所示&

图 ;<加酶量对合成丙二醇单酯的影响

HH由图 ' 可以看出'W8]7V@2cW加酶量在 +" b

(" XDB之间时%随加酶量的增加%相同反应时间内

丙二醇单酯含量不断增大%在反应 '( U 时达到最大

"加醇量 +" XDB时反应 !+ U 丙二醇单酯含量最

大#!W8]7V@O267=C%" 加酶量在 +" b'"" XDB之间

&(
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时%随加酶量的增加%相同反应时间内丙二醇单酯含

量不断增大%加酶量 '"" XDB时丙二醇单酯含量在

'! U时达到最大%分析原因可能是加酶量增加提高

了反应底物周围的酶浓度%提高了反应速度& 当两种

酶的加酶量继续增加时%反应速度增加缓慢%丙二醇

单酯含量变化不大%分析原因可能是酶分布在油水界

面已达到饱和& 综合考虑时间和经济成本%W8]7V@

2cW最佳的加酶量应为 (" XDB%W8]7V@O267=C%"

最佳的加酶量应为 '"" XDB%同时选定反应终止时

间为 '( U&

!?'?!H底物物质的量比的影响

酶催化酯化反应为可逆反应%不同的底物物质

的量比将影响反应最终的平衡状态%影响底物转化

率& 在 W8]7V@2cW加酶量为 (" XDB$ W8]7V@O

267=C%" 加酶量为 '"" XDB$反应温度为 +"K$摇

床转速为 !'" JD68= 的条件下%考察底物物质的量

比"山茶籽油脂肪酸与丙二醇物质的量比#对合成

丙二醇单酯的影响%结果如图 ! 所示&

图 =<底物物质的量比对合成丙二醇单酯的影响

HH由图 !7可以看出%反应 '" U 前%丙二醇单酯的

含量随底物物质的量比增加呈波动变化%'" U 后丙

二醇单酯的含量随底物物质的量比增加先升高后降

低%在底物物质的量比为 'k+ 时丙二醇单酯含量最

高& 由图 ![可以看出%随底物物质的量比从 'k' 增

加到 'k!%W8]7V@O267=C%" 催化反应合成的丙二

醇单酯含量随反应时间延长而提高%但当底物物质

的量比继续增加时%丙二醇单酯的含量下降& 继续

增加底物物质的量比%丙二醇单酯含量下降可能的

原因是过多的丙二醇导致反应体系黏度过大%影

响传质%使酶与底物接触不充分%从而影响酯化反

应的平衡& 因此%W8]7V@2cW催化酯化合成丙二

醇单酯的最佳底物物质的量比为 'k+%W8]7V@O

267=C%" 催化酯化合成丙二醇单酯的最佳底物物

质的量比为 'k!&

!?'?$H反应温度的影响

温度会影响脂肪酶的活力以及脂肪酶与底物

的亲和力%从而影响产物的纯度& 在 W8]7V@2cW

加酶量为 (" XDB$底物物质的量比为 'k+%W8]7V@O

267=C%" 加酶量为 '"" XDB$底物物质的量比为

'k!%摇床转速为 !'" JD68= 的条件下%考察反应温

度对合成丙二醇单酯的影响%结果如图 $ 所示&

图 ><反应温度对合成丙二醇单酯的影响

HH由图 $ 可以看出%随着反应温度从 $"K升高到

$%K%两种酶催化酯化反应合成的丙二醇单酯含量

均提高%当反应温度大于 $%K时%两种酶催化酯化

反应合成的丙二醇单酯含量均逐渐下降& 反应温度

为 $" b$%K时%随反应温度升高%脂肪酶活力逐渐

增加%反应速度增快%丙二醇单酯含量逐渐提高%当

反应温度大于 $%K时%随反应温度升高%脂肪酶空

间构象可能受到一定程度的影响%脂肪酶活力下降%

((
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丙二醇单酯含量逐渐降低& 因此%最佳的反应温度

为 $%K&

!?'?+H摇床转速的影响

在酯化反应中%摇床转速会影响酶与底物的传

质%从而影响丙二醇单酯的含量& 在反应温度为

$%K%W8]7V@2cW加酶量为 (" XDB$底物物质的量

比为 'k+%W8]7V@O267=C%" 加酶量为 '"" XDB$底

物物质的量比为 'k!%反应时间为 '( U的条件下%考

察摇床转速对合成丙二醇单酯的影响%结果如图 +

所示&

图 @<摇床转速对合成丙二醇单酯的影响

HH由图 +可以看出%当摇床转速从 ," JD68=增加到

'(" JD68=时%两种酶催化酯化合成的丙二醇单酯含

量随摇床转速提高均逐渐增加%当摇床转速大于

'(" JD68=%两种酶催化酯化合成的丙二醇单酯含量都

不再提高& 因此%最佳摇床转速选择 '(" JD68=& 此

时%W8]7V@2cW和W8]7V@O267=C%" 催化酯化合成

的丙二醇单酯含量分别为 (%?%%I和 &!?-(I&

!?!H丙二醇单酯的鉴定

以W8]7V@2cW催化酯化反应为例%对单因素实

验确定的最佳条件"反应温度 $%K%加酶量 (" XDB%

底物物质的量比 'k+%反应时间 '( U%摇床转速 '("

JD68=#下得到的酯化产物按 '?!?+ 方法进行分离

鉴定&

!?!?'H丙二醇单酯主要的脂肪酸组成"见表 '#

表 ;<丙二醇单酯和山茶籽油主要的脂肪酸组成

及相对含量 W

脂肪酸 山茶籽油 丙二醇单酯

棕榈酸 &?%- j"?"! &?%- j"?"!

油酸 ('?-( j"?"% ($?%& j"?"&

亚油酸 ,?&' j"?"+ ,?!$ j"?"+

HH由表 ' 可看出%山茶籽油丙二醇单酯主要的脂

肪酸组成与原料山茶籽油的脂肪酸组成无显著

差异&

!?!?!H丙二醇单酯的质谱鉴定

山茶籽油丙二醇单酯的总离子流色谱图见图

%& 首先对图 % 中响应值最高的 ! 号峰进行质谱鉴

定%结果见图 ,& 图 , 中%基峰离子#0L%% 被推断为

油酸双键迁移和 0*0键断裂形成的碎片离子

(0R

$

*0R*

%%

0R 0R

!

)

n('+)

%此外%根据丙二醇单

酯的断裂方式%形成酯键的左右0*c键断裂%产生碎

片离子(Rc*0R

!

*0R

!

*0R

!

)

n

"#0L%-#和(M#

%-)

n

%以及碎片离子(Rc*0R

!

*0R

!

*0R

!

*c)

n

"#0L&%#和(M#&%)

n

%在质谱图中分别检测到#0L

&%"未指出#$#0L!,%$#0L!('%因此鉴定该物质为

丙二醇单油酸酯& 同样鉴定出图 % 中 '$$ 号峰分别

为丙二醇单棕榈酸酯$丙二醇单亚油酸酯%其质谱图

分别见图 &$图 (&

图 A<丙二醇单酯的总离子流色谱图

图 N<丙二醇单酯 = 号峰的质谱图

-(
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图 O<丙二醇单酯 ; 号峰的质谱图

图 R<丙二醇单酯 > 号峰的质谱图

!?$H不同单'双甘油酯脂肪酶对酯化反应合成丙二

醇单酯的影响

能否利用酶法进行丙二醇单酯工业化生产的

关键在于酯化率和产物纯度& 为了探究具有不同

底物特异性特征的单$双甘油酯脂肪酶在酯化率

和产物纯度上的差异%本研究分别在上述两种单$

双甘油酯脂肪酶的最佳反应条件下进行酯化反

应%考虑其对合成丙二醇单酯的影响%结果如图 &

所示&

图 U<两种单%双甘油酯脂肪酶的酯化率和产物纯度的比较

HH由图 - 可知%在各自的最佳反应条件下%随着反

应时间延长%W8]7V@2cW和W8]7V@O267=C%" 催化

合成丙二醇脂肪酸酯的酯化率均不断提高%反应

'( U后趋于稳定%反应 '( U时二者催化酯化反应的

丙二醇脂肪酸酯酯化率分别达到 -"I以上和 ('I&

随着反应时间的延长%二者催化酯化反应的丙二醇

单酯纯度先略有升高后下降%其中 W8]7V@2cW相较

W8]7V@O267=C%" 下降不明显%这是因为随着反应

时间的延长%W8]7V@O267=C%" 催化丙二醇单酯与

脂肪酸继续酯化合成丙二醇二酯& 丙二醇二酯是一

种疏水性物质%其含量越高%产品发泡性越差%因此

要选择合适的脂肪酶尽可能降低丙二醇单酯中的丙

二醇二酯含量&

在本研究的基础上%分别在最佳反应条件下%比

较了 $ 种单$双甘油酯脂肪酶 W8]7V@2cW$W8]7V@O

267=C%"$W8]7V@/MO' #g!&(N"最佳条件为底物

物质的量比 'k%$反应温度 $"K$加酶量 &?%I#

('')

在丙二醇单酯含量和丙二醇单酯纯度方面的差异%

结果如图 '" 所示&

图 ;V<> 种单%双甘油酯脂肪酶合成丙二醇单酯的比较

"-
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HH由图 '" 可看出%在丙二醇单酯含量和丙二醇单

酯纯度方面%W8]7V@2cW均优于 W8]7V@O267=C%"

和W8]7V@/MO' #g!&(N%W8]7V@2cW催化酯化反应

最终"反应 '( U#丙二醇单酯含量可达 (%?%%I%纯

度为 -+?((I&

><结<论

以山茶籽油脂肪酸为底物%采用单$双甘油酯脂

肪酶W8]7V@2cW$W8]7V@O267=C%"为催化剂酯化合

成山茶籽油丙二醇单酯%系统考察了加酶量$底物物

质的量比$反应温度$摇床转速对酯化反应合成丙二

醇单酯的影响%得到的最佳反应条件为 W8]7V@2cW

加酶量 (" XDB$底物物质的量比 'k+%W8]7V@O267=C

%"加酶量 '"" XDB$底物物质的量比 'k!%反应温度 $%

K%摇床转速 '(" JD68=%在反应 '( U 时W8]7V@2cW$

W8]7V@O267=C%"催化酯化反应合成的丙二醇单酯

含量分别为 (%?%%I和 &!?-(I& 通过O0#M/ 分析

鉴定产物为丙二醇单酯%且主要为丙二醇单油酸酯$

丙二醇单棕榈酸酯和丙二醇单亚油酸酯& 综合分析

$种单$双甘油酯脂肪酶催化酯化反应合成丙二醇单

酯的效果%结果表明 W8]7V@2cW在丙二醇单酯含量

和丙二醇单酯纯度两个方面显著优于 W8]7V@O

267=C%"和W8]7V@/MO' #g!&(N& 本研究的酶法制

备丙二醇单酯技术具有绿色环保$产物纯度高$便于

后期分离纯化等特点%为高纯度丙二醇单酯的酶法工

业化生产和应用研究奠定了基础&
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