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摘 要 为实现功能性脂肪酸———金松酸( SCA) 的高值化利用，本实验以香榧籽油为原料，富集 SCA 并

用于酯交换反应生产 1，3 － 甘油二酯。温度 55 ℃，醇油比 0． 25∶ 1，碱催化木榧籽油醇解 2 h，乙脂转化率可达

97． 8%。得到的混合脂肪酸乙酯进一步采用尿素包合法富集 SCA。结果发现，随着脂脲比增加 SCA 回收率增

加但纯度逐渐降低。当脂脲比为 0． 3，0． 35 时，SCA 乙酯的纯度分别为 73． 0%，63． 9%，回收率为43． 0%，

87． 1%。不同脂肪酶无溶剂体系中催化 SCA 乙酯、甘油酯交换反应研究表明，Lipozyme RM IM 的位置选择性较

佳、1，3 － DAG 产率最高。当乙酯 /甘油摩尔比 2 ∶ 1、酶添加量 5%、60 ℃ 下反应 24 h，1，3 － DAG 的产率为

55． 5%，其中 SCA 含量接近 60%。化学 － 酶法两步催化制备富含金松酸的功能性 1，3 － DAG 是可行的。
关键词 金松酸 乙酯 尿素包合 1，3 － DAG 固定化脂肪酶

中图分类号: TS255． 6 文献标识码: A 文章编号: 1003 － 0174( 2020) 07 － 0072 － 07
网络首发时间: 2020 － 05 － 18 14: 22: 18
网络首发地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /11． 2864． ts． 20200518． 1025． 020． html

基金项目: 国家自然科学基金( 31772001，31972109 ) ，亚热带森
林培育国家重点实验室开放课题，浙江省重点研发项
目( 2019C02069，2018C02017)

收稿日期: 2019 － 09 － 20
作者简介: 孟祥河，男，1974 年出生，教授，粮油与植物蛋白
通信作者: 吴家胜，男，1969 年出生，教授，经济林产品

香榧，作为名贵干坚果有着上千年的食用历史，

是国家卫生部首批批准的药食两用的食物之一，具

有很高的药用和食用价值［1 － 2］。香榧籽仁含油量较

高，为 40． 39% ～52． 80%，其中不饱和脂肪酸约占总

脂肪酸的 87%，主要为油酸、亚油酸，以及特殊结构

的!5 － 亚甲基间隔不饱和脂肪酸———金松酸 ( !5，

11，14 － 20∶ 3; SCA) ［3 － 4］。
SCA 主要分布在裸子植物种子中，是榧籽油的

特征性脂肪酸［5 － 6］。研究表明，金松酸具有控制血

脂、抗炎等诸多生理功效［7 － 11］。目前关于金松酸的

研究主要集中在生理活性方 面，由 于 金 松 酸 来 源

少、含量低，不易获得高含量的产品，因此关于 SCA
的利用研究鲜有报道。结构脂质通过调整甘油碳

骨架上功能性脂肪酸的种类及位置，实现特定的理

化性质与生理活性。典型的结构脂质，甘油二酯有

1，2 － DAG 和 1，3 － DAG 两种异构体，少量地存在

于天然油脂中［12 － 13］。1，3 － DAG 由于其结构的特

殊性，在体内难以再合成 TAG，因而有防止肥胖、降
低餐后血脂含量、防治高血脂、高血压、心脑血管病

等生理活性和功能［14 － 17］。如果结合 SCA 特殊的生

理活性合成富含 SCA 的 1，3 － DAG 可以兼备二酯

与脂肪酸本身的生理功能，对开发新型的功能性脂

质、改善 人 体 健 康 将 具 有 重 要 而 积 极 的 意 义［18］。
DAG 的制备方法主要有直接酯化法、甘油解法和部

分水 /醇解法。甘油解法和部分水解法都是从油脂

直接出发，特定脂肪酸富集选择性不高。榧籽油中

的 SCA 起始质量分数为 9． 45% ～ 14． 28% ，要制备

富含 SCA 的 1，3 － DAG，预纯化 SCA 是必要的。
本研究以榧籽油为原料，制备稳定性好、沸点低、

易分离的榧籽油混合脂肪酸乙酯( FAEE) ，同时采用尿

素包合法富集 FAEE 的 SCA 乙酯。通过高 1，3 － 位选

择性的脂肪酶催化高浓度的 SCA 乙酯与甘油反应生

物合成富含 SCA 的 1，3 － DAG，并对产物脂肪酸的组
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成进行表征，初步实现了榧籽油功能性 SCA 的高值化

利用。

1 材料与方法
1． 1 材料与仪器

正己烷、30 ～ 60 ℃石油醚、37% 浓盐酸、甘油、乙
醇钠、200 ～ 300 目硅胶、HPLC 级正己烷、异丙醇、甲

酸、0． 4 ～ 0． 5 mm 硅胶板; 亚油酸乙酯、甘油酯: 标准

品。
Agilent 7890A 气相色谱仪，Waters1525 液相色

谱仪，Waters 2414 示 差 检 测 器，Agilent Poroshell －
120 液相色谱柱。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 榧籽油制备

榧籽剥壳，粉碎机进行粉碎后过 40 目筛子后以

1∶ 4 的料液比向榧籽粉末中加入正己烷，在超声中对

榧籽粉末进行 20 min 的两次浸提，浸提液真空抽滤

后旋转蒸发获得榧籽油。
1． 2． 2 榧籽油的脂肪酸组成分析

脂肪酸甲酯制备参照 GB /T 17376—2008 标准

方法［19］。取 0． 1 ～ 0． 2 g 榧子油于 50 mL 烧瓶中，加

入 2 粒沸石，再加入 4 mL 0． 5 mol /L 的氢氧化钠甲

醇，于 75 ℃下水浴回流 15 min 后加入 55%的三氟化

硼甲醇络合物 5 mL，继续回流 2 min，加入 2 mL 色谱

纯正己烷，1 min 后加入 15 mL 饱和氯化钠溶液振荡

15 s，转入 50 mL 容量瓶中，加入足够饱和氯化钠至

容量瓶分层，加 5 mL 色谱纯正己烷萃取 FAME。取

正己烷相经无水硫酸钠干燥，适当稀释，GC 分析。
气相色谱法( GC) 条件: sp － 2340 色谱柱( 60 m ×

0． 25 mm ×0． 2 μm) ，载气为高纯 N2，流速 20 mL /s，进

样口温度 230 ℃，FID 温度 220 ℃，分流比 100∶ 1; 进样

量 1 μL; 185 ℃恒温 40 min。
1． 2． 3 醇解制备榧籽油混合乙酯

取一定量的香榧油溶解于过量无水乙醇中，加

入过量的乙醇钠，55 ℃下磁力搅拌一定时间后，反应

混合物转移至分液漏斗，静置分层。取上相乙酯层，

加入占上相体积 20%的 60 ℃的蒸馏水洗涤 3 次，最

后加入 5% 的 HCl 溶液洗涤以去除乙酯中残留的碱

与皂［20］。
1． 2． 4 脂肪酸乙酯的含量测定

准确称取约 100 mg 的醇解产物混合物，添加 4
mg 的十九酸甲酯，用石油醚 ∶ 乙醚 = 95∶ 5 作为展开

剂进行 TLC 层析，刮下乙酯条带用正己烷溶解后进

行 GC 分析。脂肪酸乙酯总量用下式计算:

M总 =
MC19 × A总

AC19
－MC19

式中: M总 为总 FAEE 质量，mg; MC19 为十九酸添

加量，mg; AC19 为十九酸甲酯的气相峰面积; A总 为所

有脂肪酸酯的峰面积之和。
1． 2． 5 HPLC 法分析反应产物甘油酯组成

取约 150 mg 的反应产物，用流动相定容到 10
mL 容量瓶备用。HPLC 法，检测条件如下: Waters
2410 示差折光检测器，流动相为含 0． 1%的甲酸的正

己烷 /异丙醇( 20∶ 1) 混合溶液，流速 1 mL /min，柱箱

温度 35 ℃，进样量 10 μL。各组分通过对比 1，3 － 二

油酸甘油酯，1，2 － 二油酸甘油酯以及 TLC 分离得到

的纯品的保留时间确定，含量用峰面积归一化法计

算。其中 TAG、1，3 － DAG、1，2 － DAG 和 MAG 纯品

通过 TLC 法得到: 取反应后产物用正己烷 － 乙醚 －
甲酸( 70: 30: 1 ) 在制备硅胶板上分离，以碘显色，各

条带刮下后 TAG 以正己烷萃取，1，3 － DAG、1，2 －
DAG 和 MAG 以乙醚萃取，分别保存。
1． 2． 6 尿素包合法富集金松酸乙酯

取尿素溶解于 95%乙醇中至浓度 40%，在 70 ℃
下磁力搅拌回流直至尿素完全溶解。分别按 5 ∶ 1 ～
1∶ 1酯脲比添加混合 FAEE，连续回流2 h，混合物在

25 ℃ 的自来水中冷却 30 min，然后4 ℃ 静置 12 h。
结晶后的尿素 － 脂肪酸乙酯混合物趁冷迅速过滤，

并用尿素饱和的 95% 乙醇溶液洗涤滤渣，收集滤液

转移至分液漏斗，加入 20% 体积分数的 5% HCl 溶

液，再加入等体积的正己烷进行萃取。下层水相如

上重复萃取 2 次，合并正己烷萃取相，用 20% 的蒸馏

水洗涤，旋转蒸发正己烷相得到富集 SCA 的乙酯，称

重。取约 50 mg 的包合后乙酯，溶于 10 mL 色谱级正

己烷，微滤后 GC 分析，计算金松酸乙酯及回收率。

金松酸回收率 /% =
P1 ×m1

P0 ×m0
× 100%

式中: P1为包合后金松酸纯度; m1 为包合后乙酯

质量; P0为初始榧籽油金松酸含; m0 为包合前乙酯质

量。
1． 2． 7 酶促酯交换反应合成 1，3 － DAG 的研究

甘油的吸附: 将硅胶与甘油 1∶ 1 混合，搅拌直至

甘油被硅胶完全吸附，形成“干燥”粉末。
酯交换反应: 按 FAEE、甘油摩尔比 2 ∶ 1 称取

SCA 乙酯混合物、硅胶吸附的甘油，磁力搅拌混合，

水浴加热至既定温度，加入乙酯质量 5% 的固定化酶

开始酯交换反应。固定间隔时间取样，用于 TLC、
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GC、HPLC 分 析，计 算 酯 化 率，SCA 及 1，3 － DAG
含量。

2 结果与讨论
2． 1 香榧籽油的醇解

SCA 以甘油三酯的形式存在于榧籽油中，纯化

富集前将其转化为游离脂肪酸( FFA) 或脂肪酸乙酯

( FAEE) 是必要的。本研究通过酯交换反应，即乙醇

钠催 化 TAG 和 过 量 乙 醇 进 行 酯 交 换 反 应 制 备

FAEE。与酸催化酯交换反应相比碱催化具有温度低

( 50 ～ 70 ℃ ) ，速 度 较 快 ( 1 ～ 3 h ) 、转 化 率 高 ( ＞
90% ) 等优点［21 － 23］。55 ℃条件下乙醇钠催化不同比

例醇油比例混合物反应 1 h 产物乙酯含量如图 1
所示。

注: 反应温度 55 ℃、催化剂为乙醇钠，添加量为总混合物重

量的 1% ，反应时间 1 h。

图 1 香榧籽油在不同乙醇 /油比例条件下的醇解度

通常来讲，过量乙醇有助于酯交换反应平衡向

乙酯生成方向转化，促进 TAG 醇解更彻底。图 1 显

示，醇油体积比为 0． 25 ∶ 1 ( 摩尔比为 4． 25 ∶ 1 ) 时，乙

酯浓度最高为 93． 8%。然而催化剂浓度不变，随醇

油比增加乙酯纯度有所下降。醇油比 15∶ 1 时，乙酯

产率仅为 67． 3%。这可能是因为过多的乙醇导致香

榧油浓度降低，与催化剂分子的碰撞次数减少，因而

有限的时间内榧籽油醇解不充分。傅红等富集鱼油

时也有类似的发现，其认为要 TAG 充分醇解，醇油摩

尔比 不 高 于 4． 8 是 必 要 的［24］。当 醇 油 比 固 定 在

0． 25∶ 1，反应 2 h 醇解度从 93． 8% 增大到 97． 8%，进

一步延长时间至 3 h，5 h，醇解度改变不明显，表明

反应达到了动态平衡。因此后续反应采用 0． 25 ∶ 1
的醇油比在 55 ℃下反应 2 h 制备香榧籽油 FAEE。
2． 2 尿素包合富集金松酸乙酯

醇解得到的混合 FAEE，实验采用尿素包合法纯

化 SCA。尿素包合过程中尿素浓度、包合温度、包合

时间和酯脲比都会对最终目标脂肪酸的纯度有所影

响，其中酯脲比最为重要［25］。为尽可能地富集并回收

香榧籽油 SCA，实验确定尿素浓度为 40%，溶解温度

70 ℃，包合时间 2 h。不同酯脲比条件下香榧油 FAEE
包合效果如图 2 所示。产物的脂肪酸组成见图 3。

图 2 酯脲比对木榧油金松酸乙酯的包合效果

注: A 包合前混合脂肪酸乙酯，B ～ F 酯脲比分别为 0． 2、0． 3、

0． 35、0． 4、0． 5。

图 3 不同酯脲比包合香榧油乙酯的 GC 图

显而易见，脂脲比对包合效果影响显著。当脂

脲比为 0． 2 时，包合产物中金松酸乙酯的纯度最高，

达 78%，金松酸乙酯的回收率为 36． 4%。脂脲比提

高到 0． 3，0． 35 时，金松酸乙酯的纯度略有下降，分别

为 73． 0%、63． 8%。脂脲比为 0． 4 时金松酸乙酯回

收率 高 达 98． 6%，但 金 松 酸 乙 酯 纯 度 却 降 低 至

46． 9%。0． 3 和 0． 35 的酯脲比包合，金松酸乙酯的纯

度相差不多，但金松酸乙酯的回收率从 43． 0% 显著

增加到 87． 0%。吕秋楠［27］和鲁仲辉［26］等研究尿素

包合法富集亚麻酸时亦有类似的发现。因此综合考

虑 SCA 纯度、回收率以及经济性，脂脲比 0． 35 包合

木榧油乙酯是适宜的。
2． 3 固定化脂肪酶无溶剂体系中催化 FAEE、甘油

合成 1，3 － DAG
以纯化的金松酸乙酯和甘油为起始原料，研究

探讨了 Lipozyme RM IM、Lipozyme TL IM 及 Novozyme
435 的催化效果。不同温度下的转酯化反应时间进

程曲线如图 4 所示。
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图 4 固定化脂肪酶不同温度下合成 1，3 － DAG 的时间进程曲线

与 Lipozyme TL IM 和 Lipozyme RM IM 相比 No-
vozym 435 催化活性高，5 ～ 8 h 后 1，3 － DAG 即达到

最大产率。随温度增加，Novozym 435 催化活力明显

加快。50 ℃ 和 60 ℃ 反应 5 h，1，3 － DAG 产率分别

为 30． 1%和 42． 5%，而 40 ℃时，反应速率较低，8 h
后 1，3 － DAG 产率达到最高( 26． 8% ) 。时间继续延

长 1，3 － DAG 产 率 略 有 下 降，且 反 应 趋 向 平 衡。
Zeng［28］等在油酸与甘油合成 1，3 － DAG 的研究中也

有类似的发现。这可能是随着反应时间的延长，偏

甘酯发生酰基转移进一步与 EE 反应生成了 TAG，

1，3 － DAG的含量从而降低。此外，也和 Novozym 435
不十分严格的 1，3 位置专一性有关［29 － 30］。Lipozyme
TL IM 催化选择性可接受，但活力较低，而且其热稳

定性较差，最适温度为 50 ℃，反应 24 h 后 1，3 － DAG
产率不足 30%。

Lipozyme RM IM 因在各种介质中( 无溶剂、有机

溶剂，超临界流体等) 均表现出良好的的活性和稳定

性，因此广泛应用于油脂改性［31］。与 Novozym 435
类似，随温度增加 Lipozyme RM IM 活力上升明显，

60 ℃为其最适温度。不同的是，因其位置选择性高，

随 时 间 延 长 1，3 － DAG 产 率 逐 渐 增。 Luis
Vázquez［32］等以混合脂肪酸乙酯为原料，在 65 ℃ 下

与甘油以 2 ∶ 1 摩尔比反应，DAG 得率为 60． 7%，1，

3 － DAG得率为 39． 8%。李磊［30］等研究米糠油甘油

解制备 1，3 － DAG 时发现 60 ℃ 是 Lipozyme RM IM
的最佳温度，温度高于 60 ℃时，DAG 产量开始下降。
Zhong ［33］采用 Lipozyme RM IM 催化月桂酸、甘油酯

化反应合成 1，3 － DAG，当酶添加量为 5%，月桂酸和

甘油摩尔比为 2∶ 1，50 ℃下反应 3 h，1，3 － 二月桂酸

酯得率为 80． 3%。Watanabe T 等［34］ 也 报 道 了 Li-
pozyme RM IM 在无溶剂体系中催化混合脂肪酸与甘

油合成 DAG 的表现。5% 的酶添加量，50 ℃ 下反应

4 h，DAG 产率达 84． 0%，纯度为 90． 0%。然而酯化

反应所用的游离脂肪酸制备需耗用大量的酸碱，环

境问题突出。本研究采用 5% Lipozyme RM IM 做催

化剂，FAEE、甘油摩尔比 2∶ 1，60 ℃反应 24 h，产物中

1，3 － DAG 产率达 55． 5%。
2． 4 合成产物中的成分组成

三种脂肪酶不同温度下催化酯交换反应的选择

性如图 5 所示。产物的脂肪酸组成见表 1。甘油酯

产物中 1，3 － DAG 与 1，2 － DAG 的比例反应了酶催

化位置选择性的强弱。1，3 － DAG /1，2 － DAG 比例

越大，1，3 － DAG 含量越高，产物生理活性越高。图 5
显示，温度升高后各脂肪酶合成产物中 1，3 － DAG /
1，2 － DAG 的比例都增大，这与我们从前的的发现接

近［35］。这可 能 是 因 为 高 温 促 进 了 1，2 － DAG 的

Sn － 2位脂肪酸向 Sn － 3 位酰基转移，转化为热稳定

性更高的 1，3 － DAG［36］。因此在适当范围内提高反

应温度不仅能够提高 1，3 － DAG 的合成速率和产率，

同时也能够调整并改善二酯的比例。此外，数据也

显示 3 种酶的 1，3 － 位置选择性由强到弱依次为

Lipozyme TL IM ＞ Lipozyme RM IM ＞ Novozym 435。
Novozym 435 的特异性最低，因此反应后期乙酯与偏

甘酯继续反应生成 TAG，而 Lipozyme RM IM 和 Li-
pozyme TL IM 具有较高的位置特异性，脂肪酸因此

很少结合在 Sn － 2 位上，很难再合成 TAG。
制备 1，3 － DAG 过程中，原料油、混合 FAEE、包

合富集的 SAC 乙酯以及不同脂肪酶最适条件下催化

制备得到 1，3 － DAG 的脂肪酸组成列于表 1。结果
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图 5 不同温度下脂肪酶催化酯交换

反应产物中的 1，3 － DAG /1，2 － DAG 的比例

显示 1，3 － DAG 的脂肪酸组成与包合富集的 SAC 乙

酯原料无显著差别，表明三种脂肪酶没有表现出明

显的 脂 肪 酸 选 择 性。1，3 － DAG 中 SCA 含 量 在

58． 6% ～59． 8%之间，符合预期。
表 1 三种酶合成的 1，3 － DAG 的脂肪酸组成

脂肪酸 香榧油
富集的
金松酸

乙酯

1，3 － DAG
Novozym
435

Lipozyme
RM IM

Lipozyme
TL IM

棕榈酸 11． 09 ±0． 35 0． 19 — — —
硬脂酸 3． 61 ±0． 13 — — — —

油酸 23． 64 ±1． 28 0． 67 0． 85 ±0． 09 0． 93 ±0． 05 0． 91 ±0． 09
亚油酸 42． 35 ±1． 58 38． 05 39． 14 ±1． 63 40． 24 ±1． 25 39． 9 ±1． 33

二十碳
二烯酸

2． 84 ±0． 11 0． 27 0． 21 ±0． 08 0． 19 ±0． 01 0． 15 ±0． 03

金松酸 12． 75 ±0． 15 61． 09 59． 80 ±0． 40 58． 64 ±0． 29 59． 04 ±0． 32
注:—为未检出。

3 结论
采用乙醇钠催化香榧油醇解高效、时间短，得到

FAEE 可方便地采用尿素包合法一步富集得到纯度

为 60% ～73% SCA 乙酯。Lipozyme RM IM 活力高、
1，3 － 位置选择性强是催化 SCA 乙脂、甘油转酯化反

应最适合催化剂。当添加量 5%，乙酯、甘油摩尔比

2∶ 1，60 ℃反应 24 h，1，3 － DAG 产率达 55． 5%，其中

金松酸质量分数为 58． 6%。实验开发的化学 － 酶催

化两步制备 1，3 － DAG 的技术路线具有经济、高效、
工艺绿色等优点，具有一定的商业化潜力。
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Separation of Sciadonic Acid from Torreya grandis
Seed Oil and Preparation Research of 1，3 － Diacylglycerols

Meng Xianghe1 Yang Qibo1 Xiao Dan1 Xia Chaosheng1

Fan Lüting1 Song Lili2 Wu Jiasheng2

( College of Food Science and Technology，Zhejiang University of Technology1，Hangzhou 310014)

( State Key Laboratory of Subtropical Silviculture，Zhejiang A ＆ F University2，Hangzhou 311300)

Abstract In order to realize the value － added utilization of functional fatty acid － sciadonic acid，Torreya
grandis seed oil was taken as initial material to enrich sciadonic acid which was further reacted with glycerol to pro-
duce functional 1，3 － diglyceride． The fatty acid ethyl ester yield of 97． 8% was achieved when ethanolysis was cata-
lyzed by sodium ethoxide with the ratio of ethanol to oil 0． 25∶ 1 ( v /v) at 55 ℃ for 2 h． The obtained mixed ethyl es-
ter was further purified for concentration of sciadonic acid by urea inclusion． As a result，it was found that the recov-
ery rate of the ethyl sciadonate increased as EE to urea ratio increased，but the purity of SCA gradually decreased．
When the ratios of EE to urea of 0． 3，0． 35 were used，the purity of ethyl sciadonate and its recovery rate were
73． 0%，63． 8% and 43． 0，87． 1%，respectively． Transesterification reaction catalyzed by immobilized lipase with
ethyl sciadonate and glycerol as substrate in a solvent － free system showed that Lipozyme RM IM has better position
selectivity and the highest 1，3 － DAG yield with value of 55． 5% ． When the ethyl ester /glycerol molar ratio was 2∶ 1，

enzyme load was kept at 5% ( m/m) ，transesterification was performed at 60 ℃ for 24 h，the SCA content in 1，3 －
DAG is close to that of initial ethyl sciadonate，with value of ～ 60% ． Hence，chemical － enzymatic two － step cata-
lytic preparation of functional 1，3 － DG rich in sciadonic acid was feasible．

Key words sciadonic acid，ethyl esters，urea inclusion，1，3 － DAG，immobilized lipases
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