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固定化假丝酵母 992125脂肪酶催化合成甘油二酯
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摘　要 : 对无溶剂体系中自制固定化假丝酵母 992125脂肪酶催化油酸、甘油合成甘油二酯过程进行了研究 ,比较

了自制固定化酶与商业酶在催化该反应上的不同 ,发现自然挥发脱水比真空脱水更适合自制固定化酶催化合成甘

油二酯。对反应条件的研究表明 :底物摩尔比 2∶1 ,反应温度 50 ℃,酶量 016 g/ 5165 g ,自然挥发脱水条件下油酸酯

化率可达 92164 % ,甘油二酯含量可达 66116 %。
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引　言

甘油二酯 (D G或 DA G)简称二甘酯或双甘酯 ,

由甘油和两个脂肪酸酯化后得到 ,是油脂的天然成

分。根据酰基与甘油羟基结合的位置不同可将各种

不同酰基构成的甘油二酯分为 1 , 22DA G和 1 , 32
DA G两类。一直以来甘油二酯在食品添加剂、制

药、化工等领域有广泛的应用[122 ] ,而近年来随着甘

油二酯作为一种新的低脂健康食用油需求量明显增

长。由于代谢途径的不同 ,富含 1 ,32DA G的健康食

用油不仅与同等量的甘油三酯 ( TA G)有相似的热

值 ,而且能防止体内脂肪的积累 ,降低血脂浓度 ,起

到预防和治疗高血脂及与其相关的心脑血管疾病的

作用[326 ]。

合成甘油二酯的反应主要有酯化反应、甘油解

反应、醇解反应和水解反应。从脂肪酸和甘油起始

的酯化过程其反应式为

反应式中 COR代表脂肪酸的酰基。

甘油二酯的生产传统上是采用化学甘油解法 ,

由于化学法中催化剂的专一性差 ,使产物中甘油二

酯的质量含量只有约 50 %[2 ,7 ] ,而利用脂肪酶催化

反应生产甘油二酯可实现更高的转化率[2 ] ,所以近

年来酶法生产甘油二酯大有取代化学法的趋势。酶

法反应过程中 ,无溶剂反应体系较有溶剂体系具有

更高的底物浓度 ,有利于后续分离以及更好地满足

食品安全的要求 ,最终导致更低的生产成本。无溶

剂酶促脂肪酸与甘油酯化合成甘油二酯的研究已进

入工业化阶段[8 ] ,而工业化的一大困难在于 :广泛

应用 于 生 产 甘 油 二 酯 的 商 业 脂 肪 酶 , 如

Novozym435[9 ] , Lipozyme RM IM[10 ]等价格较高 ,

使工业化很难实现。天然油脂产脂肪酸的主要成分

之一是油酸 ,因此以油酸作脂肪酸不失代表性。用

商业脂肪酶催化酯化反应合成甘油二酯的转化率不

同文献报道不一 ,低的有 40 %～45 %[11 ] ,高的到

78 %[12 ]。

本文采用本实验室自主研发的固定化 Candida

sp . 992125脂肪酶[13 ]酶布 ,研究无溶剂体系中催化

油酸与甘油酯化反应合成甘油二酯的反应过程 ,在

实现相对较高的转化率的同时降低了脂肪酶的经济

成本。

1　实验部分

111　试剂与仪器

主要试剂 Novozyme435 ( Candida A ntarctica

脂肪酶 ) 、Lipozyme TL IM ( Thermom yces lanugi2
nosis 脂肪酶 ) 和 Lipozyme RM IM ( Rhizom ucor



miehei 脂肪酶)由丹麦诺维信公司提供。

固定化假丝酵母 ( Candida sp . 992125)脂肪酶

酶布 ,由本实验室自制。油酸 ,甘油 ,5A分子筛等试

剂均为分析纯由北京试剂公司生产。

主要仪器 HZQ2X100振荡培养箱 (哈尔滨东联

电子公司) ,SHZ23 循环水真空泵 (天津市自动化仪

器十四厂) , BL310电子天平 (赛多利斯公司) , GC2
2010气相色谱仪 (岛津公司) , G103空气发生器 (北

京东西电子研究所) , G101氢气发生器 (北京东西电

子研究所) 。

112　实验方法

11211　固定化脂肪酶　以无纺布为载体 ,吸附法制

备。取 10 mL 含 10 mg椰子油、10 mg吐温 80的己

烷溶液与 313 mL 质量浓度 30 g/ L 的 MgSO4 溶液 ,

搅拌制成乳浊液。与 10100 g 无纺布混合 ,干燥。

加入 10100 g缓冲溶液 ,干燥后称出 8157 g。与 10

mL 酶液 (含 1143 g酶粉)混合 ,室温放置直至干燥。

固定化酶的表观酶活力是理论酶活力的 80 %以上。

11212　不同脱水方式对产物组成的影响　在 3 个

50 mL 锥形瓶中放入等量的反应底物油酸 0102

mol、甘油 0101 mol和酶布 016 g。分子筛脱水采用

向锥形瓶中加入 016 g 5A 分子筛脱水的方法并盖

上瓶塞 ;真空脱水采用循环水真空泵脱水 ,泵真空表

显示绝对压力为 5000～6000 Pa ;自然挥发脱水采用

50 mL 广口锥形瓶敞口反应。3个锥形瓶均在 40 ℃

恒温 , 180 r/ min 下摇床振荡反应 ,于 72 h 取样

分析。　

11213　不同脂肪酶催化条件下的反应　在 5个 50

mL 锥形瓶中放入等量的反应底物油酸 0102 mol和

甘油 0101 mol , 分 别 加 入 自 产 酶 酶 粉、

Lipozym TL IM、Novozyme435、LipozymRM IM 各

011 g和自产酶酶布 016 g ,锥形瓶放入恒温 40 ℃摇

床敞口自然挥发脱水 ,180 r/ min 振荡反应 ,于 72 h

取样分析。

11214　酯化率和产物组成的测定　对产品进行初

步分析可知其为 :单甘酯 ( MA G) 、DA G、TA G、游离

脂肪酸 ( FFA)的混合物 ,其中目标产物为 DA G ,副

产物为 FFA、TA G、MA G等。产物组成的质量分数

用气相色谱进行面积归一法分析 ,酯化率为产物中

MAG、DAG和 TAG质量分数之和。色谱柱 :30 m×

0125 mm毛细管柱 (Agilent ,DB21ht) ;色谱条件 :起

始柱温 100 ℃,终止柱温 360 ℃,汽化室温度 370 ℃,

检测器温度 375 ℃。

2　结果与讨论

211　不同脱水方式对产物组成的影响

在脂肪酶催化酯化过程中脂肪酶周围的微量水

对于增加酶结构的“柔软性”,使脂肪酶的“盖子”呈

一种“开启”状态 ,维持酶分子活性构象起到关键作

用。宏观表现为 :反应体系中有适宜水的存在可显

著提高转化率。但过多的水则会使脂肪酶由酯化酶

活转变为水解酶活 ,因此需要选择合适的措施脱除

反应生成的水 ,控制酯化反应过程中的水含量使反

应既向酯化合成的方向进行 ,又不破坏酶的活性。

本文比较了 3种脱水方法 :分子筛脱水、真空脱水和

自然挥发脱水。实验结果如图 1所示。

图 1　3种脱水方法对反应体系中各组分质量分数的影响

Fig. 1　Comparison of the effect of three means of removing

water on the percentage of the components in the re2
action system

以分子筛为脱水剂 ,酯化率可达到 85103 % ,是

3种脱水方式中效果最差的 ,当用丙酮洗脱吸水后

的分子筛时发现含有未反应的甘油 ,说明分子筛对

于甘油有吸附作用。这种吸附性不仅降低了对水的

吸附能力 ,而且降低了反应体系中甘油的浓度 ,进而

影响了酯化率。真空脱水和自然挥发脱水酯化率分

别为 93174 %和 90142 % ,说明真空的脱水效果优于

自然挥发 ,但由于假丝酵母 992125脂肪酶没有较高

的 1 ,3位置专一性 ,真空更高的脱水效果使得反应

较容易继续生成 TA G ,导致反应产物中 DA G的含

量低于而 TA G的含量高于自然挥发脱水 ,此外 ,考

虑到反应产物中 DA G/ TA G比值高有利于提高下

游分离产物中 DA G的含量 ,故以下反应中均采用

自然挥发脱水。

212　不同脂肪酶的比较

脂肪酶是油水界面发生催化反应的酶。在该反

应中根据脂肪酶催化甘油羟基位置的强弱可将脂肪

酶分为 1 ,3 位置专一性、1 ,3 位置选择性和无 1 ,3
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位置选择性 3类。专一性脂肪酶催化甘油脂肪酸酯

化反应时 2位羟基的酯化反应较弱 ,这就使得 DA G

继续酯化反应生成 TA G较难 ,从而可减少副产物

TA G的含量 ,但另一方面也会造成反应不容易向酯

化方向快速进行 ,导致酯化率降低。本文选择的

Lipozyme TL IM 及 Lipozyme RM IM 均为 1 ,3 位

置专一性酶 ,Novozyme435为 1 ,3位置选择性酶 ,而

假丝酵母 992125 脂肪酶为无位置选择性酶。实验

结果如图 2所示。

图 2　3种脂肪酶对反应体系中各组分质量分数的影响

Fig. 2　Comparison of the effect of three different lipases on

the percentage of the components in the reaction sys2
tem

反应产物中 TA G的含量与脂肪酶 1 ,3 位置专

一性的强弱呈负相关。实验表明 :假丝酵母 992125

脂肪酶酶粉和 Lipozyme TL IM 均不反应 ,这是因

为 Lipozyme TL IM的载体和假丝酵母 992125脂肪

酶酶粉均具有亲水性 ,反应中甘油覆盖了酶颗粒的

表面 ,使脂肪酸难以接触酶的活性中心 ,导致反应不

能进行 ;尽管酶布也呈亲水性 ,但足够大的亲水区域

使甘油不可能完全覆盖酶布上吸附的所有酶 ,所以

酶布和 Novozyme435、Lipozyme RM IM均能进行反

应。Novozym435 和 Lipozyme RM IM 催化酯化反

应合成 DAG的转化率文献报道不一 ,低的有 40 %～

45 %[11 ] ,高的到 78 %[12 ] ,而本实验显示这两种酶的

DA G转化率分别为 32159 %和 55140 % ,均低于固

定化 Candida sp . 992125脂肪酶的 57142 %。

213　酶用量对反应酯化率的影响

当酶量较低时 ,反应体系中酶活位点较少 ,催化

活性较低 ,降低了反应速率 ,使反应达到平衡的时间

延长 ,而时间越长酶活越低 ,最终导致酯化率较低。

当酶用量过多时 ,不仅酯化率的提高不明显 ,而且提

高了反应成本 ,因此有必要找到最适酶量。本实验

室制备的酶布采用橄榄油乳化液水解滴定法测定测

定的表观酶活为 3000 U/ g ,酶用量从 012 g到 016 g

酯化率随酶量的增大而增大 ,而当酶用量超过 016

g/ (5165 g油酸)时 ,酯化率基本维持不变。故在反

应体系中选择 016 g酶为最适酶用量。为了预测其

它酶量时的酯化率 ,根据图 3 酶量与酯化率的关系

曲线 ,采用不同结构的数学方程拟合寻找到相关指

数 R2最大达 019968的如下方程

y = 89175 - 921699/ (1 + exp ( ( x - 0. 19486) /

0. 05687) ) (1)

其中 , x 为每 5165 g 油酸所加酶量 , y 为酯化

率。

图 3　酶用量对反应酯化率的影响

Fig. 3　Effect of varying the amount of lipase on

conversion of oleic acid

图 4　油酸和甘油不同摩尔比对反应酯化率的影响

Fig. 4　Effect of varying the molar ratio of reactants

on the conversion of oleic acid

214　底物摩尔比对酯化反应的影响

当油酸与甘油的摩尔比为 2时 ,酯化率最高 ,可

达到 89167 %。当两底物比大于 2 时 ,由于酶活性

中心周围油酸浓度偏高 ,而局部甘油浓度较低 ,不利

于相间传质 ,导致酯化率降低。当摩尔比降低 ,即增

加甘油的比例 ,发现在大于 1/ 2时酯化率变化不大 ,

但降至 1/ 3时 ,酯化率显著下降 ,这是由于甘油过多

造成了反应体系黏度增大 ,传质受阻 ;同时过多的甘

油会吸附在酶布上使酶失活 ,而且 ,反应体系中甘油

·891· 北京化工大学学报　　　　　　　　　　　　　　　　　2007年



成较大的液滴分散于甘油酯中 ,乳化液的界面积急

剧减少 ,诸多因素导致酯化率降低。

215　温度对反应的影响

脂肪酶来源不同 ,最适温度也各不相同 ,多数脂

肪酶催化反应的最佳温度范围介于 30～37 ℃,固定

化增加了酶的构象稳定性 ,使最适温度会有所上升。

温度的提高有利于酯化反应生成水的脱除 ,但过高

的温度会使酶热失活 ,所以实验需控制适宜的反应

温度范围。不同温度对酯化反应产物组成的影响如

图 5所示。由于是自然挥发脱水 ,温度越高脱水效

果越好 ,所以从 30～50 ℃酯化率和 DA G含量呈上

升趋势。当温度到 60 ℃时 ,由于酶的失活导致酯化

率下降。

图 5　温度对反应体系中各组分质量分数的影响

Fig. 5　Effect of temperature on the percentage of

the components in the reaction system

216　反应时间对反应的影响

在上述各单因素分析得出的优化条件的基础

上 ,考察反应时间对反应的影响。该反应产物组成

随时间变化的趋势如图 6 ,MA G和 TA G在 24 h 达

到最大值后开始减少 ,反应 72 h后产物组成基本不

变 ,因此反应时间可控制在 72 h内。反应 144 hDA G

质量分数达到最大值 66116 % ,此时酯化率为

92164 %。

图 6　反应时间对反应的影响

Fig. 6　Effect of varying reaction time
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C0
m + 1 t n - C0

m + 1 t n - 1 + ⋯ + ( - 1 ) n - 1 Cn
m + 1 +

( - 1) nCn
m ,| C(～A ) | = 2| C( A) | - b ( A) = 1 + C1

m + 1 +

C2
m + 1 + ⋯+ Cn

m + 1 + 2 Cn
m - Cn

m - 1。

例 3 　如右图所示为

一 R2 中的复杂的混杂构

形 ～B , L 0 ( A ) = { p1 , p2 ,

p3 , p4} ,计算其房的个数

| C ( ～B ) | 。

由定理 6可得 :

C| ( ～B 1) | = 6 , | C(～B 2) | =

4 , | C ( ～B 3) | = 4 , | C ( ～B 4) | = 4 ,所以有| C ( ～B ) | =

　　

18 + 6 + 4 + 4 + 4 = 36。
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The characteristic polynomials of a class of mixed arrangements

DON G Yun　J IAN G GuangFeng
(School of Science ,Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : The lattice properties of a mixed arrangement A consisting of hyperplanes and spheres in R l have been

postulated and proved. The MÊbius function of the mixed arrangementμA was subsequently derived. A class of

mixed arrangements with more than one sphere was studied and , finally , the characteristic polynomials and the

formulae for the number of chambers were obtained.

Key words : mixed arrangement ; MÊbius function ; characteristic polynomial
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Synthesis of diglycerides by enzymatic esterif ication using immobilized
lipase from Candida sp. 992125 in a solvent2free system

HU Sun1 ,2 　WAN G Fang1 ,2 　TAN TianWei1 ,2

(1. Beijing Key Laboratory of Bioprocess ; 2. College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : Enzymatic synthesis of diolein using oleic acid and glycerol as substrates for immobilized lipase from

Candida sp . 992125 has been studied in a solvent2f ree system. The immobilized lipase from Candida sp . 992
125 and different commercial lipases were compared under same reaction conditions. Of three ways of removing

water produced in the reaction , spontaneous evaporation was found to be most effective. After optimization of

reaction conditions , the conversion of oleic acid can reach a maximum of 92164 % and the amount of diacylglyc2
erol (DA G) in the product can reach 66116 % when using a substrate ratio (oleic acid to glycerol) of 2∶1 , reac2
tion temperature of 50 ℃, and enzyme dosage of 0160 g/ 5165 g oleic acid.

Key words : diglycerides ; lipase2catalyzed ; esterification
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