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大孔树脂负载南极假丝酵母脂肪酶 B催化 

甘油解和酯化反应制备甘油二酯 

魏凌枫, 钟南京* 

(广东药科大学食品科学学院, 中山  528458) 

摘  要: 目的  采用 3 种大孔树脂(DA-201、ADS-17、DM-301)对南极假丝酵母脂肪酶 B (Candida antartic 

lipase B, CALB)进行固定化, 研究固定化脂肪酶催化甘油解和酯化反应制备甘油二酯(diacylglycerols, DAG)。

方法  以大孔树脂为载体, 采用吸附法制备固定化脂肪酶; 通过单因素实验对固定化酶催化甘油解和酯化反

应制备 DAG 的反应条件进行优化。结果  CALB@DA-201 催化甘油解反应制备 DAG 的效率最高, 当反应温

度为 70℃, 甘油解反应 24 h 后产物中的 DAG 含量最高为 64.52%; CALB@DM-301 催化酯化反应制备 DAG

的效率最高, 当反应温度为 80℃, 酯化反应 24 h 后产物中 DAG 含量高达 72.06%。此外, CALB@ADS-17 催

化酯化反应具有选择性合成甘油三酯(triacylglycerols, TAG)的特性, TAG 含量可达 89.74%。结论  大孔树脂负

载的 CALB 能够有效催化甘油解和酯化反应, 并获得可观含量的 DAG, 具有较好的应用前景。 
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Preparation of diacylglycerols from glycerolysis and esterification reaction 
catalyzed by macroporous resins supported Candida antartic lipase B 

WEI Ling-Feng, ZHONG Nan-Jing* 

(School of Food Science, Guangdong Pharmaceutical University, Zhongshan 528458, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the effects of immobilized lipases Candida antartic lipase B (CALB) 

immobilized onto the 3 kinds of macroporous resins (DA-201, ADS-17 and DM-301) on the diacylglycerols (DAG) 

preparation through glycerolysis and esterification. Methods  The immobilized lipase was prepared by adsorption 

method using macroporous resin as the carrier. The reaction conditions for the preparation of DAG from glycerolysis 

and esterification catalyzed by immobilized enzyme were optimized by single factor experiment. Results  Better 

glycerolysis performance was obtained from CALB@DA-201, and DAG content up to 64.52% could be obtained 

after 24 h reaction at 70℃. On the other hand, better esterification performance was observed from CALB@DM-301, 

and DAG content at 72.06% was obtained after 24 h reaction at 80℃. Additionaly, CALB@ADS-17 showed selectivity 

towards triacylglycerols (TAG) formation, and TAG content up to 89.74% was obtained. Conclusion  The present 

macroporous resins supported CALB samples can efficiently catalyze the glycerolysis and esterification reactions, 

and considerable DAG content is obtained, which is potential in practical application. 
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0  引  言 

甘油二酯(diacylglycerols, DAG)是油脂中的一种天然

组分, 但在常见的普通动植物油脂中含量较少, 通常只有

不到 10%。天然存在的 DAG 有两种形式, 按照酰基与羟基

结合位置的不同分为 1,3-DAG 和 1,2-DAG, 其中 1,3-DAG

是主要成分[1‒2]。DAG 与普通油脂在风味、外观、口感等

方面相似, 能量值和消化率也相差不大; 但两者代谢途径

不同, DAG(尤其是 1,3-DAG)能够减少体内脂肪的堆积, 可

减轻体重、预防和治疗高血脂及相关代谢疾病[3]。DAG 是

公认安全的食品成分 , 可作为食品级乳化剂 , 被广泛应

用于食品、医药、化妆品等领域[4‒6]。目前, DAG 主要采

用化学催化或酶催化油脂甘油解、酯化和部分水解反应制

备[7‒8]。化学法生产耗能大、专一性差、副反应多, 且催化

剂处理过程易造成环境污染[9]。相对而言, 酶法具有反应

条件温和、选择性强、副产物少、过程绿色等优点; 此外, 

通过酶的固定化技术可实现连续化和自动化操作, 适宜规

模化生产应用, 是最有应用前景的生产工艺[10‒12]。 

南极假丝酵母脂肪酶 B (Candida antartic lipase B, 

CALB)稳定性好、选择性强、催化效率高, 被广泛应用于

油脂改性领域[13‒15]。大孔树脂是一种具有较大孔径和比表

面积的表面疏水载体, 其理化性质稳定, 可通过氢键和疏

水作用力与酶分子结合, 同时能维持脂肪酶在非水体系中

发挥活性的微环境, 显著提高其催化活性, 是脂肪酶固定

化的理想载体[16‒19]。尽管 CALB 的固定化已有不少的研究

报道, 然而稳定应用于产业化的固定化 CALB 目前仍以来

自诺维信的 Novozym 435 为主。由于其技术的垄断 , 

Novozym 435 的价格居高不下(1.2~1.5 万元/kg), 限制了其

在工业化的普及。本研究以大孔树脂为载体, 负载 CALB

在无溶剂的条件下通过甘油解和酯化反应制备 DAG, 考察

大孔树脂固定化酶在不同温度和时间下对甘油解和酯化反

应的影响, 旨在为工业化生产 DAG 提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

CALB[酶活 3533.3 U/mL 酶液, 诺维信(北京)有限公

司]; 大孔树脂 ADS-17、DA-201、DM-301(天津浩聚科技

有限公司); 金龙鱼精炼一级大豆油(食品级, 益海嘉里食

品营销有限公司)。 

十二水合磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠、甘油、乙

醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 氢氧化钠(分析

纯 , 广州化学试剂厂 ); 三丁酸甘油酯 [ 纯度 97.0%, 

Sigma-Aldrich(中国上海)贸易有限公司]; 乙腈、正己烷、

异丙醇(色谱纯, 德国 Merk 公司)。 

1.2  仪器与设备 

RCT加热磁力搅拌器(德国 IKA公司); PHSJ-4A pH计

(上海仪电科学仪器股份有限公司); DZF-6050 真空干燥箱

(上海精宏实验设备有限公司); BSA-224S-W 万分之一电子

分析天平[赛多利斯科学仪器(北京)有限公司]; Purospher® 

STAR RP-18e 反相 C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 德国

MERCK 公司); LC-2010AHT 高效液相色谱仪、ELSD-LTII

蒸发光散射检测器(日本岛津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  大孔树脂的活化 

称取 30 g大孔树脂在烧杯中, 加入 95%乙醇淹没大孔

树脂即可。密封避光静止浸泡 24 h, 抽滤浸泡液并用超纯

水冲洗至无乙醇气味。之后依次使用 5%盐酸溶液和 5%氢

氧化钠溶液淹没即可, 密封避光静止浸泡 4 h, 然后抽滤并

用超纯水冲洗至中性 (pH=7.0)。最后用磷酸缓冲溶液

(pH=7.0)淹没即可, 密封避光静止浸泡 2 h, 抽滤至滤液与

原磷酸缓冲液 pH 相同, 密封存放冰箱待用。 

1.3.2  大孔树脂负载 CALB 

加入 50 mL、pH 7.0 的磷酸缓冲液(25 mmol/L)、

CALB、0.5 g 已活化的大孔树脂, 于 25℃恒温振荡器搅拌

4 h, 之后抽滤得到固定化酶, 在 30℃下真空干燥 6 h, 密

封, 储藏在 4℃冰箱待用[20]。 

1.3.3  酶活测定 

通过三丁酸甘油酯的水解反应来测定脂肪酶活性[21]。

将 1.0 mL 的三丁酸甘油酯加入到 50 mL 的磷酸盐缓冲液

(25 mmol/L, pH 7.0)中 , 10 mg 的固定化酶 , 在 40℃、

500 r/min 下搅拌 15 min, 加入乙醇终止反应, 用 0.1 mol/L 

NaOH 溶液滴定(指示剂为酚酞)至反应终点, 记录所消耗

NaOH 溶液体积。空白实验在不添加脂肪酶的条件进行相

同的步骤。所有实验均进行 3 次。脂肪酶的一个酶活单位

(U)定义为: 在测定条件下每分钟水解三丁酸甘油酯产生

1.0 µmol 丁酸所需要的脂肪酶的量, 其计算公式如式(1):  

U= 0( ) 1000  


V V N

T M
           (1) 

其中, V 为添加脂肪酶后所消耗的 NaOH 溶液体积(mL); V0

为空白对照消耗的 NaOH 溶液的体积(mL); N 为 NaOH 溶液

的浓度(mol/L); T 为反应时间(min); M 为脂肪酶的用量(g)。 

1.3.4  酸价的测定 

采用 GB 5009.229—2016《食品安全国家标准 食品中

酸价的测定》中的方法测定产物酸价。 

1.3.5  固定化酶催化甘油解反应制备 DAG 

将 0.184 g 甘油和 3.52 g 大豆油混合在反应瓶中, 添
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加 0.15 g 的固定化酶, 将反应瓶放入恒温油浴锅中充氮气

保护并以 200 r/min 磁力搅拌进行催化反应。反应结束后, 

将反应产物取出, 高温灭酶处理后 4℃储存备用。每一组

实验做两个平行。 

1.3.6  固定化酶催化(油酸和甘油)酯化反应 

将 0.005 mol 甘油和 0.015 mol 油酸混合在反应瓶中, 

添加 0.2 g 的固定化酶, 将反应瓶放入恒温油浴锅中并以

200 r/min 磁力搅拌, 同时通入氮气。反应结束后, 将反应

产物取出, 高温灭酶处理后 4℃储存备用。每一组实验做

两个平行。 

1.3.7  反相高效液相色谱法检测甘油酯组成 

检测分析前, 先取 20 µL 样品溶于 4 mL 流动相中, 

用 0.45 µm 滤膜过滤后再装入色谱瓶, 等待液相色谱分

析。根据本课题组之前建立的反相高效液相色谱法

(reversed phase-high performance liquid chromatography, 
RP-HPLC)测定样品的甘油酯组成 [22], 采用等度洗脱, 流

动相为乙腈:正己烷:异丙醇(27:8:10, V:V:V), 柱温为 40℃, 

进样体积为 10 µL, 洗脱流速为 1.0 mL/min。色谱柱为反相

C18 柱 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)。蒸发光散射检测器

(evaporative light scattering detector, ELSD)检测条件: 漂移

管温度为 35℃, 氮气通气气压为 350 KPa。甘油酯组分的

定性和定量采用课题组之前建立的方法[23]。 

1.4  数据处理 

采用 EXCEL 2021 整理实验数据, 采用 Origin 2021 作

图。实验数据采用 SPSS 13.0 进行分析, 结果以“平均值±

标准偏差”表示, 显著性水平 P˂0.05。 

2  结果与分析 

2.1  大孔树脂负载 CALB 

对于不同的大孔树脂, 其制备的固定化酶酶活会有

一些差异, 这可能由于大孔树脂的孔径、比表面积和极性

的不同所导致的[24‒25]。本研究采用的 3 种大孔树脂均为大

孔吸附树脂, 其物化性质如表 1 所示。 

 
表 1  3 种大孔吸附树脂的物化性质 

Table 1  Physical properties of 3 kinds of macroporous resins 

大孔吸附树脂 极性 
比表面积 

/(m2/g) 
平均孔径 

/nm 
孔隙率 

/% 

DA-201 极性 ≥200 10~13 48~52 

DM-301 中极性 ≥330 14~17 42~46 

ADS-17 中极性 90~150 25~30* 40~50 

注: *表示大孔树脂孔径大小差异显著(P<0.05)。 
 

图 1 是酶液浓度对大孔树脂负载 CALB 酶活力的影

响。固定化酶的活性随着酶蛋白浓度的增加而增大, 当酶

蛋白浓度达到一定值时, 酶活有一定的下降趋势。选择合

适的酶蛋白浓度不仅可以维持最大的固定化酶酶活, 而且

在工业化生产 DAG 时减少酶的使用, 从而降低成本。研究

发现, 随酶浓度增大, ADS-17 固定 CALB 的酶活增长较为明

显(P<0.05), 其中 ADS-17 固定 CALB 的最适酶液浓度及其酶

活分别为 90 mg/mL 和 1933.33 U/g; 而 DA-201 和 DM-301 固

定 CALB 的酶活随酶浓度增大变化不明显, 且酶活相对较

低, 最适酶液浓度及其酶活分别为 60 mg/mL 和 733.33 U/g

以及 30 mg/mL 和 800 U/g。3 种大孔树脂固定 CALB 的酶

活大小可能与其孔径及酶蛋白吸附量有关[26]。 

 

 
 

图 1  酶液浓度对大孔树脂负载 CALB 酶活力的影响 

Fig.1  Effects of enzyme solution concentration on the activity of 
the macroporous resins supported CALB samples 

 

2.2  固定化 CALB 催化甘油解反应的产物酸价 

邵会等[27]用硅酸钠催化制备 DAG 得到产物的酸价为

3.23 mg/g, 马传国等[28]研究 Novozyme 435 催化高酸价米

糠油和甘油得到产物的酸价为 3.3 mg/g。本研究采用 3 种

固定化酶在同一条件下催化甘油解反应, 并测得其产物的

酸价值。结果表明, 3 种大孔树脂负载 CALB 催化甘油解反

应所得产物的酸价均较低, 其中 CALB@ADS-17 催化甘油

解反应产物的酸价最低, 为 2.76 mg/g; 而 CALB@DA-201

和 CALB@DM-301 催化甘油解反应产物的酸价分别为

4.16 和 3.54 mg/g。 

2.3  固定化 CALB 催化甘油解反应 

温度是影响甘油解反应的一个重要因素, 在一定的

温度范围内, 适宜的温度能减少底物的黏度, 提高溶解度, 

有利于底物和酶相互作用[29]。但是温度不能无限的增加, 

否则会影响酶的活性, 甚至失活。 

2.3.1  CALB@DA-201 催化甘油解反应 

反应温度对 CALB@DA-201 催化甘油解反应的影响

如图 2 所示, 由图 2a 可知, 在 60~70℃范围内, DAG 含量

随着温度升高而显著增加 (P<0.05), 随后缓慢增加直至

DAG 含量基本保持不变, 在 90℃达到最高 64.40%。甘油

一酯(monoacylglycerols, MAG)含量则先增加而后平稳再
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下降的趋势。表明, 在 70℃反应 12 h 已基本接近平衡; 随

着温度进一步提高, MAG 出现下降的原因则是由于 TAG

转化率下降所致, 而 TAG 转化率下降则可能是 CALB@ 

DA-201 酶活下降引起的。由图 2b 可知, 在 60~90℃温度

范围内, DAG 含量基本保持不变, 在 70℃时 DAG 含量最

高为 64.52%, 在 90~100℃时 DAG 含量开始逐渐下降。

MAG 含量随着温度升高而降低, 从 17.92%降低至 5.91%; 

相反, 甘油三酯(triacylglycerols, TAG)含量则随着温度的

升 高 而 升 高 , 从 17.15% 升 高 至 33.96%, 其 原 因 是

CALB@DA-201 在长时间(24 h)高温下, 酶失活而引起的。

王卫飞[30]在 50℃条件下用 Novozym 435 催化甘油解反应

24 h 得到 DAG 含量为 51.62%; 而在相同的反应时间下, 

CALB@DA-201 催化甘油解反应能得到更多的 DAG。 

2.3.2  CALB@DM-301 催化甘油解反应 

反应温度对 CALB@DM-301 催化甘油解反应的影响

如图 3 所示, 由图 3a 可知, 反应温度为 60~80℃时, DAG

含量随着温度升高而显著增加(P<0.05), 随后 DAG 含量略

有增长, 在 90℃达到最大为 63.70%。TAG 含量从 80℃则

呈现增加的趋势, 表明 CALB@DM-301 甘油解的活性开

始下降(TAG 转化率降低), 其原因与上述分析相同, 是由

于温度升高导致酶失活而引起。孙晓雪等[31]以甘油和亚麻

油为底物, 并利用 Lipozyme CALB催化甘油解反应得到产

物中 DAG 含量为 47.13%。由图 3b 可知, 在 60~80℃时, 

DAG含量随着温度升高而增加, 在 80~100℃时, DAG随着

温度升高而下降, 在 80℃时, DAG 含量最高达 63.41%。

MAG 含量则随着温度的升高而下降, 而在 70~90℃下降明

显, 到达 100℃时 MAG 含量最低为 6.64%。MAG 和 DAG

含量的降低, 以及 TAG 含量的增加, 都是由于固定化酶甘

油解活性下降引起。由于长时间在较高温度下导致酶失活。

研究表明: 反应 12 h 时, 温度从 60℃升高至 80℃时, DAG

含量显著增加(P˂0.05); 而在 24 h 时, 温度影响并不显著, 

这可能是反应已经达到动态平衡导致的[32]。 

 

 
 

注: a: 12 h; b: 24 h。 

图 2  反应温度对 CALB@DA-201 催化甘油解反应的影响 

Fig.2  Effects of reaction temperature on CALB@DA-201 catalyzed glycerolysis reaction 

 

 
 

注: a: 12 h; b: 24 h。 

图 3  反应温度对 CALB@DM-301 催化甘油解反应的影响 

Fig.3  Effects of reaction temperature on CALB@DM-301 catalyzed glycerolysis reaction 
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2.3.3  CALB@ADS-17 催化甘油解反应 

反应温度对 CALB@ADS-17 催化甘油解反应的影响

如图 4 所示, 由图 4 知, CALB@ADS-17 催化甘油解反应, 

只有在 80~90℃时表现出良好的催化效果, 在 90℃反应 12 h

时 DAG 含量最高为 64.03%。在 60、70 和 100℃反应时固

定化酶部分黏附在反应瓶底部, 导致反应误差较大, 而在

80 和 90℃则没有出现这种情况。在 80 和 90℃反应 24 h

时, DAG 含量略有下降, 是因为长时间高温导致酶的活性

降低。当反应 24 h 时, 无论是在 80℃还是 90℃ DAG 含量

均出现下降; 但是在其他温度下的催化效果较差。该反应

的误差较大, 是因为固定化酶在反应过程中载体会有部分

脱落, 因此, 该固定化酶的稳定性不好。 

2.4  大孔树脂固定化 CALB 催化酯化反应 

2.4.1  CALB@DA-201 催化酯化反应 

反应时间对 CALB@DA-201 催化酯化反应的影响如

图 5 所示, 由图 5a 得出, 当反应 12 h, 产物主要生成 DAG, 

当反应时间增加至 24 h, TAG 含量上升, 而 DAG 含量有所

下降, 当油酸几乎转化完全时, DAG 含量达 71.49%; 徐扬

等[33]的研究发现酯化反应 96 h 得到了 43.89%的 DAG, 且

反应时间的延长对 MAG 影响不大, MAG 含量始终维持在

10%以下。由图 5b 得出, TAG 含量随着时间的延长而升高, 

DAG 含量则随着时间的延长而下降。在反应 12 h 时 DAG

最高达到 43.96%, 而在 36 h, TAG 含量达 93.73%。该结果

表明, CALB@DA-201 在 70℃能选择性生产 DAG, 温度升

高则有利于生成 TAG。该结果对于酯化选择性合成 DAG

或 TAG 具有重要的指导意义。 

2.4.2  CALB@DM-301 催化酯化反应 

反应时间对 CALB@DM-301 催化酯化反应的影响如

图 6 所示, 由图 6a 得出, 反应时间在 12~36 h 内, DAG 含量

变化不大, 均维持在 60%以上; 而 MAG 和 TAG 含量始终在

10%以下; 反应时间增加对油酸的转化率影响不大, 这说明

在 12 h 时反应已经达到动态平衡。由图 6b 得出, DAG 含量

在反应 12~24 h 范围内随反应时间的延长而增加, 而继续延

长时间至 36 h DAG 出现下降, 在 24 h 最高, 达到 72.06%, 

此时酯化率最高达到 80.58%。随着反应时间增加, MAG 含

量均在 1%以下, 但 TAG 含量则随着时间的增加而升高。研

究表明, CALB@DM-301 催化油酸的转化率相比较差, 但在

70℃下 DAG 能始终保持在 60%, 具有很高的选择性。 
 

 
 

注: a: 12 h; b: 24 h。 

图 4  反应温度对 CALB@ADS-17 催化甘油解反应的影响 

Fig.4  Effects of reaction temperature on CALB@ADS-17 catalyzed glycerolysis reaction 
 

 
 

注: a: 70℃; b: 80℃。 

图 5  反应时间对 CALB@DA-201 催化酯化反应的影响 

Fig.5  Effects of reaction time on CALB@DA-201 catalyzed esterification reaction 
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2.4.3  CALB@ADS-17 催化酯化反应 

反应时间对 CALB@ADS-17 催化酯化反应的影响

如图 7 所示, 由图 7a 得出, 反应 12 h 时, DAG 含量最高

为 34.52%, 反应时间增加, DAG 含量下降, 随后趋于平

缓, 而 TAG 含量随反应时间增加而增加, 在 24 h 时达到

最高为 83.27%, 随着反应时间的增加, 各组分含量变化

不大, 反应达到动态平衡。由图 7b 得出, 在反应 12 h

时, 油酸转化率达到 95.17%, 主要产物为 TAG。反应 24 h

时, TAG 含量达到最大 89.74%; DAG 含量始终保持在

20%以下 , MAG 含量保持在 1%以下。该研究表明 , 

CALB@ADS-17催化酯化反应适合于 TAG的制备, 具有

选择性合成 TAG 的特性。因此, CALB@ADS-17 可在高

酸值油脂的脱酸(比如米糠油、茶油等脱酸)领域具有潜

在的应用前景。 

 

 
 

注: a: 70℃; b: 80℃。 

图 6  反应时间对 CALB@DM-301 催化酯化反应的影响 

Fig.6  Effects of reaction time on CALB@DM-301 catalyzed esterification reaction 
 
 

 
 

注: a: 70℃; b: 80℃。 

图 7  反应时间对 CALB@ADS-17 催化酯化反应的影响 

Fig.7  Effects of reaction time on CALB@ADS-17 catalyzed esterification reaction 

 

3  讨论与结论 

本研究探讨了 DA-201、DM-301、ADS-17 负载 CALB

过程中酶液浓度对固定化酶的酶活力的影响, 同时研究了

温度和时间对其催化甘油解和酯化反应的影响。酶液浓度

的增加能提高固定化酶的活力, 但增加至一定浓度时, 酶

活达到平衡甚至下降。固定化脂肪酶在 80~90℃下催化甘

油解反应均能得到较高含量的 DAG。CALB@DM-301 催

化酯化反应适合于 DAG 的制备, 而 CALB@ADS-17 催化

酯化反应则适合于TAG的制备。本研究将为酶法生产DAG

和 TAG 提供了理论指导和技术支撑。 

固定化酶的催化性能受载体性质和固定化条件的影

响, 其中载体的性质是一个重要的影响因素。本课题组前

期研究表明, 在离子液体修饰的 SBA-15 负载酶催化性质

上 , 适度极性的离子液体修饰 SBA-15 有助于其负载

CALB 酶催化甘油解选择性制备 DAG[34]。此外, 对于既定
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的一种载体, 其负载不同的脂肪酶, 所得固定化酶的催化

性能也有很大的差异, 即不同的脂肪酶, 其载体所需的“适

度极性”的修饰基团是不同的[35]。另外, 对于同一种酶, 其

催化不同的反应, 所体现的催化活性是不同的。本研究也

表明, CALB@ADS-17 的酶活(水解甘油三酯酶活)是最高, 

但是, 在催化甘油解制备 DAG 上, CALB@DA-201 则体现

了更好的性能。 
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