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(57)摘要

本发明公开了一种固定化酶法催化合成没

食子酸丙酯的方法，括以下步骤：(1)产酶菌筛

选；(2)单宁酶生产；(3)酶固定：取石墨烯粉，经

改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯

粉加蒸馏水，超声分散均匀，制成石墨烯悬浮液；

向石墨烯悬浮液中加入单宁酶，搅拌处理，制得

固定化酶；(4)溶剂处理：将固定化酶添加到有机

溶剂苯中，并加入激活剂，搅拌均匀后，立即加入

没食子酸和正丙醇，加热，保温，搅拌反应8‑10h

后，超声处理15‑20min，继续搅拌反应7‑8h，过

滤，获得石墨烯滤渣和滤液；(5)反应后处理。本

发明提供的方法，酯化反应时间短，没食子酸丙

酯的收率较高，解决了现有技术中反应时间长、

收率偏低的问题。
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1.一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)产酶菌筛选：将黑曲霉菌接种到筛选培养基，在28-30℃下培养6天，挑选出长势好

的黑曲霉孢子；

(2)单宁酶生产：将挑选的黑曲霉孢子，接种到生产培养基中培养，在在28-30℃下培养

3天，将获得培养液按照常规技术经过滤、分离、葡萄糖凝胶色层析、真空冷冻干燥处理，制

得单宁酶；

(3)酶固定：取石墨烯粉，经改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯粉加蒸馏

水，超声分散均匀，制成石墨烯悬浮液；向石墨烯悬浮液中加入单宁酶，在40℃下搅拌处理

40-50min，真空冷冻干燥制得固定化酶；

(4)酯化反应：将固定化酶添加到有机溶剂苯中，并加入激活剂，搅拌均匀后，立即加入

没食子酸和正丙醇，加温至40℃，保温，搅拌反应8-10h后，超声处理15-20min，继续搅拌反

应7-8h，过滤，获得石墨烯滤渣和滤液；

(5)反应后处理：石墨烯滤渣回充分重复使用；滤液按照常规方法进行回收有机溶剂

苯、干燥处理，制得没食子酸丙酯。

2.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述筛选

培养基、生产培养基的组成为：5g/L单宁酸、15g/L葡萄糖、0.5g/L  MgCl2、0.5g/L  K2HPO4、

0.6g/L  NaNO3、0.02g/L  FeSO4；黑曲霉菌、黑曲霉孢子均是按照5％接种量接种。

3.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述石墨

烯粉的改性处理为：将石墨细粉放入其质量10倍的浓硫酸溶液中，在60-70℃下回流改性

2h，冷却后，过滤后，水冲洗净石墨烯表面的浓硫酸，干燥，制得氧化石墨烯；再将氧化石墨

加入等质量的水中，加入氧化石墨烯质量3％的聚丙烯酰胺，再加入聚丙烯酰胺质量5％的

硫酸铵，在85℃下反应4h，过滤，洗涤，干燥，制得改性石墨烯。

4.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述步骤

(3)，石墨烯悬浮液的浓度为1g/ml，单宁酶的添加量为石墨烯质量的4倍。

5.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述步骤

(4)，激活剂为硫酸镁，添加量为固定酶质量的0.1-0.2％。

6.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述步骤

(4)，每升有机溶剂苯中加入0.05-0.1L的正丙醇、5-10mol的没食子酸、60-100g的固定酶。

7.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述步骤

(4)，搅拌反应的速度为150-200r/min。

8.如权利要求1所述的固定化酶催化合成没食子酸丙酯的方法，其特征在于，所述步骤

(4)，超声处理的功率为40W。
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一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法

技术领域

[0001] 本发明属于抗氧化剂制备技术领域，尤其涉及一种固定化酶法催化合成没食子酸

丙酯的方法。

背景技术

[0002] 没食子酸丙酯(Propyl  gallate，简称PG)为白色至浅褐色结晶粉末或微乳白色针

状结晶，化学名称为3，4，5-三羟基苯甲酸丙酯，具有良好的抗氧性能，抗氧化性能较叔丁基

羟基茴香醚(BHA)和2，6-二叔丁基对甲酚(BHT)强，耐热性好，主要用于油脂或油基食品的

抗氧化、水果及蔬菜的保鲜，可作为生物柴油及某些材料的抗氧化稳定剂或抗老化剂。没食

子酸酯类化合物还具有显著的药理活性和生物活性，能有效地消除自由基，用于抗氧化和

抗微生物等。因而，在药物、化妆品、饲料等领域也有着广泛的用途。

[0003] 没食子酸丙酯是食品和农业组织(FAO)/世界卫生组织(WHO)两大组织成为合成食

品抗氧化剂之一，它具有杀菌、抑菌、防腐作用。PG还在治疗心脑血管疾病、抗血小板聚集、

增强纤维蛋白和血栓溶解、扩张血管、增强冠动脉血流量等方面具有明显的作用。没食子酸

丙酯作为脂溶性抗氧化剂,适宜在植物油脂中使用,对稳定豆油、棉籽油、棕榈油及氢化植

物油有显著效果。我国规定用于油脂、油炸食品、干鱼制品、饼干、方便面、腌腊肉制品中,最

大使用量为0.1g/kg。

[0004] 传统没食子酸丙酯的制备方法通常是以浓硫酸或对甲苯磺酸作催化剂，以没食子

酸与正丙醇为原料进行酯化反应，用环己烷作夹带剂分离水，经结晶、提纯制得高纯度的没

食子酸丙酯。传统制备没食子酸丙酯的的方法存在以下缺点：(1)从制备没食子酸到没食子

酸丙酯生产工艺繁琐，成本高，废水量大，难以治理：(2)以传统的浓硫酸作催化剂，收率较

低，易使反应物没食子酸被氧化，副产品多，设备腐蚀严重，废液若不经处理直接排除,会对

环境造成较大污染。(3)以对甲基苯磺酸作催化剂且加带水剂，虽然收率提高，但催化剂用

量大，且不易回收，环境污染。

[0005] 由于传统没食子酸丙酯制备方法存在的缺点，人们开始对传统没食子酸丙酯制备

工艺进行改进创新，研究出了不少关于没食子酸丙酯的新型制备工艺，例如微生物法催化

法合成没食子酸丙酯，这种方法虽然对环境友好，但反应时间长，收率偏低。如申请号为

CN200410068174.8的专利提供了一种微生物法在有机相中合成没食子酸丙酯的方法方法

的步骤如下：1)将黑曲霉孢子培养得到的菌丝体收集过滤，用0.85％(w/v)NaCl溶液冲洗，

在0.01～0.2mol/L  pH2.2～5.8缓冲溶液中平衡后过滤，得到含水量为60～80％(w/w)的菌

丝体；2)在有机溶剂苯体系中，每升有机溶剂中加入0.06～0.1L的正丙醇和4～10mmol的没

食子酸，再在每升有机溶剂中加入20～50g的上述黑曲霉菌丝体，在搅拌速度150～220rpm

和反应温度20～50℃下进行生物催化反应，反应时间为48～96h。该专利是采用特定的黑曲

霉菌种才能实现，反应时间还是较长。如文《黑曲霉全细胞生物催化制备没食子酸丙酯的研

究》(裴建军等)利用黑曲霉细胞作为全细胞生物催化剂，研究了催化没食子酸生成没食子

酸丙酯的条件，探讨了有机溶剂、细胞预处理、底物浓度、反应时间和水分含量等因素在酶
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催化没食子酸丙酯合成中的影响，结果表明，苯是最佳溶剂，而菌丝体的含水量在80％时得

率最高。在此基础上，选择菌丝量、没食子酸浓度、正丙醇体积分数和反应时间进行了正交

试验，在200r/min、40℃的转化条件下得到的较佳催化组合为:25mL锥形瓶中加入10mL苯、

0.5g菌丝、7mmol没食子酸、0.73mL正丙醇组成的有机催化体系中，反应时间18h，产率为

36.4％。由如文献《有机相生物催化酯转换合成没食子酸丙酯的研究》(聂光军)以印迹单宁

酶为催化剂，以TA和正丙醇为底物，转酷合成PG。反应体系10mL，由1mL正丙醇、9mL正己烷和

0.1mL的蒸馏水组成，反应在25mL的摇瓶中、40℃和200rpm的条件下运行24h。该技术是采用

印泥技术提高的单宁酶的活性，生产成本高。

发明内容

[0006] 为了解决现有技术中存在的上述技术问题，本发明提供了是一种固定化酶法催化

合成没食子酸丙酯的方法。，具体是通过以下技术方案实现的。

[0007] 一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法，包括以下步骤：

[0008] (1)产酶菌筛选：将黑曲霉菌接种到筛选培养基，在28-30℃下培养6天，挑选出长

势好的黑曲霉孢子；

[0009] (2)单宁酶生产：将挑选的黑曲霉孢子，接种到生产培养基中培养，在在28-30℃下

培养3天，将获得培养液按照常规技术经过滤、分离、葡萄糖凝胶色层析、真空冷冻干燥处

理，制得单宁酶；

[0010] (3)酶固定：取石墨烯粉，经改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯粉加蒸

馏水，超声分散均匀，制成石墨烯悬浮液；向石墨烯悬浮液中加入单宁酶，在40℃下搅拌处

理40-50min，真空冷冻干燥制得固定化酶；

[0011] (4)酯化反应：将固定化酶添加到有机溶剂苯中，并加入激活剂，搅拌均匀后，立即

加入没食子酸和正丙醇，加温至40℃，保温，搅拌反应8-10h后，超声处理15-20min，继续搅

拌反应7-8h，过滤，获得石墨烯滤渣和滤液；

[0012] (5)反应后处理：石墨烯滤渣回充分重复使用；滤液按照常规方法进行回收有机溶

剂苯、干燥处理，制得没食子酸丙酯。

[0013] 优选地，所述筛选培养基、生产培养基的组成为：5g/L单宁酸、15g/L葡萄糖、0.5g/

L  MgCl2、0.5g/L  K2HPO4、0.6g/L  NaNO3、0.02g/L  FeSO4；黑曲霉菌、黑曲霉孢子均是按照5％

接种量接种。

[0014] 优选地，所述石墨烯粉的改性处理为：将石墨细粉放入其质量10倍的浓硫酸溶液

中，在60-70℃下回流改性2h，冷却后，过滤后，水冲洗净石墨烯表面的浓硫酸，干燥，制得氧

化石墨烯；再将氧化石墨加入等质量的水中，加入氧化石墨烯质量3％的聚丙烯酰胺，再加

入聚丙烯酰胺质量5％的硫酸铵，在85℃下反应4h，过滤，洗涤，干燥，制得改性石墨烯。

[0015] 优选地，所述步骤(3)，石墨烯悬浮液的浓度为1g/ml，单宁酶的添加量为石墨烯质

量的4倍。

[0016] 优选地，所述步骤(4)，激活剂为硫酸镁，添加量为固定酶质量的0.1-0.2％。

[0017] 优选地，所述步骤(4)，每升有机溶剂苯中加入0.05-0.1L的正丙醇、5-10mol的没

食子酸、60-100g的固定酶。

[0018] 优选地，所述步骤(4)，搅拌反应的速度为150-200r/min。
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[0019] 优选地，所述步骤(4)，超声处理的功率为40W、频率为15kHz。

[0020] 本发明的有益效果在于：

[0021] 本发明采用改性石墨烯粉对单宁酶进行固化处理，一方面，改性后的石墨烯粉在

有机溶剂苯中有良好的分散性，能吸附固定单宁酶，增加单宁酶与反应底物的接触性；另一

方面，固化处理有利于提高酶的稳定性、活性，在反应过程中酶活性损失较小，提高了酶催

化酯化反应的活性；而且，石墨烯粉中固定的单宁酶还回收循环使用。在反应过程中添加硫

酸镁，可进一步提高单宁酶的活力，提高单宁酶的催化反应能力。本发明在反应一段时间后

采用超声处理反应体系，提高固定酶的活性，降低反应体系对固定酶活性的影响，加快固定

酶催化酯化反应的过程。

[0022] 本发明提供的方法通过固定化酶技术有效提高了单宁酶的活性，与反应底物之间

的接触性，提高了单宁酶催化酯化反应的能力；缩短了酯化反应时间，提高了没食子酸丙酯

的收率，解决了现有技术中反应时间长、收率偏低的问题。

具体实施方式

[0023] 下面结核具体的实施方式来对本发明的技术方案做进一步的限定，但要求保护的

范围不仅局限于所作的描述。

[0024] 实施例1

[0025] 一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法，包括以下步骤：

[0026] (1)产酶菌筛选：将黑曲霉菌接种到筛选培养基，在28-30℃下培养6天，挑选出长

势好的黑曲霉孢子；

[0027] (2)单宁酶生产：将挑选的黑曲霉孢子，接种到生产培养基中培养，在在28-30℃下

培养3天，将获得培养液按照常规技术经过滤、分离、葡萄糖凝胶色层析、真空冷冻干燥处

理，制得单宁酶；

[0028] (3)酶固定：取石墨烯粉，经改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯粉加蒸

馏水，超声分散均匀，制成浓度度为1g/ml的石墨烯悬浮液；向石墨烯悬浮液中加入改性石

墨烯质量4倍的单宁酶，在40℃下搅拌处理40-50min，真空冷冻干燥制得固定化酶；

[0029] (4)溶剂处理：将6kg固定化酶添加到100L有机溶剂苯中，并加入固定酶质量0.1％

的硫酸镁，搅拌均匀后，立即加入0.5mol没食子酸和5L正丙醇，加温至40℃，保温，150r/min

搅拌反应10h后，超声处理20min，继续150r/min搅拌反应8h，过滤，获得石墨烯滤渣和滤液；

[0030] (5)反应后处理：石墨烯滤渣回充分重复使用；滤液按照常规方法进行回收有机溶

剂苯、干燥处理，制得没食子酸丙酯。

[0031] 所述筛选培养基、生产培养基的组成为：5g/L单宁酸、15g/L葡萄糖、0 .5g/L 

MgCl2、0.5g/L  K2HPO4、0.6g/L  NaNO3、0.02g/L  FeSO4；黑曲霉菌、黑曲霉孢子均是按照5％接

种量接种。

[0032] 所述石墨烯粉的改性处理为：将石墨细粉放入其质量10倍的浓硫酸溶液中，在60-

70℃下回流改性2h，冷却后，过滤后，水冲洗净石墨烯表面的浓硫酸，干燥，制得氧化石墨

烯；再将氧化石墨加入等质量的水中，加入氧化石墨烯质量3％的聚丙烯酰胺，再加入聚丙

烯酰胺质量5％的硫酸铵，在85℃下反应4h，过滤，洗涤，干燥，制得改性石墨烯。

[0033] 所述步骤(4)，超声处理的功率为40W、频率为15kHz。
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[0034] 上述实施例1中没食子酸丙酯的产率为58.3％(以没食子酸计)。

[0035] 实施例2

[0036] 一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法，包括以下步骤：

[0037] (1)产酶菌筛选：将黑曲霉菌接种到筛选培养基，在28-30℃下培养6天，挑选出长

势好的黑曲霉孢子；

[0038] (2)单宁酶生产：将挑选的黑曲霉孢子，接种到生产培养基中培养，在在28-30℃下

培养3天，将获得培养液按照常规技术经过滤、分离、葡萄糖凝胶色层析、真空冷冻干燥处

理，制得单宁酶；

[0039] (3)酶固定：取石墨烯粉，经改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯粉加蒸

馏水，超声分散均匀，制成浓度度为1g/ml的石墨烯悬浮液；向石墨烯悬浮液中加入改性石

墨烯质量4倍的单宁酶，在40℃下搅拌处理40-50min，真空冷冻干燥制得固定化酶；

[0040] (4)酯化反应：将8kg固定化酶添加到有机溶剂苯中，并加入固定酶质量0.12％的

硫酸镁，搅拌均匀后，立即加入0.8mol没食子酸和8L正丙醇，加温至40℃，保温，200r/min搅

拌反应8h后，超声处理20min，继续200r/min搅拌反应8h，过滤，获得石墨烯滤渣和滤液；

[0041] (5)反应后处理：石墨烯滤渣回充分重复使用；滤液按照常规方法进行回收有机溶

剂苯、干燥处理，制得没食子酸丙酯。

[0042] 所述筛选培养基、生产培养基的组成为：5g/L单宁酸、15g/L葡萄糖、0 .5g/L 

MgCl2、0.5g/L  K2HPO4、0.6g/L  NaNO3、0.02g/L  FeSO4；黑曲霉菌、黑曲霉孢子均是按照5％接

种量接种。

[0043] 所述石墨烯粉的改性处理为：将石墨细粉放入其质量10倍的浓硫酸溶液中，在60-

70℃下回流改性2h，冷却后，过滤后，水冲洗净石墨烯表面的浓硫酸，干燥，制得氧化石墨

烯；再将氧化石墨加入等质量的水中，加入氧化石墨烯质量3％的聚丙烯酰胺，再加入聚丙

烯酰胺质量5％的硫酸铵，在85℃下反应4h，过滤，洗涤，干燥，制得改性石墨烯。

[0044] 所述步骤(4)，超声处理的功率为40W、频率为15kHz。

[0045] 上述实施例2中没食子酸丙酯的产率为60.7％(以没食子酸计)。

[0046] 实施例3

[0047] 一种固定化酶法催化合成没食子酸丙酯的方法，包括以下步骤：

[0048] (1)产酶菌筛选：将黑曲霉菌接种到筛选培养基，在28-30℃下培养6天，挑选出长

势好的黑曲霉孢子；

[0049] (2)单宁酶生产：将挑选的黑曲霉孢子，接种到生产培养基中培养，在在28-30℃下

培养3天，将获得培养液按照常规技术经过滤、分离、葡萄糖凝胶色层析、真空冷冻干燥处

理，制得单宁酶；

[0050] (3)酶固定：取石墨烯粉，经改性处理后，制得改性石墨烯粉；将改性石墨烯粉加蒸

馏水，超声分散均匀，制成浓度度为1g/ml的石墨烯悬浮液；向石墨烯悬浮液中加入改性石

墨烯质量4倍的单宁酶，在40℃下搅拌处理40-50min，真空冷冻干燥制得固定化酶；

[0051] (4)酯化反应：将10kg固定化酶添加到100L有机溶剂苯中，并加入固定酶质量

0.2％的硫酸镁，搅拌均匀后，立即加入1mol没食子酸和10L正丙醇，加温至40℃，保温，

200r/min搅拌反应10h后，超声处理20min，继续200r/min搅拌反应8h，过滤，获得石墨烯滤

渣和滤液；
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[0052] (5)反应后处理：石墨烯滤渣回充分重复使用；滤液按照常规方法进行回收有机溶

剂苯、干燥处理，制得没食子酸丙酯。

[0053] 所述筛选培养基、生产培养基的组成为：5g/L单宁酸、15g/L葡萄糖、0 .5g/L 

MgCl2、0.5g/L  K2HPO4、0.6g/L  NaNO3、0.02g/L  FeSO4；黑曲霉菌、黑曲霉孢子均是按照5％接

种量接种。

[0054] 所述石墨烯粉的改性处理为：将石墨细粉放入其质量10倍的浓硫酸溶液中，在60-

70℃下回流改性2h，冷却后，过滤后，水冲洗净石墨烯表面的浓硫酸，干燥，制得氧化石墨

烯；再将氧化石墨加入等质量的水中，加入氧化石墨烯质量3％的聚丙烯酰胺，再加入聚丙

烯酰胺质量5％的硫酸铵，在85℃下反应4h，过滤，洗涤，干燥，制得改性石墨烯。

[0055] 所述步骤(4)，所述超声处理的功率为40W、频率为15kHz。

[0056] 上述实施例2中没食子酸丙酯的产率为61.1％(以没食子酸计)。

[0057] 实施例4

[0058] 实施例4与实施例1的区别在于单宁酶没有进行固定化处理，反应过程中直接添加

的单宁酶而不是固定化酶；其余过程相同。

[0059] 实施例4中没食子酸丙酯的产率为41.3％(以没食子酸计)。

[0060] 实施例5

[0061] 实施例5与实施例1的区别在于酯化反应过程中没有添加激活剂；其余过程相同。

[0062] 实施例5没食子酸丙酯的产率为46.7％(以没食子酸计)。

[0063] 实施例6

[0064] 实施例6与实施例1的区别在于酯化反应过程中没有采用超声进行处理，其余过程

相同。

[0065] 实施例6没食子酸丙酯的产率为52.6％(以没食子酸计)。

[0066] 在此有必要指出的是，以上实施例和试验例仅限于对本发明的技术方案做进一步

的阐述和理解，不能理解为对本发明的技术方案做进一步的限定，本领域技术人员作出的

非突出实质性特征和显著进步的发明创造，仍然属于本发明的保护范畴。
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